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RESUMO

Inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (estatinas) sao farmacos
utilizados para diminuir os niveis plasmaticos de colesterol e sdo, geralmente,
seguros e bem tolerados. Ocasionalmente esses farmacos induzem
miotoxicidade, como miopatia e rabdomidlise, e hepatotoxicidade. Neste trabalho
investigou-se o mecanismo, in vitro e in vivo, pelo qual as estatinas atuam sobre a
respiracao mitocondrial de bidpsias de musculo esquelético e de figado de ratos. A
incubacgéo (1 hora) de biépsias permeabilizadas de musculo séleo (2-3 mg) com
doses crescentes de sinvastatina reduziu a velocidade de respiragdo mitocondrial
estimulada por ADP ou FCCP de forma dose-dependente e significativa (p<0,05).
A inibicdo causada por 1 uM de sinvastatina nas velocidades de respiracao
estimuladas por ADP e FCCP foi de respectivamente cerca de 25% e 27%. Em
contraste, ndo houve alteragdo significativa na velocidade de respiragcdo de
repouso. O efeito de 1uM de sinvastatina foi inibido pela incubagdao concomitante
com 100 uM de mevalonato (produto da enzima HMG-CoA redutase), ou 10 uM de
coenzima Q10 (um outro produto da via de sintese do colesterol). A redugcédo na
velocidade de respiracdo também foi inibida pela incubagdo concomitante com 1
mM de L-carnitina. A incubagdo com sinvastatina aumentou de forma significativa
(p<0,05) a producao de lactato pelas biépsias musculares em cerca de 26%, efeito
protegido pela incubacao concomitante com mevalonato ou coenzima Q10 ou L-
carnitina na mesma concentracdo descrita anteriormente. Por outro lado, esta
mesma concentracdo de sinvastatina ndo provocou efeito algum sobre as
velocidades de respiracdo de mitocondrias isoladas de musculo de ratos. A
incubagcdo (1 hora) de biépsias hepaticas (2-3 mg) com doses crescentes de
sinvastatina reduziu a respiracdo mitocondrial estimulada por ADP ou FCCP, sem
alterar a respiracdo de repouso. Sinvastatina (5 pM) inibiu significativamente
(p<0,05) a respiracao estimulada por ADP e FCCP em cerca de 24% e 29%
respectivamente. Esta inibicdo ndo foi sensivel a 100 uM de mevalonato ou 10 uM
de coenzima Q10 ou 1 mM de L-carnitina. Biépsias de musculo s6leo de ratos
tratados durante 15 dias com 100 mg / kg (gavagem) de sinvastatina
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apresentaram velocidades de consumo de oxigénio reduzidas em todos os
estados respiratérios. Este efeito foi inibido pela administragcdo concomitante de L-

carnitina 200 mg / kg (gavagem).
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ABSTRACT

3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase inhibitors (statins) are safe and well-
tolerated therapeutic drugs, that occasionally induce myotoxicity such as myopathy
and rhabdomyolysis, and hepatotocixity. Here, we investigated in vitro and in vivo
the mechanisms of statin-induced toxicity on mitochondrial respiration of rat
skeletal muscle and liver biopsies. One hour incubation of permeabilized soleus
muscle biopsies (2-3 mg) with increasing doses of simvastatin (1 to 40 uM)
reduced ADP- or FCCP-stimulated mitochondrial respiration rate in a dose-
dependent manner. The inhibition of ADP- or FCCP-stimulated mitochondrial
respiration rate by simvastatin 1 uM was 25% and 27%, respectively. No changes
in rest respiration rate was observed. Simvastatin (1 uM) inhibition of muscle
respiration was prevented by coincubation with 100 uM mevalonate, 10 uM
coenzyme Q10 or 1 mM L-carnitine. Simvastatin (1 uM) also increased lactate
production in muscle biopsies by 26%; this effect was prevented by the
coincubation with mevalonate, coenzyme Q10 or L-carnitine. At the same
concentration, simvastatin did not inhibit the respiration of isolated skeletal muscle
mitochondria suggesting that simvastatin effect on mitochondrial respiration is not
direct. Incubation (1 hour) of liver biopsies (2-3 mg) with increasing doses of
simvastatin reduced ADP- or FCCP-stimulated mitochondrial respiration rate
without changes in rest respiration rate. The lowest simvastatin concentration able
to reduce liver biopsies respiration rates was 5 uM, which promoted 24% and 29%
inhibition in ADP- or FCCP-stimulated respiration rates, respectively. This was not
modified by mevalonate, coenzyme Q10 or L-carnitine. Soleus muscle biopsies
from rats treated during 15 days with simvastatin (100 mg/kg, p.o.) presented L-

carnite sensitive inhibition of oxygen consumption rate in all respiratory states.
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Segundo dados da organizacdao mundial de saude (WHO, World Health
Organization) as doencgas cardiovasculares sao responsaveis atualmente por uma
em cada trés mortes no mundo. A previsdo € de que essas doengas sejam
responsaveis por cerca de 50% do total de mortes no mundo nos proximos dez
anos (2020) (World Health Organization, 2003). No Brasil as doencas
cardiovasculares sao responsaveis por 27% dos casos de o6bitos (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2004). Doencas como diabetes, obesidade, elevados
niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol, e fatores ambientais como
estresse, fumo e sedentarismo aumentam o risco para doengas cardiovasculares,
sendo que a maioria destas doencas sao resultantes de complicacoes
provenientes da aterosclerose.

O aumento dos niveis plasmaticos de colesterol (hipercolesterolemia)
representa um fator de risco independente de outras co-variaveis para o
desenvolvimento de doengas ateroscleréticas. A hipercolesterolemia é geralmente
controlada através da administracdo de estatinas, fdrmacos que diminuem as
concentragdes plasméaticas de colesterol por inibir a enzima HMG-CoA redutase,
uma enzima chave na via de sintese do colesterol (Endo et al., 1976).

Apesar de bem toleradas, alguns efeitos adversos sao verificados em
usuarios de estatinas, como danos a funcao hepatica, aos musculos esqueléticos
e aos nervos periféricos (Muscari et al., 2002).

Estudo prévio do nosso laboratério demonstrou que as estatinas causam
danos mitocondriais através da inducdo de transicido de permeabilidade
mitocondrial (Velho et. al., 2005). Outros autores também verificaram efeitos
mitotoxicos como a inibicdo dos complexos da cadeia respiratéria (Sirvent et al.,
2005; Nadanaciva et al., 2007; Kaufmann et al., 2006) e a ativagdo da via de
apoptose iniciada pela mitocéndria (Sacher et al., 2005).

Nesta dissertacdo, estudamos o efeito da sinvastatina, uma droga da
classe das estatinas, sobre o consumo de oxigénio por biopsias de musculo
esquelético e de figado. As biépsias foram colhidas de ratos tratados (experimento

“in vivo”) ou a sinvastatina foi adicionada ‘in vitro”.
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1.1 Mitocondrias

As mitocOndrias sdo as organelas responsaveis pela conversdo de energia
de oOxido-reducdo em energia quimica utilizavel pelos processos celulares. Elas
estdo presentes em quase todas as células eucaridticas animais e vegetais, tendo
dimensdes da ordem de grandeza de 1 um.

Estruturalmente sdo constituidas por duas membranas e dois
compartimentos por elas limitados. O compartimento mais interno, delimitado pela
membrana mitocondrial interna, é denominado de matriz mitocondrial e contém
enzimas do ciclo de Krebs, da B-oxidacdo de acidos graxos, da oxidacdo de
aminoacidos, o complexo piruvato desidrogenase e muitas outras enzimas. O
segundo compartimento, cujo volume é diminuto, € denominado espaco
intermembranar por estar localizado entre as membranas interna e externa.

A membrana mitocondrial externa é permeavel a pequenas moléculas e
ions que se movem livremente através de canais transmembranas formados por
uma familia de proteinas integrais de membranas chamadas porinas (Nelson e
Cox, 2004). A membrana interna € impermeavel a maioria das moléculas
pequenas e a ions, incluindo prétons (H*), sendo permeavel somente a O, COo,
NO e H.O. As Unicas espécies que atravessam a membrana interna sao aquelas
para as quais existem transportadores especificos, como por exemplo, ATP™,
ADP3, piruvato, Ca®* entre outros. E na membrana interna que se encontram os
componentes da cadeia respiratéria e a ATP sintase.

A energia necessaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém da
diferenca de potencial de 6xido reducao entre NADH e O,.. Segundo Peter Mitchel
(Mitchell, 1961) a passagem dos elétrons retirados dos substratos respiratorios
pela cadeia respiratéria € um processo exergbnico cuja energia livre resultante é
convertida em um potencial eletroquimico de H* através da membrana
mitocondrial interna. Esta energia é utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP
a ATP.

Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH, reduzidas

durante a oxidacao de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sao transferidos
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a NADH desidrogenase (complexo I, Figura 1). O complexo | transfere seus
elétrons a forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta
coenzima (UQH,). Elétrons originados a partir do succinato passam para a UQ
através do complexo ll, resultando também na reduc¢édo da coenzima Q. Em alguns
tecidos a coenzima Q pode também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato
desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citosélico) ou pela ubiquinona
oxiredutase (como resultado da B-oxidacao de &cidos graxos). A UQH, é entao
desprotonada, resultando na formacgéo da espécie aniénica semiquinona (UQH"), a
forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de
UQH’, um na face citoplasmatica e outro na face matricial da membrana
mitocondrial interna, e as duas formas de UQH" sdo oxidadas juntas, regenerando
UQ e doando elétrons para o citocromo c. O citocromo c transfere elétrons a
citocromo oxidase (complexo V). Este complexo e responsavel pela transferéncia
de elétrons ao oxigénio molecular, resultando na geragcdo de agua, em um
processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de um elétron
(Nicholls e Ferguson, 2002).

Segundo Mitchell (1961), a passagem de elétrons através da sequéncia de
intermediarios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H* da matriz
mitocondrial ao espago intermembranas, contra um gradiente de concentragdo. A
formacao deste potencial eletroquimico transmembranico seria o elemento inicial
do acoplamento entre a oxidacdo de substratos e a utilizagcdo desta energia. O
componente elétrico (A¥) deste potencial atinge valores de aproximadamente 180
mV, no estado de repouso, enquanto o componente quimico (ApH) oscila na faixa
de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H" através da F,Fi-ATP sintase, de volta ao
interior da mitocondria, desta vez a favor do gradiente, estaria diretamente

acoplado a producéo de ATP a partir da fosforilacao do ADP.
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Figura 1 Esquema simplificado da cadeia respiratéria e da teoria quimiosmética
aplicada a mitocondria (Nelson e Cox, 2004, modificado). Os elétrons do
NADH e de outros substratos oxidaveis passam através de uma cadeia de
transportadores arranjados assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons
€ acompanhado pela transferéncia de protons através da membrana
mitocondrial, produzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto elétrico (AW).
A membrana mitocondrial interna é impermeavel aos prétons, os quais podem
retornar a matriz através de canais especificos de proétons (F,) do complexo
FiF,ATP sintase. A forga préton-motora que impulsiona os prétons de volta para
a matriz fornece a energia para a sintese do ATP, catalisada pelo complexo F;

associado ao F,.

A geracdo de um gradiente eletroquimico transmembranico dé prétons
(AuH*) é um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas
biolégicos. Evolutivamente este mecanismo é fundamental, j& que é aproveitado

tanto na fosforilacao oxidativa em mitocondrias quanto na fotossintese de ATP em
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cloroplastos. Além disso, este gradiente pode ser usado diretamente para
processos endergdnicos sem a participacdo de ATP. Sao exemplos deste
mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por ADP*
(Klingenberg e Nelson, 1994) e a captacdo eletroforética de Ca®** que transporta
duas cargas positivas ao interior da mitocondria (Gunter et al., 1994).

A passagem de elétrons pela cadeia respiratéria tem como consequéncia
a geracao de espécies reativas de O, (EROs). Cerca de 2% dos elétrons que
entram na cadeia respiratéria ndo sao utilizados para reduzir O, a H,O. Esses
elétrons "perdidos" se combinam com 0 oxigénio em passos intermediarios da
cadeia respiratoria, principalmente nos complexos | e Il (Turrens, 2003),
promovendo a redug¢dao monoeletrénica do O,, gerando assim o radical superdxido
(O2") (Boveris e Chance, 1973; Liu, 1997). As mitocOndrias possuem um sistema
de defesa antioxidante que dismuta o O, a H.O. sendo que este é altamente
permeavel por membranas biolégicas, pode ser removido por antioxidantes. O
H.O. pode gerar HO™ que é altamente reativo e citotéxico, sendo que a maior parte
do HO" gerado, in vivo, provém da reacao descrita a seguir chamada de reagéo de
Fenton (H20, + Fe?* — HO + HO™ + Fe*") (Halliwell e Gutteridge, 1992).

As EROs geradas na mitocondria podem oxidar macromoléculas tanto na
propria organela como em outros sitios intracelulares. Proteinas, principalmente
da membrana mitocondrial interna, sdo alvos primarios de danos oxidativos
induzidos por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Esses danos envolvem a
formacao de grupos carbonila e a oxidacao de grupos tidis. Este ultimo pode levar
a permeabilizagdo ndo especifica da membrana mitocondrial interna, conhecida
como transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), tornando-a gradativamente
permeavel a prétons, ions, suporte osmético e pequenas proteinas de até 1500 Da
(Kowaltowski et al., 2001).
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1.2- Metabolismo de lipideos, hipercolesterolemia e aterosclerose

Os lipideos hidrofébicos sao transportados pelo sistema circulatorio
associados a lipideos anfifilicos (fosfolipidios) e proteinas, formando assim as
lipoproteinas plasmaticas. Ja os acidos graxos livres sédo transportados ligados a
albumina, sendo que uma pequena parte desses compostos é transportada pelas
lipoproteinas plasmaticas na forma de ésteres de colesterol. As lipoproteinas
plasmaticas tém em seu nucleo ésteres de colesterol e triacilglicerdis, sendo que
mais externamente sdo compostas de uma camada de fosfolipidios, colesterol e
apolipoproteinas, que sado proteinas que constituem sitios de reconhecimento que
permitem a ligagéo das LP aos receptores celulares especificos, além de tornar as
lipoproteinas mais soluveis. Existem cinco classes de lipoproteinas que diferem
umas das outras quanto a composicdo lipidica, densidade e tipos de
apolipoproteina. Em ordem decrescente de densidade, estabelecido pelo método
de ultracentrifugacdo preparativa (Wilcox e Heimberg 1968) as LP sao
classificadas em: lipoproteinas de alta densidade (HDL); lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL); lipoproteinas de baixa densidade (LDL);
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons (QM).

O colesterol e triacilglicerol provenientes da dieta sdo absorvidos no
intestino, complexados as apolipoproteinas no enterdcito e secretados na linfa
mesentérica na forma de quilomicrons. Os triacilgliceréis dos quilomicrons sao
hidrolisados pela lipoproteina lipase periférica, liberando monoglicerideos e acidos
graxos livres, sendo que estes Ultimos sdo captados localmente, e sao
esterificados nos adipdcitos ou oxidados nos musculos. Os remanescentes de
quilomicrons possuem grandes quantidades de ésteres de colesterol e sao
conduzidos rapidamente ao hepatocito onde sdo removidos. O colesterol liberado
na célula hepatica pode: i) ser convertido em acidos biliares; ii) ser secretado na
bile sem sofrer alteracdo; iii) ou ser novamente secretado para a circulagdo
sanguinea na forma de VLDL.

Ja na via endégena, no figado, os acidos graxos e colesterol provenientes
da sintese endbégena ou da circulagcdo, sdao oxidados ou esterificados em
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triacilglicerol e ésteres de colesterol, respectivamente, os quais sdo secretados
juntamente com apolipoproteinas formando as VLDL. No plasma essas
lipoproteinas sofrem a acdo da lipoproteina lipase periférica liberando &cidos
graxos livres para os tecidos extra-hepaticos, onde serdo re-esterificados e
armazenados (adipdcitos) ou oxidados (musculos e outros tecidos). Os
remanescentes de VLDL, chamados também de IDL, sdo parcialmente removidos
pelo hepatocito, sendo que as IDL ndo removidas sofrem a agdo da lipoproteina
lipase hepatica perdendo mais triacilglicerois e fosfolipidios, e sdo entdo
denominadas LDL, ricas em ésteres de colesterol. As LDL constituem uma fonte
de colesterol para a sintese de horménios esteréides nas gbnadas e adrenal,
membranas plasmaticas em tecidos em proliferacao e acidos biliares no figado. As
células que tem uma maior necessidade de colesterol, expressam grandes
quantidades de receptores de LDL e assim captam-na por endocitose.

As HDL sao sintetizadas no intestino delgado e no figado contendo
grandes quantidades de proteinas, pouco colesterol e nenhum éster de colesterol.
As HDL possuem em sua superficie a enzima lecitina-colesterol aciltransferase
que a partir de fosfatidilcolina e colesterol dos remanescentes dos quilomicrons e
VLDL, catalisa a formacdo de ésteres de colesterol que entram no interior das
HDL. As HDL transportam o colesterol para ser descarregado no figado, sendo
que uma parte deste colesterol é convertida em sais biliares. As HDL podem ser
captadas pelo figado por endocitose, mas em alguns tecidos como glandula
adrenal e também no préprio figado, as HDL podem ligar-se a receptores que
fazem uma transferéncia parcial e seletiva do colesterol da HDL para a célula,
liberando assim a HDL para recircular e extrair mais lipidios. Através do transporte
reverso do colesterol, o excesso deste, presente nos tecidos extra-hepaticos é
transportado novamente ao figado pela HDL. Existem duas formas, sendo que
uma delas € o movimento passivo do colesterol da superficie celular diretamente
para a HDL, que transporta o colesterol para o figado. A segunda forma € através
do reconhecimento da apoA-1 presente na HDL pelo receptor de células com
grande quantidade de colesterol. A HDL é captada por endocitose, e em seguida,
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secretada com uma quantidade maior de colesterol que sera transportado até o
figado.

Embora a biossintese de novo do colesterol ocorra em todas as células,
esta capacidade é maior no figado, no intestino, no cértex adrenal e nos tecidos
reprodutores, incluindo ovarios, testiculos e placenta (Devlin, 2000). Além de fonte
de atomos de carbono, a biossintese de colesterol requer um consideravel poder
redutor. Todos os atomos de carbono do colesterol sdo derivados do acetato
proveniente da hidrélise de ligacoes tioéster de alta energia da acetil CoA e de
ligacOes fosfoanidrido do ATP, em uma série de aproximadamente trinta reagdes
enzimaticas (lkonen, 2006). O poder redutor citosélico na forma de NADPH é
fornecido principalmente pela glicose 6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato
desidrogenase, enzimas da via das pentoses, enquanto o NADPH mitocondrial é
gerado principalmente pela isocitrato desidrogenase (Jo et al., 2001) e pela
NAD(P) transidrogenase (Hoek et al., 1998).

Em condi¢des fisiologicas, a sintese de novo de colesterol ndo é fator
limitante para o funcionamento da maioria das células do corpo, mesmo na
auséncia de colesterol da dieta. Por outro lado, o acumulo de colesterol
intracelular é altamente citotéxico, uma vez que as células dos mamiferos nao tém
capacidade para degradar a molécula do colesterol. No entanto, as células
desenvolveram um eficiente mecanismo homeostatico de protecdo contra o
acumulo de colesterol. Na vigéncia de aporte aumentado de colesterol, as células
respondem com 3 agdes contra-regulatérias que sao:

() O bloqueio da sintese do colesterol através da inibicdo dos genes das
enzimas hidroxi-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) sintetase e HMG-
CoA redutase sendo que esta ultima catalisa a etapa limitante da via de
sintese do colesterol;

(1) Inibicdo da transcricdo do gene do receptor da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) que é o principal transportador do colesterol em seres
humanos, fazendo com que a entrada do colesterol nas células fique

diminuida;
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() Promove o aumento da esterificacdo do colesterol livre através do
aumento da atividade da enzima acil colesterol acil transferase (ACAT),
evitando uma elevacao do conteudo de colesterol nas membranas
celulares (Brown e Goldstein, 1986).

Assim, na condicdo de aporte aumentado de colesterol na dieta, na
deficiéncia genética de receptores de LDL ou em condicbes de aumento de
expressao e/ou atividade da HMG-CoA redutase o colesterol acumula-se nos
compartimentos extracelulares, principalmente no sangue. A hipercolesterolemia
resultante € um conhecido fator de risco primario para o desenvolvimento da
aterosclerose.

A aterosclerose é uma doenca da parede arterial que esta associada a
uma progressiva perda da funcdo de células endoteliais e o acumulo de
macréfagos sobrecarregados de colesterol (células espumosas) (Navab et al.,
1995; Ross, 1999). Um processo chave na aterogénese € a modificacdo oxidativa
de lipideos, que estdo envolvidos no recrutamento de leucécitos mononucleares
para a por¢ao intima das artérias, um processo regulado por varias moléculas de
adesao e citocinas (Puddu et al., 2005). Mitocdndrias de leucécitos ativados, bem
como de células endoteliais podem produzir altas taxas de EROs, as quais podem
levar a disfuncédo endotelial, um evento que contribui para a formacao da lesao
aterosclerotica (Knight-Lozano et al., 2002).

A ideia central da hipotese de oxidacdo (Berliner e Heinecke, 1996;
Esterbauer et al., 1990) para o desenvolvimento de aterosclerose, é que EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) medeiam a modificagdo oxidativa de LDL e
levam a formacao de células espumosas (Berliner e Heinecke, 1996). Esta ideia é
apoiada por estudos que demonstram a presenca de LDL modificada in vivo e a
habilidade que EROs e ERNs tém em converter lipoproteinas a uma forma
potencialmente pré-aterogénica quando adicionados a LDL natural in vitro (Klatt e
Esterbauer, 1996).
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1.3 — Estatinas

Estatinas constituem uma notavel classe de medicamentos redutores dos
niveis plasmaticos de colesterol e tém sido associadas a uma expressiva
diminuicdo da morbidade e mortalidade cardiovascular para pacientes em
prevencao primaria ou secundaria da doenca coronariana (Ballantyne, 1998).

As estatinas sao substancias sintéticas ou originarias da cultura de fungos,
sendo a compactina a primeira estatina isolada, em 1976 por Akira Endo, que
observou que o extrato de Penicillitim citrinum tinha agéo inibitéria na sintese do
colesterol, e posteriormente isolou o composto e denominou-o de compactina
(Endo et al., 1994). A compactina revelou-se excelente inibidora da sintese do
colesterol, mas por sua toxicidade, nao reuniu condicdes de uso clinico.
Posteriormente, foi isolada a lovastatina da cultura do Aspergillus terreus, com
igual propriedade da substancia anterior, mas com toxicidade muito menor. Desde
entdo foram produzidas vérias outras substancias com férmulas estruturais
semelhantes as acima referidas como sinvastatina, lovastatina e pravastatina
(figura 2), todas mostrando efeito inibidor da sintese do colesterol, recebendo a
denominagdo genérica de estatinas . Sinvastatina e a lovastatina sao
administradas na forma lactbnica (com um anel lactbnico em sua estrutura) e
transformadas na forma acida ativa no plasma sanguineo, enquanto a pravastatina

€ administrada diretamente na forma acida ativa (Shitara e Sugiyama, 2006).
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Figura2  Estrutura quimica das estatinas e do HMG-CoA (Shitara e Sugiyama, 2006
modificado). Estruturas quimicas do substrato da enzima HMG-CoA redutase e
de diversas estatinas. Sinvastatina e lovastatina sdo administradas em sua
forma lactbénica sendo transformado em sua forma ativa 4cida no corpo, ja as

demais estatinas ja sdo administradas nas formas acidas que s&o ativas.

As estatinas sdo absorvidas no intestino e metabolizadas pelo citocromo
P450 em células hepaticas (Shitara e Sugiyama, 2006). O mecanismo de acao
das estatinas para a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol se deve a
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, impedindo a transformacao do HMG-CoA
em acido mevalbnico, etapa chave para a sintese do colesterol. Esta inibicao é
reversivel e competitiva com o substrato HMG-CoA (Mctaggart et al., 2001). A
diminuicdo intracelular de colesterol estimula a sintese de receptores de LDL, o
que determina uma maior captacdo das LDL-COL circulantes e consequente
diminuicao da concentracdo de COL no plasma (HOBBS et al, 1992). As estatinas
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também aumentam a concentracdo de HDL e diminuem a concentragdo de TG
(Maron et al., 2000).

Outros efeitos nao hipolipemiantes e benéficos das estatinas, chamados
de pleiotropicos tém sido descritos. Estes incluem a melhora de disfungoes em
células endoteliais, agbes antiinflamatérias e antiproliferativas (Futterman e
Lemberg, 2004; Liao, 2002).

As estatinas sao geralmente bem toleradas, porém alguns efeitos
adversos sado descritos, como danos a funcdo hepatica, aos musculos
esqueléticos e aos nervos periféricos (Muscari et al.,, 2002). Uma estatina
denominada cerivastatina causou sérios casos de miotoxicidade, que resultaram
em 31 mortes nos Estados Unidos da América (Staffa et al., 2002) e teve sua
comercializacdo descontinuada pelo grande numero de casos (Baker e
Tarnopolsky, 2001).

1.4 - Estatinas e miopatia

A miopatia é o efeito adverso da administracido de estatinas de maior
incidéncia (7%) (Rosenson, 2004; Ucar et al., 2000). Esse efeito é dose-
dependente e pode ser ou ndao acompanhado pelo aumento dos niveis
plasmaticos de creatina quinase (Sirvent et al., 2005), uma enzima intracelular
abundante em células musculares, e quando presente no compartimento
plasmatico, indica a ocorréncia de lesdo muscular. A incidéncia de miopatia
aumenta em até cinco vezes quando estatinas sdo co-administradas com outros
medicamentos como fibratos (Omar e Wilson, 2002), bloqueadores de canais de
calcio (Lewin et al., 2002), agentes antifungicos (Shaukat et al., 2003), drogas
antiretrovirais como os inibidores de protease (Fichtenbaum et al., 2002) e
combinacdes destas e outras drogas. Os casos de miopatias apresentam
sintomas de dores musculares, caimbras, intolerancia a exercicios fisicos e em
casos mais raros e graves rabdomiblise. Com a progressao da doenga, mais
células musculares morrem e ha a liberacdo de grande quantidade de mioglobina
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para o sangue, fato que pode comprometer a funcédo renal e, em alguns casos
evoluir para insuficiéncia renal e até mesmo morte.

Resultados anteriores do nosso laboratério mostraram que lovastatina
induz a TPM em mitocéndrias isoladas de tecido muscular (Velho et al., 2005),
evento este que pode levar a morte celular programada por apoptose ou necrose
(Oliveira et al., 2008). Outros autores demonstraram ainda a inibicdo direta dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons em mitocondrias isoladas e
bidpsias de musculo esquelético em diferentes tecidos (Sirvent et al., 2005;
Nadanaciva et al., 2007; Kaufmann et al., 2006). Sacher e colaboradores
mostraram a ativacao da via de apoptose iniciada pela mitocéndria em células
musculares humanas tratadas com estatinas (Sacher et al., 2005).

As estatinas parecem atuar também em outras organelas celulares como o
reticulo sarcoplasmatico (Sirvent et al., 2005) podendo causar disfungcdes no
metabolismo do calcio (Nakahara et al., 1994; Sirvent et al., 2005; Sacher et al.,
2005).

Outro mecanismo proposto na miopatia induzida por sinvastatina parece
estar relacionado a inibigao da sintese de ubiquinona (coenzima Q10) (Bliznakov,
2002; Rosenson, 2004), uma coenzima importante para o metabolismo celular e
mitocondrial. A coenzima Q é sintetizada pela mesma via de sintese do colesterol.
Dessa forma, a inibicdo da sintese do colesterol pelas estatinas pode
conseqlentemente diminuir os niveis intracelulares de coenzima Q (figura 3).
Kettawan e colaboradores mostraram que em ratos tratados com sinvastatina os
niveis de coenzima Q10 e sua respectiva forma reduzida (H2CoQ) estavam
diminuidos em figado, coracdo e em suas respectivas mitocéndrias, e no plasma
sanguineo (Kettawan et al., 2007). Em humanos usuérios de estatinas também foi
observada uma diminui¢dao nos niveis de coenzima Q10 no plasma sanguineo e
em plaquetas (Bargossi et al., 1994; Young et al., 2007). Em ambos os estudos a
co-administragdo de coenzima Q10 preveniu a sua diminuicdo nos diversos

compartimentos estudados.
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Figura3 Via de sintese do colesterol (Sirvent et al, 2008 modificado). Inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase pela agédo de estatinas inibe a sintese do colesterol
e de outros produtos como heme A, dolicéis e ubiquinona.

A coenzima Q10 é um transportador essencial na cadeia respiratoria
mitocondrial e tem funcdo importante na producdo energética. A relacdo entre
diminuicéo de coenzima Q10 e disfungdo mitocondrial é verificada pela diminuicao
dos niveis de coenzima Q10 paralelo a um aumento na razao lactato/piruvato no
plasma sanguineo de pacientes hipercolesterolémicos usuérios de estatinas (De
Pinieux et al., 1996).

A coenzima Q10 nao esta distribuida somente na mitocdndria, mas
também em outras fragdes celulares. Em sua forma reduzida (H.CoQ) ela atua
como antioxidante (Kettawan et al., 2007). A reposicdo de coenzima Q10 previne
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contra a peroxidacao lipidica em mitocéndrias de coracao e figado induzidas por
sinvastatina (Kettawan et al., 2007).

Além da miotoxicidade, o tratamento com sinvastatina também causa
hepatotoxicidade em 3% dos pacientes que a utilizam (Paragh e Fulép, 2009),
verificada pelo aumento dos niveis plasmaticos das enzimas alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase (enzimas que sao utilizadas como
marcadores de lesdo hepatica) (Arduini et al., 2004). Resultados anteriores do
nosso laboratério mostraram que a lovastatina induz a TPM em mitocéndrias
isoladas de figado de rato, assim como em mitocéndrias de musculo esquelético
(Velho et al., 2005). Em células hepaticas (HepG2) a sinvastatina causou uma
diminui¢cdo do conteudo mitocondrial de coenzima Q10, morte celular, aumento do

dano no DNA e reducéo da sintese de ATP (Tavintharan et al., 2007).

1.5 - L-carnitina

A L-carnitina também vem sendo utilizada no combate a miotoxicidade,
especificamente nas causadas pelo uso de estatinas. Em ratos tratados com
sinvastatina, a L-carnitina diminuiu os elevados niveis plasmaticos da enzima
creatina quinase além de melhorar a capacidade de locomogédo prejudicada
(Arduini et al., 2004).

A L-carnitina é derivada da dieta (75%) e da producao endogena (25%)
(Gulgin, 2005) nos rins, cérebro e figado (Inano et al., 2003) a partir dos
aminoacidos lisina e metionina (Oyanagi et al., 2008). 95% de seu estoque
encontra-se nos musculos esqueléticos (Stephens et al., 2007)

A L-carnitina exerce papéis fisiolégicos importantes no transporte dos
acidos graxos para a matriz mitocondrial através da membrana mitocondrial
interna e também na remoc¢ao de grupamentos acil das mitocondrias e células na
forma de acilcarnitinas (Bernard et al., 2008).

Os acidos graxos sao transportados no sangue ligados a albumina
(Nelson e Cox, 2004) e difundem-se para o citosol das células. Para serem
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oxidados na matriz mitocondrial é necessario que eles estejam ligados a CoA. A
acil-CoA sintetase liga o AG (acil) com uma coenzima A, formando assim uma acil-
CoA. Apés essa ativacao, ocorrem alguns processos de reagdes enzimaticas para
que esse acil-CoA seja transportado através da membrana mitocondrial interna
que sao descritas a seguir (figura 4):

1- A primeira reacdo ocorre pela atuacdo da enzima carnitina
aciltransferase |, presente na face externa da membrana mitocondrial interna. Ela
realiza a transferéncia do grupo acil para a carnitina, liberando a coenzima A e
formando assim um acil-carnitina.

2 - O acil-carnitina ultrapassa a membrana interna e chega a matriz
mitocondrial pela acdo do transportador carnitina-acilcarnitina translocase, em
troca de uma carnitina da matriz mitocondrial.

3 - O ultimo passo consiste na transferéncia do grupo acil, da acil-
carnitina, para uma coenzima A na matriz, liberando assim a carnitina. Essa
reacdo € realizada pela enzima carnitina aciltransferase Il, localizada na face

interna da membrana mitocondrial interna (Noland et al., 2009).
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Figura4 Transporte de acidos graxos de cadeia longa para a matriz mitocondrial
(Marzzoco e Torres, 2007 modificado). (a) transferéncia do grupamento acil da
coenzima A para a carnitina, formando assim um acil-carnitina e liberando a
coenzima A (b) (1) o grupamento acil da acil-CoA é transferido para uma
carnitina pela enzima carnitina aciltransferase |, liberando assim a coenzima A,
em seguida (2) esse composto passa pela membrana interna mitocondrial pelo
transportador carnitina-acilcarnitina translocase enquanto uma carnitina é
transportada para o espago intermembranas e (3) ja na matriz liga-se
novamente a uma coenzima A liberando a carnitina pela agdo da enzima

carnitina aciltransferase |Il.

Na matriz mitocondrial as acil-CoA passam por uma série de remocoes
oxidativas de sucessivas unidades de dois atomos de carbonos na forma de acetil-
CoA, comecando pela extremidade carboxila da cadeia do acido graxo, até o
ultimo par estar na forma de acetil-CoA. Essas remocbes sdo realizadas em

quatro passos, sendo que em dois deles ha oxidacdo do acido graxo. Os passos
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sdo0: oxidacao, hidratacdo, outra oxidacdo e por fim uma reacdo que rompe o
fragmento carboxiterminal de dois atomos de carbono do &cido graxo original na
forma de acetil-CoA. Esses quatro passos sao repetidos em cada uma das
passagens da quebra dos dois atomos de carbono do acido graxo (Rector e Ibdah,
2009).

A oxidacao dos acidos graxos forma varias coenzimas reduzidas (NADH e
FADH,) e véarias moléculas de acetil-CoA que sao oxidados até CO, pelo ciclo de
Krebs formando mais coenzimas reduzidas. Estas serdo utilizadas no processo de
fosforilacdo oxidativa descrito anteriormente.

A L-carnitina exerce outros papéis de fundamental importancia além dos
papéis fisioldgicos descritos anteriormente. Alguns estudos demonstram que a L-
carnitina atua como protetor mitocondrial em varios tecidos (Virmani et al, 1995;
Furuno et al., 2000; Nishimura et al., 2008; Oyanagi et al., 2008). Em células
neuronais de fetos de ratos foi demonstrado que a L-carnitina mantém a
viabilidade celular diante dos compostos mitotdxicos: rotenona, FCCP e acido
nitropropiénico (inibidor do complexo Il da cadeia respiratéria) (Virmani et al.,
1995). Em mitocondrias isoladas de figado de rato a L-carnitina protegeu contra a
TPM induzida por palmitoil-CoA (Furuno et al., 2001) ou acido oléico (Oyanagi et
al., 2008). Nesse caso, a acao protetora da L-carnitina foi direcionar estes AG para
a B-oxidagao, reduzindo seus efeitos deletérios nas membranas mitocondriais. Em
um trabalho publicado por Gligin em 2005, foi demonstrado que a L-carnitina
também atua como antioxidante, tendo a capacidade de sequestrar os radicais

anion superoxido e peroxido de hidrogénio e de quelar ferro (Glgin, 2005).
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2 - OBJETIVOS
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2.1 — Objetivo geral

Estatinas sdo farmacos utilizados com relativa seguranca e tolerabilidade,
mas efeitos colaterais como miotoxicidade e hepatotoxicidade tem sido relatados.
Esses efeitos tem sido associados a disfungées mitocondriais como inibicdo da
respiracado (Sirvent et al., 2005; Kaufmann et al., 2006) e abertura do poro de
transicdo de permeabilidade (Velho et al., 2005).

A L-carnitina € um composto que pode atuar auxiliando no combate aos
efeitos miotdxicos induzidos por sinvastatina em ratos tratados com esse farmaco
(Arduini et al.,2004) e protege as mitocondrias contra os efeitos de varios
xenobibticos (Virmani et al., 2003; Gilgin, 2005; Oyanagi et al., 2008).

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi estudar os mecanismos de acao
da sinvastatina sobre a bioenergética mitocondrial em bidpsias de musculo

esquelético e de figado de rato.

2.2 — Objetivos especificos

- Realizar estudos de dose-efeito de sinvastatina sobre as velocidades de
respiracao de bidpsias de musculo esquelético e de figado.

- Analisar os mecanismos pelos quais ocorrem mudancgas nas velocidades
de respiracao destas biopsias.

- Analisar se L-carnitina tem efeito protetor “in vitro” nas eventuais
mudancas de velocidades de respiragdao nessas biopsias.

- Analisar os efeitos do tratamento ‘in vivo” com sinvastatina nas
velocidades de respiracao de bidpsias musculares destes animais e a possivel

protecdo contra esses efeitos.
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1 - Reagentes

Sinvastatina foi adquirida da Galena Quimica e Farmacéutica Ltda (SP,
Brasil). Todos os outros regentes utilizados nos experimentos foram adquiridos de
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) ou Cultilab (Campinas, Brasil).

3.2 - Animais

Foram utilizados nos experimentos ratos Wistar fémeas provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica (CEMIB) /UNICAMP.

Os ratos utilizados tinham 6-8 semanas e foram mantidos e criados em
sala climatizada em 22 = 2°C com ciclo claro-escuro de 12 horas no Biotério do
Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) / UNICAMP.

Os ratos tiveram acesso a dieta padrao (Nuvital CR1, PR, Brasil) e agua
filtrada a vontade.

3.3 - Tratamento com Sinvastatina e L-carnitina

Sinvastatina, L-carnitina, sinvastatina com L-carnitina ou placebo (goma
arabica 2 %, veiculo para as duas drogas) foram administrados diariamente
através de gavagem oral, na dose de 100 mg/kg de peso corporal para a
sinvastatina e 200 mg/kg de peso corporal (Arduini et al., 2004) para L-carnitina,
por um periodo de 15 dias.

3.4 - Preparacao das biopsias de musculo esquelético

Musculo esquelético s6leo de ratos Wistar foi retirado e mantido em um
meio de conservacao de bidpsias padrao contendo tampdo Ca2+/EGTA 10
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mmol/L, imidazol 20 mmol/L, MES 50 mmol/L, dithiothreitol 0.5 mmol/L, MgCl, 7
mmol/L, ATP 5 mmol/L, fosfocreatina 15 mmol/L, com o pH ajustado em 7.1, e
sendo mantido no gelo.

Em seguida 2-3 mg de tecido sao retirados e, com o auxilio de duas
pingas, as fibras desse tecido sdo separadas, secadas em papel filtro e pesadas.
Apés a obtencao do peso elas sdo colocadas no meio de conservacao de bidpsias
acrescido de saponina 50 pug/ml por 30 minutos com uma leve agitacao. A agéao da

saponina é descrita na figura 5.
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Figura 5 Permeabilizacdao por acao de saponina nas membranas plasmaticas de
bidopsias de musculo esquelético. Saponina atua somente na membrana
plasmatica das biopsias, mantendo as organelas em perfeito estado, devido a
concentracdo de colesterol por fosfolipidios nas membranas. Na membrana
plasmatica existe 0,5 mol de colesterol por mol de fosfolipidio, enquanto nas
membranas mitocondriais internas e externas esses valores sao
respectivamente 0,01 e 0,07 mol de colesterol por mol de fosfolipidio
(Kuznetsov, 2008, modificado).

Apds a permeabilizagdo esse tecido é lavado por 3 vezes no meio de
incubacao (MiR05) para retirar a saponina do tecido.
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3.5 - Preparacao das biopsias de figado

O figado é retirado e colocado em um cortador automatico de precisdo
para que cortes homogéneos sejam feitos e em seguida sdo colocados e mantido
em meio de conservagdo igual ao utilizado em bidpsias musculares a 4 °C. As
bidpsias sdo separadas levemente com auxilio de duas pincas, secadas em papel
filtro e pesadas, estando assim, preparadas para o experimento.

3.6 - Isolamento de mitocondrias de musculo de ratos

Mitocondrias de musculo foram isoladas a partir de musculo esquelético
dos ratos.

Ap6s a dissecacdo do animal, os musculos foram picados e
homogeneizados em solugédo contendo sacarose 100 mM, Ko:HPO4 1 mM, EGTA
0,5 mM, BSA 0,2 %, KCI 100mM e tampao Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, seguido por
uma serie centrifugacées diferenciais (Tonkonogi e Salhin, 1997). A fragao
mitocondrial final foi ressuspensa em solugdo de manitol 0,2 M, sacarose 0,1 M e
Tris-HCI 5 mM, ph 7,4.

3.7 - Dosagem de proteina

A concentracao de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada
pelo método de biureto (Gornall et al., 1949), modificado pela adicdo de colato 1 %
(Kaplan e Pedersen, 1983). O principio do método baseia-se na determinacao da
concentracdo de ligacdes peptidicas através da medida da absorbancia do
complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda 540
nm. A absorbéncia foi considerada diretamente proporcional a concentracdo de
proteina na solu¢do analisada, onde uma solugdo de BSA a 1 % foi utilizada como

padrao.
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3.8 - Condicoes experimentais

Os experimentos com biopsias e mitocondrias isoladas de musculo de
ratos foram realizados a 37 °C em meio de reagdo MiIR05 (MiRO05;
Oroboros,Innsbruck, Austria) contendo lactobionato de potassio 60 mmol/L, EGTA
0.5 mmol/L, MgCl, 3 mmol/L, taurina 20 mmol/L, KH,PO4 10 mmol/L, HEPES 20
mmol/L, sacarose 110 mmol/L, BSA 1 g/L, com pH ajustado em 7,1.

Como substrato respiratério foram utilizados glutamato 10 mM e malato 5
mM. Outros reagentes adicionados foram indicados nas figuras.

Os experimentos tiveram a duracao maxima de 1 hora e 50 minutos.’

3.9 - Consumo de oxigénio de bidpsias e mitocondrias isoladas

O consumo de oxigénio das bidpsias e mitocdndrias isoladas foi medido
utilizando-se um oxigrafo de grande resolucdo OROBOROS (Innsbruck, Austria)
equipado com agitador magnético, e os dados reproduzidos e calculados pelo
software especifico do aparelho. Sao utilizados 2 ml de meio MiR05 com agitacao

constante.

3.10 - Dosagem da producao de lactato em biépsias de musculo esquelético

A dosagem foi realizada por um método fluorimétrico. Bidépsias de musculo
sbleo foram retiradas e mantidas em meio de conservacdo padrdo a 4 °C. Em
seguida, com o auxilio de duas pincas, as fibras desse tecido sdo separadas e 0
tecido é incubado em meio Mir05, por 1 hora, na presenca de 10mM de glutamato,
5 mM de malato, 1uM de sinvastatina ou DMSO e ainda 100 uM de mevalonato ou
10 uM de coenzima Q10 ou 1 mM de L-carnitina. Apdés 1 hora, retiramos uma
aliquota deste meio e adicionamos a um meio contendo hidroxilamina 50 mM, tris
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50 mM, NAD* 800 uM, lactato desidrogenase 40 U, com pH = 10 e na temperatura
de 25 °C.

As concentracdes de lactato no meio de reacao foram acompanhadas em
um espectrofluorimetro Hitachi F-4500 operando nos comprimentos de onda de
excitacdo e emissao de 366 e 450 nm, respectivamente, com a largura da fenda
de 5 nm. A concentragdo de lactato foi calculada em fungdo do aumento de
fluorescéncia relativa a formagdo de NADH das amostras. Calibragées foram
realizadas por meio da adicao de concentragcdes conhecidas de lactato.

As bidpsias utilizadas foram homogeneizadas e em seguida foi realizada a
dosagem protéica pelo método de Biureto modificado, descrito anteriormente, para

a normalizag&o dos resultados.

3.11 - Analises estatisticas

Os dados sao apresentados como média £ epm. O n se refere ao numero de
animais utilizados em cada experimento. As andlises estatisticas foram feitas
usando one-way ANOVA para comparagdes multiplas, seguida pelo pos teste de
Turkey e teste t de Student para comparacdao de médias, usando o programa

Origin 7.5. p<0.05 foi considerado significante.
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4 — RESULTADOS
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Inibicao, por sinvastatina, da respiracao de bidpsias de musculo esquelético:
prevencao por mevalonato, coenzima Q10 ou L-carnitina.

Com o objetivo de investigar os efeitos da sinvastatina sobre a respiragéao

IH

mitocondrial de musculo esquelético “in vitro”, incubamos biopsias
permeabilizadas de musculo esquelético séleo durante 1 hora na presenca de
doses crescentes (1 a 40 uM) de sinvastatina. Nessas condi¢cées, monitoramos o
consumo de oxigénio dessas biopsias nos estados de fosforilacdo (adicdo de
ADP), repouso (adi¢ao de oligomicina) e desacoplada (adicao de FCCP).

A figura 6 mostra que sinvastatina causa inibicdo das velocidades de
respiracao estimuladas por ADP ou FCCP em relacdo ao controle (DMSO) de
maneira dose-dependente, sem haver efeito nas velocidades de respiracdo de
repouso. Na concentracdo de 1 uM a sinvastatina reduziu em cerca de 25 % a
respiracao estimulada por ADP e em 27 % a respiragao estimulada por FCCP. Na
presenca de 40 pM de sinvastatina a inibicao foi de cerca de 57 % quando

estimulada por ADP ou FCCP.
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Figura6  Efeito de concentrac6es crescentes de sinvastatina sobre a velocidade de
respiracdo mitocondrial em bidpsias de musculo séleo de ratos Wistar.
Bidpsias de 2-3 mg foram adicionadas ao meio MiR05 padrdo. Foi adicionado
DMSO ou sinvastatina 1, 15 e 40 uM. Ap6s 1 hora, ADP 400 uM, oligomicina 1
pug/ml e FCCP 0,2 pM foram adicionados. n = no minimo 5 experimentos
independentes, * estatisticamente diferente do controle (p < 0,05).

A sinvastatina € um farmaco que reduz os niveis circulantes de colesterol
por inibir a enzima HMG-CoA redutase, impedindo a formacao de mevalonato.
Para checarmos se o efeito de inibicdo da respiracdo pela sinvastatina foi
dependente da inibicdo da sintese de mevalonato, incubamos as bidpsias na
presenca de 1 uM de sinvastatina e 100 uM de mevalonato. A figura 7 mostra que
100 uM de mevalonato, preveniu parcialmente o efeito de 1uM de sinvastatina

sobre a respiracao mitocondrial estimulada por ADP ou FCCP.
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Figura7 Velocidades de respiracao mitocondrial em bidpsias musculares na
presenca de sinvastatina e mevalonato. Biopsias de 2-3 mg foram
adicionadas ao meio MiR05 padrdo com a adicdo de mevalonato 100 pM. Foi
adicionado sinvastatina 1 uM e apds 1 hora ADP 400 pM, oligomicina 1 pg/ml e
FCCP 0,2 uM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente

diferente do controle (p < 0,05).

A protegéo parcial por mevalonato indicou que a inibigdo da respiracao
mitocondrial em bidpsias musculares pudesse ser conseqiiéncia da inibicdo da
geracao de coenzima Q10, cuja biossintese ocorre pela mesma via do colesterol.

A figura 8 mostra que 10 uM de coenzima Q10 preveniu significativamente
o efeito de 1 uM de sinvastatina sobre a respiracdo mitocondrial estimulada por
ADP ou FCCP.

48



.mgh
(8]

-l

pmol. s
N 78]

r
1

]
4]

[T

[E=y
f

Velocidade de respiracéio |

Figura 8

"]

[

%3]

) W

—
-

%2l

(=

-

}

I

4 o

2
)
o

Q

)
HH

)

.y |
. i
®)

g !

—
o

@)
<
s
=

>

T

i
)_

H b

Velocidades de respiracdao mitocondrial em bidpsias musculares na

presenca de sinvastatina e co-enzima Q10. Biépsias de 2-3 mg foram

adicionadas ao meio MiR05 padrdo com a adi¢cao de coenzima Q10 10 pM. Foi

adicionado sinvastatina 1 uM e ap6s 1 hora ADP 400 uM, oligomicina 1 pg/ml e

FCCP 0,2 uM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente

diferente do controle (p < 0,05), . # estatisticamente diferente de sinvastatina 1

UM p (<0,05).

Como a L-carnitina € um composto que auxilia no combate aos efeitos

miotoxicos induzidos por sinvastatina, em ratos tratados com esse farmaco

(Arduini et al.,2004), e protege as mitocondrias contra os efeitos de varios

xenobidticos (Oyanagi et al., 2008; Virmani et al., 2003; Gulgin, 2005) testamos o

efeito desse composto sobre a respiracdo mitocondrial de bidpsias de sbleo na

presenca de 1 puM sinvastatina. A figura 9 mostra que 1 mM de L-carnitina

protegeu de forma significativa o efeito de 1uM de sinvastatina sobre a respiragéo

mitocondrial estimulada por ADP ou FCCP.
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Figura9 Velocidades de respiracao mitocondrial em bidpsias musculares na
presenca de sinvastatina e L-carnitina. Biopsias de 2-3 mg foram adicionadas
ao meio MiR05 padrédo com a adicdo de L-carnitina 1 mM. Foi adicionado
sinvastatina 1 uM e apés 1 hora ADP 400 uM, oligomicina 1 ug/ml e FCCP 0,2
UM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente diferente
do controle (p < 0,05), . # estatisticamente diferente de sinvastatina 1 uM
(p<0,05).

Efeitos do tratamento “in vitro” com sinvastatina sobre a velocidade de

respiracao de mitocondrias isoladas de musculo de ratas Wistar

Com o objetivo de investigar se o efeito da incubagcdo com 1 uM de
sinvastatina tem uma atuacao direta nas mitocondrias, testamos o efeito deste
farmaco em mitocdndrias isoladas de musculo esquelético. A figura 10 mostra que
1 uM de sinvastatina ndo causou nenhum efeito nas velocidades de respiracao de

mitocéndrias isoladas de musculo esquelético, quando incubadas por 1 hora.
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Figura10 Velocidades de respiracdo de mitocondrias isoladas de musculo
esquelético na presenca de DMSO e sinvastatina. Mitocondrias (0,1 mg/ml)
foram adicionadas ao meio MiR05 padrdo. Foi adicionado DMSO ou
sinvastatina 1 uM e apés 1 hora ADP 400 uM, oligomicina 1 ug/ml e FCCP 0,6
UM. n = 3 experimentos independentes.

Efeitos do tratamento “in vitro” com sinvastatina sobre a producao de
lactato de musculo esqueléticos de ratos Wistar

De Pinieux et al. verificaram que, em pacientes hipercolesterolémicos, a
razao lactato/piruvato sanguinea estava aumentada, indicando assim a ocorréncia
de disfuncdo mitocondrial (De Pinieux et al., 1996). Com o objetivo de investigar
se neste modelo ‘in vitro” havia uma modificacdo na producdo de lactato,
incubamos bidpsias de musculo esquelético durante 1 hora na presenca de
DMSO, 1 uM de sinvastatina, 1 uM de sinvastatina com 100 uM de mevalonato, 1
UM de sinvastatina com 10 uM de coenzima Q10 ou 1 pM de sinvastatina com 1
mM de L-carnitina. A figura 11 mostra que bidpsias de musculo esquelético
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submetidas ao tratamento com 1 pM de sinvastatina apresentaram uma maior
producao de lactato, sendo que esta producao € prevenida pela presenca de (A)
mevalonato, (B) coenzima Q10 ou (C) L-carnitina.
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Producido de lactato em bidpsias musculares tratadas com sinvastatina.
Biopsias musculares foram adicionadas ao meio MiR05 padréao na presenca de
DMSO ou sinvastatina durante 1 hora. As fibras foram tratadas também com
sinvastatina durante 1 hora, recebendo um tratamento prévio com mevalonato,
coenzima Q10 ou L-carnitina. Apds isso, foi adicionado ao meio padrédo para
dosagem de lactato, 40 U da enzima lactato desidrogenase, 50 mM de NAD" e
uma aliquota do meio em que a bidpsia permaneceu encubada. n = no minimo 4
experimentos independentes, * estatisticamente diferente do controle (p < 0,05),
# estatisticamente diferente de sinvastatina 1 uM (p<0,05).
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Inibicao, por sinvastatina, da respiracao de biopsias de figado: mevalonato,
coenzima Q10 ou L-carnitina nao previnem essa inibicao.

Além da miotoxicidade, o tratamento com sinvastatina também causa
outro efeito colateral aos pacientes que a utilizam, que é a hepatotoxicidade,
verificado pelo aumento dos niveis plasmaticos das enzimas alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase (enzimas que sao utilizadas como
marcadores de lesdao hepatica) (Arduini et al., 2004; GHIRLANDA et al., 1993).
Investigamos aqui os efeitos de sinvastatina sobre a respiragdo mitocondrial em
biopsias de figado de ratos. Assim como verificado em biopsias de musculo
esquelético, a incubagcdo por 1 hora de bidpsias de figado com sinvastatina
causou inibicdo das velocidades de respiracao estimuladas por ADP ou FCCP de
maneira dose-dependente em relacdo ao controle (DMSO), sem promover
alteracdo na velocidade de respiracdo de repouso (adicdo de oligomicina) (figura
12). Na concentracdo de 5 pM, a sinvastatina reduziu em cerca de 21 % a
respiracao estimulada por ADP e em 20 % a respiracao estimulada por FCCP. No
entanto, 1 uM de sinvastatina ndo alterou as velocidades estimuladas por ADP ou

FCCP nessas bidpsias assim como ocorrido em musculo esquelético.
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Figura12 Velocidades de respiragdo mitocondrial em biopsias de figado na

presenca de sinvastatina. Bidpsias de 2-3 mg foram adicionadas ao meio

MiR05 padréo. Foi adicionado dmso ou sinvastatina 1, 5, 20 ou 40 uM. Apoés 1

hora, ADP 400 pM, oligomicina 1 pumg/ml e FCCP 1,5 uM foram adicionados. n

= no minimo 3 experimentos independentes, * estatisticamente diferente do

controle (p < 0,05).

As inibicbes causadas por 1 uM de sinvastatina em biopsias de musculo

esquelético, sdo revertidas pela acao de 100 uM de mevalonato. Assim como em

bidbpsias de musculo esquelético, testamos se a toxicidade causada por

sinvastatina era resultado da inibicdo da HMG-CoA redutase. A figura 13 mostra

que a presenga de 100 uM de mevalonato ndo preveniu a inibigdo por sinvastatina

5 uM da respiracao estimulada por ADP e FCCP em bidpsias de figado.
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Figura13 Velocidades de respiragdo mitocondrial em biopsias de figado na
presenca de sinvastatina e mevalonato. Bidpsias de 2-3 mg foram
adicionadas ao meio MiR05 padrdo com a adigdo de mevalonato 100 uM. Foi
adicionado sinvastatina 5 uM e ap6s 1 hora ADP 400 uM, oligomicina 1 pg/ml e
FCCP 1,5 uM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente
diferente do controle (p < 0,05).

Assim como o mevalonato, 10 uM de coenzima Q10 nao exerceu protecao
sobre a inibigdo causada por 5 uM de sinvastatina na respiragdo estimulada por
ADP ou FCCP em biépsias de figado (figura 14).
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Figura14 Velocidades de respiracdao mitocondrial em bidpsias de figado na
presenca de sinvastatina e coenzima Q10. Biopsias de 2-3 mg foram
adicionadas ao meio MiR05 padrao com a adicdo de coenzima Q10 10 uM. Foi
adicionado sinvastatina 5 uM e apds 1 hora ADP 400 pM, oligomicina 1 pg/ml e
FCCP 1,5 uM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente

diferente do controle (p < 0,05).

Investigamos também se a L-carnitina teria algum efeito protetor sobre a
acao da sinvastatina em bidpsias de figado, como ocorrido em biépsias de
musculo esquelético.

A figura 15 mostra que 1 mM de L-carnitina ndo possui acdo protetora em
bidpsias de figado contra a inibicdo causada por 5uM de sinvastatina na

respiracao estimulada por ADP ou FCCP em bi6psias de figado.
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Figura 15 Velocidades de respiracdo mitocondrial em biopsias de figado na
presenca de sinvastatina e L-carnitina. Biopsias de 2-3 mg foram adicionadas
ao meio MiR05 padrdao com a adicdo de L-carnitina 1 mM. Foi adicionado
sinvastatina 5 uM e ap6s 1 hora ADP 400 uM, oligomicina 1 pg/ml e FCCP 1,5
UM. n = no minimo 5 experimentos independentes, * estatisticamente diferente

do controle (p < 0,05).

Efeitos do tratamento “in vivo” com sinvastatina sobre a respiracao de

bidpsias de musculo esquelético de ratos Wistar

A figura 16 mostra que biépsias de musculo esquelético séleo de ratos
submetidos a tratamento durante 15 dias com 100 mg/kg de sinvastatina,
apresentam diminuicao significativa nas velocidades de respiragdo mitocondrial de
fosforilacdo (ADP), de repouso (oligomicina) e desacoplada (FCCP). O tratamento
simultdneo com L-carnitina 200mg/kg preveniu significativamente o efeito da

sinvastatina.

58



=
T Aan
o JuU #
E - N
- T T H#
- — 1 — h
t sz I— e R 1
W L0 T T B
_ — I—
e ] I
P [ — | [
T 4n [ e T = OOANTROIE
L U T EEm— [ | TR
= 1 ] . [ |
Q ] # I
wo | I | — | I |
o4 1 ] 1 e ] m SINVASTATINA
0 1Y T T - I [ R EIEsRsaTmErs
—_ | I | I & | I |
iL 1 ] [ . e ]
a9 I—— B e | I—
U oan I——— e | I———
= IV T [ | [ I
o I—— I I—
e | I | [ | | I |
- 1 ] = ] e ]
- L | I I I |
@ v I——— e ] I———
- 1 ] = ] e ]
= [ I B [ ]
b I——— e | I———
T"; 0 *4__4\__4\__7|
> A MDY M LML AINIRLA Crn
AL UL IOAVJIIVITIULAINA ruAar

Figura16 Velocidades de respiracao mitocondrial em biopsias de musculo
esquelético de ratos tratados com sinvastatina e ou L-carnitina. Bidpsias de
2-3 mg foram adicionadas ao meio MiR05 padrdo. Foram adicionados ADP 400
UM, oligomicina 1 pg/ml e FCCP 0,2 pM. n = no minimo 6 experimentos

*

independentes, estatisticamente diferente do controle (p < 0,05), #

estatisticamente diferente de sinvastatina (p<0,05).
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Estatinas sdo medicamentos muito utilizados para combater os niveis
elevados de colesterol com comprovada eficiéncia e tolerabilidade. Cerca de 30
milhdes de pessoas tinham prescricdo para o uso desses farmacos nos EUA
segundo dados do US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, de
2005. Alguns pacientes que fazem uso de estatinas podem apresentar alguns
efeitos colaterais como danos a fungao hepatica, em nervos periféricos e em
musculos esqueléticos. O efeito colateral mais comum é a miopatia e dentro desta,
10% dos pacientes que utilizam estatinas apresentam mialgias e 1,5 em 10
milhdes de pacientes apresentam rabdomidlise fatal (Venero e Thompson, 2009).
Esses efeitos colaterais estdo sendo atribuidos, em alguns casos, a atuacao direta
desses farmacos sobre as mitocéndrias, como demonstram alguns trabalhos na
literatura (Sirvent et al., 2005; Kaufmann et al., 2006). Trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisa (Velho et. al., 2005; Oliveira et al., 2008) mostraram que
mitocéndrias isoladas de musculo de ratos sobre a acdo de lovastatina
apresentavam uma maior susceptibilidade a transicdo de permeabilidade
mitocondrial. Outros autores mostram ainda que as estatinas podem atuar inibindo
os complexos da cadeia de transporte de elétrons em bidpsias e mitocdndrias
isoladas de musculo de ratos, ativando vias de apoptose iniciadas pela
mitocéndria em culturas de células musculares humanas (Sirvent et al., 2005;
Kaufmann et al., 2006).

Os trabalhos citados anteriormente levaram a criacdo da hipbtese de que
os efeitos toxicos das estatinas poderiam ser conseqgliéncia dos seus efeitos na
respiracdo mitocondrial de diferentes tecidos. Para testar essa hipotese fizemos
entdo uma curva de dose resposta do efeito da sinvastatina sobre o consumo de
oxigénio de fibras musculares de ratos. Os resultados mostraram inibicdo das
velocidades respiratorias estimuladas por ADP e FCCP de maneira dose
dependente, sendo que a inibicdo causada por 1 uM de sinvastatina reduziu em
cerca de 25 % a respiragao estimulada por ADP e em 27 % a respiracao
estimulada por FCCP. A concentracao de 1 uM de sinvastatina é relativamente
baixa quando comparada as doses usadas em outros trabalhos cientificos,

mostrando assim que em concentragcdées proximas as terapéuticas, a sinvastatina
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pode ter efeito inibitério sobre a respiracao mitocondrial. Sirvent e colaboradores
(2005) mostraram que nas condi¢coes experimentais por eles utilizadas a inibicao
das velocidades de respiracdo estimuladas por ADP em biépsias musculares foi
significativa apenas com 10 uM, sendo que com 50 uM a inibi¢cao foi em torno de
20% (Sirvent et al., 2005). Em um trabalho que mediu a atividade de cada
complexo da cadeia respiratdria de mitocondrias bovinas de coragao, o ICsy de
inibicdo da atividade dos complexos foi de no minimo 30 uM de sinvastatina
(Nadanaciva et al., 2006). Ja em outro trabalho realizado com mitocdndrias
isoladas de musculo de ratos a inibicdo da velocidade de consumo de oxigénio
estimulada por ADP somente foi significativa com a adigdo de 100 uM de
sinvastatina, sendo que neste mesmo trabalho a concentracdo minima de
sinvastatina que causou citotoxicidade significativa (averiguada pela quantidade
de liberacao da enzima lactato desidrogenase) em células de musculo de rato (L6)
foi de 100 uM (Kaufmann et al., 2006).

As estatinas atuam inibindo a enzima HMG-CoA redutase, uma enzima
chave na via de sintese do colesterol, evitando assim a formacéao do intermediario
mevalonato, e assim do produto final, o colesterol. Na tentativa de desvendar o
mecanismo pelo qual a inibicdo das velocidades de consumo de oxigénio ocorre e
se esse efeito € dependente da inibicdo da sintese do colesterol ou de algum outro
composto desta via metabdlica incluimos 100 pM de mevalonato no meio de
reacado contendo as bidpsias tratadas com sinvastatina. O mevalonato aumentou
significativamente as velocidades de consumo de oxigénio inibidas pela acdo da
sinvastatina, mostrando que esse efeito é dependente da inibicdo da via de
sintese do colesterol. Varios trabalhos ja haviam mostrado que os efeitos téxicos
das estatinas podiam ser revertidos com a utilizagdo de mevalonato em diversos
tipos de células (Kaneta et al., 2003; Cafforio et al., 2005; Sacher et al., 2005). Em
células endoteliais de veias pulmonares de ratos 0 mevalonato reverteu o efeito da
estatina na diminuicdo da viabilidade e da fragmentacdo de DNA (Kaneta et al.,
2003). Em linfoblastos tratados com estatinas o mevalonato também protegeu a
acao das estatinas, sobre a diminuicdo da proliferacao celular (Caforio et al.,
2005). Em células musculares o tratamento com sinvastatina reduz a proliferacao
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celular e aumenta a atividade de caspases por mecanismo sensivel ao
mevalonato (Sacher et al., 2005).

Quando adicionamos coenzima Q10, ao invés de mevalonato, no meio de
incubacdo contendo as bidpsias musculares tratadas com sinvastatina, tivemos
uma protecao total contra os efeitos inibitérios nas velocidades de consumo de
oxigénio estimuladas tanto por ADP quanto por FCCP. Esses dados e alguns
trabalhos na literatura (De Pinieux et al., 1996; Schaefer et al., 2004; Kettawan et
al., 2006; Young et al., 2007) levantam a hip6tese de que esse efeito toxico
poderia estar relacionado com a diminuicdo da coenzima Q10, outro produto da
via em que participa a enzima HMG-CoA redutase. De fato, dados da literatura
mostram que ratos tratados com cerivastatina tém niveis de ubiquinona muscular
diminuidos em relagdo aos ratos controles (Schaefer et al., 2004). Kettawan e
colaboradores (2006) mostraram que em camundongos tratados com sinvastatina
0s niveis de coenzima Q10 plasmaticos, hepatico e em suas mitocéndrias, no
coracdo e em suas mitocbndrias também estavam diminuidos e foram
restabelecidos pela adicdo de coenzima Q10. Além disso o tratamento
concomitante com Co-Q10 preveniu a peroxidacdo lipidica induzidas em
mitocondrias de coracdo por Fe?* (Kettawan et al., 2006). Observou-se que
pacientes com mialgia devido ao uso de sinvastatina também tinham diminuicao
de coenzima Q10 plasmatica e quando tratados com Q10 esses niveis
aumentaram (Young et al, 2007). Outro estudo com pacientes
hipercolesterolémicos mostrou que a sinvastatina causou diminuicdo de
ubiquinona plasmatica (De Pinieux et al., 1996). Sirvent e colaboradores
observaram que a inibicdo nas velocidades de respiracdo maximas de bidpsias
musculares ocorria independentemente do substrato respiratério usado (Sirvent et
al., 2005). Esses resultados indicam que essa diminuicdo ocorre na cadeia
respiratéria e ndo nas vias metabdlicas que geram substratos tais como B-
oxidagao, glicolise ou o ciclo de Krebs. Esse resultado conjuntamente com os
dados obtidos nesta tese indica que essa diminuicdo da respiracdo deve ser
consequéncia de diminuicdo na producao de coenzima Q10.
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Outro composto que apresentou protecdo contra a inibicdo nas
velocidades de consumo de oxigénio, causada pela sinvastatina, foi a L-carnitina.
Esse composto protege as mitocdndrias isoladas de figado de rato contra a TPM
induzida pelo acido nitropropiénico. Sabe-se que este composto causa diminuigao
na captagdo mitocondrial de Ca®**, inchamento da organela e inibicdo na
velocidade de respiracao estimulada por ADP quando succinato é o substrato
respiratério. Os autores interpretam que o restabelecimento de todos esses efeitos
da sinvastatina pela L-carnitina foi mediado pelo estimulo da [-oxidagao
(Nishimura et al., 2008). Outro trabalho com mitocdndrias isoladas de figado de
rato mostrou que a L-carnitina preveniu o inchamento mitocondrial, a perda de
potencial de membrana e a liberacdo do citocromo C, induzidos por acido oléico
(Oyanagi et al., 2008). Um éster da L-carnitina, a acetil-L-carnitina, também atua
na protecdo de mitocédndrias isoladas de cérebro de rato, prevenindo o aumento
na formacgao de proteinas carboniladas e a delegdo do DNA mitocondrial induzidos
por metanfetamina (Alves et al., 2008). Arduini e colaboradores (2004) mostraram
que a L-carnitina protegeu contra os efeitos toxicos causados em ratos pelo
tratamento de 15 dias com sinvastatina e diminuiu os niveis plasmaticos de
creatina quinase aumentados pelo uso de sinvastatina e promoveu uma melhora
na locomogao dos animais sobre o efeito do farmaco (Arduini et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais a L-carnitina exerce essa protecao nao sao
muito claros na literatura, mas varias hipéteses foram lancadas. A L-carnitina atua
como agente antioxidante prevenindo o acumulo dos produtos finais da
peroxidacgao lipidica (Fabriello e Calabrese, 1988; Lowitt et al., 1995), agindo como
sequestrador dos radicais anion superéxido e peroxido de hidrogénio, além de
quelar ferro, evitando assim a reacao de Fenton e a formacéo de radical hidroxil
que é altamente reativo (Gulgin, 2005). Outros mecanismos propostos sdo: 1)
transportar maior quantidade de acidos graxos para a matriz mitocondrial,
fornecendo mais substratos para a respiracdo mitocondrial; 2) remover compostos
acil téxicos da matriz mitocondrial (Virmani et al., 2003); 3) atuar diretamente
sobre as membranas mitocondriais prevenindo a perda de cardiolipina e evitar a

TPM (Virmani et al., 2003). Os dados obtidos nesta tese com a reposicao de
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coenzima Q10 (figura 8) sugerem que além dos efeitos acima, a L-carnitina, de
alguma forma, protege contra a diminuicao de coenzima Q10.

A inibicdo da respiracdo causada pela sinvastatina sugere que esse
farmaco diminui a produgédo de ATP mitocondrial, com consequente estimulo da
glicolise. O aumento na razao lactato/piruvato no plasma e no masculo também foi
mostrado por outros autores (Robinson, 1989; Munnich et al., 1992). De fato, essa
razdo é utilizada como teste ndo invasivo para detectar disfuncbées ou efeitos de
agentes téxicos sobre as mitocondrias (Robinson, 1989; Munnich et al., 1992;
Chariot et al., 1994). Neste sentido, tem sido mostrado que pacientes
hipercolesterolémicos que faziam uso de estatinas apresentaram aumento na
razdo lactato/piruvato plasmatico, conjuntamente com niveis plasmaticos
reduzidos de coenzima Q10 (De Pinieux et al.,1996). Neste trabalho, biépsias
musculares tratadas com 1 pM de sinvastatina apresentaram um aumento na
producao de lactato (figura 11), sugerindo que a inibicao da respiracao (figura 1) é
suficiente para diminuir a producdo de ATP mitocondrial. A diminuigdo, dose
dependente, dos niveis de ATP foi relatada também em culturas de mioblastos
humanos tratados com estatinas (Wagner et al., 2008; Van Vliet et al., 1996).

A acidificagao intracelular resultante do aumento do lactato deve ser um
dos fatores envolvidos na morte celular induzida por estatinas (Oliveira et al.,
2008), uma vez que o bicarbonato protege contra a morte celular em linhagens de
musculo esquelético (L6) tratadas com cerivastatina (Kobayashi et al., 2008). No
mesmo trabalho mostrou-se que o tratamento de ratos com cerivastatina
aumentou os niveis plasmaticos de creatina quinase, o que também foi protegido
pela administracdo simultdnea de bicarbonato (Kobayashi et al., 2008). O
bicarbonato é usado clinicamente para o tratamento da acidose latica (Kawanishi
et al., 1998) e esta envolvido na regulacao do pH celular (Izumi et al., 2003). Sabe-
se também que a acidificacéo artificial do citosol induz ativacdo de caspases e
apoptose (Baumgart et al., 1996; Hirpara et al., 2001). Assim, estes efeitos de
sinvastatina sobre a respiracao e os niveis de lactato e ATP podem explicar a dor
muscular (Rossi e Decchi, 1995; Issberner et al., 1996; Frey Law et al., 2008) em
alguns pacientes que fazem uso de estatinas.
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Os experimentos da figura 10 mostram que 1 uM de sinvastatina, como
utiizada em bidpsias musculares, nao inibiu o consumo de oxigénio em
mitocéndrias isoladas de musculo. Isto sugere que a sinvastatina, nesta
concentracdo, nao tem efeito direto sobre a respiracdo mitocondrial, e apdia a
hip6tese de que seu efeito toxico sobre a respiracdo celular é dependente da
inibicdo da produgéo de coenzima Q10. Por outro lado o tratamento in vivo, por 15
dias com 100 mg/kg de sinvastatina, mostrou que as bidpsias musculares destes
animais consomem menos oxigénio em todas as velocidades respiratérias. Este
efeito também é compativel com a diminuigdo de coenzima Q10 nas mitocéndrias.
O tratamento concomitante com 200 mg/kg de L-carnitina protegeu contra esses
efeitos, restaurando todas as velocidades de respiracédo. Estes resultados estao
de acordo com Arduini e colaboradores (2004), mostrando que a L-carnitina atua
na protecdo contra os efeitos miotoxicos em ratos tratados com sinvastatina
(Arduini et al., 2004).

Neste trabalho realizamos também experimentos para averiguar os efeitos
da sinvastatina sobre a respiracao de bidpsias de figado de ratos, uma vez que
cerca de 3% dos pacientes que utilizam estatinas apresentam hepatotoxicidade
(Paragh e Fulép, 2009). Neste sentido, Tavintharan e colaboradores (2007)
mostraram aumento de morte celular sensivel a CoQ10 em células hepaticas
tratadas com 10 uM de sinvastatina. Nossos resultados com bidpsias de figado
mostraram que a sinvastatina causa inibicdo de maneira dose dependente nas
velocidades de consumo de oxigénio estimuladas por ADP e FCCP, mas,
diferentemente das bidpsias de musculo, a inibicdo sé ocorreu de forma
significativa com concentracdo de 5 pM. Por outro lado, mevalonato, coenzima
Q10 e L-carnitina, nao tiveram efeitos protetores sobre estas bidpsias, sugerindo,
que o mecanismo de toxicidade pode ser diferente no figado. De fato Arduini e
colaboradores (2004) mostraram que a L-carnitina ndo restaurou os niveis
plasmaticos de alanina e aspartato aminotransferase em ratos tratados com

sinvastatina.
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6 - CONCLUSOES
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Os resultados do presente trabalho mostram, pela primeira vez, que
doses baixas de sinvastatina (1 uM), provavelmente compativeis com os niveis
intracelulares  alcancados  por doses  terapéuticas em pacientes
hipercolesterolémicos inibem a respiracao mitocondrial em bidpsias de musculo
esquelético. Este efeito foi revertido por mevalonato, coenzima Q10 ou L-carnitina.
Os efeitos dos dois primeiros compostos sugerem uma agao da sinvastatina (nao
direta sobre a cadeia respiratéria) através da inibicao da HMG-CoA redutase, com
a consequente diminuigdo de coenzima Q10 mitocondrial. O aumento de lactato
celular é compativel com uma condicdo de hipdxia quimica (diminuicdo da
respiracao e da producao de ATP por um composto quimico) e poderia explicar a
dor muscular em usuarios de estatinas. Embora o presente trabalho mostre que a
L-carnitina previne a inibicdo da respiragdo causada por sinvastatina, o

mecanismo molecular deste efeito néo foi identificado em nossos experimentos.
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