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RESUMO

A dislipidemia é caracterizada como um distarbio cuja prevaléncia vem aumentando no Brasil
e no mundo de forma progressiva, sendo fundamental do ponto de vista da saude publica. A
doenca pode ser definida por alteragdes metabdlicas lipidicas que afetam a corrente
sanguinea, caracterizadas por aumento do colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL). Essas alteracfes
estdo associadas a riscos cardiovasculares e a aterosclerose, que podem resultar em eventos
cardiovasculares graves. Diante disso, novos tratamentos farmacoldgicos tém se baseado na
investigagdo de substancias de origem natural, como os polifendis encontrados na tiramina,
uma monoamina, disponiveis em plantas, estudada por seus efeitos no metabolismo de
lipideos e carboidratos. Nesse contexto, as riparinas (RIP), metab6litos da tiramina,
apresentam atividade bioativa, e tém sido estudadas por seus diversos efeitos bioldgicos,
incluindo anti-inflamatdrias, antioxidantes, ansioliticos e antidepressivos. O objetivo do
presente estudo foi averiguar o efeito hipolipemiante da Riparina I (RIP 1) no modelo de
dislipidemia induzida por poloxamer P407 em camundongos C57BL/6. Foi realizado o estudo
de toxicidade aguda da RIP I, de acordo com parametros estabelecidos pela OECD 423, para
determinagdo das doses utilizadas. A dislipidemia foi induzida mediante Unica injecdo via
intraperitonial de P-407 na dose de 400mg/kg. Os grupos foram tratados quatro vezes, sendo:
um pré-tratamento (2h antes da administracdo de P-407), doses de RIP | nas concentracdes
100, 50 e 25mg/Kg, seguido de tratamentos 24h, 48h e 72h apds a administracao
intraperitoneal de P-407. Duas horas ap0s o ultimo tratamento, os animais foram anestesiados
e submetidos a coleta de sangue, para dosagens bioquimicas de colesterol, triglicerideos e
marcadores hepaticos. Ao fim dos protocolos, o figado foi removido para dosagem dos
parametros antioxidantes TBARS, GSH e catalase (U/mg de proteina). Foi identificada baixa
toxicidade da RIP | nos tecidos cardiaco, hepatico, renal e cerebral, sendo classificada na
categoria 5 de acordo com o Globally Harmonized Classification OECD. A RIP | mostrou ndo
ser capaz de reduzir as taxas de colesterol e triglicerideos dos animais, entretanto, demonstrou
um potencial antioxidante através da reducao dos niveis de TBARS, bem como no aumento
de GSH/GSSG. Adicionalmente, a RIP | possibilitou um aumento dos niveis de colesterol
HDL comparado ao grupo P407. Também foi identificado um aumento significativo nos
indices do Colesterol Ndo-HDL, na razdo HDLc/CT e TG/HDLc. Nas analises histoldgicas do
protocolo de dislipidemia, ndo houve alteracbes macroscopicas e histopatolégicas no tecido
hepatico, sem alteracdes das aminotransferase (AST e ALT). Conclui-se que foi identificado
potencial acdo da RIP I no HDLc e efeito antioxidante significativo em tecido hepético neste
modelo, contudo, a RIP | ndo conseguiu reduzir os niveis de triglicerideos e colesterol total
induzidos por P407. Em suma, é valido futuros experimentos que estudem a riparina | em
modelo crénico de dislipidemia induzida por dieta hiperlipidica, a fim de verificar sua acdo,
sem a inducdo medicamentosa, por meio da obesidade em camundongos.

Palavras-chave: Dislipidemia; riparina; hipolipemiante; antioxidante; toxicidade.



LIPID-LOWERING EFFECT OF RIPARIN I IN A POLOXAMER 407-INDUCED
DYSLIPIDEMIA MODEL IN C57BL/6 MICE

ABSTRACT

Dyslipidemia is characterized as a disorder whose prevalence has been progressively
increasing in Brazil and worldwide, and is essential from a public health perspective. The
disease can be defined by lipid metabolic alterations that affect the bloodstream, characterized
by an increase in total cholesterol, triglycerides, low-density lipoprotein (LDL) and a decrease
in high-density lipoprotein (HDL). These alterations are associated with cardiovascular risks
and atherosclerosis, which can result in serious cardiovascular events. In view of this, new
pharmacological treatments have been based on the investigation of substances of natural
origin, such as polyphenols found in tyramine, a monoamine, available in plants, studied for
their effects on lipid and carbohydrate metabolism. In this context, riparins (RIP), metabolites
of tyramine, have bioactive activity and have been studied for their various biological effects,
including anti-inflammatory, antioxidant, anxiolytic and antidepressant effects. The aim of
this study was to investigate the lipid-lowering effect of Riparin I (RIP 1) in the dyslipidemia
model induced by poloxamer P407 in C57BL/6 mice. An acute toxicity study of RIP | was
performed according to parameters established by OECD 423 to determine the doses used.
Dyslipidemia was induced by a single intraperitoneal injection of P-407 at a dose of 400
mg/kg. The groups were treated four times, as follows: a pretreatment (2 h before
administration of P-407), doses of RIP | at concentrations of 100, 50 and 25 mg/kg, followed
by treatments 24 h, 48 h and 72 h after intraperitoneal administration of P-407. Two hours
after the last treatment, the animals were anesthetized and submitted to blood collection for
biochemical dosages of cholesterol, triglycerides and liver markers. At the end of the
protocols, the liver was removed for measurement of the antioxidant parameters TBARS,
GSH and catalase (U/mg of protein). Low toxicity of RIP | was identified in cardiac, hepatic,
renal and brain tissues, being classified in category 5 according to the Globally Harmonized
Classification OECD. RIP | was not able to reduce cholesterol and triglyceride levels in
animals, however, it demonstrated antioxidant potential through the reduction of TBARS
levels, as well as the increase in GSH/GSSG. Additionally, RIP I enabled an increase in HDL
cholesterol levels compared to the P407 group. A significant increase in non-HDL cholesterol
indices, in the HDLc/TC and TG/HDLc ratios was also identified. In the histological analyses
of the dyslipidemia protocol, there were no macroscopic and histopathological changes in the
liver tissue, with no changes in aminotransferases (AST and ALT). It is concluded that
potential action of RIP |1 on HDLc and significant antioxidant effect in liver tissue were
identified in this model; however, RIP | was unable to reduce triglyceride and total cholesterol
levels induced by P407. In summary, future experiments studying riparin | in a chronic model
of dyslipidemia induced by a high-fat diet are valid, in order to verify its action, without drug
induction, through obesity in mice.

Keywords: Dyslipidemia; riparin; lipid-lowering; antioxidant; toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1. Dislipidemia

Dislipidemias s&o um conjunto de distarbios que interferem no metabolismo dos
lipidios do sangue, como colesterol, triglicerideos, fosfolipidios e acidos graxos livres. Sendo
classificada como um dos maiores fatores de risco que contribuem para a prevaléncia e
gravidade de doengas cardiovasculares, os desequilibrios de lipideos na corrente sanguinea
podem resultar em processos sistémicos que culminam na formacdo de placas
aterosclerdticas, associando-se ao infarto agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral,
doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronariana, doenca
cerebrovascular, doenca vascular periférica, dentre outros (Silva et al., 2022; Morais et al.,
2022).

Os triglicerideos (Tg) séo identificados como moléeculas lipidicas compostas por
uma molécula de glicerol associada a trés moléculas de &cidos graxos. Sdo sintetizados,
principalmente, pela via do glicerol fosfato e o trafego em tecidos especificos, como musculo,
figado e tecido adiposo. Eles representam a principal forma de armazenamento de lipidios e
energia no organismo humano, processo biologico essencial para a vida (Nelson; Cox, 2006;
Ohkawa et al., 2020). Quanto ao colesterol (Ct), compreende-se como um composto organico
do grupo dos alcoois secundario e monoinsaturado, da classe de esteroides, transportado na
forma de lipoproteinas plasmaticas, as quais podem ser classificadas como: lipoproteina de
alta densidade (HDL); lipoproteina de densidade baixa (LDL); lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL); lipoproteina de densidade intermediaria (IDL); quilomicrons (Nelson;
Cox, 2006).

A HDL é conhecida como a menor lipoproteina existente, atuando na remocéo do
excesso de colesterol dos tecidos, guiando-o para o figado, iniciando o processo de
catabolismo das moléculas. Entre suas propriedades, pesquisas trazem que a HDL apresenta
acdo antioxidante, anti-inflamatdria e antiagregante plaguetario (Ibrahim, 2010; Précoma, et
al., 2019; Silva, 2024; Siasos et al., 2011). Ja a LDL, atua como transportador do colesterol
do figado e do intestino para locais de producdo de esteroides e para as membranas celulares.
Isto, traz uma maior probabilidade de diagnosticos de problemas cardiovasculares, devido a
formacdo placas de gordura nos vasos sanguineos. O excesso de LDL pode resultar no
deposito destas nos vasos e sofrer oxidagéo, resultando numa modificacéo estrutural da LDL,

fazendo com que as células endoteliais ndo a reconhecam, o que estimula a acdo do sistema
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imunolégico. A partir disso, ocorre a formacdo da placa aterosclerética, que podem levar a
obstrucdo de vasos, gerando inimero problemas cardiovasculares e vasculares cerebrais
(Ohkawa et al., 2020).

A presente anormalidade no metabolismo dos lipidios que resultam em
quantidades alteradas no plasma, s&o associadas a baixos niveis de colesterol de lipoproteina
de alta densidade (HDLc), a altos niveis de triglicerideos (Tg), colesterol total (Ct), e
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDLc), o que pode contribuir para a
aterosclerose, doenca arterial coronariana e hipertenséo arterial sistémica (He, et al., 2018;
Précoma, et al., 2019; Souza, et al., 2019).

A prevaléncia de dislipidemia varia demograficamente e é fortemente influenciada
por fatores culturais e comportamentais, como dieta, atividade fisica e uso de alcool, além da
genética. E estimado que hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, altos niveis de LDLc e
baixos niveis de HDLc sdo relatados em cerca de 40% da populacdo, sendo a doenca cardiaca
coronaria a principal causa de morte nos paises em desenvolvimento (Hedayatnia et al.,
2020).

Além dos maleficios popularmente conhecidos na sociedade, é preciso ressaltar
que o colesterol e os triglicerideos sdo essenciais nos processos da homeostase humana, pois
atuam na fluidez a membrana celular, sintese de hormdnios esteroides e sais biliares, e no
estoque energético do corpo (Silva, Mura, 2007). As lipoproteinas transportam tais
componentes por todo o plasma sanguineo, sendo fundamentais nos processos citados acima.
Sua estrutura € constituida por lipideos e proteinas denominadas apolipoproteinas (apos), com
funcdo direta no metabolismo das lipoproteinas e na formacdo das particulas lipoproteicas,
entre elas, a apos B48, na atuacdo em ligantes a receptores de membrana, apos B100, e
cofatores enzimaticos, como as Apo CII e Il (Figura 1) (Siasos et al., 2011; Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2013).

Figura 1 — Estrutura geral das lipoproteinas.
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Fonte: Nelson; Cox, 2006.

Ao classificarmos as lipoproteinas, podemos compreender que estas estdo
divididas em dois grupos: o primeiro, rico em Tg, por serem maiores € menos densos, de
origem intestinal, e pelas lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), de origem
hepatica; ja o segundo, rico em colesterol, entre eles, LDLc e HDLc. Ambas possuem suas
especificidades, tamanhos, composicdes, funcbes, e seu desequilibrio pode resultar no
desenvolvimento de doencas vasculares (Gowdy, Fessler, 2013).

Em relacdo as classificacbes das dislipidemias, conforme dados da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (2013) e Rodrigues (2015), podem ser subdividas de acordo com a
causa, em primarias e secundarias. As primarias, podem ser classificadas por genotipicamente
ou fenotipicamente por meio de analises biogquimicas, na genotipica, podemos citar as
monogénicas, causadas por mutacfes em um sO gene, e as poligénicas, causadas por
associacdes de multiplas mutac6es conjuntas. Ambas podem resultar na ma formacao do gene
de receptor de LDL (LDL-R) ou no gene da apo B-100 e acabam por causar acimulo de
lipoproteinas ricas em colesterol, como a LDL, no compartimento plasmético devido ao
impacto na metabolizacdo desses lipideos. Na fenotipica, sdo considerados os valores de Ct,
LDLc, Tg e HDLc e estas compreendem quatro tipos bem definidos de dislipidemias, listados
na Tabela 1. O tratamento das dislipidemias secundarias, exige uma compreensdo e
investigacdo de doencas pré-existentes, desordens metabdlicas, como obesidade, diabetes,
hipotireoidismo, entre outras, até mesmo relacionadas ao uso de medicamentos, tais como

diuréticos tiazidicos e bloqueadores beta-adrenérgicos (Rodrigues, 2015).
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Tabela 1 — Classificagdo fenotipica das dislipidemias.

Classificacao Alteracao laboratorial
Hipercolesterolemia isolada Elevacao isolada de LDL (>160 mg/dL)
Hipertrigliceridemia isolada Elevacao isolada de triacilgliceréis (>150

mg/dL)
Hiperlipidemia mista Valores aumentados de LDL e TG (>160
mg/dL e > 150 mg/dL, respectivamente)

HDL baixo Reducédo de HDL (<40 mg/dL em homens e

<50 mg/dL em mulheres)

Fonte: adaptado de Rodrigues, 2015.

Ao analisar as desordens metabdlicas presentes em quadros clinicos, estudos
demonstraram um aumento do risco de desenvolvimento de dislipidemia secundaria. Entre
esses casos, sdo encontrados em patologias como diabetes mellitus tipo 2. A presenca
simultanea de hiperglicemia com baixos niveis de HDLc ou com elevadas concentracfes de
Tg aumenta o risco de eventos cardiovasculares até trés vezes em pacientes diabéticos do tipo
2 (Lehto et al., 1997); com aterosclerose e com Doenca Coronariana Cardiaca (DCC). ADCC
pode ser definida como um dano ao funcionamento regular do coracdo devido ao fluxo
inadequado de sangue em relacdo as suas necessidades. Essas obstrugcdes na circulacao
coronariana podem ocorrer por processo de formacdo das placas de ateroma (Ghosh et al.,
2008). O actmulo de colesterol e lipidios associados dentro da parede vascular representa
uma caracteristica mais proeminente da aterogénese. Como dito anterioremente, as particulas
de LDLc sdo particularmente aterogénicas devido a sua maior persisténcia na corrente
sanguinea, facilidade de penetracdo através da barreira endotelial e maior suscetibilidade
oxidativa em comparacdo com outras particulas de lipoproteina, como HDLc e VLDL (Morais
et al., 2022).

A concentracdo reduzida de HDL também representa um fator de risco
aterosclerotico. Esta molécula realiza o transporte reverso de colesterol circulante e
proteger a molécula LDLc do processo oxidativo (Evangelista, Leite, Lima, 2013). Diante
do estresse oxidativo aumentado, ha uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), desempenhando um papel significativo em muitas doencas, principalmente pela

modificacdo oxidativa do colesterol, a qual é considerada uma etapa inicial na conversdo de
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LDL em particulas mais aterogénicas (Ference et al. , 2017; Masuda, Yamashita, 2017).

A obesidade e a dislipidemia, assim como a sindrome metabdlica, sdo condigdes
frequentemente associadas ao estresse oxidativo. O desequilibrio redox estimula a inflamacgéo
sistémica, que se correlaciona com disfungdes teciduais encontradas nos individuos (Morais et
al., 2022).

O estresse oxidativo também é um dos mecanismos mais correlacionados ao
desenvolvimento da dislipidemia. Estudos demonstram que a ingestdo de uma dieta altamente
calérica resulta num estado pds-prandial de hipertrigliceridemia, hiperglicemia e niveis
elevados de acidos graxos livres na circulacdo, gerando um estado de estresse oxidativo
(Francisqueti et al., 2017). O estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo intracelular de
compostos reativos ao oxigénio e ao nitrogénio, principalmente de espécies reativas de
oxigénio (ERO). O aumento na producdo de ERO ocorre quando excede a capacidade de
defesa antioxidante do organismo em remover essas espécies (Francisquet et al., 2017).

No aspecto epidemiolégico da dislipidemia, é notdrio ressaltar que o mundo
sofreu uma transicdo nutricional para os produtos industrializados, com altas taxas de
acucares, gorduras saturadas e sodio; e pobre em frutas e legumes. A dieta € um dos muitos
fatores de risco associados com aterogénese e doenca cardiovascular, somada com a
obesidade e o sedentarismo (Almeida Junior et al., 2023).

Segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL, 2016; Brasil, 2017), verificou-se que das 26
capitais brasileiras e o Distrito Federal, ha cerca de 24,8% de individuos que relataram ser
diagnosticados com dislipidemias. Estudos com a populacao brasileira composta por publico-
alvo infanto-juvenil e adultos apontaram uma prevaléncia de 22,6% e de 49,7% de
dislipidemias nos respectivos grupos (Camargo et al., 2021; Teixeira, et al., 2021). Isto
demonstra um problema sério no quesito de saude publica, onde disturbios metabolicos estdo
cada vez mais em evidéncia no Sistema Unico de Satde (SUS). O Ministério da Saude destina
em média 1,3 bilhdo de reais por ano na terapéutica dessas alteracdes lipidicas (Oliveira
etal., 2017).

Segundo o estudo de Fernandes et al., (2011), no estado de S&o Paulo,
envolvendo 2.720 adultos em 8 cidades mostrou que cerca de 12,2% de pacientes estavam
com colesterol total e/ou LDLc altos, colesterol HDLc abaixo dos niveis de referéncia e/ou
tratamento com algum medicamento para tratar niveis elevados de lipideos no sangue. Essa

informacdo é reafirmada pelo estudo de Alcantara Neto et al. (2012), no estado da Bahia, com
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criancas e adolescente de escola publica, que considerou os jovens dislipidémicos com niveis
plasméticos maiores que 170 mg/dl de colesterol total ou 130 mg/dl de triacilglicerois, assim
encontrando percentagem de 25,5% de individuos afetados, mostrando que grande nimero de
casos € incidente na idade juvenil. Esse cenario desperta uma reflexdo ainda maior dos
motivos que levam a tais resultados, indicando que as taxas encontradas séo elevadas e que
acbes de saude publicas, visando o combate desse desfecho, fazem-se necessérias na
populacgéo brasileira.

Entre as patologias que podem contribuir para o surgimento do quadro de
dislipidemia, temos a obesidade, a qual é compreendida como acimulo de tecido gorduroso
localizado ou generalizado, provocado por desequilibrio nutricional, associado ou ndo a
distarbios genéticos ou enddcrino-metabélicos (Lima, Duarte, 2013). E uma doenca cronica
primariamente relacionada com o desbalango entre a ingestdo e o gasto energético (Silva,
2024).

Segundo a Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabolica (ABESO), os impactos da obesidade na saude vdo além das interferéncias no
sistema fisiologico humano, € um impacto social, sistematico e massificado (ABESO, 2016).
A obesidade ¢ classificada como uma das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTS),
cujo o tratamento é ofertado pelo Sistema Unico de Satde (SUS); os custos com as DCNTSs,
em 2018, alcancaram 3,45 bilhdes de reais, desses custos, 59% foram referentes ao tratamento
da hipertensao, 30% ao do diabetes e 11% ao da Obesidade (Silva, 2022).

A obesidade vem sendo tratada como uma pandemia global atingindo todas as
faixas etarias. Dados da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS, 2016) assumem que, até 2025,
mais de 2,3 bilhdes de pessoas devem ser categorizados como acima do peso ao passo que,
destes, ao menos 700 milhdes devem ser diagnosticados com Obesidade moderada ou grave,
com indice de Massa Corporal (IMC) acima de 30 (OMS, 2016). Nos dltimos 50 anos, a
prevaléncia de obesidade aumentou em todo o mundo, atingindo niveis de pandemia (Andrade
et al., 2023). Estima-se que, atualmente, quase um terco da populacdo mundial possa ser
classificada com sobrepeso ou obesidade. Se as tendéncias atuais permanecerem nesse valor,
este percentual podera chegar a 57,8% até 2030 (Kelly et al, 2008).

No Brasil, dados da Gltima Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico, em 2021, demonstraram que a prevaléncia
do excesso de peso no Pais alcangou cerca de 80% da populacdo, com 57,2% das pessoas
apresentando sobrepeso (IMC >25); e 22,3%, obesidade (IMC >30) (Andrade et al., 2023). Ao

compararmos sua evolugdo no pais, percebemos que a obesidade aumentou 72%, saindo de
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11,7% da populagéo (em 2005) para 20,3% em 2019 (Brasil, 2021).

Diante da alta prevaléncia dessas morbidades, meios terapéuticos sdo necessarios
a sociedade, podendo esses serem por modificacdo de habitos de vida, como a reeducacgdo
alimentar e pratica de exercicios fisicos, sem a necessidade de intervencdo farmacoldgica; ou
por via medicamentosa, através de farmacos que regulem os altos niveis de lipidios
sanguineos. Vale ressaltar que as opg¢des ndao farmacoldgicas continuam a ser um componente
importante na promocdo a satde, gerando inclusive impactos na salde mental dos pacientes.

A combinacéo de terapéuticas pode possibilitar melhorias na qualidade de vida do
individuo, tornando a medida pela farmacoterapia algo pontual, ou seja, podendo elucidar um
problema momentdneo, mas ndo inibe o paciente de retornar a0 mesmo cenario
posteriormente. Ambas tém sua importancia, trazem como resultados uma reducgéo do risco de
doenca cardiovascular aterosclerotica, entre outras. Portanto, através de um tratamento
preventivo, muitas das presentes patologias poderdo ser evitadas, sendo 0 recurso
farmacoldgico acessivel, porém, acompanhando por profissionais, para garantir que o paciente
consiga obter seu tratamento e que as chances de desenvolver novamente o quadro

dislipidémico reduza através de uma reeducacédo alimentar.

1.2. Farmacoterapia

A terapia farmacologica para dislipidemia é voltada a busca pelo efeito
hipolipemiante, entre eles, a reducdo de triglicerideos e colesterol, como o LDLc. Dentre as
classes de farmacos hipolipidémicos se destacam estatinas, resinas, ezetimiba, niacina e
fibratos. Estes farmacos tem como alvos as particulas de Tg e LDLc, as quais compdem o
produto final do metabolismo das lipoproteinas. Estas particulas devem ser eliminadas por via
endossomal através dos receptores de lipoproteinas hepaticas, como o receptor de LDL e a
proteinas relacionadas ao receptor de LDL. Os riscos cardiovasculares associados ao LDLc
elevado e os beneficios da reducdo do LDLc abaixo dos 70 mg/dL sdo, muitas vezes,
recomendados para pacientes de alto risco ou com histérico de Doenca Cardiovascular
aterosclerotica (DCA) (Ference et al., 2017; Silverman et al., 2016).

Nos ultimos anos, identificou-se um cimulo de evidéncias que apoiam o beneficio
clinico da intervencdo com medicamentos sobre os niveis de colesterol. Nos anos 80, a
colestiramina, passando pelas estatinas, a combinagdo de estatinas e ezetimiba, e mais

recentemente os inibidores da proteina PCSK9. Todos eles foram marcados pela poténcia
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redutora de colesterol LDL (Isla, Valdivielso, 2021).

As metas de reducdo de lipidios, no entanto, foram reconsideradas pelas
diretrizes da European Societyof Cardiology (ESC) & European Atherosclerosis Society
(EAS), que atualmente recomendam um LDLc < 55 mg/dL para individuos com risco muito
alto na prevencdo primaria e secundaria e uma meta de <40 mg/dL para pacientes
com um segundo evento de doenca aterosclerética registrado dois anos apds o incidente.
Mesmo diante dessas recomendagdes, o inicio do tratamento, a obtencdo dos niveis-alvo de
LDLc e a manutengdo das terapias hipolipemiantes ainda permanecem abaixo do ideal.
Apesar dos avangos da industria farmacéutica e das opcbes para reducdo de lipidios, a
acessibilidade e a disponibilidade desses medicamentos diminuiram substancialmente nos
ualtimos anos, dificultando a prevencdo e o tratamento adequados (Mach et al., 2020; Knuuti
et al., 2020; Berger et al., 2023; Navar et al., 2017).

Os hipolipemiantes atualmente disponiveis, apesar de bem tolerados, apresentam
varios efeitos colaterais. Dentre estes, cefaleia, insdnia, sintomas gastrintestinais, alteracdes
cuténeas, litiase biliar, alteracdo da absorcéo e da metabolizacdo de outros farmacos, aumento
das taxas sanguineas de enzimas musculares (creatinofosfoquinase - CK) e hepaticas (AST e
ALT), da creatinina, da glicose, do acido urico, proteindria, comprometimento muscular,
hepatico, renal e neuroldgico (Forti, Diament, 2008; Lima et al., 2024). Segundo a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (2013), outros efeitos também sdo observados, impactando
diretamente na qualidade de vida do paciente, tais como miopatia, hepatotoxicidade, prisdo de
ventre, diarréia, gases, dor de estbmago, dor de cabeca, nduseas, caibras, cansacgo, fraqueza.

A prioridade da terapia medicamentosa € reduzir os niveis de Tg e LDLc,
atingindo, com isso, 0s limiares ou as metas de tratamento recomendados pelas
diretrizes. O nivel de risco do paciente mostra o melhor momento de iniciar e qual a
intensidade do tratamento. Geralmente, os medicamentos podem ser introduzidos juntamente
com a intervencdo no estilo de vida em pacientes de alto risco. A resposta a terapia
medicamentosa e possiveis efeitos adversos devem ser avaliados com a repeticdo do perfil
lipidico cerca de 06 a 08 semanas apds inicio do tratamento, com ajustes das doses, caso
necessario (Mach et al., 2020). Quando a terapia medicamentosa é indicada para reduzir o0s
risco de DCV, um redutor de LDL é quase sempre a primeira recomendacdo (Almeida Junior
et al., 2023).

As estatinas, comumente utilizadas, sdo agentes orais que inibem a 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, depletando assim o colesterol intracelular e

regulando positivamente o receptor de LDL. Este, por sua vez, aumenta o catabolismo
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das particulas de LDL e reduz os niveis plasmaticos de LDLc. Exercem um efeito menor na
reducdo da secrecdo de lipoproteinas contendo apoliproteina B. Essa diminuigdo resultante
nas particulas de LDL circulantes reduz em 30% a 50% a proporcao de colesterol plasmético
do tipo LDL, dependendo do agente, dose, fatores farmacogenéticos e adesdo, que por sua
vez, reduz a exposicdo da parede arterial aos efeitos deletérios do LDL (Hirota et al, 2020;
Mach et al., 2018; Almeida Junior et al., 2023).

Além das estatinas, outro grupo de medicamentos sdo amplamente usadas no
tratamento da dislipidemia. A classe dos fibratos (ciprofibrato; fenofibrato; clofibrato) atuam
como moduladores lipidicos de largo espectro, sendo um complemento eficaz da dieta no
controle de concentracGes elevadas do colesterol LDL e VLDL, e dos triglicerideos. Sua acao
também esté relacionada ao aumento dos nives de HDLc, pois participa da hidrolise dos
triglicerideos pelo aumento nas taxas de atividade da lipoproteina lipase, que aumenta a
oxidagdo dos acidos graxos livres nas fibras musculares e remove o excesso de lipideos dos
vasos (Almeida Janior et al., 2023).

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) pertencem ao
grupo dos receptores hormonais nucleares, formam um subgrupo de trés fatores de
transcricdo ativados por ligantes. Os PPARs desempenham uma funcéo relevante na
homeostase lipidica, regulando o metabolismo lipidico. Sdo proteinas ativadas pelo ligante
nuclear que, apos a ativacdo, modulam a transcricdo dos genes-alvo que controlam e regulam
a homeostase, o metabolismo da glicose, triglicerideos e lipoproteinas, a proliferacéo
celular, a funcdo do tecido vascular e a inflamacdo (Han et al, 2017).

Os PPARs, descritos como, NR1C1, NR1C2 e NRI1C3, sdo trés isotipos de
PPARs mais estudados. Ja entre os agonistas do PPAR destacam-se os fibratos, capazes de
reduzir, principalmente, os niveis plasmaticos de triglicerideos, modular o HDLc e o
LDLc e fornecer um efeito cardioprotetor de longo prazo (Almeida Janior et al., 2023).

Entre os mais recentes e promissores farmacos hipolipemiante, temos o0s
inibidores de PCSK9s, onde a PCSK9 é uma serina protease encontrada em muitos tecidos,
expressa principalmente no figado e tendo como alvo o receptor de LDLr. Leva 0s receptores
a degradacdo mediada por lisossomos, diminuindo sua reciclagem e a taxa de remocdo do
LDLc circulante e causando um aumento na concentracao de LDLc no sangue. Devido a isso,
dois anticorpos monoclonais inibidores de PCSK9i (alirocumabe e evolocumabe) foram
desenvolvidos e aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) em 2015, tornando-se
uma opcao terapéutica para pacientes com hipercolesterolemia familiar e em casos de

intolerdncia & estatina, podendo ser usado isoladamente ou em combinacdo com outras
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formas terapéuticas (Almeida Junior et al., 2023; Grundy et al, 2019; Mach et al., 2020).

A medida que os tratamentos para a reducio das taxas da dislipidemia continuam
a evoluir com opcGes cada vez maiores para alvos terapéuticos, uma compreenséo das terapias
de reducdo de lipidios continua sendo um tépico essencial nas pesquisas médicas, buscando
alcancar os melhores efeitos com o minimo possivel de efeitos colaterais. E importante
salientar que o tratamento medicamentoso deve auxiliar o paciente a mudar seu hébito
alimentar e ndo simplesmente reduzir a sensagdo de fome e a ingestdo de alimentos, o que tem
sido um desafio constante na pesquisa. O que se sabe é que a terapia antiobesidade tradicional
resulta somente em 10% da perda de peso, reduzindo a adesdo por parte dos pacientes e
levando a consequéncias como o aumento de prescricbes de medicamentos anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes e hipolipemiantes, condicbes normalmente associadas ao problema da
obesidade (Radaelli et al., 2016; Pilitsi et al., 2018).

1.3.  Riparina I como alternativa farmacologica

A espécie Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), popularmente conhecida como
“louro”, “louro-faia” ou “pau-rosa”, apresenta folhas cartaceas, foscas em ambas as faces,
reticulacdo aureolada, ramos de 3mm de espessura, peciolo caniculado, engrossado na base e
gema terminal de 4 mm (Oliveira, 2012). O género Aniba corresponde a cerca de 40 espécies
encontradas na Amazonia e nas Guianas (Castelo-Branco et al., 2000).

Nas analises da espécie, foram identificado diversos constituintes fitoquimicos, entre
eles, flavandides, benzilbenzoatos e benzaldeidos (Fernandes et al., 1978). Além disso,
Barbosa-Filho et al. (1987) constataram que no fruto verde da planta havia a presenca de
substancias, como as neoglicanas, benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e
alguns alcaloides, especificamente as alcalamidas, feniletilaminas de acido benzodico.

Do fruto verde da planta Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) (Figura 02) foram
isolados alguns alcaldides do tipo alcamidas, entre eles, as Riparinas, e posteriormente obtidas
por sintese por Barbosa-Filho et al. (1987).

A Riparina | ([(O-Metil)-N-benzoil-tiramina]), (RIP 1), uma classe especial de
alcaloides, apresenta uma funcdo amida restrita a poucos representantes na natureza. S&o
consideradas compostos bioativos, sendo formadas da unido da tiramina (uma feniletilamina)
com o acido benzoico. A RIP I se diferencia das demais riparinas por apresentar uma hidroxila
como substituinte no acido benzoico (Figura 3) (Barbosa-Filho et al., 1987; 1990; 1997).
Destaca-se que a tiramina € uma amina simpaticomimética de acdo indireta que causa

liberacdo de catecolaminas armazenadas (Morais et al., 2022.
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Figura 2 — Planta Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae)

Fonte: Mallmann, 2021.

Em estudos prévios, a RIP | administrada agudamente apresentou efeitos sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo atividade ansiolitica, antidepressiva e antioxidante,
além de anti-inflamatdria e antinociceptiva. A principio, os efeitos antidepressivo e ansiolitico
demonstraram ser o grande destaque dos resultados, devido a serem mediado por uma
interacdo com os sistemas dopaminérgico (receptores D1 ¢ D2), noradrenérgico (receptor al)
e serotonérgico (receptor 5-HT1A). J& o efeito antioxidante foi relacionado a melhora dos
sistemas antioxidantes enzimaticos enddgenos e a reducdo da peroxidacdo lipidica (Sousa et
al., 2005, 2007; Carvalho et al. 2014; Teixeira et al., 2013).

Figura 3 — Estrutura quimica das Riparinas.

Me L

RIPARINA | (R,=R,=H)

Fonte: Castelo-Branco et al., 2000.
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As riparinas apresentaram atividade antidepressiva em animais submetidos ao
modelo de depressdo induzida por administragdo crbnica de corticosterona, mostrando
também melhora no comportamento ansioso e déficit cognitivo em testes comportamentais,
além de aumentar os niveis de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), sugerindo que
sua atividade antidepressiva esteja relacionada a estimulacdo da producdo de fatores
neurotréficos (Lopes et al., 2018; Maia Oliveira et al., 2021).

Alguns estudos avaliaram a toxicidade pré-clinica das riparinas foi determinada
por intermédio de citoxicidade utilizando MTT (Sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium), CAN (Acidos Nucleicos Totais) e CVN (Captagio do Vermelho
Neutro). Nao foram observadas alteracdes no citoplasma ou no ndcleo das células tratadas
com as riparinas que sugerissem morte celular por apoptose ou necrose. As riparinas ndo
causaram a perda da integridade da membrana celular, ndo induziram fragmentacdo do DNA
nem promoveram parada no ciclo celular, sendo consideradas substancias de baixa toxicidade
(Silveira, 2007).

Sales et al. (2024) demostrou um potencial relevante das RIP I e Il em diminuir os
niveis elevados de citocinas TNF-a e IL-Ip ¢ a hiperativacdo da microglia em areas cerebrais,
em modelo animal de estresse cronico imprevisivel. O presente quadro traz um pontencial
anti-inflamatorio evidente das riparinas, possibilitando sua inser¢do em protocolos e modelo
inflamatdrios associados ao sistema nervoso central e a outros sistemas que possam ser
estudados.

Estudos farmacologicos identificaram que as riparinas I, 11, 111 e 1V, metabolitos
da tiramina, apresentam varias atividades bioldgicas, entre as quais, ansiolitica,
antidepressiva, antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva sdo predominantes (Sales et
al., 2024; Mallmann et al., 2021; Sousa et al., 2005, 2007; Carvalho et al. 2014; Teixeira et
al., 2013; Silveira, 2007).

Em humanos, a tiramina € considerada uma amina traco devido aos seus baixos
niveis plasmaticos (Pessione, Cirrincione, 2016; Gainetdinov et al.,, 2018). Estudos
demonstram que a tiramina possui acdo direta no metabolismo de lipidios e carboidratos. Uma
pesquisa realizada em ratos diabéticos induzidos experimentalmente por aloxana, mostraram
que a tiramina foi capaz de reduzir a glicose plasmatica, bem como os niveis de colesterol e
triglicerideos nesses animais (Lino et al., 2007).

Recentemente, o estudo de Morais et al. (2022) identificou que a tiramina exerce
efeitos hipolipidémicos e antiobesidade in vivo consideraveéis, através da reducdo dos niveis

de triglicerideos e colesterol plasmaticos, efeito antioxidante e baixa toxicidade em roedores.
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Em suma, as riparinas sdo metabolitos derivados da tiramina, substancia esta
relatada por seus efeitos semelhantes a insulina em células adiposas de roedores, como a
capacidade de ativacdo do transporte de glicose, lipogénese e adipogénese (Carpene, et al.,
2018). Diante do exposto, evidencia-se o potencial hipolipemiante das tiraminas, e surge o

questionamento quanto a esta caracteristica poder ser elucidada também nas riparinas.
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2 JUSTIFICATIVA

A dislipidemia é uma doenga comum em todo mundo, contribuindo para o
aumento do risco cardiovascular e diversas complicacdes. Apesar de ser uma enfermidade
metabdlica conhecida ha muito tempo pela comunidade cientifica, as op¢des farmacolédgicas
para o tratamento da obesidade sdo limitadas e apresentam efeitos adversos importantes
(Kopin, Lowestein, 2017). Dessa forma, ha a necessidade do desenvolvimento de novas
opcoes terapéuticas, devido ao nimero crescente de pessoas com obesidade e sobrepeso, ha
também um consecutivo aumento de pacientes com hipertensdo arterial, dislipidemias,
diabetes tipo 2 e resisténcia a insulina (DSBD, 2017).

O estresse oxidativo € demonstrado como um dos mecanismos mais
correlacionados ao desenvolvimento da obesidade e dislipidemia. Estudo discutem que a
ingestdo de wuma dieta altamente calorica resulta num estado pds-prandial de
hipertrigliceridemia, hiperglicemia e niveis elevados de acidos graxos livres na circulagdo,
gerando um estado de estresse oxidativo (Francisqueti et al., 2017). Este estudo ¢é
caracterizado por um acumulo intracelular de compostos reativos ao oxigénio e ao nitrogénio,
principalmente as espécies reativas de oxigénio (ERO). O aumento na producdo de ERO
ocorre, quando excede a capacidade de defesa antioxidante do organismo em remover essas
espécies (Francisquet et al., 2017).

A busca e desenvolvimento farmacoldgico é crescente com o uso de derivados de
fontes naturais (Lima et al., 2024). Entre os grupos de substancias mais estudados, destacam-
se 0s 0s polifendis, os quais estdo presentes em plantas como a oliveira (Sanchez Macarro et
al., 2020), cha verde (Liao et al., 2019) e uva (Bedé et al., 2020). A tiramina é uma
monoamina amplamente encontrada na natureza em vegetais e presente no metabolismo
animal. Em humanos, é considerada uma amina traco devido aos seus baixos niveis
plasmaticos (Pessione, Cirrincione, 2016; Gainetdinov et al., 2018). A tiramina demonstra
afetar diretamente o metabolismo de lipidios e carboidratos. Em um estudo realizado em ratos
diabéticos induzidos experimentalmente por aloxana, a tiramina foi capaz de reduzir a glicose
plasmatica, bem como os niveis de colesterol e triglicerideos nesses animais (Lino et al.,
2007).

Recentemente, o estudo de Morais et al. (2022) identificou que a tiramina possui
baixa toxicidade e exerce efeitos hipolipidémicos e antiobesidade in vivo através da redugédo
dos niveis de triglicerideos e colesterol plasmaticos, efeito antioxidante em roedores.

Concomitantemente a isso, estudos farmacoldgicos demonstraram que as riparinas
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I, I, 1l e IV apresentam vérias atividades bioldgicas, entre as quais, ansiolitica,
antidepressiva e antioxidante, além de anti-inflamatdria e antinociceptiva, que sdo os de maior
destaque (Sales et al., 2024; Mallmann et al., 2021; De Sousa et al., 2005, 2007; Carvalho et
al. 2014; Teixeira et al., 2013; Silveira, 2007).

A vista disso, as riparinas sdo metab6litos derivados da tiramina, substancia esta
relatada por seus efeitos semelhantes a insulina em células adiposas de roedores, como a
capacidade de ativacdo do transporte de glicose, lipogénese e adipogénese (Carpene, et al.,
2018). Dessa forma, reitera-se aqui a importancia do estudo das Riparinas em modelos de
doencas metabdlicas, considerando a relevancia dessas doencas e o impacto potencial sobre o

desenvolvimento farmacéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito hipolipemiante da Riparina | em modelo de dislipidemia induzida
por poloxamer 407 em camundongos C57BL/6.

3.2 Objetivos Especificos

» Verificar a toxicidade aguda da Riparina | pelos parametros da OECD 423;

» Auvaliar o efeito da Riparina | nas alteracdes bioquimicas laboratoriais e no perfil
lipidico e hepéatico de animais submetidos a indugdo de dislipidemia por poloxamer
407,

» Analisar a capacidade antioxidante da Riparina I através da determinacao dos niveis de
TBARS, GSH e catalase do figado de camundongos com dislipidemia induzida por
poloxamer P-407.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Andlise experimental in vivo

4.1.1. Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos pesando entre 18 e 22g,
provenientes do Biotério Prof. Eduardo Torres da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Cearad. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno e mantidos
sob temperatura média de 22 + 2 °C, com umidade relativa de 50 + 10%, em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas com iluminacdo artificial, recebendo racdo padrdo e agua a
vontade, exceto nos periodos de indugdo da dislipidemia, conforme protocolo experimental
descrito adiante.

Todos os protocolos experimentais realizados atenderam o0s preceitos éticos
nacionais definidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -
CONCEA e internacionais referentes a pesquisa em experimentacdo com animais. O projeto
foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceard (CEUA-UFC), com protocolo n° 8443170523 (Anexo A).

4.1.2. Obtencédo de Riparina |

A Riparina | [(O-Metil)-N-benzoil-tiramina] (RIP I), inicialmente isolada do fruto
verde de Aniba riparia (Ness) Mez (Lauraceae) e, posteriormente obtidas por sintese por
Barbosa et al. (1987), sdo alcamidas naturais, uma classe especial de alcaloides, contendo uma
funcdo amida restrita a poucos representantes na natureza. Sdo consideradas compostos
bioativos, sendo formadas da unido da tiramina (uma feniletilamina) com o acido benzoico.

Acriparina | foi cedida pelo prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, do Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB, Brasil,
responsavel pela sintese do composto.

Apos a sintese, para a administracdo, a RIP | foi dissolvida em &gua destilada,
contendo 2% de Tween® 80, e administrada nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, via oral por
gavagem (Sales et al., 2024; de Carvalho et al., 2014).
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4.1.3. Protocolo toxicolégico em dose Unica

Para 0 estudo de toxicidade em dose Unica foram utilizados a linhagem de
camundongos C57BL/6, uma vez que as doses estabelecidas por esses estudos serdo utilizadas
nos modelos de inducdo de obesidade e dislipidemia. A linhagem foi selecionada por ser
usualmente utilizada em estudos de inducdo de obesidade, sendo observado aumento
expressivo de peso corporal, resisténcia a insulina e dislipidemia correlacionaveis com a
doenca no ser humano (Morais et al., 2022; Sachetti et al., 2009; Millar et al., 2005).

Para avaliacdo do efeito toxico em dose Unica in vivo em roedores, foi realizado o
protocolo OECD 423 (2002) para teste de toxicidade oral aguda, que visa obter DL50
estimadas com base na classificagdo GHS (Globally Harmonized Classification System). Para
isso, foram usados camundongos C57BL/6 fémeas, pesando 20 a 30g. O protocolo OECD
recomenda que sejam usadas fémeas para testes de toxicidade aguda, uma vez que podem ser
mais susceptiveis do que os machos (Sachetti et al., 2009).

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas adequadas, com livre acesso a
agua e alimentos e foram mantidas em estante ventilada (em temperatura de 22 + 2°C e
umidade controlada, com ciclo claro/escuro de 12 horas) no Laboratoério de Toxicologia
Experimental e Analitica (LabTOX) do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas/FFOE/UFC. Para esse teste com a RIP | foram utilizados 6 animais,
considerando todas as etapas definidas no protocolo. Ressalta-se que, a depender da
magnitude dos efeitos toxicos observados, o quantitativo poderia ser ampliado.

Os animais foram alojados inicialmente por 10 dias para aclimatacdo ao local.
ApOls a ambientacdo, de acordo com protocolo OECD 423 (Anexo B), a primeira etapa de
teste consta com aplicacdo em 3 animais com a dose inicial (5 mg/kg) por gavagem (maximo
1mL/100g de peso corporal), observados por 24 horas para observacdo de manifestacdo de
efeitos toxicos ou morte. O nimero de animais manifestando toxicidade, moribundos ou
mortos definiria a proxima etapa do protocolo. Avancando para as demais doses até observar
alteracdes em 2 ou 3 animais, o ensaio € finalizado e foi considerada DL50 estimada menor
que aplicada (OECD, 2002; Oliveira, 2017).

O protocolo traz uma progressao de doses testadas de 5 mg/kg > 50 mg/kg > 300
mg/kg > 2000 mg/kg, a fim de alcanca a dose toxica padrdo. Contudo, haja vista que estudo
anteriores demonstram que as riparinas possuem baixas propriedades toxicas em doses usuais

(Silvera, 2007; Oliveira, 2012), foi selecionada para iniciar o presente protocolo a dose
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méaxima 2000 mg/kg, a fim de verificarmos possiveis alteragdes fisioldgicas, mortalidade,
sinais indicativos de toxicidade, incluindo alteragdes no pelo e pele, olhos e membranas
mucosas, além de alteracBes perceptiveis nas funcdes respiratoria, circulatoria, motora e
comportamental (incluindo convulsdes, tremores, salivagéo, diarreia, letargia e coma) (OECD,
2002).

Os animais foram observados diariamente por 14 dias para observacdo de
mortalidade e sinais de toxicidade (OECD, 2002). Ao final do experimento, foi realizada
coleta de sangue pelo plexo retro-orbital para realizacdo de hemograma e para determinagao
de glicemia, colesterol total e fracOes, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia, creatinina, sddio, potassio e cloreto. Além disso, também foi
realizada a coleta de cerebro, figado, coracdo e rins para analise macroscopica e

histopatologica.

4.1.4. Avaliacdo do efeito hipolipemiante da RIP | em camundongos

Os camundongos C57BL/6 machos foram aclimatados durante uma semana
recebendo agua e racdo padrao ad libitum. Ao atingir a massa corporea entre 20 e 25¢g, foram
divididos aleatoriamente em 7 grupos experimentais (n=7): controle salina (SAL)
(v.0.)+SAL(i.p.); RIP I 100mg/kg(v.0)+SAL(i.p.); P-407(i.p.)+SAL(v.0.); ciprofibrato (CIP)
100mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.); RIP | 100mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.); RIP 1 50mg/kg(v.0.)+P-
407(i.p.); RIP 1 25mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.) (Tabela 2).

Neste protocolo, a hiperlipidemia foi induzida mediante Unica injecédo
intraperitonial (i.p.) de P-407 na dose de 400mg/kg (Kim et al., 2008; Morais et al., 2022). Os
grupos foram tratados quatro vezes, sendo: um pré-tratamento (2h antes da administracdo de
P-407), sequido de tratamentos 24h, 48h e 72h, ap6s a administracéo intraperitoneal de P-407.
Duas horas apds o ultimo tratamento, os animais foram anestesiados cetamina (100 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) e submetidos a coleta de sangue pelo plexo orbital. O sangue foi coletado
em tubos de coleta heparinizados e centrifugado (4500 rpm por 10 minutos); em seguida, o
plasma foi separado e congelado a -20°C para posteriores dosagens bioquimicas de
triglicerideos, colesterol total, AST e ALT , utilizando kits colorimétricos especificos (Labtest
®). Ao final, os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo, e submetidos a dessecacdo do
tecido hepatico. O tecido foi submetido a analise macroscépica e histopatologica. Além disso,

as amostras foram homogeneizadas para determinagdo dos parametros oxidativos (Figura 4).
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Tabela 2 — Grupos experimentais.

Grupo experimental Sigla Procedimento
Controle CT Controle salina (SAL) (v.0.)+SAL(i.p.)
Riparina | RIP 100 RIP 100mg/kg(v.0)+SAL(i.p.)
Hiperlipemiante (-) P407 SAL(v.0.)+P-407(i.p.)
Ciprofibrato (+) CIP + P407 CIP 100mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.)
Riparina | 100 RIP 100 + P407 RIP 100mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.)
Riparina | 50 RIP 50 + P407 RIP 50mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.)
Riparina | 25 RIP 25 + P407 RIP 25mg/kg(v.0.)+P-407(i.p.)

Legenda: SAL: controle salaina; (v.0.): via oral; (i.p.): via intraperitonial; Rip: Riparina 100, 50, 25 (Oliveira,
2012; Sales et al., 2024).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para os ensaios de atividade hipolipemiante, foram utilizados camundongos
machos, uma vez que manifestam alteracfes no perfil lipidico e nos parametros metabolicos
(como peso, consumo de agua e racdo) de forma mais sensivel que as fémeas (Nishikawa et
al., 2007). O numero de animais por grupo foi selecionado com base em estudos prévios
publicados (Li et al., 2020; Zarzecki et al., 2014). As doses de RIP | foram selecionadas de
acordo com os resultados dos ensaios de toxicidade e estudos com doses previamente testadas
(Sales et al., 2024; Mallmann et al., 2021; Sousa et al., 2005, 2007; Carvalho et al., 2014;
Teixeira et al., 2013; Silveira, 2007). As doses foram organizadas como: dose alta, maior dose
onde ndao forem observados efeitos toxicos (100mg/Kg); dose média sendo 50% da alta
(50mg/Kg); dose baixa sendo 10% da dose alta selecionada (25mg/Kg).

Vale ressaltar que para realizacdo do modelo experimental, os animais receberam
injecdo intraperitoneal Unica de P-407 (400 mg/Kg). A dose de P-407 foi selecionada tomando
como base estudos prévios gque utilizaram o modelo experimental (Kim et al., 2008; Morais et
al., 2022).



Figura 4 — Linha do tempo do modelo de inducdo de dislipidemia em camundongos C57BL/6.
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Legenda: 1: Os animais foram submetidos a jejum por 4-6h; 2: Pré-tratamento - SAL, CIP, RIP 100, 50, 25; 3: Ap6s 2h do pré-tratamento, foi aplicada Unica
injecio P-407 para inducio da dislipidemia; 4: Tratamentos; 4.3: Ultimo dia do protocolo, os animais foram submetidos a jejum 6h; 5: Coleta sanguinea, eutanasia
e dessecacdo do tecido hepatico; 6: Dosagens bioquimicas de Ct, Tg, ALT e AST. Abreviaturas: SAL — salina; CIP — ciprofibrato; RIP — riparina. P-407-

poloxamer-407; Ct — colesterol, Tg - triglicerideos; ALT - alanina aminotransferase; AST - aspartato aminotransferase. Fonte: Adaptado de Lima, 2024.
(biorender).
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4.1.5. Andlise de marcadores bioquimicos

Para determinacdo de colesterol total (Ct), triglicerideos (Tg), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), as amostras de sangue foram
colhidas em eppendorf contendo heparina sodica (5000 UI/mL) e centrifugadas (4500 rpm por
10 minutos), a temperatura ambiente 25°C. Ent&o, o soro foi separado e congelado a -20°C
para posteriores dosagens, respeitando-se a estabilidade das variaveis analisadas (Silva, 2024).

As quantificagdes dos analitos foram realizadas utilizando-se kit’s enzimaticos
colorimétricos (Labtest® e Bioclin®), seguindo as recomendacdes dos fabricantes, utilizando
espectrofotbmetro semi-automatico Labquest®.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Bioprospeccéo
Farmacéutica e Bioquimica Clinica (LBFBC), do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

4.1.6. Analise de marcadores estresse oxidativo

As amostras de tecido hepatico congeladas -20°C, foram pesadas e
homogeneizadas em solucdo fosfato tamponada (PBS, constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7
mM; KH2POs 1,47 mM e Na;HPO4 8,1 mM; pH 7,4). Todo o conteudo foi transferido para
eppendorf, centrifugado (1000 g/10 minutos/4°C) e o sobrenadante utilizado para os ensaios
(Mancini, 2013).

4.1.6.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

Malonildialdeido (MDA) é o principal produto de peroxidacdo lipidica e
representante das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA) — TBARS. A reacdo leva
a formacdo de MDA-TBA, produto com coloracdo rosa cuja intensidade pode ser mensurada
por espectrofotometria, de acordo com a figura 5 (Leon, Borges, 2020; Silva, 2024).

Para essa analise, transferiu-se para eppendorf 125 puL dos homogenatos (1:10) e

adicionou-se 750 pL de é&cido fosforico (HsPOs) 1% e 250 pL de solucdo de acido
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tiobarbiturico a 0,6%. Ap6s homogeneizagdo, a mistura foi incubada a 100 °C por 60 minutos.
Entdo, as amostras foram centrifugadas (2000 rpm/10 minutos) e o sobrenadante foi separado
para a realizacdo da leitura em espectrofotometro a 535 nm. Os resultados foram expressos

em microgramas de TBARS por miligrama de proteina (ug/mg) (Ohkawa et al., 1979).

Figura 5 — Reagdo de detec¢do das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico.
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Fonte: Adaptado de Silva, 2024.

4.1.6.2 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa na sua forma reduzida (GSH), em condicdes de estresse oxidativo, é
convertida a glutationa oxidada (GSSG). Esse processo pode ser revertido pela acdo da
enzima glutationa redutase (GR) (figura 6). As medidas dos niveis de GSH e GSSG (razdo
GSH/GSSG) sao Uteis para a avaliacdo de estresse oxidativo tecidual, uma vez que, nessas
situacOes, ocorre deplecdo dos estoques de GSH (Giustarini et al., 2011).

Buscando-se medir os niveis teciduais de GSH, 100 puL de homogenato foram
adicionados a 80 pL de agua destilada e 20 uL de &cido tricloroacético a 50%. Apds agitacéo,
as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, retirou-se 100 pL
do sobrenadante e adicionou-se a 200 pL de tampao tri-hidroximetil-aminometano (Tris) 0,4
M (pH 8,9). Entdo, adicionou-se 10 pL do reagente cromogénico acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB) 0,01 M. As amostras foram homogeneizadas e, ap6s 3 minutos, foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro a 412 nm. Os resultados foram expressos em

microgramas de GSH por miligrama de proteina (ug/mg) (Sampaio, 2016; Silva, 2024).
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Figura 6 — Interconverséo da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada.
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Legenda: Glutationa reduzida (GSH); Glutationa oxidada (GSSG) — duas moléculas de glutationa associadas por

ligacao de sulfeto (SX); Glutationa redutase (GR); Glutationa oxidase (GO); Glutationa peroxidase (GSH-Px).

Fonte: Adaptado de Silva, 2024.

4.1.6.3 Determinacdo da atividade enzimatica de catalase

A dosagem da CAT (U/mg de proteina), segundo Aebi (1969), foi mensurada em
resposta a quantidade de H2O. e lida em um comprimento de onda de 240 nm, apos 1 e 6
minutos da adicdo da amostra a0 meio. Aliquotas homogeneizadas foram tratadas com acido
sulfossalicilico na proporcao de 1:1, a fim de retirar os debris celulares. Os resultados foram

expressos em U/mg de proteina (Aebi, 1969)

4.1.7. Analise histologica

Os tecidos hepaticos foram fixados em formol tamponado 10% durante 24 e 48 h,
respectivamente, e em seguida, conservados em solucdo formol tamponado a 10%. O
processamento histologico, corte em micrétomo, coloragdo e avaliacdo histoldgica foram
feitos no Ndcleo de Microscopia e Processamento de Imagens (NEMPI) do Departamento de

Morfologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.
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Nesse processo, os tecidos passam por etapas de desidratacdo, diafanizacéo,
impregnacéo e inclusdo. Para a etapa de desidratacdo foi realizada a imersdo dos tecidos em
solucBes alcodlicas em concentragdes graduais (70%, 80%, 90% e 100%), sendo repetida a
imersdo em alcool absoluto. Esse processo tem por finalidade a retirada de &gua para ndo
interferir na impregnagdo pela parafina. Em seguida, foi realizada a diafanizagdo ou
clarificacdo dos tecidos. Ocorreu a remoc¢do do alcool residual e sua completa substituicdo
pelo xilol, substancia miscivel com etanol (agente desidratante) e com a parafina (agente
impregnador). Para isso, os tecidos foram imersos em xilol (xilol 1 e xilol 1I). Apoés
diafanizadas, as amostras foram impregnadas com parafina liquida para que se tornassem
rigidas e faceis de cortar. A impregnacdo com parafina elimina o xilol das amostras teciduais
e permite sua penetragdo nos espagos antes ocupados por agua ou gordura. Dessa forma, as
amostras foram imersas em parafina (parafina | e parafina I1) em estufa a 60°C (Silva, 2024).

Posteriormente, foi realizado o procedimento de inclusdo que consiste em
transferir os tecidos para moldes onde foram envolvidos por parafina liquida. Apos
resfriamento, os blocos de parafina com os tecidos incluidos foram obtidos. Entdo, foi
realizada a microtomia, para obtencdo de cortes finos dos tecidos. Esses cortes foram
colocados em banho (50°C) para distensao da parafina, evitando dobras nos tecidos. Os cortes
foram postos em laminas e colocadas em estufa (60°C por 2 horas) (Silva, 2024).

Para realizar a coloracdo dos tecidos com o corante hematoxilina e eosina (H.E.),
as amostras foram desparafinizadas (imersdo em xilol I e xilol 1l por 10 minutos cada), e em
seguida hidratados (imersdo em solugdes decrescentes de alcool etilico (alcool absoluto I,
alcool absoluto 11, alcool 90%, 80%,70% e agua destilada por 1 minuto cada)). Em seguida, as
laminas foram lavadas com &gua destilada e tratadas com hematoxilina por 3 minutos.
Novamente, as laminas foram lavadas com agua destilada e corada com eosina (imersas
durante 7 minutos). As laminas foram desidratadas, clarificadas e, posteriormente, levadas

para analise ao microscopio (Silva, 2024).

4.1.8. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os dados
foram submetidos a analise de variancia One-way (ANOVA) com pds-teste de Bonferroni, a
dotando-se como critério de significAncia p<0,05. Todas as analises foram realizadas

utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0 (versdo 8.0, San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da toxicidade oral aguda da RIP | em camundongos.

A dose oral de RIP | usada foi de 2000 mg/kg (n=3); as doses foram administradas
de acordo com o procedimento de toxicidade oral aguda, segundo a OCDE 423 (Anexo B).
Nenhuma morte foi registrada. Ndo houve mudancga significativa no comportamento ou
quaisquer sinais de toxicidade durante o periodo experimental. O peso corporal dos
camundongos nédo foi afetado pela administracdo da RIP I. Portanto, a toxicidade oral desta
substancia foi classificada como categoria 5, que contém substancias com toxicidade
relativamente baixa (toxicidade aguda letal maior que 2000 mg/kg), de acordo com o Globally
Harmonized Classification, OCDE (2002).

Ao final dos 14 dias de protocolo, foram realizadas as dessecacdes de cérebro,
figado, coracéo e rins para analise macroscopica e histopatologica.

As laminas histologicas dos figados dos camundongos submetidos a dose 2000
mg/kg de RIP | evidenciaram areas de células degeneradas, células necréticas com nucleos
picnoticos e area focal de infiltrado inflamatério (Figura 7).

As laminas histoldgicas dos coracdes dos camundongos submetidos a dose 2000
mg/kg de RIP | evidenciaram areas discretas de hipertrofia e ocasionais areas de necrose, sem
a presenca de infiltrado inflamatorio (Figura 8).

As laminas histologicas dos cérebros e rins dos camundongos submetidos a dose

2000 mg/kg de RIP I ndo tiveram alteraces significativas.

Figura 7 - Analise histologica do tecido hepatico submetido ao protocolo de toxicidade aguda
OECD 423.
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Legenda — Area focal de infiltrado inflamatdrio. Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 8 - Analise histoldgica do tecido cardiaco submetido ao protocolo de toxicidade aguda
OECD 423.

Legenda — Area de necrose entre as fibras musculares cardiacas (seta preta). Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Avaliacdo bioquimica da atividade hipolipidémica da RIP | em protocolo de
dislipidemia induzida por poloxamer P-407 em camundongos.

A partir das amostras de soro, foram mensurados os niveis de colesterol total (Ct),
triglicerideos (Tg), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), para
avaliacdo do metabolismo lipidico e da funcéo hepética (Figura 9 e 10).

Todas as doses de riparinas ndo foram capazes de reduzir os niveis de CT em
comparacgdo ao grupo P407 (296,0 + 130,0) (Figura 9A). Quanto aos niveis de TG, nos grupos
tratados com as doses de riparinas, também ndo foram identificadas uma reducdo em relagéo
ao grupo P407 (296,0 £ 130,0) (Figura 9B). Néao foi apresentado diferencas do grupo CT
(367,0 £ 17,1) comparado com RIP (400,0 + 40,0) para colesterol e triglicerideos. O
ciprofibrato foi capaz de reduzir as taxas de CT e TG, quando comparado ao P407, mas 0s
grupos tratados com RIP ndo demonstraram reducdo desse parametro (Figura 9).

As doses de riparinas, P407+RIP alta (43,7 + 17,0), P407+RIP média (34,1
13,9) e P407+RIP baixa (24,3 £ 9,2), demonstraram um aumento significativo do HDLc,
no comparativo com o grupo P407 (208,0 £ 8,3) (Figura 7C). Também foram identificadas
aumento significativo nos indices do Colesterol N&o-HDL, na razdo HDLCc/CT e
TG/HDLc, principalmente no grupo P407+RIP alta (43,7 + 17,0) (Figura 9E-F).

Em relacdo aos nives de marcadores hepaticos de alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST), nao foram identificados aumentos significativos entre
todos os grupos. As doses de riparinas testadas também ndo influenciaram no aumento ou
déficit significativo desses marcadores, concluindo que a RIP | ndo gera prejuizos ao tecido
quanto ao equilibrio de suas funcdes, na perspectiva do modelo de dislipidemia induzida por
poloxamer P407, podendo ser confirmado no grupo RIP de AST (550,0 + 28,8) e ALT (129,1
+10,0) comparado ao CT de AST (385,7 £19,0) e ALT (53,5 + 10,1) (Figura 10).
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Figura 9 - Marcadores bioquimicos plasmaticos de camundongos submetidos ao
modelo de dislipidemia.
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Legenda - Inducdo de dislipidemia por poloxamer P-407 (exceto CT e RIP) e tratamento dos grupos controle
negativo (P407), controle positivo/ciprofibrato 100 mg/Kg (P407+CIP), riparina | 100mg/Kg (RIP), riparina |
100mg/Kg (P407+RIP alta), riparina | 50mg/Kg (P407+RIP média), riparina |1 25mg/Kg (P407+RIP baixa). Os
resultados dos grupos experimentais (n=7) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM).
(*p<0,05 vs. CT e #p<0,08 vs. P407). Fonte: elaborado pelo autor.



50

Figura 10 - Marcadores bioquimicos (AST e ALT) de camundongos submetidos ao
modelo de dislipidemia.
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Legenda - Inducdo de dislipidemia por poloxamer P-407 (exceto CT e RIP) e tratamento dos grupos controle
negativo (P407), controle positivo/ciprofibrato 100 mg/Kg (P407+CIP), riparina | 100mg/Kg (RIP), riparina |
100mg/Kg (P407+RIP alta), riparina | 50mg/Kg (P407+RIP média), riparina |1 25mg/Kg (P407+RIP baixa).
Coeficiente de Rittis (Razdo de ALT/AST). Os resultados dos grupos experimentais (n=7) foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM), onde critério de significAncia p<0,05. (*p<0,05 vs. CT). Fonte: elaborado

pelo autor.
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5.3 Avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo

Apobs a realizacdo do modelo experimental, o tecido hepéatico dos animais foi
colhido para investigacdo do efeito da RIP | sobre mediadores envolvidos no estresse
oxidativo, uma vez que a dislipidemia pode gerar um desbalanco redox no figado. Devido a
isso, foram determinadas as concentracBes de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) (Figura 11A), glutationa reduzida (GSH) (Figura 11B-C) e atividade enzimética de
catalase (Figura 11D).

Em primeira analise, a produgdo de TBARS foi avaliada a fim de medir a
capacidade da RIP | em prevenir a lipoperoxidacdo no tecido hepatico. Os resultados
mostraram que as 3 doses de riparinas, (P407+RIP alta), (P407+RIP média) e (P407+RIP
baixa), reduziram a concentracdo de TBARS em relagdo ao grupo P407 (dislipidémico). O
grupo controle positivo ciprofibrato (P407+CIP) também reduziu a concentracdo de TBARS
nas amostras.

Em segunda andlise, a glutationa reduzida representa uma das principais defesas
antioxidantes nos tecidos, por meio da neutralizacdo de espécies oxidantes teciduais; iSso 0
resulta a importancia da reducdo do conteiddo de GSH nas analises, identificando um fator
critico de estresse oxidativo. No tecido hepatico, foi observado resultado semelhante, de
forma que, para todas as doses de RIP I, foram capazes de manter os niveis de GSH
equiparados ao grupo controle. Ao analisar a razdo GSH e GSSH (glutationa oxidada), foi
verificado que o tratamento com as 3 doses de RIP | reverteram o cunsumo de GSH
comparados ao grupo dislipidémico P407.

A inducdo da dislipidemia nos camundongos ndo afetou a atividade enzimatica de
catalase (U/mg de proteina) em tecido hepatico, sendo observado resultado semelhante entre
todos os grupos, incluindo as doses de RIP I, as quais ndo tiveram diferencas significativas

com o grupo controle, mantendo-os equiparados.
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Figura 11 - Marcadores do estresse oxidativo no tecido hepatico de camundongos
submetidos ao modelo de dislipidemia.
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Legenda - TBARS = Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (ug/mg de proteina); GSH = glutationa
reduzida (ug/mg de proteina); Catalase (U/mg de proteina); CT = controle; P407 = dislipidémico; CIP =
ciprofibrato; Riparina | 100mg/Kg (RIP), RIP = riparina (alta 100mg/Kg, média 50mg/Kg e 25mg/Kg baixa). A
analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni. (*p<0,05 vs. CT e #p<0,08 vs.
P407). Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 3 — Valores médios dos marcadores de estresse oxidativo em figado de

camundongos C57BL/6 em modelo de inducgéo de dislipidemia.
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Grupo TBARS GSH Catalase

CT 2,718 0,2 5,69 + 0,07 4,62+28

RIP 100 6,95 £ 0,2 558+1,0 4,76 £0,3

P407 3,89+04 5,65 +0,1 335+05

CIP + P407 3,78+0,1 5,62 + 0,07 533+01

RIP 100 + P407 494 +04 567 +0,1 4,19 +£0,5

RIP 50 + P407 2,80 £ 0,2 5,71 £ 0,07 3,78+0,2
RIP 25 + P407 35901 5,39 + 0,08 3,14 +0,2

Legenda - TBARS = Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (ug/mg de proteina); GSH = glutationa
reduzida (ug/mg de proteina); Catalase (U/mg de proteina); CT = controle; P407 = dislipidémico; CIP =
ciprofibrato; RIP = riparina (alta 100mg/Kg, média 50mg/Kg e 25mg/Kg baixa). A andlise estatistica foi feita
por one-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 Anélise histologica do tecido hepatico

A partir das andlises histologicas, foi constatado que os tecidos hepéaticos dos
animais nao apresentaram alteracGes significativas quanto ao protocolo de dislipidemia
induzida por poloxamer P407. Nao foram identificadas alteragdes significativas
macroscopicas e histopatologicas, areas de células degeneradas, células necréticas com
nacleos picnoticos e area com infiltrado inflamatorio. Nao foram encontrados lipideos
perinucleares, distorcdo da razdo nucleo/citoplasma dos hepatdcitos e degeneracdo nuclear,
relacionados com esteatose hepatica.

Vale ressaltar que nos tecidos hepaticos, as 3 doses de riparinas, RIP, P407+RIP
alta, P407+RIP média, P407+RIP baixa, ndo foram capazes de alterar quaisquer marcadores
citados anteriormente. Portanto, pode-se concluir que a RIP | ndo gera prejuizos ao tecido e a
homeostase de suas funcBes, na perspectiva do modelo de dislipidemia induzida por

poloxamer P407.
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

O protocolo de toxicidade aguda utilizado é tratado como método para classificar
e rotular substancias de acordo com o seu potencial de toxicidade ou letalidade (Valadares,
2006). Para isso, € fundamental que haja um controle cientifico devidamente estruturado e
validado, preferencialmente, protocolos internacionalmente aceitos, como o da Organizagédo
para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (Organization for Economic Co-operation
and Development-OECD). Tais protocolos sdo de grande aceitacdo pelos 6rgaos reguladores
na avaliacdo da toxicidade aguda para qualquer tipo de substancia, priorizando os principios
do bem estar animal. A toxicidade aguda é tratada pela organizacdo no protocolo 423, do Guia
OECD (OECD, 2002), este aborda pilares como da economia no uso de animais,
reprodutibilidade de experimentos e classificacdo de substéncias (Globally Harmonised
System — GHS). Vale ressaltar que o Guia 423, substitui o Guia 401, juntamente com 0s guias
420 e 425, desde 2001, devido ao fato do 401 abordar o uso progressivo da DL50 (dose que
mata 50% da populacdo em estudo), indo ao contrario a politica dos 3Rs (reduction,
replacement e refinement), institucionalizada na academia por Russell-Burch (1959), tratando
as ideias de “reducdo, substitui¢ao e refinamento” no uso racional de animais de laboratério
(Sachetti et al., 2009).

A importancia de trabalhar com o protocolo de toxicidade em questdo €
evidenciada nos protocolos seguintes, pois sdo imprescindiveis nos calculos de doses para
possiveis tratamentos em pesquisas cientificas. Neste sentido, estudos anteriores demonstram
que as riparinas possuem baixas propriedades toxicas em doses usuais (100mg/Kg, 50mg/Kg,
25 mg/Kg) (Silvera, 2007; Oliveira, 2012), contudo, ndo foram realizados de acordo com 0s
parametros da OECD 423, validando este protocolo utilizado na presente dissertacao.

No protocolo de dislipidemia, foi utilizado o método de inducdo por poloxamer P-
407, substancia essa surfactante ndo-idnico hidrofilico, capaz de causar o aumento nas
lipoproteinas do soro e inibir a lipase endotelial, hepéatica e lipase lipoprotéica (LPL),
principal enzima responsavel pela hidrolise de lipoproteinas plasmaticas contendo Tg,
ocasionando o aumento de triglicerideos. Estimula indiretamente a enzima 3-hidroxi-
3metilglutaril coenzima A redutase (HMGCOA redutase), resultando em aumento dos niveis
circulantes de colesterol total. Isso traz um entendimento de sua participacdo direta no
metabolismo lipidico, e por isso € extensamente utilizado em protocolos experimentais de
dislipidemia (Rodrigues, 2015; Silva, 2024; Morais, 2022; Chaudhary, Brocks, 2013; Wasan

et al., 2003; Lee et al., 2012). Além disso, outro potencial é discutido por pesquisadores,
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demonstrando que o P407 tem ag&o inibitdria da enzima 7-o hidroxilase, em doses repetidas,
0 que prejudica a eliminagdo do colesterol na bile, podendo resultar no diagnostico de
hipercolesterolémico (Johnston, Zhou, 2007).

A escolha por esse modelo de inducdo traz beneficios praticos quando comparado
com outros protocolos para 0 mesmo fim. Entre as comparag6es, segundo Rodrigues (2015) e
Johnton et al. (2002), este ndo requer a adicdo de &cido colico na dieta. Ndo necessita de
animais knock out para genes, por exemplo, apolipoproteina E (apoE) e proteina
quimioatrativa de mondcitos (MP-1, monocyte chemoatrtractant protein-1), o qual € tratado
como uma drastica mudanca na fisiologia normal de vertebrados. Além disso, mostra-se como
um método preciso de hiperlipidemia dose dependente e permite a avaliacdo da poténcia de
drogas hipolipemiantes de varias classes, como as estatinas, fibratos e inibidores de PCSKO9.

Diversos estudos evidenciam a acdo hiperlipidémica do poloxamer P-407, ja
referenciada em inimeras pesquisas validadas (Korolenko et al., 2013; Lee et al., 2012;
Vaidya et al., 2009; Zanwar et al., 2014).

N&o ha relatos na literatura do uso de riparina I como agente hipolipemiante em
modelo de dislipidemia induzida por poloxamer P-407 em camundongos. A fim de contribuir
com a comunidade cientifica, foi verificada a acdo da RIP | na dislipidemia e o tratamento em
3 doses via gavagem, as doses de 100mg/Kg (alta dose), 50mg/Kg (média dose) e 25mg/Kg
(baixa dose).

As doses de RIP utilizadas foram previamente estipuladas de acordo com um
arcabouco de trabalhos publicados constando as inimeras atividades bioldgicas das riparinas,
entre elas, ansiolitica, antidepressiva, antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva; sendo
a dose media, 50mg/Kg, a dose terapéutica usual em animais (Oliveira, 2012; Sales et al.,
2024; Mallmann et al., 2021; De Sousa et al., 2005, 2007; Carvalho et al. 2014; Teixeira et
al., 2013; Silveira, 2007).

No presente trabalho, os niveis de colesterol e triglicerideos aumentaram
significativamente nos animais que receberam poloxamer e nenhum tratamento, conforme
esperado pelos achados na literatura cientifica. Os animais tratados com ciprofibrato, padréo-
ouro, tiveram os niveis de Ct e Tg reduzidos apds administracao. Os grupos tratados com RIP,
nas doses alta, média e baixa, ndo obtiveram reducdo nos niveis plasmaticos de Ct e Tg.
Concomitantemente a isso, 0s niveis de AST e ALT ndo constaram aumento significativo
neste experimento.

As aminotranferases sdo enzimas indicadoras de funcdo hepatica; a ALT,

localizada no citosol dos hepatdcitos, é marcador mais sensivel de dano hepatocelular, ja a
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AST, por ser encontrada majoritariamente no interior da mitocondria (80%), sugere dano
crénico e mais grave (Rodrigues, 2015; Li et al., 2011; Mabeku et al., 2007). Quanto a ndo
alteracdo da atividade das transaminases hepéaticas no protocolo de dislipidemia, estudos
afirmam que os niveis de AST e ALT, em modelo de inducdo de dislipidemia por poloxamer
P407, tendem a aumentar nas primeira 24h, porém, apés isso, tendem a normalizar nas 24h
posteriores (Wang et al., 2015). Este curto aumento pode ser justificado pela inibicdo de
enzimas fundamentais no metabolismo lipidico nas primeiras 24h, como a lipoproteina lipase,
em conjunto com substancias absorvidas pelo figado, sobrecarregando-o, causado aumento
das transaminases hepaticas. Apds 24h devido a curta meia vida do poloxamer e reversao da
atividade do LPL ou outras relacionadas ao metabolismo lipidico, as transaminases tendem a
normalizar (Johnston, 2010).

Haja vista que, para o desenvolvimento pertinente das alteracbes das
transaminases hepaticas, estudos trazem a indicagdo de modelos de dieta hiperlipidica. O
consumo de dietas hipercaldricas favorece o processo de deposigéo de triglicerideos no tecido
adiposo, que recebe estimulo para formagdo de novos adipocitos (adipogénese), alem de
ocorrer aumento do tamanho celular (hipertrofia) para comportar maior quantidade de TG.
Tais modelos, com durabilidade 03 — 04 semanas, onde o animal serd induzido a obesidade e
efeitos cronicos da doenca, sem intervencdo medicamentosa e/ou pontual; possibilitando,
inclusive, o aparecimento de esteatose hepatica nao alcoolica (EHNA) Estudos comprovaram
que o alto teor de gordura nas racdes utilizadas em modelos experimentais de inducdo de
obesidade sdo ferramentas Uteis para a inducdo de adipogénese e o desenvolvimento de
sindrome metabolica, o que possibilita a avaliacdo do efeito hipolipemiante e antiobesidade de
substancias promissoras (Brahmanaidu et al., 2014; Seo et al., 2018; Silva, 2024).

Pode-se inferir que a duracdo do tratamento nesse trabalho ndo foi suficientemente
longo para causar tal eficiéncia quando ao resultado da inducdo em tecido hepatico, sendo
recomendavel experimentos com dieta hiperlipidica para validarem as questes acima.

Como no presente trabalho ndo houve reducdo dos niveis de colesterol e
triglicerideos no protocolo de dislipidemia por poloxamer P-407, pode-se conjecturar que a
RIP, nas doses estudadas, ndo foi capaz de reduzir a atividade da HMG-CoA redutase e
reverter a inibicdo da LPL, respectivamente. Contudo, houve um aumento significativo dos
niveis de HDL tratados com as doses de RIP; isto, pode ser conjecturar de forma positiva nos
resultados antioxidantes, pois pesquisas trazem que o HDLc apresentar diversas agdes
bioldgicas, entre elas, a contribuicdo no efeito antioxidante nos vasos e tecidos (lbrahim,
2010; Précoma, et al., 2019; Silva, 2024; Siasos et al., 2011).
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Sabendo-se do efeito antioxidante da RIP em tecido cerebral (Sales et al., 2024;
Mallmann et al., 2021), foram mensurados marcadores de estresse oxidativo em homogenatos
de tecidos hepatico dos animais. O tratamento com RIP preveniu o aumento de TBARS e 0
consumo de GSH/GSSH, quando comparados ao grupo dislipidémico. N&o houve alteragdes
significativas na atividade da catalase hepéatica. Em relacdo ao perfil oxidativo dos
camundongos dislipidémicos, foi visto uma piora, expressa por aumento dos niveis de
TBARS e reducdo de GSH/GSSH.

Diante do exposto, é necessario compreender os motivos pelos quais a RIP | ndo
tenha obtido resultado semelhantes ao estudo de Morais (2022), que trabalhou com a tiramina
e demonstrou sua efichcia quanto molécula com potencial efeito antiobesidade,
hipolipemiante e antioxidante. As riparinas I, 11 e 11l sdo metabdlitos derivados da tiraminas, a
RIP I ([(O-Metil)-N-benzoil-tiramina]), portanto, poderiam ter efeitos similares por essa
associacao.

O estudo recente desenvolvido por Lima et al. (2024) demonstrou que a riparina 11
([(O-Metil)-N-2- hidroxi-benzoil-tiramina) — RIP 11, foi capaz de reverter o aumento nos
niveis de colesterol e triglicerideos, causados por P-407, sem toxicidade aparente, da mesma
forma em que a tiramina no trabalho de Morais et al. (2022). Isso traz um questdo a ser
observada, quais diferencas entre a RIP | e 1l que resultaram nestas respostas? A vista disso, é
preciso compreender que a RIP | ndo possui grupo hidroxila (-OH) associada ao sua molécula,
diferente da RIP Il, a qual possui grupo hidroxila (-OH) ligado ao segundo carbono da cadeia
(Nascimento et al., 2016).

A estrutura diferente sem hidroxila pode ser observada como uma das
justificativas da auséncia do efeito hipolipemiante comparado. A auséncia da hidroxila no
grupo RIP I, pode ser vinculada ao conceito de grupo farmacoférico, o qual é classificado
como o conjunto de caracteristicas estruturais em uma molécula que é reconhecida em um
sitio receptor e é responsavel pela sua atividade biologica (Ehrlich, 1909). Ou seja, a posicéo e
estrutura da molécula é fundamental para garantir as interacfes moleculares ideais com um
alvo bioldgico especifico, para desencadear ou bloquear sua resposta biologica (Gtiner, 2002).
Resultando na presente hidroxila da RIP 1I, ausente em RIP I, ser classificada como elemento
farmacoforico, devido a sua exata posi¢cdo na molécula que traz uma conformidade nas
reacOes envolvidas no metabolismo lipidico.

Especula-se que esse seja um dos possiveis mecanismos pelo qual a RIP | ndo

tenha obtido os resultados do efeito hipolipemiante.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, a riparina | mostrou ndo ser capaz de reduzir as taxas de colesterol
e triglicerideos de camundongos em modelo de inducédo de dislipidemia por poloxamer P407.
Entretanto, demonstrou ser promissora quanto ao seu potencial antioxidante e no aumento dos
niveis de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDLc). Pode-se destacar que diante das
doses de tratamento com riparina I, ndo foram identificadas alteragfes significativas
macroscopicas e histopatoldgicas no tecido hepatico do protocolo de dislipidemia, e foi
reconhecido sua baixa toxicidade vista nos tecidos cardiaco, hepatico, renal e cerebral. A vista
disso, é valido futuros experimentos que estudem a riparina | em modelo crénico de
dislipidemia induzida por dieta hiperlipidica, a fim de verificar sua a¢do, sem a inducdo

medicamentosa, por meio da obesidade em camundongos.
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Universidade Federal do Ceara
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Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo do efeito antiobesidade e hipolipemiante de riparinas |, I, lll e IV em
camundongos C57BL/6", protocolada sob o CEUA n® 8443170523 (ip 002433}, Sob a responsabilidade de Francisca Cléa
Florenco de Sousa e equipe; Gabrielle Miranda Magalhaes Pinto; lardja Stéfane Lopes Sales; Felipe Ramon Cunha da
Silva; Pedro Janelson dos Santos Lima; Ketsya Oliveira dos Santos Albuguergue; Amanda Barroso Rocha de Oliveira;
Mateus Edson da Silva; Kalleu Fernando de Alencar Carvalho; Leticia Rizza de Freitas Magalhdes - que envolve a
producdo, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 25/05/2023.

We certify that the proposal "Evaluation of the antiobesity and hypolipemic effect of riparins 1, II, Il and IV on C57BU/6
mice.”, utilizing 812 Isogenics mice (586 males and 226 females), protocol number CEUA 8443170523 (1o 002433),
under the responsibility of Francisca Cléa Florenco de Sousa and team; Gabrielle Miranda Magalhdes Pinto; lardja
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the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee
on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-UFC) in the meeting of 05/25/2023.
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