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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are an increasingly worldwidely relevant death cause, and dyslipidemia constitute a crucial
risk factor to their development. Once dyslipidemia cannot be directly monitored by the patient, its complications
evolve insidiously. Thus, the therapeutical management of this condition includes, besides dietary changes, the pre-
vention of the long term cardiovascular complications that may appear as a result of persistent hyperlipidemia. Hence,
this study aimed to standardize a model of hyperlipidemia in rats in order to test furtherly the effect of medicines used
to reduce lipid levels. Male Wistar rats were given dexamethasone (Dex) intraperitoneally (i.p.) for 30 days or with
coconut oil per os (p.o.) for 14 days and the total cholesterol levels and its fractions were doses in the animals’ serum.
Coconut oil administration promoted significant hyper triglyceridemia , but no significant hypercholesterolemia was
observed. A similar trend was noted after chronic administration of Dex, but, besides this hyperlipemiant effect, the
prolonged exposition to Dex was also associated with hair and weight loss, apathy and death of some rats. Animals
that were given Dex and also coconut oil showed even higher mortality rates. Thus, the treatment with coconut oil
was standardized to further evaluate the effect of new pharmaceutical formulations containing fibrates, the class of
hipolipemiant drugs that are more effective in lowering triglyceride levels..
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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo causa crescente e relevante de 0bitos em todo o mundo e as dislipidemias constituem
importantes fatores de risco para seu desencadeamento. Uma vez que ndo sdo passiveis de monitoramento direto pelo
paciente, as complicacdes das dislipidemias surgem de forma insidiosa. Assim, a conduta terapéutica envolve, além
de mudancas de habitos alimentares, a prevencdo das complicagdes cardiovasculares em longo prazo que podem ser
advindas da permanéncia de niveis aumentados de lipidios. Assim, este estudo teve como propdsito realizar a padro-
nizag¢do de um modelo de indug¢do de hiperlipidemia para posterior avaliagdo da atividade hipolipemiante de medica-
mentos. Ratos machos Wistar foram tratados com dexametasona (Dex) por via intraperitoneal (i.p.) por 30 dias e/ou
com 0leo de coco per os (p.o.) durante 14 dias e os niveis de colesterol total e fracdes e de triglicerideos foram dosados
no soro dos animais. A administracdo do 6leo de coco mostrou-se promotora de hipertrigliceridemia significativa, mas
que ndo foi acompanhada de hipercolesterolemia. Resultado semelhante foi obtido através da administracdo de Dex
durante um més. Porém, a exposicdo cronica a Dex conduziu a perda de pelos, emagrecimento, apatia ¢ morte dos
animais. Animais que receberam 6leo de coco associado a Dex apresentaram maior taxa de mortalidade em relacdo a
administracdo isolada de Dex. Entdo, o tratamento de ratos Wistar com 6leo de coco durante 14 dias foi padronizado
para a avaliacdo de formulacdes farmacéuticas contendo fibratos, que sdo os farmacos mais eficazes em reduzir os
niveis de triglicerideos.

Palavras Chave: hiperlipidemia; fibratos; 6leo de coco.

126
S



CIENGIAS FARMAGEUTICAS

LISTA DE ABREVIACOES:
CMC solug@o aquosa de carboximetilcelulose
0,5% - 0,1 mL/100 g

CT colesterol total

Dex dexametasona

EPM erro padrao da média

HDL-c lipoproteina de alta densidade colesterol
1.p. — via intraperitoneal

LDL-¢  lipoproteina de baixa densidade colesterol
p.o — per os

s.c. subcutinea

t, tempo de meia vida

TG triglicerideos

INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares s3o as principais cau-
sas de 6bitos no mundo. Entre os fatores de risco para
essas doengas, esta a dislipidemia, ou hiperlipidemia,
caracterizada por concentragdes sanguineas anormais de
lipidios ou lipoproteinas (1,2).

O tratamento da hiperlipidemia faz-se necessario,
uma vez que a elevagdo crénica dos niveis de colesterol
predispde a aterosclerose, que ¢ uma doenga degenerati-
va progressiva dos vasos sanguineos, devida a deposicao
de colesterol LDL (3). Esse processo tem progressao de
carater insidioso e, conforme evolui, a oclusdo de vasos
de importancia mais critica pode levar a miocardiopatia
isquémica e a infartos ou acidentes vasculares cerebrais
4,2).

O tratamento da hiperlipidemia pode ser realiza-
do por meio de medidas terapéuticas farmacologicas e
ndo farmacologicas. Os medicamentos disponiveis para
essa finalidade podem apresentar maior atuagao sobre os
niveis de colesterol total e fragdes ou de triglicerideos
(5). Dentre aqueles que atuam sobre o colesterol, as es-
tatinas, tais como a sinvastatina, sdo os fArmacos de pri-
meira escolha, por apresentarem alta eficacia redutora de
hiperlipidemia (ou do colesterol LDL) e por serem bem
toleradas (6,7). Nas situagdes em que ha predominio de
elevagdo dos niveis de triglicerideos, recorre-se com
frequéncia a classe dos fibratos, tais como a genfibrozi-
la, que apresenta maior eficacia sobre essa categoria de
dislipidemia (7). Sendo assim, a grande relevancia tera-
péutica desses farmacos justifica a realizacdo de estudos
cientificos que levem a obtenc¢do de novas formulagdes
farmacéuticas.

Modelos animais sdo importantes para o desen-
volvimento de medicamentos, sendo imprescindi-
vel sua adequada selegdo. Nesse contexto, Jun et al.
(2007) induziram hipercolesterolemia e hipertrigli-
ceridemia em ratos Sprague-Dawley, mediante a ad-
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ministragdo cronica de 6leo de coco per os (p.o.), €
avaliaram o efeito hipolipemiante de uma preparagdo
contendo sinvastatina (8).

O 06leo de coco é um 6leo comestivel, extraido
da semente ou da carne de cocos maduros colhidos a
partir do coqueiro (Cocos nucifera). E constituido por
uma mistura de triglicéridos e acidos graxos saturados
de cadeia curta e cadeia média (92%) e acidos graxos
insaturados (8%) (9).

Por outro lado, em um estudo acerca do efeito do
exercicio fisico aerdbio sobre alteragdes cardiometaboli-
cas, Pinheiro et al. (2009) relataram a indugdo de hiper-
colesterolemia e hipertrigliceridemia em ratos Wistar,
decorrente da administracdo crénica de dexametasona
(Dex) por via intraperitoneal (i.p.) (10). Dex ¢ um far-
maco glicocorticoide, utilizado no tratamento de doen-
¢as inflamatorias e imunologicas, incluindo dermatites,
artrite reumatoide e alguns tipos de cancer. Apresenta
boa biodisponibilidade oral, ¢ metabolizada no figado e
tem seus metabolitos excretados pelo rim. Possui tempo
de meia vida (t, ,) plasmética de 300 minutos e t, , bio-
logica de 36 a 72 horas. Sdo intimeros os efeitos adver-
sos descritos para a Dex, cuja ocorréncia estd associada
principalmente a sua ag@o metabdlica, quando usada
sistemicamente, durante um periodo prolongado ou em
altas doses (11).

O objetivo do presente estudo foi verificar se uma
modificacdo dos métodos de Jun et al. (2007) (8) e Pi-
nheiro et al. (2009) (10) poderia ser padronizada para
induzir hiperlipidemia em ratos Wistar. Esse objetivo
vem ao encontro de uma necessidade do nosso grupo de
pesquisa, que ¢ determinar a atividade hipolipemiante da
sinvastatina e da genfibrozila veiculadas em microesferas
poliméricas, em relag@o aos farmacos nio encapsulados.

MATERIAL E METODO

Aspectos éticos

O presente trabalho esta de acordo com os Princi-
pios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (CO-
BEA), ¢ foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade da Regido de Joinville - UNIVI-
LLE, conforme oficio de nimero 307/2010 - PRPPG/
CEP, emitido em 22 de outubro de 2010 (protocolo de
aprovagao n° 01/0910).

Animais

Ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegi-
cus albinus, Rodentia, Mammalia), machos, com 2 me-
ses de idade e peso entre 190 e 220 g, foram utilizados
neste estudo. Os animais foram alojados em nimero de
seis por gaiola e mantidos em ciclo claro-escuro de 12
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horas, a uma temperatura ambiente de 20 + 2 °C. Foram
alimentados com racdo padrio para roedores (Nuvilab
CR®, Nuvital Nutrientes S/A, Colombo PR.) e recebe-
ram agua ad libitum.

Protocolo experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em
quatro grupos de seis. Cada grupo recebeu um tratamen-
to cronico diferenciado, de modo que os animais do gru-
po 1 receberam solugdo de carboximetilcelulose (CMC)
0,5% na dose de 0,1 mL/100 g p.o. e solugdo salina 0,9%
na dose de 0,1 mL/100 g i.p. durante 1 més, constituindo
o grupo controle. Os animais do grupo 2 receberam Dex
na dose de 0,5 mg/kg/dia i.p. e solugdo de CMC p.o. du-
rante 1 més. Os animais do grupo 3 receberam 2 mL de
oleo de coco p.o. durante 15 dias. Os animais do grupo
4 foram tratados com Dex na dose de 0,5 mg/kg/dia i.p.
durante 15 dias e, finalizado esse periodo, passaram a
receber Dex 0,5 mg/kg/dia i.p. ¢ 2 mL de dleo de coco
p.0. por mais quinze dias.

Vinte e quatro horas ap6s o ultimo dia de adminis-
tracdo, os animais foram eutanasiados por decapitagdo e
o sangue foi coletado para determinag@o dos niveis sé-
ricos de colesterol total (CT), de lipoproteina de baixa
densidade colesterol (LDL-c), de lipoproteina de alta
densidade colesterol (HDL-c) e de triglicerideos (TG).
As determinacdes foram realizadas por espectrofotome-
tria (CT e TG - 500 nm; HDL-c - 600 nm), empregando-
-se os kits Colesterol Liquiform, Triglicérides Liquiform
e HDL LE (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil). A
concentragdo de LDL-c foi calculada pela equagdo de
Friedewald:
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LDLc = CT — (HDLe + —3-) Equagio 1

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro pa-
drao da média (EPM), e a comparagdo entre os grupos
foi realizada pelo teste estatistico de analise de variancia
(one-way ANOVA) combinado ao pos-teste de Tukey.
Consideraram-se significativos os valores de P < 0,05.

RESULTADOS

Todos os animais do grupo 1 (controle) completa-
ram o periodo de experimentagdo, ao passo que houve a
morte de animais nos grupos 2 a 4 durante esse periodo.
Na Tabela 1 e Figura 1, s@o apresentados os niveis séri-
cos de CT, HDL-c, LDL-c e TG obtidos para os animais
sobreviventes dos grupos 1 a 4, enquanto a taxa de mor-
talidade em cada grupo ¢ apresentada na Tabela 1.

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre
os valores de CT, HDL-c e LDL-c apresentados pelos
animais do grupo 2, tratados com Dex i.p., ou do grupo
3, tratados com oleo de coco p.o., em relagcdo ao grupo
1 (controle). Os animais do grupo 3 apresentaram niveis
semelhantes de CT e HDL-c (p > 0,05) em relacdo ao
grupo 2 (p < 0,05), porém, maior concentragdo de LDL-
-c. Os tratamentos com Dex e 6leo de coco induziram
hipertrigliceridemia nos animais dos grupos 2 e 3, res-
pectivamente, em relagdo ao controle (p < 0,05). Nao
houve diferenca significativa entre os niveis de TG dos
animais dos grupos 2 e 3 (p > 0,05).

Tabela 1 - Niveis séricos de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDL-c),
lipoproteina de alta densidade colesterol (HDL-c) e triglicerideos (TG), obtidos para ratos Wistar machos
tratados com dexametasona 0,5 mg/kg/dia (Dex) via intraperitoneal (i.p) e/ou 6leo de coco
2 ml per os (p.0.), e taxa de mortalidade em funcdo de cada tratamento.

Tratamento CT* LDL-c* HDL-c* TG * Mortali-
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) dade (%)
1 (controle)  CMC v.o. + salina i.p. (1 més) 77,03 +7,22 17,52 +8,95 48,04 + 2,24 69,72 + 8,50
2 CMC v.o0. + Dex i.p. (1 més) 76,35 +8,28 7,47+1,05 50,98 =+6,13 130,6 +11,30 50
Oleo de coco 2 ml v.o. (15 dias) 16,71 + 188,90 +
3 105,0 + 9,86 1413 50,50 + 4,47 30,16 33
Dex i.p. (15 dias). Depois, Dex
4 i.p. + o6leo de coco 2 ml v.o. 98,90 28,40 52,70 89,60 83

(15 dias)

*Resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM), exceto para o grupo 4, cujos resultados
foram obtidos para o Gnico animal que sobreviveu ao tratamento.

CMC (solucédo aquosa de carboximetilcelulose 0,5% - 0,1 mL/100 g); salina (solugdo salina 0,9% - 0,1 mL/100 g).

128




CIENGIAS FARMAGEUTICAS

V. 25,N° 3, 2013

Figura 1 - Niveis séricos de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDL-c),
lipoproteina de alta densidade colesterol (HDL-c) e triglicerideos (TG) obtidos para ratos Wistar machos,
apos tratamento cronico com dexametasona e/ou 6leo de coco: grupo 1 (controle) - solugdo de carboximetilcelulose
0,5% 0,1 ml/100 g [CMC] per os (p.o.) e solugdo salina 0,9% 0,1 ml/100 g intraperitoneal (i.p.) durante 1 més;
grupo 2 - dexametasona 0,5 mg/kg/dia [Dex] i.p. ¢ CMC p.o. durante 1 més; grupo 3 - 2 ml de 6leo de coco p.o.
durante 15 dias; grupo 4 - Dex i.p. durante 15 dias e, finalizado esse periodo, Dex i.p. e 2 ml de 6leo
de coco p.o. por mais 15 dias. * = diferenca significativa (p < 0,05).
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A analise estatistica dos resultados do grupo 4
(animais tratados com Dex i.p. associada ao 6leo de
coco p.o.) ndo foi possivel, pois apenas um animal so-
breviveu ao tratamento. O tratamento com Dex debilitou
os animais dos grupos 2 e 4, causando apatia, perda de
pelos e reducdo de peso. A evolugdo do peso dos animais
dos grupos 1 a 4 durante o periodo de experimentacdo ¢
apresentada na Figura 2.

DISCUSSAO

Segundo Jun et al. (2007), o 6leo de coco é uma
rica fonte de acidos graxos saturados e sua administra-
¢do em excesso leva a biossintese de colesterol no fi-
gado, causando hipercolesterolemia (8). Baseados nesse
fato, tais autores trataram ratos Sprague-Dawley com
6leo de coco p.o. durante 14 dias, o que resultou no au-
mento dos niveis séricos de CT e, principalmente, de TG
(incremento de 56% e 908%, respectivamente, porcenta-
gens essas, que foram calculadas a partir dos resultados
originalmente apresentados em mg/dL). Ao submetemos
ratos Wistar a um tratamento semelhante, observamos
uma elevagdo acentuada de TG séricos (171%), mesmo
que bastante inferior a relatada para os ratos Sprague-
-Dawley, porém sem incremento significativo dos niveis
de CT, ou qualquer alteragao significativa nos niveis de
LDL-c e HDL-c.

Os resultados obtidos demonstram que o tratamen-
to cronico de ratos Wistar com 6leo de coco v.o. ¢ ade-
quado para induzir hipertrigliceridemia, possibilitando a
avaliacdo do efeito da genfibrozila sobre niveis séricos
aumentados de TG. Por outro lado, um modelo animal
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capaz de induzir hipercolesterolemia, além de hipertri-
gliceridemia, seria mais apropriado a avaliacdo da ati-
vidade hipolipemiante da sinvastatina, pois, embora ela
também atue sobre os TG sanguineos, seu efeito princi-
pal se da sobre o colesterol total e suas fracdes.

Figura 2 - Evolucdo do peso (g) de ratos Wistar
machos apds tratamento cronico com dexametasona
e/ou dleo de coco: grupo 1 (controle) - solugdo de
carboximetilcelulose 0,5% 0,1 mL/100 g [CMC]
per os (p.o0.) e solugdo salina 0,9% 0,1 mL/100
g intraperitoneal (i.p.) durante 1 més; grupo 2 -
dexametasona 0,5 mg/kg/dia [Dex] i.p. e CMC
p.o. durante 1 més; grupo 3 - 2 ml de 6leo de coco
p.o. durante 15 dias; grupo 4 - Dex i.p. durante
15 dias e, finalizado esse periodo, Dex i.p. e
ml de dleo de coco p.o. por mais 15 dias.
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Pinheiro et al. (2009), por sua vez, relataram que ndo foram feitas consideragdes no estudo dos referidos
a administragdo de Dex i.p., na dose de 0,5 mg/kg/dia, autores.
durante 1 més, gerou hipercolesterolemia e hipertriglice-
ridemia em ratos Wistar (10). O modelo, que foi usado
pelos autores para induzir alteragdes cardiometabolicas,
se fundamenta na resisténcia a insulina causada pela
Dex, que resulta em dislipidemia, esteatose hepatica,
diabetes, hipertensdo arterial e perda de peso corporal.
Os graficos do trabalho original demonstram uma ele-
vagao pronunciada dos niveis séricos de CT (= 200%),

Avaliamos, ainda, em nosso estudo, a associa¢ao
da Dex i.p. ao 6leo de coco p.o., buscando induzir hi-
percolesterolemia e hipertrigliceridemia, a fim de padro-
nizar um modelo Unico para avaliar o efeito da genfi-
brozila e da sinvastatina. Porém, a associa¢do levou a
uma taxa de mortalidade dos animais ainda superior a
observada no grupo que recebeu somente Dex.

LDL-c (= 833%), TG (= 42%), e redugdo no HDL-c (= Por essas razdes, definimos os modelos baseados
33%), sugerindo que o modelo poderia ser empregado no tratamento com Dex (associada ou ndo ao 6leo de
para testar o efeito de formulagdes contendo farmacos coco) como insatisfatorios ao nosso propdsito, embora
hipolipemiantes. tenha havido indug@o de hipertrigliceridemia.

Ao reproduzirmos o método, evidenciamos um au- Com o intuito de compreender a elevada morta-
mento significativo nos niveis de TG séricos nos animais lidade dos animais tratados com Dex, observada ao re-
tratados com Dex (87%), porém sem redugdo de HDL-c produzirmos o método de Pinheiro et al. (2009) (10),
ou aumento de CT e LDL-c. Além disso, os animais per- revisamos as referéncias citadas no trabalho, as quais
deram bastante peso, como descrito por Pinheiro et al. descreviam o uso de Dex nas dosagens, vias de adminis-
(2009) (10), apresentando também outros sinais de debi- tracao e tempos de durag@o do tratamento apresentados

litagdo e elevada taxa de mortalidade, acerca dos quais na Tabela 2.

Tabela 2 - Tratamentos com Dex em ratos Wistar empregados
em estudos referenciados no artigo de Pinheiro et al. (2009) (10).

Dose diaria de Dex Via de administracao Duracao do tratamento

Kimura et al. (2000) (12) 0,5 mg/kg Subcuténea (s.c.) 7 dias

Ruzzin e Jensen (2005) (13) 1 mg/kg Intraperitoneal (i.p.) 12 dias

Saad et al. (1993) (14) 1 mg/kg Ndo informada 5 dias
Severino et al. (2002) (15) 5 pg/kg* Subcuténea (s.c.) 4 semanas

* Originalmente expresso como duas administragdes diarias de 1 pg de Dex em 75 pL de salina por rato de 400 g.

O protocolo de tratamento dos animais empregado Por outro lado, os modelos que empregavam
por Pinheiro et al. (2009) (10) foi atribuido ao trabalho Dex em ratos Wistar durante 1 més (via i.p., na dose
de Kimura et al. (2000) (12), porém, observamos que, de 0,5 mg/kg/dia, associada ou ndo ao 6leo de coco)
apesar da mesma dose ter sido empregada, a via e o tem- causaram elevada taxa de mortalidade dos animais,
po de administragdo da Dex foram modificados: via s.c. mostrando-se inadequados. Assim, faz-se necessaria
substituida por via i.p. e duracdo do tratamento alterada a padronizagdo de uma alternativa mais eficaz, re-
de 7 para 30 dias. produtivel e menos agressiva, que possibilite testar

Dessa forma, acreditamos que uma maior absor¢o o efeito de farmacos sobre niveis sanguineos aumen-
decorrente da administragdo via ip. e um prolongado tados de colesterol, sendo uma possibilidade a admi-
tempo de exposigdo a Dex causaram a intensa toxicida- nistracdo de Dex subcutédnea (s.c.) associada ao 6leo
de e a elevada taxa de mortalidade dos animais do nosso de coco p.o.
estudo.

) AGRADECIMENTOS
CONCLUSOES
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O tratamento de ratos Wistar com 6leo de coco v.o. de Arpparo a Pesquisa e Inovagdo do .Estado de Santa
durante 14 dias foi padronizado neste estudo para indu- C.atarlna (FAPESC) e pela bolsa d_e Iniciagao Tecnolg-
zir hipertrigliceridemia e avaliar o efeito hipolipemian- gica concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvi-

te de formulagdes farmacéuticas contendo farmacos da mento Cientifico e Tecnologico (CNPq).
classe dos fibratos, tais como a genfibrozila.
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