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RESUMO

A hipercolesterolemia pode causar graves danos cardiovasculares. E uma doenca que
atinge pelo menos 10 milhdes individuos no mundo. No Brasil, esse numero pode variar
entre 250 mil e 300 mil, sendo a maioria dos casos relacionada ao polimorfismo
genético no contexto de fatores dietéticos e outros fatores ligados ao estilo de vida.
Para o seu tratamento ¢é utilizado medicamentos da classe de estatinas; dentre os quais
a sinvastatina, atorvastatina e rosuvastatina que agem inibindo a biossintese do
colesterol. No processo de tratamento desses pacientes pode haver reacdes adversas
por interagdes com medicamentos e alimentos, sendo que sao raros os estudos
envolvendo derivados de frutos da regiao amazénica, como por exemplo, a polpa de
acai (Euterpe oleracea Mart.). Para garantir a segurancga e efetividade dos tratamentos,
novos estudos s&o necessarios. O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito
do acai (Euterpe oleracea Mart.) na farmacocinética da sinvastatina metabolizada pelo
CYP3A4, a partir estudos in silico e clinicos. Doze voluntarios receberam sinvastatina
no dia 1, na dose de 20 mg por via oral apos jejum noturno de 10 horas. Nos dias 2 a
5, os participantes ingeriram 300 mL de polpa de Euterpe oleracea, duas vezes ao dia.
No dia 6, uma dose de sinvastatina (20 mg) foi coadministrada com a polpa de acai.
As amostras biologicas foram preparadas pela precipitacdo de proteinas e detectadas
por UHPLC-MS que proporcionou uma boa separagcao de sinvastatina, B, ©&-
hidroxiacido e o padrao interno atorvastatina em 10 min. Os dados farmacocinéticos
indicam que a area sob as curvas concentragdo plasmatica-tempo (AUC) da
sinvastatina diminuiu 12,5%. Estudos in silico mostraram que os dois principais
compostos encontrados no acgai (cianidina 3-glicosideo, cianidina 3-rutinosideo)
apresentaram atividade indutiva para CYP3A4, o que corrobora os dados obtidos na
quantificacao plasmatica. Provavelmente inibindo o metabolismo da sinvastatina em
humanos. Com base na interacdo alimento-medicamento, as pessoas que tomam
diariamente polpa de acai deve ser alertadas sobre esta possibilidade de interagao,
sendo em alguns casos necessario o ajuste de dose para alcangcar os beneficios
terapéuticos do tratamento.

Palavras-Chave: interagdo alimento-medicamento, hipercolesterolemia, ,56-
hidroxiacido, sinvastatina, agai, Euterpe oleracea Mart, metabolismo.

Agradecimentos: UNIFAP, UEAP, LCqB, UFERSA e FAPEAP (PPSUS)




ABSTRACT

Hypercholesterolemia can lead to serious cardiovascular damage and is a condition
affecting at least 10 million individuals worldwide. In Brazil, this number can range from
250,000 to 300,000, with most cases being associated with genetic polymorphisms in
the context of dietary factors and other lifestyle-related factors. For its treatment,
medications from the statin class are used, primarily simvastatin, atorvastatin, and
rosuvastatin, which act by inhibiting cholesterol biosynthesis. In the treatment process
of these patients adverse reactions may occur due to interactions with medications and
foods. Studies involving derivates of fruits from the Amazon region, such as agai pulp
(Euterpe oleracea Mart.), are rare. To ensure the safety and effectiveness of treatments,
further research is needed. The aim of the present study was to investigate the effect
of agai (Euterpe oleracea Mart.) on the pharmacokinetics of simvastatin metabolized by
CYP3A4 in clinical and in silico studies. 12 volunteers received simvastatin on day 1,
with a dose of 20 mg orally after a 10-hour overnight fasting. On days 2 to 5, participants
ingested 300 mL of Euterpe oleracea pulp, twice a day. On day 6, a dose of simvastatin
(20 mg) was co-administered with the acai pulp. The biological samples were prepared
by the protein precipitation and detected by UHPLC-MS which provided a good
separation of simvastatin, 3,0-hydroxy acid and the internal standard atorvastatin within
10 min. The pharmacokinetic data indicate that the area under the plasma
concentration—time curves (AUC) of simvastatin was decreased by 12,5%. In silico
studies showed that the two main compounds found in agai (Cyanidin 3-glucoside,
Cyanidin 3- rutinoside) showed inductive activity for CYP3A4, which corroborates the
data obtained in the quantification of blood plasma. In conclusion, Euterpe oleracea
was found to probably inhibit the metabolism of simvastatin in humans. Based on the
food—drug interaction, persons taking daily acai pulp should be warned of this
interaction possibility.

Keywords: food-drug interaction, hypercholesterolemia; UHPLC/MS, 3,6-hydroxy acid,
simvastatin, acai, Euterpe oleracea Mart, pharmacokinetics.

Acknowledgements: UNIFAP, UEAP, LCgB and UFERSA

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO




Imagem 1 — Representacéo da estrutura quimica da sinvastatina ........................... 40

CAPITULO 2 — INTERAGAO FARMACO-ALIMENTO: EFEITOS DO AGAI (Euterpe
oleracea MART.) NA FARMACOCINETICA DA SINVASTATINA METABOLIZADA
POR CYP3A4 EM HUMANOS

Figura 1 — Rota metabdlica da sinvastatina por CYP3A4 e CYP3AS ........cccovvvenneee. 20

Figura 2 — Curva de concentragao da sinvastatina antes e depois da ingestao de

= o7 42




LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2 — INTERAGAO FARMACO-ALIMENTO: EFEITOS DO AGAI (Euterpe
Oleracea MART.) NA FARMACOCINETICA DA SINVASTATINA METABOLIZADA
POR CYP3A4 EM HUMANOS

Tabela 1 — Componentes quimicos identificados e descritos na literatura nas espécies
Euterpe 0leracea (AGai) .........euuueuiiiee et ————- 35

Tabela 2 — Dados de protocolos usados para simulagbes de acoplamento molecular
.................................................................................................................................... 37

Tabela 3 — Avaliacao fisico-quimica da polpa de agai...........cccvuviiiieiiiieiieeieeeeeeeeee 38

Tabela 4 - Parametros farmacocinéticos da sinvastatina e do 8,6-hidroxiacido antes e
APOS A INGESIA0 O AGAI.....iiiieiei e ————————— 41

Tabela 5 - Resultados de afinidade de ligagao e principais interagdes no receptor 3A4
do citocromo P450. BA-Afinidade de ligagéo (Kcal/mol) ..........cccuueeeeiiiiiiiiiiiiiiiieen 44

Tabela 6 - Valores de previsdo da atividade bioldgica de potenciais ligantes
selecionados. Paia-potencial para ser ativo; bPi-potencial para ficar inativo................. 44




LDL
CYP
UHPLC
HMG-CoA
LDL-C
tmax
Crmax
ti2

mm

Mg
AUC
pH

nm

uv
CEP
UNIFAP
Kg

M2

mL
EDTA
G

°C

Mm

viv

ML

m/z

ng
PTFE
Rpm

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Lipoproteina de baixa densidade
Citocromo P

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
lipoproteina de baixa densidade circulante
Tempo para atingir a concentracdo maxima
Concentracdo maxima

Tempo de meia vida

Milimetro

Miligrama

Area sob a curva

Potencial hidrogenidnico

Nanometro

Ultravioleta

Comité de Etica em pesquisa
Universidade federal do amapa
Quilograma

Metro quadrado

Mililitro

Acido etilenodiaminotetracético
Gravidade

Graus celcius

Micrébmetro

Volume/volume

Microlitro

Rela¢cdo massa carga

Nanograma

Politetrafluoretileno

Rotagbes por minuto




RDC
ANVISA
DPR

AUC 0-t

vd

MRT O-inf
Cl

GMR

IC

MM+
CHARMM
AG

A

CE

PA

UM

A

Ke

MRT
RMSD

@ T m o O

Ser
Arg
Ala

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Resolucéo de diretoria colegiada
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Desvio padrao relativo

area sob a curva concentracao plasmética-tempo desde o
momento zero até o momento do ultimo quantificavel
concentracao

Volume de distribuicéo

tempo médio de residéncia de 0 ao infinito
Depuracéo

razao média geométrica de minimos quadrados
Intervalo de confianca

Mecéanica molecular

Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics
Energia livre

Angstrom

Ceara

Para

Micromolar

Lambda

Constante de eliminacgéo

Tempo médio de residencia

Root Mean Square Deviation

Taxifolina desoxihexose

Escoparina

Eriodictiol

Crisoeriol

Taxifolina

Serina

Arginina

Alanina




Thr
Paa
bPi

ALT
CK

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Tirosina

potencial para estar ativo
potencial para ficar inativo
Hora

Litro

Alanina aminotransferase
Creaquitina quinase
Unidade




1
2

2.1
2.2

3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.4.1

3.5
3.6

2.1
2.2

2.3

24
2.5

26

2.7
2.8
2.8.1

SUMARIO

13V L0 01U 031\ o 2 15
OBUETIVOS ... e s s s s e 17
ODJEtiVO GETal ....coeiiiiiiie i 17
ODbjetivOs ESPECITICOS ....uvvuiiiiiii e 17
CAPIiTULO 1 = REFERENCIAL TEORICO ......ccremrmeremresrressesesesssssessessesens 18
Hipercolesterolemia ..........cooo i 18
EStatiNas .....oeeeeieeeeee e 19
Farmacocinética da sinvastating ............ccccccoiiiiiiiiii 21
Interag@o medicamentoSa ........ooeviiiiiiiiii e 22
Interag@o farmaco-alimento ...........oooo i 23
Acai € inbiCA0 ENZIMALICA ......coeeiee i 27
Screening virtual baseado em similaridade e docking molecular ...................... 26

CAPITULO 2 — INTERAGCAO FARMACO-ALIMENTO: EFEITOS DO AGAI
(Euterpe oleracea Mart.) NA FARMACOCINETICA DA SINVASTATINA

METABOLIZADA POR CYP3A4 EM HUMANOS
.......................................................................................................................... 27
INEFOAUGAO ... ..ot e e e e e e e e eaeens 29
Materiais e MEtOdOS ... 29
A=Y =T 4= T RS 29
Composicao fisico-quimica e quantificagdo de antocianinas totais na polpa de
= o | 30
EStUdOS ClINICOS ... e 30
Design experimental ..........ooooiiiiiiiiii e e 31
Coleta de amostrade SANQUE ..........oooeeiiiieiiiicece e e 31

Condigdes cromatograficas, preparagdo e validacdo de amostras

......................................................................................................................... 31
B S ati S iCa o e . 33
EStUAOS 1N SIlICO. ..o e e e e 33

ANCOragem MOIECUIAN .........ueeiei et e s 35




SUMARIO

2.8.2 Selegao da estrutura cristalinado alvo ............ccoovvvieeiiiiiiiiieieeeee e 35
2.8.3 Estudo de docking MoIeCular ............oooovuiiiiiiiii i 36
3 Resultados ... ————— 37
3.1 Avaliacéo fisico quimica da polpa de agai ...........coeevvveeeiiiiiiiiiiiciiie e 37
3.2  Efeitos da ingestao de agai na farmacocinética da sinvastatina.................... 38
4 [ TET o U= 7 Lo 44
5 Referéncias ........ccommmiiiimiiiiiiicee e e 49
6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS .......cccoeerirercrrere e reressenens 55

LISTADE ANEXOS ... e 60




1 INTRODUGAO

A hipercolesterolemia € uma condigcdo de risco para o desenvolvimento da
aterosclerose e complicagcdes cardiovasculares de modo precoce. Estima-se que no
Brasil haja uma prevaléncia elevada de doencas relacionas ao descontrole lipidémico.
Dentre as classes de farmacos utilizados para diminuir os niveis de colesterol no
organismo estao as estatinas, que limitam a biossintese do colesterol nos hepatdcitos,
aumentando a absor¢do de Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
consequentemente diminuindo os niveis de colesterol no organismo.

A sinvastatina e a atorvastatina estdo entre as estatinas mais prescritas. Sao
farmacos hipolipemiantes, muito presentes no cotidiano de pacientes portadores de
doencgas cronicas, mostrando, portanto, a necessidade de ampliar o estudo sobre a
sua farmacocinética. No tratamento desses pacientes, a polifarmacia é muito
praticada. Porém, tal fato pode desencadear interacbes medicamentosas,
comprometendo a seguranca e eficacia de um ou mais farmacos.

Além da interacdo farmaco-farmaco, os parametros farmacologicos também
podem ser alterados por habitos sociais como consumo de alguns alimentos e
bebidas. As interagbes com alimentos estdao comumente associadas a alteragbes na
farmacocinética do farmaco devido a mudancas no esvaziamento e pH gastricos ou
outras alteragdes fisioldgicas resultando em alteragao na absorgao.

Além dos efeitos na absor¢cdo de farmacos, os alimentos também podem
influenciar na sua biotransformagdo. No figado e intestino existe a familia de
isoenzimas chamada citocromo P450 (CYP), que metabolizam a maioria dos
farmacos, dentre os quais a sinvastatina, que é metabolizada em especifico pela
CYP3A4. Deste modo, a inibicdo desta enzima pode ocasionar a alteracdo da
concentragao sérica desses farmacos. Atualmente, alguns estudos apontam que
derivados de frutas sdo capazes de inibir essas enzimas, principalmente a CYP3A4,
como por exemplo, o sumo de toranja e o agai. Portanto, & possivel que o consumo
do acai cause alteragbes na farmacocinética das estatinas. Contudo, ndo existem
dados na literatura de ensaios seja de pré-clinicos ou clinicos da interagdo do acai
(Euterpe oleracea Mart.) com medicamentos.

A compreensdao das interacbes moleculares que ocorrem entre os alvos

terapéuticos (receptor) e os farmacos (ligante) através de métodos computacionais

16



1 INTRODUGAO

baseados nas estruturas tridimensionais das moléculas envolvidas pode ser uma
alternativa, relativamente menos onerosa, quando comparada com metodologias
tradicionais. Visualizagdo molecular, screening virtual, modelagem por homologia,
modelagem por mecéanica ou dinamica molecular, constru¢ao de ligantes a partir da
troca de fragmentos moleculares menores (bioisosterismo) ou pela reunido de
caracteristicas estruturais de dois compostos bioativos (hibridagcdo molecular), e
metodologias de docking sdo algumas ferramentas utilizadas no planejamento,

descoberta, melhoria e investigagédo de interagdes medicamentosas.

17



2 OBJETIVOS

21  OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do agai (Euterpe oleracea Mart.) sobre a farmacocinética da

sinvastatina através da metodologia de estudos in silico e clinico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar in silico a previsédo de atividade bioldgica das antocianinas majoritarias
do agai frente a CYP3A4;

b) Realizar ensaio clinico randomizado para avaliar a farmacocinética da
sinvastatina e [3,6-hidroxiacido em consumidores de acai;

C) Validar metodologia analitica por UHPLC-MS/MS;

d) Determinar os niveis plasmaticos de sinvastatina e [,0-hidroxiacido por
UHPLC-MS/MS;

e) Avaliar o efeito do consumo de agai nos niveis plasmaticos da sinvastatina para
investigar possivel interagao farmacocinética.

18



3 CAPITULO 1

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HIPERCOLESTEROLEMIA

A catalisagdo da sintese do mevalonato é responsavel pela enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), uma reagdo que da origem aos
esterdis como o colesterol e outros derivados. Esse produto final tem um importante
papel de conservar a integridade de membranas celulares, além de ser necessario
também na sintese de hormoénios esteroides. Essa producdo de colesterol
constante é necessaria para manter as fungdes celulares, contudo, a acumulagao
deve ser precavida, pois pode haver formacao de placas soélidas podendo dar
origem a aterosclerose, um importante fator de risco para doenga arterial
coronariana (JOHNSON; DEBOSEBOYD, 2018).

Entre as doengas causadas devido a anormalidade no metabolismo lipidico
tem-se a hipercolesterolemia, extremamente ligada ao desenvolvimento de doenga
coronariana, excesso de peso e doengas hepaticas gordurosas, ja nos eventos de
infarto do miocardio a lipoproteina de baixa densidade circulante, o LDL-C, é a
principal associada por se apresentar em elevadas concentragbes (SHI et al.,
2019).

A classificagao da hipercolesterolemia é dividida em primaria e secundaria,
sendo que a primaria nao esta ligada a saude e estilo de vida, trata-se de uma
deficiéncia genética em que o gene responsavel pela fungao dos receptores de LDL
sofreu mutagao, impedindo a remogao deste tipo de colesterol do organismo. A
secundaria sim depende de fatores de escolhas sociais e estilo de vida, como dietas
ricas em calorias (MACPHERSON et al., 2016). A hipercolesterolemia primaria,
também chamada de hipercolesterolemia familiar € a apresentagdo mais grave da
doenga devido as mutagdes do gene responsavel pelos receptores de LDL, trata-
se de um disturbio hereditario autossémico dominante comum, podendo ser de
duas formas: homozigotos, que apresentam com dois alelos de receptores de LDL
mutado e heterozigoto, que s6 apresentam um alelo mutado (KAWASHIRI,
RADDER, 2019).

19



3 CAPITULO 1

Na populagao geral, estima-se que a frequéncia da hipercolesterolemia
familiar heterozigética ocorra em 1 a cada 200-300 individuos, ja a
hipercolesterolemia familiar homozigética é estimada em 1 a cada 160.000 a
360.000, sendo que em algumas regides como Canada, Franga, Libaneses e certas
localidades da Africa do Sul a forma heterozigética pode vir a ter um nimero mais
elevado, devido ao gene fundador provindo um pequeno numero de individuos
desses paises que possuiam uma mutag¢ao especifica e deram origem a patologia
de escala mundial (KAWASHIRI; RADDER, 2019).

Nos pacientes portadores da forma heterozigética, em sua farmacoterapia,
sdo geralmente iniciados com a dosagem maxima de estatinas associada ou ndo com
ezetimiba, em alguns casos sao necessarias terapias adicionais para reduzir os
lipidios até se atingir as metas terapéuticas dos niveis de LDL-C segundo as diretrizes
preconizadas para essas patologias (DUFOUR et al., 2019).

Para se confirmar um diagndstico de hipercolesterolemia primaria sempre se
deve descartar qualquer possibilidade de ser uma causa secundaria, essas, podem
englobar doenga renal cronica, sindrome nefrética e metabdlica, hipotireoidismo,
diabetes mellitus tipo 2, variadas drogas e colestase; para isso usa-se exames
simples antes de qualquer diagndstico como dosagem dos niveis hormonais da
tireoide, de glicose e enzimas das fungdes hepaticas e renais (FILIPPASNTEKOUAN
et al., 2019).

3.2 ESTATINAS

Conforme Sultan e colaboradores (2019) a identificagdo do primeiro inibidor da HMG-
CoA redutase ocorreu em 1976 por Akira Endo isolando uma droga chamada
compactina de um molde de penicilium. A hipotese de que um inibidor da HMG-CoA
impediria a biossintese do colesterol endégeno surgiu com Joseph Goldstein e Michel
Brown da universidade do Texas, que testaram em animais a mevinolina, outro inibidor
similar a compactina, comprovando o aumento da captacado do LDL e reduzindo seus
niveis plasmaticos (SULTAN et al., 2019).

20



3 CAPITULO 1

Hoje a Sinvastatina (figura 1) € uma estatina muito receitada no tratamento
da hipercolesterolemia, dislipidemias e em quadros de doengas coronarias, trata-se
de um anticolesterolémico e antilipidémico de rapida absorg¢ao no intestino, por volta
de 1-2 horas, o qual sofre hidrélise tornando-se o acido B,d-hidroxiacido, sendo a
sinvastatina e seu metabalito moléculas que podem se ligar a proteinas plasmaticas
em uma taxa de até 95% e sua excrecgédo se da principalmente através das fezes (AL-
HASHIMI et al., 2019).

Figura 1 - Representagao da estrutura quimica da sinvastatina.

HaC

Fonte: autoria propria.

3.3 FARMACOCINETICA DA SINVASTATINA

A sinvastatina € um pré-farmaco administrado na forma de uma lactona
farmacologicamente inativa, necessitando ser hidrolisada principalmente no figado
em [3,0-hidroxiacido, que é o inibidor da HMG-CoA redutase. O vasto metabolismo da
sinvastatina no figado humano é mediado por enzimas do Citocromo P450 (CYP),
principalmente pela CYP3A4 e CYP3AS5. As concentragbes plasmaticas da
sinvastatina apés administracao oral de doses terapéuticas sao muito baixas, por volta
de 5%, por causa da agado enzimatica mediada, no figado e intestino, pelo citocromo
P450 (SUTERIO et al., 2021). O medicamento possui baixa solubilidade em agua, em
sua molécula € possivel observar grupos lipofilicos ligados a uma cadeia lateral
comum. Por causa dessa conformagdo, a molécula possui baixa penetracdo em

células ndo hepaticas, contribuindo assim, para uma maior seletividade para inibir a
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HMG-CoA redutase hepatica e inicio de acdo mais rapido, alcancando picos de
concentragdo em apenas 60 minutos (CAMPO;CARVALHO, 2007).

O farmaco possui um indicio para oxidacado, isso afeta diretamente a
quantidade de hidrogénios presente na molécula, que é promovida pela unido de um
oxigénio com o farmaco. Quando o oxigénio entra em contato com a molécula e
promove a retirada de um hidrogénio ocorre a formagdo de um radical livre,
proveniente da molécula oxidada. Esse radical livre promove destruicdo de outra
molécula do farmaco, criando uma reagcdo em cadeia que afeta a estabilidade do
farmaco (BARONI et al., 2021).

ApOs a absorgao, a sinvastatina sofre efeito de primeira passagem no figado.
A metabolizagdo é realizada por isoenzimas do citocromo P450 (CYPs) localizadas
no figado e no intestino. Um quantitativo por volta de 5% da estatina atinge a
circulagao sistémica devido ao efeito de primeira passagem, o que ocasiona baixa
biodisponibilidade do farmaco. O medicamento € administrado na forma de lactonas
como pro-farmacos (DE SOUSA et al., 2017).

Apés a administracdo na forma de lactona inativa, o farmaco € metabolizado
em sua forma ativa de [,0-hidroxiacido por uma unido de conversdo quimica
espontanea e hidrélise conduzidas por enzimas carboxiesterases inespecificas
localizadas na parede intestinal, plasma e figado (ALVES et al., 2013).

O metabolismo oxidativo do figado é realizado principalmente através dos CYP3A4 e
CYP3A5 e uma pequena parte mediada por CYP2C8 e CYP2C9. Apos sua
metabolizagdo os principais metabdlitos ativos da sinvastatina encontrados sao: 3,6-
hidroxiacido e seus derivados 6’-hidroxi, 6’-hidroximetil e 6-exometileno. O
polimorfismo no gene CYP3A5 demonstram afetar a biodisponibilidade do farmaco e
possivelmente terdo a capacidade de explicar como ocorre a variabilidade
interindividual da farmacocinética da sinvastatina (ALVES et al., 2013; DE SOUSA et
al., 2017). As estatinas e seus metabdlitos sdo excretados pela bilis por meio das
fezes depois de sofrerem o processo de biotransformagao no figado. A filtragdo do
farmaco pelo sistema renal para posteriormente ser excretado pela urina € minima. A
fim de se determinar percentualmente a eliminagcéo de sinvastatina foi administrado

uma dose via oral do farmaco radioativo em humanos. 13% da radioatividade foi
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excretada na urina e 60% nas fezes em 96 horas. O quantitativo de sinvastatina
radioativa recuperada nas fezes representa os equivalentes do farmaco absorvido
excretados na bile, assim como o farmaco n&o absorvido. Posteriormente, a uma
injecdo intravenosa do metabdlito [3,06-hidroxiacido, apenas 0,3% da dose
administrada foi excreta pela urina como inibidores (MANGILI, 2012).

De acordo com Askarizadeh e colaboradores (2019) as propriedades da
sinvastatina sao: pré-farmaco de lactona com solubilidade lipofilica (lipofilicidade logP
= 4,7); a fragdo absorvida é de 60 - 80 %; com nivel de biodisponibilidade < 5; ndo
apresenta efeito se administrada junto a comida; tmax 1,3 — 2,4 h; Cmax 10 — 34 ng/mL;
limite de fracdo 95-98 %; o metabolismo é realizado pela CYP3A4, apresenta
metabdlito hipolipemiantes ativos; t12=2 — 3 h; a extragédo hepatica € de 78 — 87 % e

excrecao renal de 13%.

3.4 INTERACAO MEDICAMENTOSA

Existem inumeras doengas no mundo, e em razéo disso foram desenvolvidos
0s mais variados medicamentos, a maioria deles utiliza a familia de isoenzimas do
citocromo P450 para realizar sua metabolizacdo, totalizando mais de 70% dos
medicamentos presentes no mercado, quando administrados ao mesmo tempo
podem modificar a acdo dessas isoenzimas, ocasionando interacoes
medicamentosas que podem proceder em reagcdes adversas graves, principalmente
as de estreitas janelas terapéuticas (SHOWANDE et al., 2019).

A interacdo farmacocinética é a interagdo causada quando uma droga
modifica de alguma forma a absorgao, distribuicdo, metabolismo ou excrecao de
outra, em que a fase mais comum afetada € a absorcao ou as atividades das enzimas
do citocromo P450, a ndo ser que a administragado seja por via intravenosa, ja que por
essa via a concentragdo do medicamento é de 100% no organismo (ROGALA et al.,
2019). Ja a interagdo farmacodinamica é resultado alterado do mecanismo de agéo
em nivel de toxicidade e eficacia, ou seja, quando ocorre a administragao de dois ou
mais medicamentos que tem como alvo molecular sitios de agdo semelhantes, os

resultados da ligagdo podem ser efeitos de agao aditiva, agdo antagbnica sobre o
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outro medicamento ou agao de forma sinérgica, ou seja, potencializando o efeito
desejado (HUSSAARTS et al., 2019).

Assim, é possivel que o0 agai possa causar algum desses tipos de interagéo
com a sinvastatina, comprometendo o tratamento dos pacientes que realizam
coadministragées de medicamento-alimento, podendo trazer riscos na seguranga e

eficacia da farmacoterapia.

3.4.1 INTERACAO FARMACO-ALIMENTO

A importancia do alimento esta relacionada ao fornecimento de nutrientes
necessarios ao corpo humano. Para que haja éxito nessa tarefa € preciso que a
ingestao do alimento seja feita de forma equilibrada em quantidade e qualidade a fim
de manter fungdes especificas do corpo como a plastica, reguladora e energética,
promovendo a manutengao estrutural e funcional do organismo (MOURA; REYES,
2002).

Existem diversas maneiras de ocorrer interacao entre farmacos e alimentos.
Na literatura, algumas interagdes podem causar efeitos conhecidos apenas através
de ensaios clinicos, enquanto outros podem ser relevantes na pratica clinica. O uso
de medicamentos junto ao momento de uma refeicdo pode ser aliado para diminuir a
irritagdo da mucosa gastrica, ajudar no horario da administragdo do medicamento ou
mesmo manter o medicamento dentro da faixa terapéutica. Porém, essa juncéo pode
causar prejuizos na farmacoterapia do paciente uma vez que pode haver
interferéncias na resposta farmacolégica (LOMBARDO; ESERIAN, 2014).

As interagbes farmaco-alimento possuem como principal fator de relevancia
0 aumento na morbidade e o tempo de hospitalizagdes. Eventos de interagao entre
farmaco-alimento podem ser considerados facilitados uma vez que a maioria dos
tratamentos farmacologicos é feito por via oral. A disponibilidade, ac&o ou a toxicidade
podem ser alteradas devido as interacdes farmaco-alimento. Elas podem receber 3
classificagdes: fisico-quimicas, fisiolégicas e fisiopatoldgicas. As fisico-quimicas

consistem em reagdes de complexacgao entre nutrientes alimentares e o farmaco. As
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fisiologicas sdo as modificagbes induzidas por medicamentos que atinge o apetite,
digestéo, esvaziamento gastrico, biotransformacé&o e clearance renal. Por ultimo, as
fisiopatoldgicas sdo caracterizadas quando os farmacos prejudicam a absorgéo e/ou
inibicdo do processo metabdlico de nutrientes (MAKA; MURPHY, 2000).

Diversos fatores podem influenciar no surgimento de interagcbes
farmacoalimento, como por exemplo a dose, quantidade de nutrientes, o horario, além
de motivos individuais de cada paciente como quadro clinico, polifarmacia,
constituicdo enzimatica e microbiota intestinal. As interagdes precisam ser tratadas
com mais seriedade para aqueles pacientes hospitalizados, principalmente quando
sdo usados farmacos de baixo indice terapéutico ou que necessitam de ajuste de
dose ja que pequenas mudangas na dose podem causar grandes interferéncias na

eficacia e segurancga do tratamento (MACEDO et al., 2020).

3.5 ACAI E INIBICAO ENZIMATICA

A Euterpe oleracea Mart. € uma palmeira conhecida popularmente como agai,
€ nativa e ocorre de forma natural na Amazénia, pertence a familia Arecaceae com
quase 200 géneros e 2600 espécies estimadas espalhadas principalmente nas
regides de clima tropical e subtropical (DE CASTRO et al., 2019). Seus frutos
possuem forma esférica, sdo comestiveis, mostrando-se com tons roxos escuros
quando maduros e chegam de 10-12 mm de diametro, geralmente sendo consumidos
na forma de polpas adquiridos através da maceragdo do pericarpo com agua
(OLIVEIRA et al., 2019).

O interesse atual em investimentos e pesquisas no fruto do agai é justificado
por suas propriedades benéficas a saude por conterem ativos com agao antioxidante
e compostos fendlicos como as antocianinas, podendo auxiliar na prevengao do
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e degenerativas, outra importante
atribuicdo ao fruto € devido a riqueza de possuir acidos graxos com o oleico e linoleico
e outros saturados, comparando-o assim ao azeite (SILVA et al., 2019). Com isso,
devido aos provaveis beneficios clinicos do agai argumentados, possivelmente esta

associado ao aumento do consumo do agai e seus derivados como suplementos
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alimentares (ZHANG et al., 2019).

A CYP3A4 trata-se de uma isoforma da familia de enzimas chamada
citocromo P450 (CYP), tem um papel fundamental como enzima metabolizadora da
Fase |, portanto é envolvida na biotransformacgéao de cerca de 60% das drogas usadas
para os tratamentos clinicos no mundo (ZHANG et al., 2019).

Ja ha relatado na comunidade cientifica que o agai € um alimento nutracéutico
com potencial para causar rea¢des adversas por interagirem com o citocromo P450,
em especial a CYP3A4, existindo uma preocupacao em especial por esse fruto conter
distintos elementos como manganés e o aminoacido D-aspartato podendo causar, por
exemplo, ictericia colestatica (FAHIM et al., 2019).

Outro estudo, esse realizado de modo in vitro por Costa (2016) mostrou a
inativacdo de 91,3% da enzima CYP3A4 causados pelo suco de acgai, superando o
resultado obtido no teste com o padrdo que é o cetoconazol, que inibiu 84,1% da
atividade enzimatica.

No banco de dados do Sistema de Notificagdo de Eventos Adversos dos
Estados Unidos da América 2004-2015 foi realizado um levantamento de potenciais
sinais e risco de sete suplementos dietéticos botanicos quanto ao seu uso ao mesmo
tempo com drogas anticancer, sdo eles, o agai, cranberry, fibra, alho, gengibre, cha
verde e maca peruana, em que se ressaltou o acai como o unico a apresentar um
sinal potencial que justificava o crescimento dos relatos de eventos adversos graves
associados ao uso de drogas anticancer (ZHANG et al., 2019).

Ainda Zhang e colaboradores (2019) observaram em seu estudo com extrato
de agai que o mesmo possui compostos passivamente dispersos com grande
potencial de causar interagcdes entre medicamentos botanicos, como resultado, foi
visto que o extrato obtido através de metanol inibiu 50% da CYP3A4, entretanto o
mesmo extrato mostrou-se com potencial para induzir a produgao da isoenzima.

Dito isto, esses estudos foram desenvolvidos a partir de notificagao de banco
de dados de reacgbes adversas e ensaios in vitro, assim como a maioria dos estudos

atuais desenvolvidos, necessitando a realizag&o de estudos in vivo (FAHIM et al.,

2019).
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3.6 SCREENING VIRTUAL BASEADO EM SIMILARIDADE E DOCKING
MOLECULAR

Os custos sempre crescentes da descoberta de farmacos resultaram no
desenvolvimento de muitas técnicas para screening virtual. Uma das técnicas mais
simples e mais amplamente utilizada sado as buscas por similaridade em que uma
conhecida estrutura bioativa de referéncia é procurada em uma base de dados para
identificar as moléculas mais similares, uma vez que essas sdo as mais provaveis de
exibir bioatividade de interesse (HOLLIDAY, J. D. et al., 2011).

O screening virtual usando tanto técnicas baseadas na estrutura como em
ligante € hoje uma parte integrante do processo de descoberta de farmacos. Quando
possivel, tanto os métodos baseados na estrutura quanto no ligante podem ser usados
juntos. Um método comum é o docking molecular, isto €, o ajuste de moléculas
ligantes dentro do sitio ativo de uma proteina para predizer a afinidade de ligagao.
Outras estratégias envolvem o screening em bases de dados de compostos por
correspondéncias em sitios farmacoféricos que, por sua vez, sao considerados
importantes para a atividade biologica e para o screening por similaridade baseados
no principio que compostos com as mesmas formas moleculares tém propriedades
similares (SVENSSON, F.; KARLEN, A.; SKOLD, C., 2012).

Docking molecular € uma ferramenta computacional que promove a interagao
entre uma enzima e um ligante, sendo o processo, realizado em duas etapas
correlacionadas: (1) determinacdo da conformagao do ligante no sitio catalitico da
enzima e, (2) classificagdo de cada conformacgédo por uma fungao de pontuagao
(MENG, X.-Y. et al., 2012).

A execugédo do docking pode variar de acordo com a metodologia empregada,
onde pode-se trabalhar com ligante e receptor rigidos (AGARWAL; MEHROTRA,
2016), porém, torna-se o processo limitado pelas poucas possibilidades de
conformagdes produzidas, utilizado para a docagem entre duas macromoléculas.

Outra forma de abordagem utilizada é o tratamento do ligante flexivel e o
receptor rigido, tornando o processo mais dispendioso, pois 0 numero de

conformagdes possiveis do ligante, determinado pelo seu grau de liberdade,
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demandam um custo operacional, porém, torna-se um método mais eficiente,
aproximando de uma condigao biolégica, quando comparado com ao primeiro método
(LIN, Xiaogian; LI, Xiu; LIN, Xubo, 2020).

Dentre os programas de docking que tém demonstrado uma melhor acuracia
e precisdo na previsdao dos modos de ligagao entre o sitio receptor e o ligante,
destacam-se o Glide e o GOLD (KONTOYIANNI; MCCLELLAN; SOKOL, 2004;
CORBEIL; MOITESSIER, 2009; LI et al., 2010).
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INTERACAO FARMACO-ALIMENTO: EFEITOS DO AGAI (Euterpe oleracea
Mart.) NA FARMACOCINETICA DA ESTATINA (SINVASTATINA)
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Interacao alimento-medicamento: efeitos do acai (Euterpe oleracea Mart.)
na farmacocinética das estatinas (sinvastatina) metabolizadas pelo CYP3A4
em humanos
Breno Nunes Aguillar, Rodrigo Pinto da Costa, Elenilze Figueiredo Batista Ferreira, Ryan da
Silva Ramos, Daniel Ricardo da Silva Alves, Patricia Aguirre Bafiuelos, Valéria Veras de Paula,

José Trinidad Pérez Urizar, Gabriel Araujo-Silva, Lilian Grace da Silva Solon

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do consumo de acai (Euterpe oleracea
Mart.) na farmacocinética da sinvastatina através de métodos clinicos e in silico. Doze
voluntarios receberam sinvastatina no dia 1, na dose de 20 mg por via oral apds jejum noturno
de 10 horas. Nos dias 2 a 5, os participantes ingeriram 300 mL de polpa de agai, duas vezes ao
dia. No dia 6, uma dose de sinvastatina (20 mg) foi coadministrada com a polpa de acai. As
amostras bioldgicas foram preparadas pela precipitacao de proteinas e detectadas por UHPLC-
MS, obtendo uma boa separagdo de sinvastatina, P, d-hidroxidcido e o padrdo interno
atorvastatina apos 10 min. Os dados farmacocinéticos indicam que a area sob as curvas
concentragdo plasmatica-tempo (AUC) da sinvastatina diminuiu em média 12,5%. Estudos in
silico mostraram que os dois principais compostos encontrados no agai (Cianidina 3-glicosideo,
Cianidina 3-rutinosideo) apresentaram atividade indutiva para CYP3A4, o que corrobora com
os dados obtidos na quantificacdo plasmatica. Dessa forma, a Euterpe oleracea provavelmente
inibe o metabolismo da sinvastatina em humanos. Com base na interacdo alimento-
medicamento, as pessoas que consomem diariamente polpa de agai devem ser alertadas sobre

esta possibilidade de interagdo, readequando em alguns casos o protocolo de tratamento.

Palavras-chave: hipercolesterolemia; UHPLC/MS, J,0-hidroxiacido, sinvastatina, acai,

Euterpe oleracea Mart, metabolismo.
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1 Introduciao

A hipercolesterolemia ¢ uma condi¢ao de risco grave para o desenvolvimento de aterosclerose
e complicagdes cardiovasculares precoces. Estima-se que no Brasil exista uma alta prevaléncia
de doengas relacionadas a taxas lipidicas incontrolaveis. Entre as classes de medicamentos
utilizados para reduzir o nivel de colesterol no organismo estdo as estatinas, que limitam a
biossintese do colesterol nos hepatocitos, aumentando a absor¢do da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e consequentemente reduzindo os niveis de colesterol no organismo. A
sinvastatina ¢ uma das estatinas mais prescritas nesta classe de medicamentos. E um
medicamento hipolipemiante, muito presente no cotidiano de pacientes com doengas cronicas,
mostrando assim a necessidade de ampliar o estudo sobre a farmacocinética deste medicamento.
Além da interagdo alimento-medicamento, os parametros farmacologicos das estatinas podem
ser alterados por habitos sociais como o consumo de alguns alimentos e bebidas. As intera¢des
com alimentos estdo comumente associadas a alteragdes na farmacocinética do medicamento
devido a alteragdes no esvaziamento géstrico e no pH ou outras alteragdes fisiologicas que
resultam em absorc¢ao alterada. Além dos efeitos dos alimentos na absor¢ao dos medicamentos,
eles também podem influenciar na sua biotransformacdo. No figado e no intestino existe uma
familia de isoenzimas chamada citocromo P450 (CYP), que metaboliza a maioria dos
medicamentos, incluindo a sinvastatina, especificamente através do CYP3A4. Portanto, a

inibicdo desta enzima pode provocar alteragdes na concentragao sérica destes medicamentos.

Estudos mostram que os derivados de frutas sdo capazes de inibir essas enzimas, principalmente
o CYP3A4, como o suco de toranja e o agai. Portanto, ¢ possivel que o consumo de agai
provoque alteragdes na farmacocinética das estatinas. Porém, ndo hd dados na literatura de
ensaios pré-clinicos, in silico ou clinicos sobre a interagdo do agai (Euterpe oleracea) com essas
classes de medicamentos, portanto o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do agai
(Euterpe oleracea Mart.) sobre a farmacocinética da sinvastatina metabolizada por CYP3A4 em

estudos clinicos e in silico.
2. Métodos
2.1. Materiais

O medicamento sinvastatina (SANDOZ®) utilizado foi obtido pelo Sistema Unico de Saude

(SUS) na forma sélida para administragao oral. A polpa de agai foi obtida in natura de uma
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empresa produtora de agai, localizada na cidade de Macapd, Estado do Amapa, Brasil. Os
padrdes analiticos de sinvastatina e atorvastatina foram adquiridos da Sigma Aldrich (pureza

>97%).
2.2. Composic¢ao fisico-quimica e quantificacdo de antocianinas totais na polpa de agai

A polpa do acai foi analisada quanto aos seguintes parametros: teor de umidade, quantidade de
proteinas, lipidios, fibras e umidade conforme metodologias descritas por AOAC (2006) e

Zenebon e Pascuet (2005).

O teor total de antocianinas foi determinado pelo método espectrofotométrico (AOAC, 2006).
Uma solugao de acido cloridrico/agua/etanol (29/1/70) foi utilizada para extrair antocianinas de
uma aliquota de 10 mL da polpa. O extrato foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 g e
analisado em espectrofotdometro Shimadzu UV 1800 nos comprimentos de onda de 520 nm e

700 nm.

O teor total de antocianinas foi expresso em cianidina-3-O-glicosideo, que foi previamente

identificada como a principal antocianina presente no agai.
2.3. Estudos clinicos

O estudo atendeu as consideragdes €ticas previstas na resolu¢do 466, de 12 de dezembro de
2012, do Conselho Nacional de Satide, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) apos registro na Plataforma Brasil.

Foram escolhidos 12 voluntarios saudaveis do sexo masculino, com idade entre 20 e 49 anos,
com indice de massa corporal de 19 a 27 kg/m2. A saude dos participantes foi determinada por
meio de exames fisicos, sinais vitais € exames laboratoriais (hematologicos, bioquimicos e

urinalise).

Os sujeitos que seriam excluidos seriam: uso de drogas ilicitas nos 90 dias anteriores a
administracdo da primeira dose de sinvastatina, se utilizassem medicamentos que induzam ou
inibam enzimas que metabolizam drogas, se fossem sensiveis a sinvastatina, se tivessem alergia
doenca que requer tratamento ou se testaram positivo para hepatite ou virus da imunodeficiéncia
humana. Todos os participantes desta pesquisa receberam um termo de consentimento

informado e consentiram em participar.
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2.4. Design experimental

O estudo foi aberto, onde todos os sujeitos receberam duas intervengdes na mesma ordem. 12
individuos receberam sinvastatina no dia 1, com uma dose de 20 mg por via oral apos jejum
noturno de 10 horas. Nos dias 2 a 5, os participantes ingeriram 300 mL de polpa de agai, duas
vezes ao dia. No 6° dia foi coadministrada por via oral uma dose de sinvastatina na mesma dose

anterior e em seguida foi ingerida a polpa de agai.

Todas as doses foram administradas com 4gua e os individuos ndo foram autorizados a consumir
agua até 2 horas apds a administragdo do medicamento. Todos os individuos ficaram alocados
no Laboratorio de Bioquimica da Universidade Estadual do Amap4, desde a administragao da
sinvastatina até a coleta da tltima amostra de sangue, 12 horas depois, com retorno agendado

em 24 horas.
2.5. Coleta de amostra de sangue

Amostras seriadas de sangue venoso para avaliagdo farmacocinética foram obtidas em tubos de
EDTA utilizando cateter de calibre 22 mm. Amostras de sangue foram coletadas em intervalos
de 0, 0,17, 0,34, 0,50, 0,75, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24 horas apo6s a administracdo de sinvastatina

em cada periodo.

Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 1800g por 10 minutos, separando o plasma
para armazenar em tubos a -80°C até a andlise. As concentragdes plasmaticas de sinvastatina e
B,5-hidroxiacido foram medidas por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC)

acoplada a um espectrometro de massa (MS/MS).
2.6. Condicdes cromatograficas, preparacao e validacao de amostras

O sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC-MS/MS) utilizado para a
determinagdo dos analitos foi o sistema UHPLC-MS/MS composto por um UHPLC Nexera 2
(Shimadzu®) acoplado a um espectrometro de massas 8040 (Shimadzu®) e um BEH Coluna
C18 (1,7 um, 2,1 x 75 mm) (Waters®, EUA).

A separagdo cromatografica foi realizada de forma isocratica, utilizando uma mistura de
metanol: dgua (50:50, v/v) e 1% de 4gua acidificada como fase mdvel. Antes da primeira injecao,

a coluna cromatografica foi equilibrada com a fase movel por 3 min utilizando um volume de
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injecdo de 5 uL. As condigdes cromatograficas foram ajustadas visando uma corrida com menos
interferéncias e melhor resolugdo dos picos do analito. A sinvastatina foi detectada pela razao
m/z 419,3 > 199,0, atorvastatina (padrdo interno) m/z 559,09 >440,21 e sinvastatina dcida m/z
437,3 > 440,21.

Para o preparo da amostra foi preparada uma solucdo estoque de sinvastatina a partir da
solubilizacdo de 10 mg de sinvastatina em 10 mL de metanol, em seguida foram adicionados 2
mL desta solucdo a 8 mL de metanol:agua (50:50 v/v) obtendo-se uma solugdo final de 20

pg/mL.

Para preparar solugdes de trabalho na faixa de concentragao de 0,1 ng/mL a 60 ng/mL, a solugdo
estoque foi diluida em metanol:agua (50:50 v/v). Todas as solugdes foram previamente filtradas
através de uma membrana hidrofilica de PTFE de 0,22 pm antes da inje¢do no sistema
cromatografico. As solu¢des foram utilizadas na preparagdo de padrdes de calibragdo de plasma.
O plasma humano padrao sem adi¢ao foi analisado antes da adi¢ao para garantir a auséncia de
interferentes endogenos nos tempos de retencao da sinvastatina. A precipitacdo das proteinas
plasmaticas foi realizada em microtubo tipo eppendorf, adicionando 50 pL de padrdo interno
de atorvastatina, 500 pL de plasma e 500 pL de acetonitrila. A mistura foi agitada em vortice
por 1 minuto e centrifugada por 10 minutos a 15.000 rpm sob refrigeracdo. O sobrenadante foi

adicionado a outro frasco, filtrado e injetado em UHPLC-MS/MS.

A validagdo do método analitico foi realizada conforme Resolu¢do da Diretoria Colegiada -
RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
Brasil: exatidao verificada a partir de pelo menos 9 determinagdes, contemplando a faixa linear
do método analitico, em baixas, médias e altas concentracdes, com 3 repeti¢des em cada nivel;
Repetibilidade e precisao intermediaria demonstradas pela dispersao dos resultados, calculando
o desvio padrao relativo (DPR) da série de medi¢des. Solucdes de calibragdo padrao para
amostras de plasma em branco foram preparadas adicionando 30 pL de solugdes estoque
apropriadas de medicamentos selecionados a 270 pL de plasma livre de medicamentos

fornecidos por voluntarios saudéveis.

A linearidade da solucdo e a linearidade plasmatica da sinvastatina foram medidas em oito

concentragoes entre 1 — 60 ng/mL, com pontos de controle de qualidade baixo (1,5 ng/mL),
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médio (20 ng/mL) e alto (40 ng/mL). O B,d-hidroxiacido foi medido em equivalente de

sinvastatina.

Para recuperacado, a seletividade foi realizada por métodos cromatograficos comprovando a
pureza cromatografica do sinal do analito; O limite de detec¢ao foi demonstrado obtendo-se a
menor quantidade de analito presente na amostra que pode ser detectada, porém, nao
necessariamente quantificada, nas condigdes experimentais estabelecidas; O limite de
quantificagdo foi a menor quantidade do analito da amostra que poderia ser determinada com
precisdo e exatidao aceitdveis nas condi¢des experimentais estabelecidas; Linearidade: foram
utilizadas pelo menos 5 concentragdes diferentes da substancia de referéncia para solugdes
preparadas em pelo menos triplicado, avaliando se havia relacdo linear; e intervalo foi

estabelecer concentracao alta, média e baixa do analito.
2.7. Estatisticas

Os parametros farmacocinéticos para sinvastatina e 3, d-hidroxidcido foram determinados pelo
método nao compartimental usando Pk Solver (Zhang et al.,, 2010): area sob a curva
concentragao plasmatica-tempo desde o momento zero até o momento do ultimo quantificavel
concentragdo (AUC 0-t); Cméx; tempo para atingir a Cmax (tmax); meia-vida de eliminag¢ao
terminal (t1/2); volume de distribui¢ao (Vd); tempo médio de residéncia de 0 ao infinito (MRT
0-inf); e depuragcdo (Cl). AUClast e Cmax transformados em log de sinvastatina, [, o-
hidroxiacido comparados entre intervengdes usando um modelo de efeitos mistos, e resultados
apresentados como razdo média geométrica de minimos quadrados (GMR) e intervalo de
confianga de 90% (IC). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando R e

significancia estatistica no nivel p<0,05 por meio de teste bilateral.
2.8. Estudos in silico

50 estruturas quimicas (Tabela 1) identificadas e descritas na literatura para a espécie Euterpe
oleracea (Agai) foram utilizadas para estudar a avaliacdo in silico da interagdo receptor/ligante

para obtencao de um potencial agente inibidor do Citocromo P450 3A4.
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Tabela 1 Componentes quimicos identificados e descritos na literatura na espécie Euterpe

oleracea (Acgai).

# Moléculas CID da Referéncia
Pubchem
o (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Cianidina 3-glicosideo 4481259 al., 2017: Gordon et al., 2012)
A (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Cianidina 3-rutinosideo 441674 al., 2017: Gordon et al., 2012)
3 ;. e . . (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Acido 3,4-dihidroxibenzdico 72 al., 2017: Dias et al., 2013)
4 .- hi . .. (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Acido 4-hidroxibenzoico 135 al., 2017: Dias et al., 2013)
5 L - (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
acido vanilico 8468 al., 2017; Dias et al., 2013)
6 < . (Carvalho et al., 2017; Dias et al.,
Acido cafeico 689043 2013; Gordon et al., 2012)
7 . _ (Carvalho et al., 2017; Dias et al.,
acido seringico 10742 2013; Gordon et al., 2012)
8 p-Cumaricacido 637542 (Carvalho et aI2.612§)17; Dias et al.,
9 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Isoorientina 114776 al., 2017; Dias et al., 2013; Pacheco-
Palencia et al., 2009)
10 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et
Orientacdo 5281675 al., 2017; Dias et al., 2013; Pacheco-
) Palencia et al., 2009)
11 Acido feralico 445858 (Carvalho et al., 2017)
12 Cloreto de cianidina-3-O- - ¢q530, (Silva Cedrim et al., 2018)
sambubiosideo
13 Peonidina 3-rutinosideo 44256842 (Brunschwig et al., 2017; Silva Cedrim
etal., 2018)
14 Pelargonidina-3-glicosido 443648 (Brunschwig et al., 2017)
15 Delfinidol 3-glicosideo 443650 (Brunschwig et al., 2017)
16  Acido 3-O-cafeoilquinico 1794427 (Gordon e outros, 2012)
17 Acido 4-O-cafeoilquinico 9798666 (Gordon e outros, 2012)
18  Acido 5-O-cafeoilquinico 5280633 (Gordon e outros, 2012)
19 Acido 3-O-cafeoilshiquimico 10131826 (Gordon e outros, 2012)
20  Acido 4-O-cafeoilshiquimico 49821869 (Gordon e outros, 2012)
21 Acido 5-O-cafeoilshiquimico 5281762 (Gordon e outros, 2012)
22 Apigenina 5280443 (Gordon e outros, 2012)
23 Apigenina 8-C-glicosideo 5280441 (Dias et al., 2013; Gordon et al., 2012)
24 Apigenina 6-C-glicosideo 162350 (Gordon e outros, 2012)
25 . (Dias et al., 2013; Gordon et al., 2012;
Luteolina 5280445 Pacheco-Palencia et al., 2009)
26 Luteolina 8-C-glicosideo 5281675 (Gordon e outros, 2012)
27 Luteolina 6-C-glicosideo 114776 (Gordon e outros, 2012)
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(Brunschwig et al., 2017; Dias et al.,

(+)-Catequina 9064 2013)
29 Luteolindi-glicosideo 44258093 (Brunschwig et al., 2017)
30 (-)-Epicaquina 72276 (Brunschwig et al., 2017)
31 Taxifolina 7-glicosideo 14282775 (Brunschwig et al., 2017)
32 Isovitexina-7-olato 25202038 (Brunschwig et al., 2017)
33 Taxifolinadesoxihexose -- (Brunschwig et al., 2017)
34 Procianididimero B5 131752343 (Brunschwig et al., 2017)
35 o (Brunschwig et al., 2017; Dias et al.,
Isovitexina 162350 2013; Pacheco-Palencia et al., 2009)
36 Escoparina 20055255 (Brunschwig et al., 2017)
37 Procianidina B1 11250133 (Brunschwig et al., 2017)
38 Procianidina C1 169853 (Brunschwig et al., 2017)
39 Quercetina 3-glicosideo 5280804 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
40  Kaempferol 3-Rutinosideo 5318767 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
41 Rutina 5280805 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
42 (+)-Diidrocaempferol 122850 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
43 Crisoeriol 5280666 (Dias et al., 2013; Pacheco-Palencia et
al., 2009)
44 Eriodictiol 440735 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
45 Quercetina 5280343 (Pacheco-Palencia et al., 2009)
46 Acido galico 370 (Dias et al., 2013)
47 Acido clorogénico 1794427 (Dias et al., 2013)
48  Luteolina 7-O-glicosideo 5280637 (Dias et al., 2013)
49  Crisoeriol 7-O-glicosideo 11294177 (Dias et al., 2013)
50 Taxifolina 439533 (Dias et al., 2013)

As estruturas quimicas foram desenhadas utilizando o software ChemDraw Ultra 12.0 e
utilizadas no formato MDL Molfile (.mol). Em seguida, a otimizagdo geométrica da estrutura
3D foi realizada no software ChemSketch pelo método de Mecanica Molecular (MM+) com o
campo de forca inicialmente baseado na parametrizacdo CHARMM (Brooks et al., 1983.;

Laxmi, 2017; Mweene &Muzaza, 2020).

2.8.1. Ancoragem molecular

Nesta etapa, as moléculas foram utilizadas em docking molecular com anélise de conformagdes,
modo de interagdo e afinidade de ligacdo com o receptor via funcdo de classificacdo de energia,
que indica a ordem dos melhores valores de escore de energia livre (AG) baseados em

compostos (S. Ramos et al., 2019; RS Ramos et al., 2020, 2022).

2.8.2. Selecgao do alvo da estrutura cristalina
A estrutura cristalina do Citocromo P450 3A4 complexada com terc-butil {6-0x0-6-

[(piridin-3-ilmetil)amino]hexil } carbamato (PK9) foi baixada do Protein Data Bank
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(//www.rcsb .org/) (acessado em: 01/11/2022) com PDB ID 4D75 e resolugdo 2,25 A (Kaur et
al., 2016). PK9, Fluconazol, Cloranfenicol, Claritromicina e Ritonavir foram utilizados como

controles positivos no estudo de acoplamento molecular.

2.8.3. Estudo de docking molecular com AutoDock 4.2/Vina 1.1.2 via Interface Grafica PyRx
(Versao 0.8.30)

A estrutura cristalina utilizada no docking molecular foi preparada utilizando o software
Discovery Studio® (v.16, 2015) [11] para remogdo de 4gua residual e cofatores. A estrutura da
proteina foi protonada usando Propka 3.0 (Olsson et al., 2011) para pH = 7, e as energias foram
minimizadas usando UCSF Chimera® 1.16. No estudo de docking molecular, o receptor
Cytochrome P450 3A4 e potenciais ligantes foram utilizados com simulagdes flexiveis em
AutoDock 4.2/Vina 1.1.2 e PyRx 0.8.30 (//pyrx.sourceforge.io).

O complexo receptor-ligante foi usado para definir as coordenadas espaciais médias X,
y ¢ z do sitio de ligacdo para atribuir valores de dimensao e caixa de grade central para
simulacdes de acoplamento molecular. As coordenadas utilizadas para o centro da grade podem
ser vistas na Tabela 2.

Tabela 2 Dados de protocolos usados para simulagdes de acoplamento molecular.

. Grade Grade de
Alvo Ligando Coordenada Dimensdes
{6-0x0-6-[(piridin-3- X =-20,379 20x
Citocromo P450 3A4  ilmetil)amino]hexil}carbamato de Y =-19,450 18 anos
terc-butil Z=-10,761 24 7

2.8.4. Previsao de atividade bioldgica por triagem virtual
Posteriormente, o estudo de acoplamento molecular das moléculas potenciais foi
submetido usando o servidor online Way2Drug PASS para previsdes de atividade bioldgica

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline)(Goel et al., 2011). Utilizando o PASS, foi possivel

descobrir os efeitos de uma molécula baseada inteiramente na formula molecular utilizando
descritores MNA (multilevel vizinho atoms), sugerindo que a atividade bioldgica esta em
funcdo de sua estrutura quimica, na qual € possivel atribuir o Potencial para estar ativo (Pa) e

para estar inativo (Pi)(Ferreira et al., 2019; Kirchmair et al., 2015.).
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3. Resultados

3.1. Avaliagao fisico-quimica da polpa de agai

Os resultados das andlises fisico-quimicas sdo apresentados na Tabela 3.
Tabela 3. Avaliagao fisico-quimica da polpa de acai

Significar ~ Desvio padréo

Umidade (%) 84,12 0,25
Lipidios (%) 8,9 0,61
Proteinas (%) 3,39 0,28
Fibras (%) 9h32 0,22
Antocianinas 62,5 3,1
totais (mg/100 g)

O valor de umidade obtido para a polpa de acai utilizada neste estudo foi de 84,12%, valor
semelhante ao encontrado por outros autores como Nascimento e colaboradores (2008) que
encontraram teor de 89,18%. A polpa do agai ¢ extraida da parte comestivel do fruto através do

amaciamento com adi¢do de dgua, portanto, a alta umidade estd ligada ao modo de extragdo da
polpa.

Em relagdo as antocianinas, a polpa utilizada possui teor de 62,5 mg/100g, o que ¢ considerado
um alto teor, uma vez que os frutos sdo ricos em antocianinas, principalmente cianidina 3-O

glicosideo.

Silva et al (2017) encontraram resultados semelhantes em relagdo ao teor de antocianinas em
que relataram um teor de 73,54 mg/100g de polpa de agai. Santos et al (2008) encontraram
niveis de 13,93 a 54,18 mg/100g de antocianinas totais ao analisar 12 polpas comercializadas
em Fortaleza/CE. Em outra pesquisa, Tonon, Brabet e Hubinger (2009) encontraram 32,81

mg/100g de antocianinas na polpa de agai encontrada em Belém/PA.

Os valores de antocianinas totais presentes na polpa variam entre diferentes autores, uma vez
que as antocianinas sdo substancias instaveis que podem ser degradadas pelo calor e pela luz e

por isso a embalagem adequada é importante para este produto.
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3.2. Efeito da ingestao de acai na farmacocinética da sinvastatina

A sinvastatina ¢ um derivado semissintético da lovastatina (TALREJA, KERNDT e
CASSAGNOL, 2018), que ¢ produzida biossinteticamente a partir do fungo Aspergillus terreus
(KUMAR E JAIN, 2012) e possui alto valor de log P, resultando em alta absor¢ao hepatica e

alta eficacia. no controle da sintese de colesterol.

A sinvastatina ¢ administrada como um derivado inativo da lactona que ¢ entdo
metabolicamente ativo em sua forma f,6-hidroxiacido por uma combinagdo de conversdo
quimica espontanea e hidrolise mediada por enzimas por carboxiesterases inespecificas na
parede intestinal, figado e plasma. O metabolismo oxidativo no figado ¢ mediado
principalmente pelo CYP3A4 e CYP3AS, (figura 1) com o restante do metabolismo ocorrendo
através do CYP2C8 e CYP2C9 (TUBIC-GROZDANIS et al., 2008)

O aumento ou diminui¢do da AUC e Cmax da sinvastatina pode ser explicado pela inibi¢do ou
inducdo do CYP 3A4, que atua no metabolismo de primeira passagem na parede intestinal.
Devido ao seu extenso metabolismo de primeira passagem, a sinvastatina ¢ suscetivel a

interacdes medicamentosas e medicamentosas (NEUVONEN et al., 1998).
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Imagem 1. Rota metabodlica da sinvastatina pelo CYP 3A4 e CYP 3AS5

(‘yp ~ \’
Cy 34q } J.
P33 T F ‘ 3',5"-Dihydrodiol Simvastatin
; 4 H CYP3A4
6-Exomethylenesimvastatin o 0O & o S Y
| CYP 3A5

Simvastatin hydroxy acid ) I i

6'beta-Hydroxysimvastatin

) \r
CYP3A4 . . ) .
6-exomethyl simvastatin Simvastatin 3,5-Dihydrodiol simvastatin
“cvpaas CYP 3A5
CYP 3A4
CYP 3A4 / \CYP 3A5
Simvastatin hydroxy acid 6-beta-hydroxy simvastatin
Glucuronidation Beta-oxidation
Simvastatin acid Pentanoic acid analog of
glucuronide simvastatin acid

Existe a preocupa¢dao de que algumas substancias que podem afetar o metabolismo da
sinvastatina também possam desencadear os efeitos adversos deste medicamento. As
concentragdes plasmaticas da forma ativa da sinvastatina podem ser significativamente
aumentadas pelos inibidores do CYP 3AS5. Outras substancias podem acelerar ou inibir o
metabolismo através de enzimas que metabolizam as estatinas, gerando os efeitos toxicos desta
classe de medicamentos (LIU et al., 2019). Algumas substancias presentes na polpa do agai sao
capazes de inibir algumas enzimas do grupo CYP. Um estudo realizado por Srovnalova e
colegas (2014) demonstrou que antocianinas € antocianidinas podem inibir o CYP 3A4 como
cianidina 3-O ramaminosideo (> 75% de inibicao, IC50 = 44 uM) e dois glicosideos de
delfinidina inibiram significativamente o CYP 3A4 e o CYP 2C9. No presente estudo,

observou-se que os individuos ap0s ingerirem agai apresentaram alteragdes significativas no
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perfil farmacocinético da sinvastatina e do 4cido sinvastatina, tais como: aumento da
concentragdo maxima (Cmax), area sob a curva (AUC), volume de distribuigdo (Vd);
significativo na depuracdo (Cl); constante de eliminagdo (Ke); e Lambda (). No entanto, em
relacdo ao [,0-hidroxiacido, foi observado um aumento significativo no tempo de meia-vida
(t1/2), no tempo médio de residéncia (MRT) e na depuragdo, enquanto os valores de Cmax e

AUC mostraram uma reducao significativa. (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros farmacocinéticos da sinvastatina e do B,0-hidroxidcido antes e apds a

ingestdo do agai

Pardmetro PK Sinvastatina  Sinvastatina + J,0- B,0-hidroxiacido+ acai
acai hidroxiacido

Ke (A 1/h) 0,08+0,04 0,11+0,10 0,21+0,13 0,16+0,09

t1/2 (h) 13,64+10,62  12,66+13,83 4,17+2,26 5,89+3,88*

Tméx (h) 0,96+0,57 0,91+0,57 0,95+0,63 1,17+1,67

Cmax (ng/mL)  23,23+15,01 18,23+16,18*  2,09+1,26 1,54+1 42%**

AUC 0-t 243,93+193,7 213,41+203,41 12,96+10,24 11,29+13,20**

(ng/mL*h) 9 falekal

MRT O0-inf_obs 22,68+11,92 22,42+18,14 165,21+123,80 224,49+227,48*

(h)

vd 2,27+1,99 2,43+2,62** 21,95+27,16 102,38+231,38

(mg)/(ng/mL)

Cl 0,11+0,08 0,13+0,09* 4,87+7,57 8,24+13,24***

(mg)/(ng/ml)/h

As Figuras 2 e 3 mostram a curva de concentracao de sinvastatina e 3,8-hidroxidcido antes e

apos a ingestao de acai por 24 horas.
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Figura 2. Curva de concentragdo de sinvastatina antes e depois da ingestao de acai

—— Simvastatin
--=--  Simvastatin + acai

Simvastatin plasma concentration (ng/mL)

Figura 3. Curva de concentragao de f3,6-hidroxiacidos antes e apos a ingestao de acai

2.0+ i i )
—— Simvastatin acid

--=-- Simvastatin acid + acai

Simvastatin acid plasma concentration

Os resultados mostraram que o perfil farmacocinético da sinvastatina e do 3,0-hidroxiacido foi:
concentragdo maxima (Cmax), area sob a curva (AUC), volume de distribuicao (Vd); depuragao
(Cl); tempo de meia vida (t1/2); tempo médio de permanéncia (TRM), Sinvastatina: t1/2 (h)
13,64 +10,62; Tmax (h) 0,96 £ 0,57; Cmax (ng/mL) 23,23 £ 15,01; AUCO-t (ng/mL*h) 243,93
+ 193,79; MRT 0-inf obs(h) 22,68+11,92; Vd (mg)/(ng/mL) 2,27 + 1,99; CI (mg)/(ng/ml)’h
0,11 £ 0,08. Sinvastatina+acgai: t1/2 (h) 12,66 + 13,83; Tméax (h) 0,91 £ 0,57; Cmax (ng/mL)
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18,23 + 16,18* AUC 0-t (ng/mL*h) 213,41+£203,41***; MRT 0- inf obs (h) 22,42+18,14
Vd(mg)/(ng/mL) 2,43+2,62** Cl (mg)/(ng/ml)/h 0,13+0,09*. Acido sinvastatina: t1/2 (h)
4,17+2,26; Tmax (h) 0,95+0,63; Cméx (ng/mL) 2,09+1,26; AUC 0-t (ng/mL*h) 12,96+10,24;
MRT O0-inf obs (h) 165,21+123,80; Vd (mg)/(ng/mL); 21,95+27,16; Cl (mg)/(ng/ml)/h
4,87+7,57. Sinvastatina+acido acai: t1/2 (h) 5,89 & 3,88*; Tméx (h) 1,17 £ 1,67; Cmax (ng/mL)
1,54 + 1,42***;, AUC 0-t (ng/mL*h) 11,29 + 13,20**; MRT 0-inf obs (h) 224,49 + 227,48%;
Vd (mg)/(ng/mL) 102,38 + 231,38; CI (mg)/(ng/ml)/h 8,24 + 13,24**,

Para confirmar os dados obtidos na pesquisa clinica, as antocianidinas foram monitoradas
quanto a sua atividade in silico. Os dois compostos principais (Cianidina 3-glicosideo,
Cianidina 3-rutinosideo) apresentaram atividade indutiva para CYP 3A4, o que corrobora os

dados obtidos na quantificagdo do plasma sanguineo.

Os resultados da validagao dos protocolos de docking molecular foram considerados
satisfatorios uma vez que a posetorientagdo+torcao relativa do ligante cristalografico e a
pose+torientacdo+torcdo (docking) das simulagdes foram consideradas semelhantes. O valor
RMSD entre os atomos do ligante cristalografico PK9 e a pose de acoplamento foi calculado
em 1,85A.Assim, a literatura especifica que quando os valores de RMSD <2 A, o protocolo de
docking ¢ considerado satisfatorio por apresentar semelhanga com o modelo experimental (RS
Ramos et al., 2020, 2022). O melhor resultado da sobreposicao dos modelos experimentais

(cristalograficos) e tedricos (pose de ancoragem molecular).

Assim, a literatura especifica que quando os valores de RMSD < 2 A, o protocolo de
docking ¢ considerado satisfatorio por apresentar semelhanga com o modelo experimental (RS
Ramos et al., 2020, 2022). O melhor resultado da sobreposi¢cdo dos modelos experimentais
(cristalograficos) e teoricos (pose de ancoragem molecular). As interagdes foram quantificadas
em termos de afinidade de ligacdo em relagdao ao controle (PK9) e potenciais inibidores do
citocromo P450 3A4.

Os inibidores com melhor pontuacdo em termos de afinidade de ligacdo foram
Taxifolina desoxihexose (C), Escoparina (D), Eriodictiol (E), Crisoeriol (F) e Taxifolina (G) em
que as interacdes foram semelhantes as observadas no controle PK9 para os residuos de
aminoacidos de Serl19, Arg212, Ala305 e Ala370 e com Thr309 menos recorrente, € essas

contribui¢des de interagdo corroboram os dados da literatura para classificagdo de potenciais
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constituintes ativos inibidores do CYP3A4 (Kaur et al., 2016; Niwa et al., 2010), conforme

mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 Resultados de afinidade de ligacdo e principais interagdes no receptor 3A4 do

citocromo P450. BA- Afinidade de ligacao (kcal/mol).

Complexo (receptor-

ligante) BA* Ligacdo H Interacdes lipofilicas
PK9 -5,5 Arg212 Phe215, Ala305, Ala370, Met371
Fluconazol -6,0 Fe304 Phel108, Phe304, Ala305
Cloranfenicol -5,0 Arg212, Ala370 Phe304, Ala370
. .. Ph3108, Ser119, I1e120, Arg212,
Claritromicina 16.2 Arg105 Phe213, Phe215, Cysd42
. . Phel08, 11e120, Arg212, Phe215,
Ritonavir 0.1 Cysad2 Phe304, 116369, Ala370
Taxifolinadesoxihexose  -6,6 Serl19, Arg212 Ala305, Ala370
. Phel08, Arg212, Ph304, Thr309,
Escoparina -6,6 Serll9, Arg212 116369, Ala370
Eriodictiol -5,6 -- 11e369, Ala370
. Phel08, I1e369, Phe304, Trh309,
Crisoeriol -5,7 Arg212 Ala370
- 11369, Phe304,
Taxifolina -5,6 Ala370 Arg212, Ala305, Ala370

A predicao da atividade biologica através do servidor web PASS resultou nos dados

mostrados na Tabela 6. Fluconazol, Cloranfenicol, Claritromicina e Ritonavir apresentaram

atividade inibidora e substrato do CYP3A4, exceto PK9, o que corrobora os resultados da

literatura (Kaur et al., 2016).
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Tabela 6 Valores de previsao de atividade biologica de ligantes potenciais selecionados. Pa a -

potencial para estar ativo; bPi- potencial para ficar inativo.

Ligando (Pa)a (Pi)b Previsdo de atividade bioldgica
PK9 -- -- --
0,842 0,005 Indutor CYP3A4
Cianidina 3-glicosideo 0,355 0,113 Substrato CYP3A4
0,487 0,041 Substrato CYP3A5
0.871 0,004 Indutor CYP3A4
Cianidina 3-rutinosideo 0,676 0,029 Substrato CYP3A4
0,597 0,025 Substrato CYP3A5
0,682 0,004 Inibidor do CYP3A4
Fluconazol
0,618 0,037 Substrato CYP3A4
0,278 0,044 Inibidor do CYP3A4
Cloranfenicol
0,428 0,080 Substrato CYP3A4
0,519 0,005 Inibidor do CYP3A4
Claritromicina
0,974 0,001 Substrato CYP3A4
Ritonavir 0,490 0,005 Inibidor do CYP3A4
0,888 0,003 Indutor CYP3A4
Taxifolinadesoxihexose
0,594 0,042 Substrato CYP3A4
) 0,834 0,005 Indutor CYP3A4
Escoparina
0,296 0,153 Substrato CYP3A4
0,800 0,007 Indutor CYP3A4
Eriodictiol 0,563 0,050 Substrato CYP3A4
0,178 0,153 Inibidor do CYP3A4
0,846 0,005 Indutor CYP3A4
Crisoeriol 0,609 0,039 Substrato CYP3A4
0,216 0,103 Inibidor do CYP3A4
0,860 0,004 Indutor CYP3A4
Taxifolina
0,397 0,090 Substrato CYP3A4
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4. Discussao

No que diz respeito a farmacocinética da sinvastatina, o pico da concentracdo plasmatica de
B,0-hidroxiéacido ¢ atingido entre 1,3 e 2,4 horas apds a ingestdo de uma dose de sinvastatina.
Embora o intervalo de dose terapéutica recomendado seja de 10 a 40 mg por dia, ndao hé desvio
da linearidade da area sob a curva (AUC) com um aumento de dose até 120 mg. Em relag@o ao
estado de jejum, o perfil plasmatico ndo ¢ afetado quando a sinvastatina ¢ administrada
imediatamente antes da refei¢do (Food and Drug Administration, 2012). Em um estudo com 17
voluntarios saudaveis que ingeriram comprimidos de 40 mg de sinvastatina, os principais
parametros farmacocinéticos encontrados foram: Tmax= 1,44 horas, Cmax= 9,83 pg/L, T1/2=
4,85 horas e AUC= 40,32 pug.h/L (Zhaou e outros, 2013). Em estudos em animais, apds
administracdo oral, a sinvastatina atingiu concentragdes mais elevadas no figado do que em
tecidos nao alvo. Contudo, como a sinvastatina sofre extenso metabolismo de primeira
passagem, a biodisponibilidade sistémica ¢ baixa. Num estudo de dose unica em nove
individuos saudéveis, estimou-se que menos de 5% de uma dose oral de sinvastatina atingiu a
circulagdo geral na forma de inibidores ativos (Monografia da Health Canada, 2012).

Segundo estudo realizado por Rindone (1999), que teve como objetivo avaliar a resposta a doses
menores de sinvastatina em pacientes com hipercolesterolemia, demonstrou que mais de 80%
dos pacientes que receberam doses de 2,5 a 10 mg/dia tiveram resultado satisfatorio. reducao e
controle do perfil lipidico em comparacdo aos pacientes que receberam doses de 40 mg/dia.

A sinvastatina ¢ um derivado semissintético da lovastatina (TALREJA, KERNDT e
CASSAGNOL, 2018), que ¢ produzida biossinteticamente a partir do fungo Aspergillusterreus
(KUMAR E JAIN, 2012) e possui alto valor de log P, resultando em alta absor¢ao hepatica e
alta eficdcia . no controle da sintese de colesterol.

Quando associadas a atorvastatina, essas substancias sao os dois medicamentos mais vendidos
no mundo para o tratamento clinico da hipercolesterolemia (NOVAKOVA et al., 2009).
Semelhante a outras estatinas, a sinvastatina possui duas por¢des, uma unidade de acido di-
hidroxiheptandico (farmacoforo) e um sistema de anel com substituintes lipofilicos. Contém
um componente de 4cido hidroxiglutarico modificado, que se assemelha estruturalmente a
unidade 3-hidroxiglutaril tanto do substrato (HMG CoA) quanto do intermediario do estado de
transi¢ao mevalonilCoA, tornando a sinvastatina um potente inibidor competitivo da HMG-
CoA redutase (LENNERNAS E FAGER, 1997; ROCHE , 2005). A sinvastatina ¢ administrada
como um derivado inativo da lactona que ¢ entdo metabolicamente ativo em sua forma [3-

hidroxiacido por uma combina¢ao de conversao quimica espontanea e hidrélise mediada por
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enzimas por carboxiesterases inespecificas na parede intestinal, figado e plasma. O
metabolismo oxidativo no figado ¢ mediado principalmente pelo CYP3A4 e CYP3AS, sendo
que o restante do metabolismo ocorre através do CYP2C8 e CYP2C9 (TUBIC-GROZDANIS
et al., 2008). Os principais metabolitos ativos da sinvastatina sdo o metabolito B,8-hidroxiacido
e seus derivados 6'-hidroxi, 6'-hidroximetil e 6'-exometileno. Foi demonstrado que
polimorfismos no gene CYP3AS5 afetam a disposi¢do da sinvastatina e podem fornecer uma
explicagdo plausivel para a variabilidade interindividual da disposi¢do e farmacocinética da
sinvastatina (KIM et al, 2007). Para gerar os metabdlitos ativos, a sinvastatina sofre extenso
metabolismo de fase I para gerar varios produtos oxidativos e algumas das formas de
hidroxidcidos desses metabdlitos de fase I, como 3'a, 5'B-diidrodiol sinvastatina, 3'a-hidroxi
sinvastatina e 6'B-hidroxi sinvastatina também sdo inibidores da HMG-CoA redutase, enquanto
sinvastatina di-hidrodiol, 3'a-hidroxi sinvastatina e 3'a, 5'B-di-hidrodiol sinvastatina foram
relatados anteriormente como metabdlitos inativos (Khera e Hu, 2013) .

Estudos anteriores documentaram que as enzimas CYP450 sdo as principais responsaveis pelo
metabolismo das estatinas. Um estudo de Prueksaritanont et al. (1997) indicou que o CYP3A1/2
era a principal subfamilia de enzimas envolvidas no metabolismo da sinvastatina. A sinvastatina
¢ hidrolisada pela esterase no figado para produzir um metabolito ativo, o 4cido sinvastatina
(Vickers et al., 1990), e tanto a sinvastatina quanto o acido sinvastatina sao posteriormente
metabolizados em varios metabolitos inativos, incluindo o 6'-hidroxi e 3',5' -dihidrodiol, pelo
CYP3A em humanos e ratos (Ishigami et al., 2001; Prueksaritanont et al., 1997; Prueksaritanont,
Ma, & Yu, 2003). Os efeitos adversos mais associados as estatinas sdo miopatia e aumento
assintomatico das transaminases hepaticas, o que pode levar a hepatotoxicidade. Num caso
amplamente divulgado, conhecido como “incidente lipobay”, houve 31 casos documentados
em que pacientes que tomaram cerivastatina morreram de miopatia grave devido a dissolugao
do musculo estriado, o que desde entdo chamou a aten¢do para os riscos do uso de estatinas
(Zeman, Zak, Vecka e Romaniv, 2003). Os sintomas musculares associados as estatinas sao
relatados por 10 a 29% dos pacientes na pratica clinica, que sao um dos principais determinantes
da nao adesdo, descontinuagdo e troca de estatinas (Jacobson, Khan, Maki, Brinton, & Cohen,
2017). Embora as estatinas sejam a classe de medicamentos mais amplamente prescrita para

doengca arterial coronariana, um recente estudo transversal realizado entre 300 pacientes adultos
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com doenga arterial coronariana que visitaram o ambulatério de um hospital terciario no norte
da India, que estavam recebendo estatinas para seu diagnostico, revelaram que miopatia e
doengas musculares, como dores musculares, cdibras e fraqueza muscular, foram os efeitos
colaterais mais prevalentes (32, 34 e 47%, respectivamente), seguidos de dorméncia,
formigamento e queimagado nas extremidades (31% ) (Mulchandani, Lyngdoh, Chakraborty e
Kakkar, 2017). Além disso, foram observadas dores nas articulagdes e deficiéncias cognitivas
em quase 20% dos pacientes (Mulchandani et al., 2017). Estudos demonstraram claramente que
as estatinas podem causar hepatotoxicidade idiossincratica. Sabe-se também que as estatinas
aumentam a alanina aminotransferase (ALT), com uma ligeira dependéncia da dose, uma vez
que a ALT aumenta para doses mais elevadas de estatina (Schulze & Glass, 2012). Embora as
estatinas possam ser administradas a pacientes com figado, isso pode causar um certo grau de
toxicidade hepatica.

Além da miopatia, as estatinas comumente usadas também aumentam o risco de hipercalemia
(Deska&Nowicki, 2017). As opgdes de tratamento para hipercolesterolemia em pacientes com
intolerancia a estatinas e distrofia miotonica sdo atualmente limitadas, com alguns pacientes
desenvolvendo mialgias graves nas extremidades proximais inferiores e superiores logo apds o
tratamento com sinvastatina, juntamente com um aumento na creatina quinase (CK) sérica para
317 U/L (Shakir, Shin, Hoang & Mai, 2017). Os pacientes tratados com varias estatinas,
incluindo rosuvastatina, tiveram posteriormente resultados semelhantes (Shakir et al., 2017).
Embora os unicos efeitos adversos verdadeiramente confidveis causados pelas estatinas sejam
relacionados aos musculos, diabetes tipo 2 e provavelmente infarto hemorragico (Collins et al.,
2016; Newman et al., 2019), é necessario considerar todas as manifestagdes clinicas da
toxicidade e intolerancia induzida por estatinas, o que pode impactar diretamente na adesao
terapéutica.

Acredita-se que a toxicidade das estatinas surge devido aos efeitos da inibi¢do da HMG-Coa
redutase, aos efeitos celulares e a uma combinacao de ambos (Muntean et al., 2017). Outras
causas possiveis incluem fatores genéticos, interacdes medicamentosas, deficiéncia de vitamina
D e outros efeitos imunoloégicos ou metabolicos (Banach et al., 2015). Embora os mecanismos
sejam variados e provavelmente decorrentes de multiplas vias, a idade ¢ considerada o principal
fator de risco devido a provavel presenca de multiplas comorbidades (disfungdo renal ou

hepética), uso concomitante de medicamentos que interferem no metabolismo, diminui¢do da
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da massa corporal e outras. estressores (Mancini et al., 2016). Um produto natural conhecido
por também inibir o CYP 3A4 ¢ o suco de toranja. Lijia e colaboradores (2003) demonstraram
que 10 voluntarios saudaveis foram divididos em 2 grupos onde um grupo ingeriu 200 mL de
suco de toranja e o outro ingeriu 4gua e posteriormente receberam comprimidos de 40 mg de
sinvastatina e foram avaliados por 24 horas. Foi demonstrado que o sumo de toranja aumenta
consideravelmente a concentragao plasmatica de sinvastatina em todos os participantes, com a
AUC média aumentada em 3,6 vezes € a Cmax média aumentada em 3,9 vezes, mas sem uma
alteracdo significativa em t1/2. Em relagdo a sinvastatina f3,6-hidroxiacido houve um aumento

de 3,3 vezes e 4,3 vezes na AUC média e na Cmax média, respectivamente.

O mesmo autor avaliou posteriormente a duragdo do efeito inibitério do CYP 3A4 em relagao
a sinvastatina e seu metabdlito B,0-hidroxiacido. Observou-se que quando a sinvastatina foi
administrada com a ingestao de suco de toranja, a Cmax e a AUC médias aumentaram 12,0 e

13,5 vezes (Lilja, Kivisto e Neuvonen, 2000).

Quando a sinvastatina foi administrada 24 horas ap6s a Gltima ingestdo de sumo de toranja, a
Cmax e a AUC médias aumentaram 2,4 e 2,1 vezes e para o hidroxidcido o aumento foi de 5,0
e 4,5 vezes. Outro pardmetro avaliado foi a depuragao, onde foi observado que a depuragao
apos a ingestao de suco de toranja foi 15 vezes menor que a depuragdo do grupo controle e apos
24 horas a depuracao foi 2 vezes menor que a depuracao do grupo controle (Lilja, Kivisto e

Neuvonen, 2000).

Outros autores utilizaram erva de Sao Jodo, potente indutor do CYP 3A4, em 16 pacientes
saudaveis em uso de comprimidos de 10 mg de sinvastatina e analisados por 24 horas. O
tratamento com esta erva demonstrou uma diminuicdo na concentracdo plasmatica de
sinvastatina e do seu metabolito ativo. A erva de Sdo Jodo reduziu a AUC em 0,66 vezes e a

Cmax em 0,88 vezes, mas sem significancia estatistica (SUGIMOTO et al., 2001).

Para substratos do CYP3 A4, ¢ esperado um certo grau de interacao medicamentosa ao nivel da
parede intestinal devido a posicdo anatdémica do intestino delgado. Representa o primeiro de
uma série de 6rgdos eliminativos de primeira passagem e, portanto, estd exposto a alta
concentragcdo de inibidores ou indutores administrados por via oral. Véarios estudos in vitro
avaliaram a atividade catalitica das enzimas P450 intestinais em compara¢ao com o figado

(OBACH et al., 2001; VON RICHTER et al, 2004). Outros estudos demonstraram que as
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antocianinas e antocianidinas sdo inibidores fracos do CYP 3A4, com valores de IC50 variando
entre 12,2 ¢ 249 uM (DREISEITEL et al., 2008). Em relagao a outros CYPs, como o CYP 2D6,
as antocianinas e antocianidinas apresentaram valores de IC50 entre 55 e 800 puM
(DREISEITEL et al., 2009). Com base na interacdo alimento-medicamento, as pessoas que
tomam acai diariamente devem ser alertadas sobre a possibilidade de interagdo com a

sinvastatina.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O estudo proposto possui ampla aplicagdo no meio social em que estd inserido uma vez
que o consumo de agai na regido ¢ extremamente elevado.

As dislipidemias sao um dos fatores que mais causam mortes e hospitalizagdes no Brasil
e no mundo, entender como os alimentos podem influenciar diretamente no controle
lipémico influencia diretamente na sobrevida do paciente.

Todas as amostras foram coletadas de forma adequada e armazenadas de acordo com a
literatura até a data da andlise, o que garantiu resultados fidedignos.

Foi possivel verificar reducdo estatisticamente significativa na biodisponibilidade do
acido da sinvastatina quando comparado a concentragdo plasmatica do fArmaco antes
da ingestdo de agai, o que pode causar ineficacia terapéutica e sugere que haja interacao
farmaco-alimento.

As antocianidinas por serem indutoras de CYP3A4 favorecem o metabolismo de
medicamentos, porém no caso da sinvastatina ocorre reducdo na metabolizacdo do
medicamento em seu composto ativo.

Espera-se futuramente poder ampliar a pesquisa para os outros medicamentos da classe
das estatinas como a atorvastatina e rosuvastatina, além disso também ampliar o n da
pesquisa buscando mais voluntarios saudaveis e posteriormente voluntarios que sejam
dislipidémicos.

Também espera-se realizar de forma qualitativa e quantitativa a identificagao dos outros
compostos que possam ter sido obtidos no metabolismo da CYP3A4 uma vez que a
sinvastatina possui 6 metabdlitos principais, sendo alguns deles toxicos em

determinadas concentragoes.
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makes giving feedback on specific sections easier.

You may include a limited number of uncaptioned molecular structure
graphics and numbered mathematical equations if necessary. Display items
are limited to 8 (figures and/or tables). However, to enable typesetting of
papers, we advise making the number of display items commensurate with
your overall word length. So, for Articles of 2,000 words or less, we suggest

64


https://www.nature.com/nature-portfolio/editorial-policies/ai
https://www.nature.com/srep/publish/guidelines#general-figure
https://www.nature.com/srep/publish/guidelines#tables

including no more than 4 figures/tables. Please note that schemes should not
be used and should be presented as figures instead.

Your submission must also include:

o A cover letter
« Individual figure files and optional supplementary information files

For first submissions (i.e. not revised manuscripts), you may incorporate the
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Supplementary information should be combined and supplied as a single
separate file, preferably in PDF format.

A submission template is available in the Overleaf template gallery to help
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« The affiliation and contact information of your corresponding author
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o The names and contact information of any reviewers you consider
suitable

« The names of any referees you would like excluded from reviewing
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Revised manuscripts

For revised manuscripts, you should provide all textual content in a single file,
prepared using either Microsoft Word or LaTeX. Please note, we do not
accept PDF files for the article text of revised manuscripts. Make sure you:
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« Format the manuscript file as single-column text without justification.

« Number the pages using an Arabic numeral in the footer of each page.

« Use the default Computer Modern fonts for your text, and the 'symbols'
font for any Greek characters.

« Supply any figures as individual files.

o Combine and supply any Supplementary Information as a separate file,
preferably in PDF format.

« Include the title of the manuscript and author list in the first page of
the Supplementary Information file.

If you do not wish to incorporate the manuscript text and figures into a single
file, please provide all textual content in a separate single file, prepared using
either Microsoft Word or LaTeX.

TeX/LaTeX files

If you're submitting LaTeX files, you can either use the standard 'Article’
document class (or similar) or the wiscirep.cls file and template provided by
Overleaf. For graphics, we recommend your use graphicx.sty. Use numerical
references only for citations.

Our system cannot accept .bib files. If you prepare references using BibTeX
(which is optional), please include the .bbl file with your submission (as a
‘LaTeX supplementary file') in order for it to be processed correctly; this file is
included automatically in the zip file generated by Overleaf for submissions.
Please see this help article on Overleaf for more details.

Alternatively, you can make sure that the references (source code) are
included within the manuscript file itself. As a final precaution, you should
ensure that the complete .tex file compiles successfully on its own system
with no errors or warnings, before submission.

Writing your manuscript

Scientific Reports is read by a truly diverse range of scientists. Please therefore
give careful thought to communicating your findings as clearly as possible.

Although you can assume a shared basic knowledge of science, please don't
expect that everyone will be familiar with the specialist language or concepts
of your particular field. Therefore:
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« Avoid technical jargon wherever possible, explaining it clearly when it
is unavoidable.

o Keep abbreviations to a minimum, particularly when they are not
standard.

« If you must use an abbreviation, make sure you spell it out fully in the
text or legend the first time it appears.

« Clearly explain the background, rationale and main conclusions of your
study.

« Write titles and abstracts in language that will be readily understood
by any scientist.

We strongly recommend that you ask a colleague with different expertise to
review your manuscript before you submit it. This will help you to identify
concepts and terminology that non-specialist readers may find hard to grasp.

Copy editing services

We don’t provide in-depth copy editing as part of the production process.
So, if you feel your manuscript would benefit from someone looking at the
copy, please consider using a copy editing or language editing service. You
can either do this before submission or at the revision stage. You can also get
a fast, free.grammar check of your manuscript that takes into account all
aspects of readability in English.

We have two affiliates who can provide you with these services: Nature
Research Editing Service and American Journal Experts. As a Scientific
Reports author, you are entitled to a 10% discount on your first submission
to either of these.

Claim 10% off English editing from Nature Research Editing Service

Claim 10% off American Journal Experts

Please note that the use of an editing service is at your own expense, and
doesn’t ensure that your article will be selected for peer-review or accepted
for publication.
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Methods

We don't impose word limits on the description of methods. Make sure it
includes adequate experimental and characterisation data for others to be
able to reproduce your work. You should:

o Include descriptions of standard protocols and experimental
procedures.

o Only identify commercial suppliers of reagents or instrumentation
when the source is critical to the outcome of the experiments.

« Identify sources for any kits you use in your procedures.

« Include any experimental protocols that describe the synthesis of new
compounds.

« Use the systematic name of any new compound and put its bold Arabic
numeral in the heading for the experimental protocol, indicating it
thereafter by its assigned, bold numeral.

o Describe the experimental protocol in detail, referring to amounts of
reagents in parentheses, when possible (eg 1.03 g, 0.100 mmol).

« Use standard abbreviations for reagents and solvents.

« Clearly identify safety hazards posed by reagents or protocols.

« Report isolated mass and percent yields at the end of each protocol.

If you're reporting experiments on live vertebrates (or higher invertebrates),
humans or human samples, you must include a statement of ethical approval
in the Methods section (see our detailed requirements for further information
on preparing these statements).

References

We don’t copy edit your references. Therefore, it's essential you format them
correctly, as they will be linked electronically to external databases where
possible. At Scientific Reports, we use the standard Nature referencing style.
So, when formatting your references, make sure they:
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« Sit within square brackets.

« Only have one publication linked to each number.

o Only include papers or datasets that have been published or accepted
by a named publication, recognised preprint server or data repository
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wish.

« Don'tinclude grant details and acknowledgements.

Sorry, we cannot accept BibTeX (.bib) bibliography files for references. If you
are making your submission by LaTeX, it must either contain all references
within the manuscript .tex file itself, or (if you're using the Overleaf template)
include the .bbl file generated during the compilation process as a ‘LaTeX
supplementary file’ (see the "Manuscripts" section for more details).
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o List authors by last name first, followed by a comma and initials
(followed by full stops) of given names.
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manuscript so that we can send it to referees during peer-review. This will be
published online with accepted manuscripts.
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It's vital that you carefully check your Supplementary Information before
submission as any modification after your paper is published will require a
formal correction.

Please avoid including any "data not shown" statements and instead make
your data available via deposition in a public repository (see 'Availability of
materials and data' for more information).

If any data that is necessary to evaluate the claims of your paper is not
available via a public depository, make sure you provide it as Supplementary
Information.

We do not edit, typeset or proof Supplementary Information, so please
present it clearly and succinctly at initial submission, making sure it conforms
to the style and terminology of the rest of the paper.

To avoid any delays to publication, please follow the guidelines below for
creation, citation and submission of your Supplementary Information:

1. You can combine multiple pieces of Supplementary Information and
supply them as a single composite file. If you wish to keep larger
information (e.g. supplementary videos, spreadsheets [.csv or .xlsx] or
data files) as another separate file you may do so.

2. Designate each item as Supplementary Table, Figure, Video, Audio,
Note, Data, Discussion, Equations or Methods, as appropriate. Number
Supplementary Tables and Figures as, for example, "Supplementary
Table S1". This numbering should be separate from that used in tables
and figures appearing in the main article. Supplementary Note or
Methods should not be numbered; titles for these are optional.

3. Refer to each piece of supplementary material at the appropriate
point(s) in the main article. Be sure to include the word
"Supplementary" each time one is mentioned. Please do not refer to
individual panels of supplementary figures.
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4. Use the following examples as a guide (note: abbreviate "Figure" as
"Fig." when in the middle of a sentence): "Table 1 provides a selected
subset of the most active compounds. The entire list of 96 compounds
can be found as Supplementary Table S1 online." "The biosynthetic
pathway of L-ascorbic acid in animals involves intermediates of the D-
glucuronic acid pathway (see Supplementary Fig. S2 online). Figure 2
shows...".

5. Remember to include a brief title and legend (incorporated into the file
to appear near the image) as part of every figure submitted, and a title
as part of every table.

6. Keep file sizes as small as possible, with a maximum size of 50 MB, so
that they can be downloaded quickly.

7. Supplementary video files should be provided in the standard video
aspects: 4:3, 16:9, 21:9.

If you have any further questions about the submission and preparation of
Supplementary Information, please email: scirep.admin@nature.com.

Figure legends

Please begin your figure legends with a brief title sentence for the whole
figure and continue with a short description of what is shown in each panel.
Use any symbols in sequence and minimise the methodological details as
much as possible. Keep each legend total to no more than 350 words. Provide
text for figure legends in numerical order after the references.

Tables

Please submit any tables in your main article document in an editable format
(Word or TeX/LaTeX, as appropriate), and not as images. Tables that include
statistical analysis of data should describe their standards of error analysis
and ranges in a table legend.

Equations

Include any equations and mathematical expressions in the main text of the
paper. Identify equations that are referred to in the text by parenthetical
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numbers, such as (1), and refer to them in the manuscript as "equation (1)"
etc.

For submissions in a .doc or .docx format, please make sure that all equations
are provided in an editable Word format. You can produce these with the
equation editor included in Microsoft Word.

General figure guidelines

You are responsible for obtaining permission to publish any figures or
illustrations that are protected by copyright, including figures published
elsewhere and pictures taken by professional photographers. We cannot
publish images downloaded from the internet without appropriate
permission.

You should state the source of any images used. If you or one of your co-
authors has drawn the images, please mention this in your
acknowledgements. For software, you should state the name, version number
and URL.

Number any figures separately with Arabic numerals in the order they occur
in the text of the manuscript. Include error bars when appropriate. Include a
description of the statistical treatment of error analysis in the figure legend.

Please do not use schemes. You should submit sequences of chemical
reactions or experimental procedures as figures, with appropriate captions.
You may include in the manuscript a limited number of uncaptioned graphics
depicting chemical structures - each labelled with their name, by a defined
abbreviation, or by the bold Arabic numeral.

Use a clear, sans-serif typeface (for example, Helvetica) for figure lettering.
Use the same typeface in the same font size for all figures in your paper. For
Greek letters, use a 'symbols' font. Put all display items on a white
background, and avoid excessive boxing, unnecessary colour, spurious
decorative effects (such as three-dimensional 'skyscraper' histograms) and
highly pixelated computer drawings. Never truncate the vertical axis of
histograms to exaggerate small differences. Ensure any labelling is of
sufficient size and contrast to be legible, even after appropriate reduction.
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The thinnest lines in the final figure should be no smaller than one point wide.
You will be sent a proof that will include figures.

« Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, bold
letter (a, b, c and so on) in the same type size as used elsewhere in the
figure.

o Lettering in figures should be in lower-case type, with only the first
letter of each label capitalised.

« Units should have a single space between the number and the unit, and
follow SI nomenclature (for example, ms rather than msec) or the
nomenclature common to a particular field.

o Thousands should be separated by commas (1,000).

« Unusual units or abbreviations should be spelled out in full or defined
in the legend.

o Scale bars should be used rather than magnification factors, with the
length of the bar defined on the bar itself rather than in the legend.

In legends, please use visual cues rather than verbal explanations such as
"open red triangles". Avoid unnecessary figures: data presented in small
tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text
instead. Figures should not contain more than one panel unless the parts are
logically connected; each panel of a multipart figure should be sized so that
the whole figure can be reduced by the same amount and reproduced at the
smallest size at which essential details are visible.

Figures for peer review

At the initial submission stage, you may choose to upload separate figure
files or to incorporate figures into the main article file, ensuring that any
figures are of sufficient quality to be clearly legible.

When submitting a revised manuscript, you must upload all figures as
separate figure files, ensuring that the image quality and formatting conforms
to the specifications below.

Figures for publication

You must supply each complete figure as a separate file upload. Multi-
part/panel figures must be prepared and arranged as a single image file
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(including all sub-parts; a, b, ¢, etc.). Please do not upload each panel
individually.

Please read the digital images integrity and standards section of our Editorial
and Publishing Policies. When possible, we prefer to use original digital
figures to ensure the highest-quality reproduction in the journal. When
creating and submitting digital files, please follow the guidelines below.
Failure to do so, or to adhere to the following guidelines, can significantly
delay publication of your work.

Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

1. Line art, graphs, charts and schematics

For optimal results, you should supply all line art, graphs, charts and
schematics in vector format, such as EPS or Al. Please save or export it directly
from the application in which it was made, making sure that data points and
axis labels are clearly legible.

2. Photographic and bitmap images

Please supply all photographic and bitmap images in a bitmap image format
such as tiff, jpg, or psd. If saving tiff files, please ensure that the compression
option is selected to avoid very large file sizes. Please do not supply Word or
Powerpoint files with placed images. Images can be supplied as RGB or CMYK
(note: we will not convert image colour modes).

Figures that do not meet these standards will not reproduce well and may
delay publication until we receive high-resolution images.

3. Chemical structures

Please produce Chemical structures using ChemDraw or a similar program.
All chemical compounds must be assigned a bold, Arabic numeral in the
order in which the compounds are presented in the manuscript text.
Structures should then be exported into a 300 dpi RGB tiff file before being
submitted.
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4. Stereo images

You should present stereo diagrams for divergent 'wall-eyed' viewing, with
the two panels separated by 5.5 cm. In the final accepted version of the
manuscript, you should submit the stereo images at their final page size.

Statistical guidelines

If your paper contains statistical testing, it should state the name of the
statistical test, the n value for each statistical analysis, the comparisons of
interest, a justification for the use of that test (including, for example, a
discussion of the normality of the data when the test is appropriate only for
normal data), the alpha level for all tests, whether the tests were one-tailed
or two-tailed, and the actual P value for each test (not merely "significant” or
"P < 0.05"). Please make it clear what statistical test was used to generate
every P value. Use of the word "significant” should always be accompanied
by a P value; otherwise, use "substantial," "considerable," etc.

Data sets should be summarised with descriptive statistics, which should
include the n value for each data set, a clearly labelled measure of centre
(such as the mean or the median), and a clearly labelled measure of variability
(such as standard deviation or range).

Ranges are more appropriate than standard deviations or standard errors for
small data sets. Graphs should include clearly labelled error bars. You must
state whether a number that follows the + sign is a standard error (s.e.m.) or
a standard deviation (s.d.).

You must justify the use of a particular test and explain whether the data
conforms to the assumptions of the tests. Three errors are particularly
common:

o Multiple comparisons: when making multiple statistical comparisons
on a single data set, you should explain how you adjusted the alpha
level to avoid an inflated Type | error rate, or you should select
statistical tests appropriate for multiple groups (such as ANOVA rather
than a series of t-tests).

« Normal distribution: many statistical tests require that the data be
approximately normally distributed; when using these tests, you should
explain how you tested your data for normality. If the data does not
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meet the assumptions of the test, you should use a non-parametric
alternative instead.

« Small sample size: when the sample size is small (less than about 10),
you should use tests appropriate to small samples or justify the use of
large-sample tests.

Chemical and biological nomenclature and abbreviations

You should identify molecular structures by bold, Arabic numerals assigned
in order of presentation in the text. Once identified in the main text or a
figure, you may refer to compounds by their name, by a defined abbreviation,
or by the bold Arabic numeral (as long as the compound is referred to
consistently as one of these three).

When possible, you should refer to chemical compounds and biomolecules
using systematic nomenclature, preferably using I[IUPAC. You should use
standard chemical and biological abbreviations. Make sure you define
unconventional or specialist abbreviations at their first occurrence in the text.

Gene nomenclature

You should use approved nomenclature for gene symbols, and employ
symbols rather than italicised full names (for example Ttn, not titin). Please
consult the appropriate nomenclature databases for correct gene names and
symbols. A useful resource is Entrez Gene.

You can get approved human gene symbols from HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNOQ), e-mail: hgnc@genenames.orq; see
also www.genenames.org.

You can get approved mouse symbols from The Jackson Laboratory, e-
mail: nomen@informatics.jax.org; see
also www.informatics.jax.org/mgihome/nomen.

For proposed gene names that are not already approved, please submit the
gene symbols to the appropriate nomenclature committees as soon as
possible, as these must be deposited and approved before publication of an
article.
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Avoid listing multiple names of genes (or proteins) separated by a slash, as in
'‘Oct4/Pou5f1', as this is ambiguous (it could mean a ratio, a complex,
alternative names or different subunits). Use one name throughout and
include the other at first mention: 'Oct4 (also known as Pou5f1)".

Characterisation of chemical and biomolecular materials

Scientific Reportsis committed to publishing technically sound research.
Manuscripts submitted to the journal will be held to rigorous standards with
respect to experimental methods and characterisation of new compounds.

You must provide adequate data to support your assignment of identity and
purity for each new compound described in your manuscript. You should
provide a statement confirming the source, identity and purity of known
compounds that are central to the scientific study, even if they are purchased
or resynthesised using published methods.

1. Chemical identity

Chemical identity for organic and organometallic compounds should be
established through spectroscopic analysis. Standard peak listings (see
formatting guidelines below) for TH NMR and proton-decoupled 13C NMR
should be provided for all new compounds. Other NMR data should be
reported (31P NMR, 19F NMR, etc.) when appropriate. For new materials, you
should also provide mass spectral data to support molecular weight identity.
High-resolution mass spectral (HRMS) data is preferred. You may report UV
or IR spectral data for the identification of characteristic functional groups,
when appropriate. You should provide melting-point ranges for crystalline
materials. You may report specific rotations for chiral compounds. You should
provide references, rather than detailed procedures, for known compounds,
unless their protocols represent a departure from or improvement on
published methods.

2. Combinational compound libraries

When describing the preparation of combinatorial libraries, you should
include standard characterisation data for a diverse panel of library
components.
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3. Biomolecular identity

For new biopolymeric materials (oligosaccharides, peptides, nucleic acids,
etc.), direct structural analysis by NMR spectroscopic methods may not be
possible. In these cases, you must provide evidence of identity based on
sequence (when appropriate) and mass spectral characterisation.

4. Biological constructs

You should provide sequencing or functional data that validates the identity
of their biological constructs (plasmids, fusion proteins, site-directed
mutants, etc.) either in the manuscript text or the Methods section, as
appropriate.

5. Sample purity

We request evidence of sample purity for each new compound. Methods for
purity analysis depend on the compound class. For most organic and
organometallic compounds, purity may be demonstrated by high-field 1H
NMR or 13C NMR data, although elemental analysis (£0.4%) is encouraged
for small molecules. You may use quantitative analytical methods including
chromatographic (GC, HPLC, etc.) or electrophoretic analyses to demonstrate
purity for small molecules and polymeric materials.

6. Spectral data

Please provide detailed spectral data for new compounds in list form (see
below) in the Methods section. Figures containing spectra generally will not
be published as a manuscript figure unless the data are directly relevant to
the central conclusions of the paper. You are encouraged to include high-
quality images of spectral data for key compounds in the Supplementary
Information. You should list specific NMR assignments after integration
values only if they were unambiguously determined by multidimensional
NMR or decoupling experiments. You should provide information about how
assignments were made in a general Methods section.

Example format for compound characterisation data. mp: 100-102 °C
(lit.* 99-101 °C); TLC (CHCl::MeOH, 98:2 v/v): Ri = 0.23; [a]o = -21.5 (0.1 M in
n-hexane); '"H NMR (400 MHz, CDCls): & 9.30 (s, TH), 7.55-7.41 (m, 6H), 5.61
(d, J = 5.5 Hz, TH), 540 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 493 (m, 1H), 4.20 (g, J = 8.5 Hz
2H), 2.11 (s, 3H), 1.25 (t, J = 8.5 Hz, 3H); *C NMR (125 MHz, CDCl:): 6 165.4,
165.0, 140.5, 138.7, 131.5, 129.2, 118.6, 84.2, 75.8, 66.7, 37.9, 20.1; IR (Nujol):
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1765 cm-"; UV/Vis: Awx 267 nm; HRMS (m/z): [M]* calcd. for CaxHisCoNOs,
420.0406; found, 420.0412; analysis (calcd., found for CH:sC.NOs): C (57.16,
57.22), H (3.60, 3.61), Cl (16.87, 16.88), N (3.33, 3.33), O (19.04, 19.09).

7. Crystallographic data for small molecules

If your manuscript is reporting new three-dimensional structures of small
molecules from crystallographic analysis, you should include a .cif file and a
structural figure with probability ellipsoids for publication as Supplementary
Information. These  must have been checked using the
IUCR's CheckCIF routine, and you must include a PDF copy of the output with
the submission, together with a justification for any alerts reported. You
should submit crystallographic data for small molecules to the Cambridge
Structural Database and the deposition number referenced appropriately in
the manuscript. Full access must be provided on publication.

8. Macromolecular structural data

If your manuscript is reporting new structures, it should contain a table
summarising structural and refinement statistics. Templates are available for
such tables describing NMR and X-ray crystallography data. To facilitate
assessment of the quality of the structural data, you should submit with the
manuscript a stereo image of a portion of the electron density map (for
crystallography papers) or of the superimposed lowest energy structures
(£10; for NMR papers). If the reported structure represents a novel overall
fold, you should also provide a stereo image of the entire structure (as a
backbone trace).

Registered Reports

Registered Reports are original research articles which undergo peer-review
prior to data collection and analyses. This format is designed to minimize
publication bias and research bias in hypothesis-driven research, while also
allowing the flexibility to conduct exploratory (unregistered) analyses and
report serendipitous findings. If you intend to submit a Registered Report
to Scientific Reports, please refer to detailed guidelines here.
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Food-drug interaction: effects of acai (Euterpe oleracea Mart.) on the
pharmacokinetics of simvastatin metabolized by CYP3A4 in humans

Breno Nunes Aguillar, Rodrigo Pinto da Costa, Elenilze Figueiredo Batista Ferreira, Ryan da
Silva Ramos, Daniel Ricardo da Silva Alves, Patricia Aguirre Bafiuelos, Valéria Veras de Paula,

José Trinidad Pérez Urizar, Gabriel Araujo-Silva, Lilian Grace da Silva Solon

Abstract

The aim of the present study was to investigate the effect of consumption of agai (Euterpe
oleracea Mart.) on the pharmacokinetics of simvastatin through in silico method and clinical
studies. Twelve volunteers received simvastatin on day 1, at dose of 20 mg orally after a 10-
hour overnight fasting. On days 2 to 5, participants ingested 300 mL of acai pulp, twice a day.
On day 6, a dose of simvastatin (20 mg) was co-administered with the agai pulp. The biological
samples were prepared by the protein precipitation and detected by UHPLC-MS, getting a good
separation of simvastatin, ,0-hydroxy acid and the internal standard atorvastatin after 10 min.
The pharmacokinetic data indicate that the area under the plasma concentration—time curves
(AUC) of simvastatin was decreased on average 12,5%. In silico studies showed that the two
main compounds found in acai (Cyanidin 3-glucoside, Cyanidin 3-rutinoside) showed inductive
activity for CYP3A4, which corroborates with the data obtained in plasma quantification. This
way, Euterpe oleracea was found to probably inhibit the metabolism of simvastatin in humans.
Based on the food—drug interaction, persons consumption daily agai pulp should be warned of

this interaction possibility, readjusting the treatment protocol in some cases.

Keywords: hypercholesterolemia; UHPLC/MS, B,0-hydroxy acid, simvastatin, acai, Euterpe

oleracea Mart, pharmacokinetics.
1. Introduction

Hypercolesterolemia is a risk condition for atherosclerosis and early cardiovascular
complications. Among the classes of drugs used to reduce the levels of cholesterol are the statins,
which limit the biosynthesis of cholesterol in the hepatocytes, increasing the absorption of low-
density lipoproteins (LDL) and consequently reducing cholesterol levels. Simvastatin is one of
the most prescribed statins. It is a lipid-lowering drug, very present in the daily lives of patients
with chronic diseases. Therefore, there is a need to expand the study on its pharmacokinetics.
In addition to the food-drug interactions, the pharmacological parameters of statins can be

altered by social habits such as the consumption of some foods and alcohol. Interactions with
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food are commonly associated with the changes in the gastric emptying and pH or other
physiological alteration based in the absorption. In addition to the effects of food on drug
absorption, they can also influence their biotransformation. In the liver and intestine, there is a
family of isoenzymes named cytochrome P450 (CYP), which metabolizes most drugs,
including simvastatin, specifically through CYP3A4. Therefore, the inhibition of this enzyme

may cause changes in its serum concentration.

Previous studies show that some fruit, such as grape fuit and agai, are capable of inhibiting these
enzymes, mainly CYP3A4. Therefore, it is possible that the acai consumption may affect in the
pharmacokinetics of statins. Nonetheless, there is no data in the literature of pre-clinical, in
silico or clinical trials regarding the interaction of acai with this class of drug. Accordingly the
aim of this study was to investigate the effect of agai (Euterpe oleracea Mart.) consumption on

the pharmacokinetics of simvastatin by means of in silico and clinical studies.
2. Methods
2.1. Materials

Simvastatin tablets (SANDOZ®) was obtained from the Brazilian Unified Health System (SUS).
Fresh acai pulp was obtained from a local agai producing company (Acai e frios), located in
Macapéa City, Amapa State, Brazil. Simvastatin and atorvastatin analytical standards were

purchased from Carvalhaes (purity >97%).
2.2. Physicochemical composition and quantification of total anthocyanins in agai pulp

The acai pulp was analyzed according to parameters: moisture content, amount of proteins,
lipids, fibers, total sugar, ash and acidity according to methodologies described by AOAC
(2006) and Zenebon and Pascuet (2005).

The total anthocyanin content was determined using the spectrophotometric method (AOAC,
2006). A hydrochloric acid/water/ethanol solution (1/29/70) was used to extract anthocyanins
from a 10 mL aliquot of the pulp. The extract was centrifuged for 10 minutes at 10.000rpm and
analyzed using a Shimadzu UV 1800 spectrophotometer at wavelengths of 520 nm (Cyanidin
3-glucoside) and 700 nm (Cyanidin 3-rutinoside).

The total anthocyanin content was expressed in cyanidin-3-O-glucoside, which was previously

identified as the main anthocyanin found in acai.

2.3. Clinical studies
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The study met the ethical considerations set out in resolution 466 of December 12, 2012 of the
National Health Council, and was approved by the Research Ethics Committee (CEP) of the
Federal University of Amapa (UNIFAP) under the protocol 3.644.080 after registration on

Brasil Platform.

Twelve healthy male volunteers aged between 20 and 49 years old, with a body mass index
from 19 to 27 kg/m2 were chosen. Participants' health was accessed through physical

examination, vital signs and laboratory tests (hematological, biochemical tests and urinalysis).

The subjects that incet one of those aspects were excluded: use of illicit drugs within 90 days
before the administration of the first dose of simvastatin, used of drugs that induce or inhibit
enzymes that metabolize drugs, allergy to simvastatin, allergic disease that requires treatment
or if they tested positive for hepatitis or human immunodeficiency virus. All participants in this

research consented to participate by singing the informed consent.
2.4. Experimental design

The study was open, where all subjects received two interventions in the same order. Twelve
subjects received simvastatin on day 1, in a dose of 20 mg orally after a 10-hour overnight fast.
Between days 2 to 5, participants ingested 300 mL of Euterpe oleracea pulp, twice a day. On

day 6, a new dose of simvastatin 20mg was co-administered orally to the agai pulp.

All doses were administered with water and subjects were not allowed to intake water in the
next 2 hours after the administration. All individuals were allocated in the Biochemistry
laboratory at the state of university of Amap4, from the administration of simvastatin until the

collection of the last blood sample, 12 hours later, with a return scheduled in 24 hours.
2.5. Blood sample collection

Serial venous blood samples for pharmacokinetic evaluation were obtained in EDTA tubes
using a 22 mm caliber catheter. Blood samples were collected at intervals of 0, 0.17, 0.34, 0.50,

0.75,1, 1.5, 2,4, 6, 12 and 24 hours after administration of simvastatin in each period.

After collection, the samples were centrifuged at 1800rpm for 10 minutes, separating the plasma.
It was stored in microtubes at -80°C until analysis. Plasma concentrations of simvastatin and
B,56-hydroxy acid were determined using ultra-high-performance liquid chromatography

(UHPLC) coupled to a mass spectrometer (MS/MS).

2.6. Chromatographic conditions, sample preparation and validation
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The ultra-performance liquid chromatography system (UHPLC-MS/MS) used for the
determination of analytes was UHPLC-MS/MS system consisting of a Nexera 2 UHPLC
(Shimadzu®) coupled to an 8040 mass spectrometer (Shimadzu®) and a BEH C18 column (1.7
pm, 2.1 x 75 mm) (Waters®, USA).

Chromatographic separation was carried out isocratically, using a mixture of methanol: water
(50:50, v/v) and 1% acidified water with acetic acid as the mobile phase. Before the first
injection, the chromatographic column was equilibrated with the mobile phase for 3 min using
an injection volume of 5 pL. The chromatographic conditions were adjusted aiming for a run
with fewer interferences and better resolution of the analyte peaks. Simvastatin was detected
using the ratio m/z 419.3 > 199.0, atorvastatin (internal standard) m/z 559.09 > 440.21 and
simvastatin acid m/z 453.3 > 239.05.

For sample preparation, a stock solution of simvastatin was prepared from the solubilization of
10 mg of simvastatin in 10 mL of methanol, then 2 mL of this solution was added to 8 mL of

methanol:water (50:50 v/v) obtaining a final solution of 20 pg/mL.

To prepare working solutions in the concentration range of 0.1 ng/mL to 60 ng/mL, the stock
solution was diluted in methanol:water (50:50 v/v). All solutions were previously filtered
through a 0.22 um hydrophilic PTFE membrane before injection into the chromatographic
system. The solutions were used in the preparation of plasma calibration standards. Standard-
unspiked human plasma was screened prior to spiking to ensure the absence of endogenous
interferers on the simvastatin retention times. Plasma protein precipitation was conducted in a
plastic microtube, by adding 50 uL of atorvastatin internal standard, 500 pL of plasma, and 500
uL of acetonitrile. The mixture was vortexed for 1 minute and centrifuged for 10 minutes at
15.000 rpm under refrigeration. The supernatant was filtered, added to another vial and injected

into UHPLC-MS/MS.

The analytical method validation was carried out according to the Resolution of the Collegiate
Board - RDC n° 166, of July 24, 2017 of the Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA):
accuracy verified from at least 9 determinations, contemplating the linear range of the analytical
method, in low, medium and high concentrations, with 3 replicates at each level; Repeatability
and intermediate precision demonstrated by the dispersion of the results, calculating the relative
standard deviation (DPR) of the series of measurements. Standard calibration solutions for
blank plasma samples were prepared by adding 30 pL of appropriate stock solutions of selected

drugs to 270 pL of drug-free plasma provided by healthy volunteers.
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Solution linearity and plasma linearity of simvastatin were measured at eight concentrations
between 1 — 60 ng/mL, with quality control points low (1.5 ng/mL), medium (20 ng/mL) and

high (40 ng/mL). B,56-hydroxy acid was measured in simvastatin equivalent.

For recovery, selectivity was performed by chromatographic methods proving the
chromatographic purity of the analyte signal; Limit of detection was demonstrated by obtaining
the smallest amount of analyte present in the sample that can be detected, however, not
necessarily quantified, under the established experimental conditions; Limit of quantification
was the smallest amount of the sample analyte that could be determined with acceptable
precision and accuracy under the established experimental conditions; Linearity: at least 5
different concentrations of the reference substance were used for solutions prepared in at least
triplicate, evaluating whether there was a linear relationship; and interval was establishing a

high, medium and low concentration of the analyte.
2.7. Statistics

The pharmacokinetic parameters for simvastatin and 3,6-hydroxy acid were determined by the
non-compartmental method using Pk Solver (Zhang et al., 2010): area under the plasma
concentration-time curve from time zero to the time of the last quantifiable concentration (AUC
0-t); Cmax; time to reach Cmax (tmax); terminal elimination half-life (t1/2); volume of
distribution (Vd); average residence time from 0 to infinity (MRT 0-inf); and clearance (Cl).
Log-transformed AUClast and Cmax of simvastatin, ,6-hydroxy acid compared between
interventions using a mixed-effects model, and results presented as geometric least squares
mean ratio (GMR) and 90% confidence interval (CI) . All statistical analyzes were performed

using R, and considered significant at the p<0.05 level using a two-sided test.
2.8. In silico studies

Fifty chemical structures (Table 1) identified and described in the literature for the species
Euterpe oleracea (Acgai) were used to study the in-silico evaluation of receptor/ligand

interaction to obtain a potential inhibitory agent of Cytochrome P4503A4.
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Table 1 Chemical components identified and described in the literature in the species Euterpe

oleracea (Acgai).

# Molecules Pubchem Reference
CID
1 Cyanidin 3-glucoside 4481259 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Gordon et al., 2012)
2 Cyanidin 3-rutinoside 441674 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Gordon et al., 2012)
3 | 3,4-Dihydroxybenzoic acid 72 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Dias et al., 2013)
4 4-Hydroxybenzoic acid 135 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Dias et al., 2013)
5 Vanillicacid 8468 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Dias et al., 2013)
6 Caffeicacid 689043 (Carvalho et al., 2017; Dias et al., 2013;
Gordon et al., 2012)
7 Syringicacid 10742 (Carvalho et al., 2017; Dias et al., 2013;
Gordon et al., 2012)
8 p-Coumaricacid 637542 (Carvalho et al., 2017; Dias et al., 2013)
9 Isoorientin 114776 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Dias et al., 2013; Pacheco-Palencia
et al., 2009)
10 Orientin 5281675 (Brunschwig et al., 2017; Carvalho et al.,
2017; Dias et al., 2013; Pacheco-Palencia
et al., 2009)
11 Ferulicacid 445858 (Carvalho et al., 2017)
12 Cyanidin-3-O- 6602304 (Silva Cedrim et al., 2018)
sambubioside chloride
13 Peonidin 3-rutinoside 44256842 | (Brunschwig et al., 2017; Silva Cedrim et
al., 2018)
14 | Pelargonidin-3- glucoside 443648 (Brunschwig et al., 2017)
15| Delphinidol 3-glucoside 443650 (Brunschwig et al., 2017)
16 | 3-O-caffeoylquinic acid 1794427 (Gordon et al., 2012)
17 | 4-O-caffeoylquinic acid 9798666 (Gordon et al., 2012)
18 | 5-O-caffeoylquinic acid 5280633 (Gordon et al., 2012)
19 | 3-O-caffeoylshikimic acid 10131826 (Gordon et al., 2012)
20 | 4-O-caffeoylshikimic acid | 49821869 (Gordon et al., 2012)
21 | 5-O-caffeoylshikimic acid 5281762 (Gordon et al., 2012)
22 Apigenin 5280443 (Gordon et al., 2012)
23 | Apigenin 8-C-glucoside 5280441 (Dias et al., 2013; Gordon et al., 2012)
24 | Apigenin 6-C-glucoside 162350 (Gordon et al., 2012)
25 Luteolin 5280445 (Dias et al., 2013; Gordon et al., 2012;
Pacheco-Palencia et al., 2009)
26 | Luteolin 8-C-glucoside 5281675 (Gordon et al., 2012)
27 Luteolin 6-C-glucoside 114776 (Gordon et al., 2012)
28 (+)-Catechin 9064 (Brunschwig et al., 2017; Dias et al.,
2013)
29 Luteolindi-glucoside 44258093 (Brunschwig et al., 2017)
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30 (-)-Epicatechin 72276 (Brunschwig et al., 2017)

31 Taxifolin 7-glucoside 14282775 (Brunschwig et al., 2017)

32 Isovitexin-7-olate 25202038 (Brunschwig et al., 2017)

33 Taxifolindeoxyhexose - (Brunschwig et al., 2017)

34 Procyanidindimer B5 131752343 (Brunschwig et al., 2017)

35 Isovitexin 162350 (Brunschwig et al., 2017; Dias et al.,
2013; Pacheco-Palencia et al., 2009)

36 Scoparin 20055255 (Brunschwig et al., 2017)

37 Procyanidin B1 11250133 (Brunschwig et al., 2017)

38 Procyanidin C1 169853 (Brunschwig et al., 2017)

39 Quercetin 3-glucoside 5280804 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

40 | Kaempferol 3-Rutinoside 5318767 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

41 Rutin 5280805 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

42 | (+)-Dihydrokaempferol 122850 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

43 Chrysoeriol 5280666 | (Dias et al., 2013; Pacheco-Palencia et al.,

2009)

44 Eriodictyol 440735 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

45 Quercetin 5280343 (Pacheco-Palencia et al., 2009)

46 Gallicacid 370 (Dias et al., 2013)

47 Chlorogenicacid 1794427 (Dias et al., 2013)

48 | Luteolin 7-O-glucoside 5280637 (Dias et al., 2013)

49 | Chrysoeriol 7-O-glucoside | 11294177 (Dias et al., 2013)

50 Taxifolin 439533 (Dias etal., 2013)

Chemical structures were drawn using ChemDraw Ultra 12.0 software and used in MDL
Molfile (.mol) format. Then, the geometric optimization of the 3D structure was performed in
the ChemSketch software by the Molecular Mechanics method (MM+) with the force field
initially based on the CHARMM parameterization (Brooks et al., 1983.; Laxmi, 2017; Mweene
&Muzaza, 2020).

2.8.1. Molecular docking

In this step, the molecules were used in molecular docking with analysis of
conformations, mode of interaction, and binding affinity with the receptor via energy
classification function, which indicates the order of the best free energy score (AG) values (R.

da S. Ramos et al., 2019; R. S. Ramos et al., 2020, 2022).

2.8.2. Selection the target of crystal structure

The crystal structure of Cytochrome P450 3A4 complexed with tert-butyl {6-ox0-6-
[(pyridin-3-ylmethyl)amino]hexyl}carbamate (PK9) was downloaded from the Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/) (accessed on: 11/01/2022) witch PDB ID 4D75 and 2.25 A
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resolution (Kaur et al.,, 2016). PK9, Fluconazole, Chloramphenicol, Clarithromycin and
Ritonavir were utilized as positive controls in the molecular docking study.
2.8.3. Study of molecular docking

The crystal structure used in the molecular docking was prepared using the Discovery
Studio® software (v.16, 2015) [11] to remove residual water and cofactors. The protein
structure was protonated using Propka 3.0 (Olsson et al., 2011) to pH= 7, and the energies were
minimized using UCSF Chimera® 1.16. In the study of molecular docking, the Cytochrome
P450 3A4 receptor and potential ligands were used with flexible simulations in AutoDock
4.2/Vina 1.1.2 and PyRx 0.8.30 (https://pyrx.sourceforge.io).

The receptor-ligand complex was used to define the x, y and z average spatial
coordinates of the binding site to assign dimension values and the center grid box for molecular
docking simulations. The coordinates used for the center of the grid are shower in Table 2.

Table 2 Data from protocols used for molecular docking simulations.

Target Ligand Coordenadas Dimensoes
Grid Grid
Cytochrome P450 tert-butyl {6-ox0-6-[(pyridin-3- X=-20.379 20 x
3A4 ylmethyl)amino]hexyl}carbamate Y=-19.450 18y
Z=-10.761 24 z

2.8.4. Prediction of biological activity by virtual screening
After, the molecular docking study of the potential candidates were submitted to the
online Way2Drug PASS web server for biological activity predictions

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline) (Goel et al., 2011). Using PASS, it was possible to

discover the effects of a molecule based entirely on the molecular formula using MNA
(multilevel neighboring atoms) descriptors, suggesting that the biological activity is in the
function of its chemical structure, in which it is possible to assign the Potential to be active (Pa)

and to be inactive (P1) (Ferreira et al., 2019; Kirchmair et al., 2015.).
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3. Results
3.1. Physicochemical evaluation of agai pulp
The results of physicochemical analysis are presented in Table 3.

Table 3. Physicochemical evaluation of acai pulp

Variable Mean Standard deviation
Humidity (%) 84.12 0.25
Lipids (%) 8.9 0.61
Proteins (%) 3.39 0.28
Fibers (%) 9.32 0.22
Total anthocyanins 62.5 3.1
(mg/100 g)

The moisture value obtained for the agai pulp used in this study was 84.12%, similar to that
found by Nascimento and cols (2008) who found a content of 89.18%. Agai pulp is extracted
from the edible part of the fruit through softening by hydration. Therefore, the high humidity is
linked to the way of extracting the pulp.

Regarding the anthocyanins, the pulp used has a content of 62.5 mg/100g, demonstrating that

fruits are rich in anthocyanins, mainly cyanidin 3-O glucoside.

Silvaetal., 2017 found similar results, reporting a content of 73.54 mg/100g of agai pulp. Santos
et al (2008) found levels of 13.93 to 54.18 mg/100g of total anthocyanins when analyzing
twelve pulps sold in Fortaleza, the city of Brazil. In another research, Tonon, Brabet and

Hubinger (2009) found 32.81 mg/100g of anthocyanins in agai pulp sold in Belém, Brazil.

The amount of anthocyanins founded in the pulp vary between different authors since
anthocyanins are unstable substances that can be degraded by heat and light and therefore

adequate packaging is important for this product.
3.2. Effect of agai ingestion on the pharmacokinetic of simvastatin

Simvastatin is a semi-synthetic derivative of lovastatin (TALREJA, KERNDT and
CASSAGNOL, 2018), which is produced biosynthetically from the fungus Aspergillus terreus
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(KUMAR AND JAIN, 2012) and has a high log P value, resulting in high hepatic absorption

and high efficacy in the control of the cholesterol biosynthesis.

Simvastatin is administered as the inactive lactone derivative that is further metabolically
activated to B-hydroxyacid by a combination of spontaneous chemical conversion and enzyme-
mediated hydrolysis by nonspecific carboxyesterases in the intestinal wall, liver, and plasma.
Oxidative metabolism in the liver is mediated mainly by CYP3A4 and CYP3AS, (Figure 1)
with the remaining of metabolism occurring through CYP2C8 and CYP2C9 (TUBIC-
GROZDANIS et al., 2008)

The increase or decrease in AUC and Cmax of simvastatin can be explained by the inhibition
or induction of CYP 3A4, which acts on first-pass metabolism in the intestinal wall. Due to its
extensive first-pass metabolism, simvastatin is susceptible to drug-drug and drug-food

interactions (NEUVONEN et al., 1998).

Figure 1. Simvastatin metabolism route by CYP 3A4 and CYP 3AS5
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There is some concern that some substances that may affect the metabolism of simvastatin may
also trigger its adverse effects. Plasma concentrations of the active form of simvastatin can be
significantly increased by CYP 3AS5 inhibitors. Other substances can accelerate or inhibit
metabolism through enzymes that metabolize statins, generating the toxic effects of this class
of drugs (LIU et al., 2019). Some substances found in agai pulp are capable of inhibiting some
CYP group enzymes. A study by Srovnalova and colleagues (2014) demonstrated that
anthocyanins and anthocyanidins can inhibit CYP 3A4 as cyanidin 3-O rhaminoside (>75%
inhibition, IC50 = 44 uM) and two delphinidin glycosides significantly inhibited CYP 3A4 and
CYP 2C9. In the present study, it was observed that after ingesting acai, individuals showed
significant changes in the pharmacokinetic profile of simvastatin and simvastatin acid, such as:
decrease in maximum concentration (Cmax), area under curve (AUC), volume of distribution
(Vd); clearance (Cl); elimination constant (Ke); and Lambda (X). Moreover, for f3,5-
hydroxyacid, a significant increment on its half-life time (t1/2), mean residence time (MRT)

and clearance were observed, while Cmax and AUC values showed a significant reduction.

(Table 4).

Table 4. Pharmacokinetic parameters of simvastatin and ,6-hydroxyacid before and after acai

ingestion

PK parameter Simvastatin Simvastatin + acai | B,o- B3,6-hydroxyacid
hydroxyacid + acai

Ke (1 1/h) 0,08+0,04 0,11+0,10 0,21+0,13 0,16+0,09
t1/2 (h) 13,64+10,62 12,66+13,83 4,17+2,26 5,89+3,88*
Tmax (h) 0,96+0,57 0,91+0,57 0,95+0,63 1,17+1,67
Cmax (ng/mL) | 23,23+15,01 | 18,23+16,18* 2,09+1,26 1,54+1,42%%*
AUC 0-t | 243,93+193,79 | 213,41+203,41*** | 12,96+10,24 11,29+13,20**
(ng/mL*h)
MRT O-inf_obs | 22,68+11,92 22,42+18,14 165,21+123,80 | 224,49+227,48*
(h)
Vd 2,27+1,99 2,43+2,62** 21,95+27,16 102,38+231,38
(mg)/(ng/mL)
Cl 0,11+0,08 0,13+0,09* 4,87+7,57 8,24+13,24***
(mg)/(ng/m)/h

* Low statistical significance  ** Medium statistical significance = *** High statistical significance
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Figures 2 and 3 show the concentration curve of simvastatin and 3,0-hydroxy acid before and

after ingestion of agai for 24 hours.

Figure 2. Simvastatin concentration curve before and after agai ingestion
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Simvastatin plasma concentration (ng/mL)

hours

Figure 3. B,0-hydroxy acid concentration curve before and after agai ingestion
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Simvastatin acid plasma concentration

hours

In order to confirm the data obtained in clinical research, anthocyanidins were monitored for
their activity in silico. The two main compounds (Cyanidin 3-glucoside, Cyanidin 3-rutinoside)
showed inductive activity for CYP 3A4, which corroborates the data obtained in the

quantification of blood plasma.
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The results of molecular docking protocols were considered satisfactory, as the
posetorientation+relative  torsion of the  crystallographic ligand and  the
pose-+torientation+torsion (docking) of the simulations were considered similar. The RMSD
value between PK9 crystallographic ligand atoms and the docking pose was calculated to be
1.85A. When the RMSD values are <2 A, the docking protocol is considered satisfactory as it
presents similarity to the experimental model (R. S. Ramos et al., 2020, 2022). Interactions
were quantified in terms of binding affinity relative to control (PK9) and potential Cytochrome

P450 3A4 inhibitors.

Inhibitors with the best score in terms of binding affinity were Taxifolin deoxyhexose (C),
Scoparin (D), Eriodictyol (E), Chrysoeriol (F), and Taxifolin (G) in which the interactions were
similar to those observed in the PK9 control for the amino acid residues Ser119, Arg212, Ala305,
and Ala370 and with less recurrent Thr309. These interaction contributions corroborate the
literature data for classification of potential active constituents inhibitors of CYP3A4 (Kaur et

al., 2016; Niwa et al., 2010), as shown in Table 5.

Table 5 Binding affinity results and main interactions at the Cytochrome P450 3A4 receptor.
BA- Binding Affinity (kcal/mol).

Compllei:ga(r:g;:eptor- BA* H-Bond Lipophilic Interactions
PK9 -5.5 Arg212 Phe215, Ala305, Ala370, Met371
Fluconazole -6.0 Phe304 Phel08, Phe304, Ala305
Chloramphenicol -5.0 Arg212, Ala370 Phe304, Ala370
Clarithromycin 16.2 Argl105 Ph3108, Ser119, 1le120, Arg212,
Phe213, Phe215, Cys442
Ritonavir -0.1 Cys442 Phel08, 11120, Arg212, Phe215,
Phe304, 11e369, Ala370
Taxifolindeoxyhexose | -6.6 Ser119, Arg212 Ala305, Ala370
Scoparin -6.6 Ser119, Arg212 Phel08, Arg212, Ph304, Thr309,
11e369, Ala370
Eriodictyol -5.6 -- 11e369, Ala370
Chrysoeriol -5.7 Arg212 Phel08, 11e369, Phe304, Trh309,
Ala370
Taxifolin -5.6 11369, Phe304, Arg212, Ala305, Ala370
Ala370

Biological activity prediction via the PASS web server resulted in the data shown in Table 6.
Fluconazole, Chloramphenicol, Clarithromycin and Ritonavir showed CYP3A4 inhibitor and

substrate activity except for PK9, which corroborates the results in the literature (Kaur et al.,
2016).
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Table 6 Biological activity prediction values of selected potential ligands. Pa - potential to be

active; "Pi- potential to be inactive.

Ligand (Pa)® | (Pi)° | Biological activity prediction
PK9 -- - --
0,842 | 0,005 CYP3A4 inducer
Cyanidin 3-glucoside | 0,355 | 0,113 CYP3A4 substrate
0,487 | 0,041 CYP3AS5 substrate
0,871 | 0,004 CYP3A4 inducer
Cyanidin 3-rutinoside | 0,676 | 0,029 CYP3A4 substrate
0,597 | 0,025 CYP3AD5 substrate
0.682 | 0.004 CYP3A4 inhibitor
Fluconazole
0.618 | 0.037 CYP3A4 substrate
) 0.278 | 0.044 CYP3A4 inhibitor
Chloramphenicol
0.428 | 0.080 CYP3A4 substrate
0.519 | 0.005 CYP3A4 inhibitor
Clarithromycin
0.974 | 0.001 CYP3A4 substrate
Ritonavir 0.490 | 0.005 CYP3A4 inhibitor
0.888 | 0.003 CYP3A4 inducer
Taxifolindeoxyhexose
0.594 | 0.042 CYP3A4 substrate
_ 0.834 | 0.005 CYP3A4 inducer
Scoparin
0.296 | 0.153 CYP3A4 substrate
0.800 | 0.007 CYP3A4 inducer
Eriodictyol 0.563 | 0.050 CYP3A4 substrate
0.178 | 0.153 CYP3A4 inhibitor
0.846 | 0.005 CYP3A4 inducer
Chrysoeriol 0.609 | 0.039 CYP3A4 substrate
0.216 | 0.103 CYP3A4 inhibitor
o 0.860 | 0.004 CYP3A4 inducer
Taxifolin
0.397 | 0.090 CYP3A4 substrate
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4. Discussion

Concerning simvastatin pharmacokinetics, the peak plasma concentration of j3,6-hydroxy acid
is reached between 1.3 and 2.4 hours after ingesting a single dose of simvastatin. Although the
recommended therapeutic dosage is 10 to 40 mg daily, there is no deviation from the linearity
of the area under the curve (AUC) with a dose increased up to 120 mg. Regarding the fasting
state, the plasma profile is not affected when simvastatin was administered immediately before
a meal (Food and Drug Administration, 2012). In a study with 17 healthy volunteers who
ingested 40 mg simvastatin tablets, the main pharmacokinetic parameters found were: Tmax=
1.44 hours, Cmax=9.83 pg/L, T1/2=4.85 hours and AUC= 40.32 pg.h/L (Zhaou et al., 2013).
In animal studies, following oral administration, simvastatin reached higher concentrations in
the liver than in non-target tissues. However, as simvastatin undergoes extensive first-pass
metabolism, systemic bioavailability is low. In a single-dose study in nine healthy subjects, it
was estimated that less than 5% of an oral dose of simvastatin reached the general circulation
in the form of active inhibitors (Health Canada Monograph, 2012).

According to a study carried out by Rindone (1999), which aimed to evaluate the response to
lower doses of simvastatin in patients with hypercholesterolemia, they demonstrated that more
than 80% of patients who received doses of 2.5 to 10 mg/day had a satisfactory reduction and
control of the lipid profile compared to patients who received doses of 40 mg/day.

Simvastatin is a semi-synthetic derivative of lovastatin (TALREJA, KERNDT and
CASSAGNOL, 2018), which is produced biosynthetically from the fungus Aspergillusterreus
(KUMAR AND JAIN, 2012) and has a high log P value, resulting in high hepatic absorption
and high efficacy. in the control of cholesterol synthesis.

The main active metabolites of simvastatin are the [,0-hydroxyacid metabolite and its
derivatives 6'-hydroxy, 6'-hydroxymethyl and 6'-exomethylene. Polymorphisms in the
CYP3AS5 gene have been shown to affect simvastatin disposition and may provide a plausible
explanation for the interindividual variability of simvastatin disposition and pharmacokinetics
(KIM et al, 2007).

Similar to other statins, simvastatin has two moieties, a dihydroxyheptanoic acid unit
(pharmacophore) and a ring system with lipophilic substituents. It contains a modified
hydroxyglutaric acid component, which structurally resembles the 3-hydroxyglutaryl unit of
both the substrate (HMG CoA) and the transition state intermediate mevalonylCoA, making
simvastatin a potent competitive inhibitor of HMG-CoA reductase (LENNERNAS AND
FAGER , 1997; ROCHE, 2005).
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The most associated adverse effects to statins are myopathy and asymptomatic increase in
hepatic transaminases, which can lead to hepatotoxicity. In one widely reported case known as
the "lipobay incident," 31 documented cases in which patients taking cerivastatin died from
severe myopathy due to dissolution of striated muscle, which has since drawn attention to the
risks of statin use (Zeman, Zak , Vecka and Romaniv, 2003). Statin-associated muscle
symptoms are reported by 10 to 29% of patients in clinical practices, which are a major
determinant of statin nonadherence, discontinuation and switching (Jacobson, Khan, Maki,
Brinton, & Cohen, 2017).

Although statins are the most widely prescribed class of drugs for coronary arterial disease, a
recent cross-sectional study conducted among 300 adult patients with coronary arterial disease
visiting the outpatient clinic of a tertiary care hospital in northern India, who were receiving
statins for their diagnosis, revealed that myopathy and muscle-related diseases, such as muscle
pain, cramps and muscle weakness, were the most prevalent side effects (32, 34 and 47%,
respectively), followed by numbness, tingling and blazing in the extremities (31%)
( Mulchandani, Lyngdoh, Chakraborty, & Kakkar, 2017). Furthermore, joint pain and cognitive
impairments were observed in almost 20% of patients (Mulchandani et al., 2017).

Studies have clearly demonstrated that statins can cause idiosyncratic hepatotoxicity. Statins
are also known to increase alanine aminotransferase (ALT), with a slight dose dependence, as
ALT increases for higher statin doses (Schulze & Glass, 2012). Although statins can be
administered to hepatopathic patients, this can cause a certain degree of liver toxicity.

In addition to myopathy, commonly used statins also increase the risk of hyperkalemia
(Deska&Nowicki, 2017). Treatment options for hypercholesterolemia in patients with statin
intolerance and myotonic dystrophy are currently limited, with some patients developing severe
myalgias in the proximal lower and upper extremities shortly after simvastatin treatment, along
with an increase in serum creatine kinase (CK) to 317 U/L (Shakir, Shin, Hoang & Mai, 2017).
Patients treated with various statins, including rosuvastatin, subsequently had similar outcomes
(Shakir et al., 2017).

Although the only truly reliable adverse effects caused by statins are muscle-related, type 2
diabetes and probably hemorrhagic infarction (Collins et al., 2016; Newman et al., 2019), it is
necessary to consider all clinical manifestations of the toxicity and intolerance induced by
statins, which can directly impact therapeutic adherence.

A natural product known to also inhibit CYP 3A4 is grapefruit juice. Lijia and collaborators
(2003) demonstrated that 10 healthy volunteers were divided into 2 groups where one group

ingested 200 mL of grapefruit juice and the other ingested water and were subsequently
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administered 40 mg simvastatin tablets and evaluated for 24 hours. Grapefruit juice was shown
to considerably increase the plasma concentration of simvastatin in all participants with the
mean AUC increased by 3.6-fold and the mean Cmax increased by 3.9-fold, but without a
significant change in t1/2. In relation to simvastatin 8,6-hydroxy acid there was a 3.3-fold and

4.3-fold increase in mean AUC and mean Cmax, respectively.

The same author subsequently evaluated the duration of the CYP 3A4 inhibitory effect of
simvastatin and its B,0-hydroxyacid metabolite. It was observed that when simvastatin was
administered with the ingestion of grapeftuit juice, the mean Cmax and AUC increased by 12.0

and 13.5 times (Lilja, Kivisto, and Neuvonen, 2000).

When simvastatin was administered 24 hours after the last ingestion of grapefruit juice, the
mean Cmax and AUC increased 2.4 and 2.1 times and for the hydroxy acid the increase was
5.0 and 4.5 times. Another parameter evaluated was clearance, where it was observed that the
clearance after ingestion of grapefruit juice was 15 times lower than the clearance in the control
group and after 24 hours the clearance was 2 times lower than the clearance in the control group

(Lilja, Kivisto and Neuvonen, 2000).

Other authors used St. John's wort, a potent CYP 3A4 inducer, in 16 healthy patients using 10
mg simvastatin tablets and analyzed for 24 hours. Treatment with this herb demonstrated a
decrease in the plasma concentration of simvastatin and its active metabolite. St. John's wort
reduced AUC by 0.66 times and Cmax by 0.88 times, but without statistical significance
(SUGIMOTO et al., 2001).

For CYP3A4 substrates, a certain degree of drug interaction is expected at the level of the
intestinal wall due to the anatomical position of the small intestine. It represents the first in the
series of first-pass eliminative organs and, therefore, is exposed to a high concentration of
inhibitors or inducers administered orally. Several in vitro studies have evaluated the catalytic
activity of intestinal P450 enzymes compared to the liver (OBACH et al., 2001; VON
RICHTER et al, 2004).

Other studies have demonstrated that anthocyanins and anthocyanidins are weak inhibitors of
CYP 3A4, with IC50 values ranging between 12.2 and 249 uM (DREISEITEL et al., 2008). In
relation to other CYPs, such as CYP 2D6, anthocyanins and anthocyanidins had IC50 values
between 55 and 800 uM (DREISEITEL et al., 2009). Based on the food—drug interaction,

persons taking daily acai should be warned of simvastatin interaction possibility.
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