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RESUMO

ESTUDO DA TOXICIDADE HEPATICA DA trans-DESIDROCROTONINA (t-
DCTN), UM DITERPENO OBTIDO DA Croton cajucara BENTH, E DE
ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS PREVENTIVAS EM MODELOS ANIMALIS.
Alana Fonteles Lima Rabelo. Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Programa de
P6s-Graduacdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Faculdade de
Medicina. Universidade Federal do Ceara, 2008.

A trans-desidrocrotonina (+-DCTN) é o principal composto diterpendide presente no extrato
da casca do caule de Crofon cajucara (Euphorbiaceae). Este diterpeno possui um amplo
espectro de atividades farmacolédgicas que inclui antiinflamatéria, antinociceptiva, e efeitos
hipoglicemiante e hipolipidémico. Substancias com esse perfil farmacoldgico sdo comumente
associadas a efeitos deletérios sobre o figado. Tendo em vista que estudos in vitro e in vivo
mostraram uma hepatotoxicidade da ~-DCTN, o presente estudo objetivou analisar em maior
profundidade o seu potencial em causar dano hepdtico e, entdo, buscar estratégias
farmacoldgicas para mitigar tal toxicidade. Desta forma, os experimentos iniciais foram
direcionados para observacdo do dano hepdtico em camundongos que receberam, por
gavagem, uma tnica (aguda) ou repetidas administragdes de +~-DCTN, em doses que variam de
10 a 300 mg/kg. A segunda série de experiéncias foi projetada para avaliar os efeitos do (i)
pré-condicionamento com a menor dose de +~-DCTN (10 mg/kg) ou etanol (1 g/kg), e do (i1)
pré-tratamento com Vitamina E ou N-acetilcisteina (NAC) no dano hepatico associado a altas
doses de -DCTN em camundongos. Um possivel envolvimento de NO também foi verificado
no efeito pré-condicionante de -DCTN e/ou Etanol. -DCTN em doses mais altas (100 e 300
mg/kg, v.0.) causou dano hepatico severo, comprovado por aumentos significativos (p
<0,001) nos niveis séricos de ALT e AST e por alteracdes histopatoldgicas, quando
administrada isolada ou repetidamente. Em contraste, as doses de 10 e 30 mg/kg ndo
promoveram alteracdes significantes, sugerindo que a toxicidade da #+-DCTN é dose
dependente. O pré-condicionamento farmacolégico com +-DCTN (10 mg/kg, v.o.) e Etanol (1
g/kg, v.0.) atenuaram significativamente (p <0,001) a hepatotoxicidade associada a alta dose
(100 mg/kg) de +-DCTN, como comprovado pela reducdo na atividade das transaminases
séricas, como também nas lesdes hepdticas. A suplementagdo em camundongos com L-
arginina, um substrato para geracdo de NO, preveniu parcialmente o efeito hepatotdxico da ¢-
DCTN, possivelmente devido a um aumento na microcirculagdo hepatica. Adicionalmente, o
pré-tratamento com Vitamina E, mas nio com NAC, reduziu efetivamente os efeitos
hepatotéxicos de --DCTN, comprovado pela diminui¢do dos niveis séricos de ALT e AST, de
TBARS hepatico e das alteracdes histolégicas. Isto sugere que Vitamina E protege contra o
aumento da peroxidacdo lipidica hepdtica promovido por alta dose de t+-DCTN.
Paradoxalmente, comparada a outros hepatotoxicantes relatados na literatura, a +-DCTN
aumenta os niveis de glutationa hepdtica que pode ser uma conseqiiéncia do estresse oxidativo
prolongado. Em conjunto, estes resultados confirmam as observacdes anteriores sobre o
potencial hepatotéxico da +-DCTN e sugerem que um aumento no estresse oxidativo e na
peroxidacdo lipidica das membranas dos hepatdcitos contribui para o dano hepatico desse
diterpeno. A suplementagdo com Vitamina E, um antioxidante lipossolivel, ou o pré-
condicionamento com doses menores de +-DCTN ou etanol poderiam ser profilaticamente ttil
para superar os efeitos hepatotéxicos de r-DCTN.

Palavras-chave: Croton cajucara, trans-desidrocrotonina, diterpenos, hipoglicemiantes,
hepatotoxicidade.



ABSTRACT

STUDIES ON THE HEPATOTOXICITY OF trans- DEHYDROCROTONIN (#-DCTN),
A DITERPENE ISOLATED FROM Croton cajucara BENTH, AND THE
PHARMACOLOGICAL STRATEGIES FOR PREVENTION IN ANIMAL MODELS.
Alana Fonteles Lima Rabelo. Principal Advisor: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao.
Dissertation submitted in partial fulfillment to obtain the Master’s Degree in Pharmacology,
Post-Graduate Programme in Pharmacology, Department of Physiology and Pharmacology,
Faculty of Medicine, Federal University of Ceard, 2008.

The trans-dehydrocrotonin (--DCTN) is a major diterpenoid compound present in bark
extracts of Croton cajucara (Euphorbiaceae) stem. This diterpene possesses a wide spectrum
of pharmacological activity that include anti-inflammatory, antinociceptive, hypoglycemic
and antihyperlipidemic effects. Deleterious effects on liver are not uncommon with
substances having this pharmacological profile. Keeping in view the reported hepatotoxicity
of --DCTN in vitro and in vivo, the present study was carried out to analyse in greater depth
its potential to cause hepatic damage and then to seek pharmacological strategies to mitigate
such a toxicity. Accordingly, our initial experiments were aimed to observe the hepatic
damage in mice that received the single (acute) or repeated administrations of --DCTN by oral
gavage, at doses ranging from 10 to 300 mg/kg. The second series of experiments were
designed to evaluate the effects of (i) pre-conditioning with a smaller dose ~-DCTN or
ethanol, and (ii) pre-treatments with Vitamin E or NAC on high-dose -associated hepatic
injury in mice. A possible involvement of NO was also verified on the pre-conditioning
effects of ~-DCTN and or Ethanol. +-DCTN at higher doses (100 e 300 mg/kg, v.o.) caused
severe hepatic damage as evidenced by significant (p<0,001) increases in the serum levels of
ALT and AST and histopathological alterations, whether administered singly or repeatedly. In
contrast, at the doses of 10 e 30 mg/kg, there were no significant alterations suggesting that
the toxicity is a dose-related one. Pharmacological pre-conditioning with ~-DCTN (10 mg/kg,
p.o.) e Ethanol (1 g/kg, p.o.) significantly (p<0,001) attenuated the high-dose ~-DCTN (100
mg/kg) -associated hepatotoxicity, as evidenced by reductions in serum enzyme activities as
well as the hepatic lesions. In mice supplemented with L-arginine, the substrate for NO
generation only partially prevented the hepatotoxic effect of --DCTN most possibly due to an
improved hepatic microcirculation. Additionally, pre-treatment with Vitamin E but not the
NAC effectively reduced hepatotoxic effect of -DCTN, evidenced by diminished serum
levels of ALT, AST and hepatic TBARS and histological alterations. This suggests that
Vitamine E protects against the increased hepatic lipid peroxidation promoted by high-dose ¢-
DCTN. Paradoxically, compared to other hepatotoxicants reported in literature, -DCTN
enhanced the hepatic glutathione levels, which may be a consequence of prolonged oxidative
stress. Taken together, these results confirm the earlier observations on the hepatotoxic
potential of -DCTN and suggest that an increased oxidative stress and lipid peroxidation of
hepatocyte membranes contributes to hepatic damage. Supplementation with liposoluble
antioxidant Vitamina E, or pré-conditioning with smaller doses of +-DCTN or ethanol might
be useful prophylactically to overcome hepatotoxic effects of -DCTN.

Key-words:  Croton  cajucara, trans-dehydrocrotonin, diterpenes, hypoglycemic,
hepatotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais

As plantas medicinais consistem em uma estratégia alternativa na procura de novos
agentes terapéuticos, sendo uma das mais antigas armas empregadas para o tratamento das
doencas humanas e muito ja se conhece a respeito de seu uso popular. As primeiras descri¢des
sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as sagradas escrituras e ao papiro de
Ebers onde, este ultimo, enumera cerca de 100 doengas e descreve um grande nimero de
drogas de natureza animal e vegetal (PINTO et al., 2002). Com os avangos cientificos, esta
pratica milenar perdeu espaco para os medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo destes

farmacos e os efeitos colaterais apresentados contribuiram para o ressurgimento de fitoterapia.

Juntos, os paises da América Latina possuem grande parte da biodiversidade do
mundo. O Brasil sozinho possui de 20 a 22% de todas as plantas € microorganismos
existentes. Todavia, € estimado que nao mais do que 25.000 espécies de plantas foram objetos

de alguma investigacdo cientifica (CALIXTO, 2005).

Plantas e seus derivados sdo as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30%
do mercado farmacéutico mundial (KIRKPATRICK, 2002). Entre os anos de 1981 e 2002, de
877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% eram substancias isoladas de
produtos naturais, semi-sintéticos ou moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas
de origem natural (NEWMAN et al., 2003). Contudo, o potencial dos produtos de origem
natural, como fontes de novas drogas, continua largamente inexplorado uma vez que somente
pequena fracdo de plantas, animais € microorganismos tem sido investigada fitoquimica e

biologicamente (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

Em termos histéricos, a pesquisa com plantas medicinais tomou impulso apds o
isolamento da morfina no século XIX. As plantas possibilitaram a descoberta de vérios
medicamentos, podemos citar os alcaléides bisindélicos vimblastina e vincristina isolados de
Catharanthus roseus G., a atropina, obtida a partir de Atropa belladona e também a lactona

sesquiterpénica artemisina isolada de Artemisia Annua L., utilizada como antimaldrico.
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Apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica, atualmente 25% das drogas prescritas

no mundo s@o de origem vegetal (BALUNAS et al., 2005).

Na metade do século XX, avangos na sintese quimica permitiram a entrada macica de
componentes ativos derivados de plantas medicinais empregadas desde a antiguidade,

utilizadas para tratamento de patologias leves e moderadas (BARREIRO et al., 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde, 80% da populacdo mundial utiliza
plantas medicinais, em sua maioria nos paises em desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006).
No Brasil, 20% da populagcdo sdo responsdveis por 63% do consumo de medicamentos
alopdticos; os 80% restantes encontram nos produtos de origem natural, especialmente as

plantas medicinais, a unica fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO et al., 2006).

A utilizagdo de terapias ndo convencionais parece ndo estar confinada a uma unica
classe social, contudo individuos com patologias cronicas representam claramente um grupo.
No Brasil, especialmente na regido Nordeste, o uso de plantas medicinais e de preparacdes
caseiras assume importancia fundamental no tratamento das patologias que afetam as
populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da

transmissao oral dos hébitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS, 1989).

Em geral as plantas medicinais utilizadas possuem pouca ou nenhuma comprovagao
cientifica de suas propriedades farmacolégicas. Apesar da crescente importincia dos
fitoterdpicos, relativamente poucos estudos foram realizados a fim de comprovar sua eficicia
e seguranca, sendo que muitas ainda sdo utilizadas com base somente no conhecimento

popular bem estabelecido (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

1.2. Toxidade de Plantas Medicinais

No Brasil, a utilizacdo de plantas, como meio curativo, ¢ uma atividade altamente
difundida e popular, as vezes, empregadas de maneira equivocada e até mesmo malévola,
afinal muitas plantas possuem principios toxicos e o seu uso indiscriminado pode causar

sérios problemas (MATOS et al., 2001; LORENZI; MATOS, 2002).
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Infelizmente, a maior parte dos fitoterdpicos que sdo utilizados atualmente por
automedicac@o ou por prescrigdo médica ndo tem o seu perfil téxico bem conhecido. Por
outro lado, a utilizagcdo inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade, pode induzir
problemas graves desde que existam outros fatores de risco tais como contra-indica¢des ou
uso concomitante de outros medicamentos. A crenca comum de que o uso de produtos
naturais ndo comporta riscos, favorece o uso inadequado inclusive pela omissdo do uso no

momento da consulta médica (CAPASSO et al., 2000).

Em alguns pafses como na Asia e Africa, onde o uso de plantas medicinais é comum,
algumas sdo utilizadas com cautela devido sua toxicidade para alguns 6rgdos como figado,
rins, pele e outros tecidos. E sabido que muitas plantas produzem substincias que sdo
potencialmente téxicas. Riscos particulares de toxicidade sdo associados com o uso de plantas
concomitante com drogas convencionais. Certas ervas medicinais podem reduzir ou

potencializar a eficidcia de um medicamento (CAPASSO et al., 2000).

A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de Saide Publica. Os efeitos
adversos dos fitomedicamentos, passiveis de adulteracdes e toxidez, bem como a acdo
sinérgica (interagdo com outras drogas) ocorrem comumente. Diversos fitoterdpicos usados no
Brasil tém sido documentados como sendo seguros e eficazes, baseados apenas em estudos
pré-clinicos in vitro e in vivo, realizados em animais. No entanto, esses estudos ndo garantem
evidéncias suficientes para assegurar a sua eficicia e seguranca em seres humanos
(PIMENTEL et al., 1998). Pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o controle da
comercializacdo pelos Orgdos fiscais (VEIGA—JIjNIOR et al., 2005; TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Como exemplo de efeitos toxicos de substincias presentes em plantas, pode ser citado
os efeitos hepatotoxicos do apiol, safrol, lignanas e alcaldides pirrolizidinicos; a acdo téxica
renal que pode ser causada por espécies vegetais que contém terpenos € saponinas e alguns
tipos de dermatites causadas por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e produtos
naturais do tipo furanocumarinas (CAPASSO et al, 2000). Componentes toxicos ou
antinutricionais, como o 4cido oxdlico, nitrato e dcido erdcico estdo presentes em muitas

plantas de consumo comercial, assim como, diversas substincias isoladas de plantas
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medicinais possuem atividades citotoxica ou genotdxica e mostram relacdo com a incidéncia

de tumores (ROMERO-JIMENEZ et al., 2005).

Turolla e Nascimento (2006), num levantamento da literatura existente sobre a
toxicidade de dez plantas medicinais comercializadas com maior freqiiéncia na forma de
medicamentos fitoterdpicos encontraram poucas informagdes referentes a toxicidade pré-
clinica sobre maracuja (Passiflora incarnata L., Passifloraceae), ginkgo (Ginkgo biloba L.,
Ginkgoaceae), castanha da india (Aesculus hippocastanum L., Hippocastanaceae), plantago
(Plantago ovata Forsk, Plantaginaceae), ginseng (Panax ginseng C. A. Meyer, Araliaceae),
kava-kava (Piper methysticum G. Forstt, Piperaceae), valeriana (Valeriana officinales L.,
Valerianaceae), erva de Sao Jodo (Hypericum perforatrum L., Hypericaceae), erva de Sao
Cristovao (Cimicifuga racemosa (L) Nutt, Ranunculaceae), cdscara sagrada (Rhamnus
purschiana D.C., Rhamnaceae). As monografias da Organizacdo Mundial de Saide e da
Comissao E contemplam as dez plantas, porém apresentam poucos dados sobre as

informacdes pesquisadas.

Esses exemplos sinalizam que, quando ndo hd estudos toxicoldgicos detalhados, a
experiéncia documentada do uso de longo prazo sem evidéncias de problemas de seguranca
pode ser um indicativo para a avaliacdo do risco, mas sem constituir uma base para afirmar a
seguranca incondicional do uso de determinada planta medicinal e fitoterdpico. E
considerando que qualquer substincia ingerida em excesso € potencialmente prejudicial,
nenhum material de origem vegetal é excecdo a esse principio geral (ELDIN; DUNFORD,

2001).

Entretanto, casos de intoxica¢do por fitoterdpicos ndo devem ser motivo para que
plantas medicinais sejam banidas do arsenal terapéutico. Ao contrdrio, devem servir de
estimulo para que os estudos sobre a atividade farmacoldgica e a toxicidade sejam rotineiros e

uma exigéncia para o registro de fitoterdpicos.

A predi¢do acurada da toxicidade de drogas (naturais ou sintéticas) em humanos
requer, ndo somente a andlise da relacdo dose-resposta, mas também o claro conhecimento a

respeito dos mecanismos de toxicidade e dos fatores de risco correspondentes (LI, 2004).
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1.3. Terpenos

Os terpenos representam uma classe de produtos naturais amplamente distribuida no
reino vegetal, sendo uma familia de compostos quimicamente diversos (DI STASI, 1996).
Possuem uma composi¢do molecular tipica, formados por duas ou mais unidades isoprénicas

(C10H15) (NABETA et al., 1995)

Esses compostos representam a segunda classe com maior nimero de constituintes
ativos obtidos de plantas, perdendo apenas para os flavandides. Sdo classificados de acordo
com as unidades de carbonos e as formas de cicliza¢do e estdo subdivididos em monoterpenos
(10 unidades de carbono), sesquiterpenos (15 unidades de carbono), diterpenos (20 unidades
de carbono), sesteterpenos (25 unidades de carbono), triterpenos (30 unidades de carbono) e

tetraterpenos (40 unidades de carbono) (DI STASI, 1996).

Muitos terpenos também possuem um interesse comercial, incluindo importantes
atividades farmacoldgicas, por exemplo, atividade antitumoral (MUJOO et al., 2001),
sedativa (KELECOM, 1983), analgésica (MALHEIROS et al., 2001), cardioprotetora
(TORRES et al., 2000), antioxidante (BARONE et al., 1983), antialérgica (YAMAHARA et
al., 1982; KUBO et al., 1987) e anti-hipertensiva (DUBEY, 1974).

Os monoterpenos estdo entre 0s terpenos mais comuns como o citral, canfora, linalol,
terpinen-4-ol, cineol, carvacrol entre outros. Eles representam uma classe nova de agentes
potencialmente terapéuticos contra o cancer de mama e ainda sdo utilizados em varias

preparagdes farmacéuticas (JIRTLE, 1993; POZZI, 1989).

Os sesquiterpenos originam-se com o aumento do nimero de carbonos; aumentando o
numero de ciclizagdes e modificagdes nas moléculas ocasionando uma variedade de
compostos. Alguns compostos antitumorais também sao exemplos de sesquiterpenos como,
por exemplo, fenolina, elefantina e vernolepina. Outros sesquiterpenos também possuem
atividade antidlcera, citotoxica, antiespasmoddica e inibitdria da sintese de DNA (DI STASI,

1996).
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Os triterpenos caracterizam-se por sua abundancia e grande niimero de constituintes
ativos onde estdo incluidos metabdlitos de grande importancia biolégica, como o colesterol,
vitamina D, hormonios sexuais e inumeros esterdides. Intimeros triterpenos possuem
atividade antiprotozodria, especialmente contra amebiase e maldria onde se destacam a
chaparrinona, bruceantina, glaucarubole, bruceinas A, B e C e a quassina. Outros triterpenos
como o 4cido oleandlico e seu isomero, o 4cido ursélico, possuem atividade antioxidante,

hepatoprotetora, antiinflamatéria e antihiperlipidémica (DI STASI, 1996; LIU, 1994).

Os tetraterpenos representam uma subclasse de metabdlitos que inclui a maioria dos
carotendides, pigmentos essenciais para a fotossintese. Do ponto de vista farmacolégico, sao
compostos importantes e extremamente Uteis quanto ao seu papel biolégico, como é o caso da

vitamina A (DI STASI, 1996).

1.4. Diterpenos

Os diterpenos constituem uma grande e diversificada classe de metabdlitos
secundérios que podem ser considerados como resultados de fatores naturais. Possuem
esqueleto basico com 20 atomos de carbono e derivam biogeneticamente do pirofosfato de
geranilgeranila que resulta do encadeamento cabega-cauda de quatro unidades de isopreno

(TORSSELL, 1983).

Virias propriedades farmacoldgicas dos diterpenos foram estudadas, dentre elas
podemos citar: antitumoral (ADOLF et al., 1985; ROENGSUMRAN er al. 2002),
antiinflamatéria (BRAQUET, 1988; DEMETZOS et al., 2001), antireumatica (GU et al.,
1995), antiulcerogénica (SHIRAKABE et al., 1995; HIRUMA-LIMA et al., 2001), antibiética
(NAKANISHI, 1974). Foram também descritas atividades vasculares tanto de relaxamento
(DUARTE et al., 1992; LAMBERTE et al., 1994; TORRES et al., 2000) como de contracdo
(BAZAN et al.,1993; MIRANDA et al., 1998).

Dentre os diterpenos biologicamente ativos estudados incluem-se: forscolina, com
atividade hipotensora e um ativador especifico e reversivel das isoformas particulada e
soluvel da adenilil ciclase (SEAMON et al., 1981; DALY, 1982); ésteres de forbol, isolados
inicialmente de plantas do género Crofon que s@o ativadoras de proteina quinase C e t€m sido

largamente utilizados para o estudo das func¢des bioldgicas, propriedades e distribuicao desta
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enzima e na investigacao da carcinogénese quimica (NISHIZUKA, 1986; CHUANG, 1989) e
cleonol com atividades hipotensora, espasmolitica inespecifica, cronotrépica positiva e

vasodilatadora (DUBEY et al., 1974).

Muitos diterpenos isolados de produtos marinhos t€ém mostrado pronunciados efeitos
cardiovasculares, como por exemplo, respostas inotropicas positivas, como ativador de canal
de sédio (grayanotoxin I) e resposta vasorelaxantes, como Jatrophone. Trés diterpenos,
flexibilide, dihidroflexibilide e sinulariolide, também isolados de produtos naturais marinhos
(S.jiexibilis — coral) produzem respostas vasorelaxante independente do endotélio, resposta
inotrépica positiva e resposta cronotropica positiva sem produzir toxicidade acentuada

(ACERET et al., 1996).

Os clerodanos sao uma classe de diterpendides biciclicos cujo nome genérico deriva
da (-)-clerodina, primeiro diterpeno da série dos clerodanos isolado da Clerodendron
infotunatum (BARTON; ELAD, 1956). Variadas atividades bioldgicas sdo citadas para
diferentes formas estruturais de clerodanos: antibidtica (ANDERSEN er al., 1983; KHAN et
al., 2001), antiulcerogénica (APPENDIDO et al., 2003), anti-hipertensiva (ODEK-OGUNDE
& RAJAB, 1994), citotoxica (SHEN et al., 2004; SAI et al., 2002), hipoglicemiante
(TASHMUKHAMEDOVA et al., 1992), antiproteolitica, anti-hemorragica (JANUARIO et
al., 2004), tripanocida (ESPINDOLA et al., 2004), antimaldaria (MAMBU et al., 2002),
antileishimania (HABTEMARIAM, 2003), antiviral e anti-fingica (ROGERS et al., 1979).

1.5. Croton cajucara Benth

A familia Euphorbiaceae ¢ uma familia de plantas amplamente distribuida em regides
tropicais e temperadas de todo o mundo possuindo cerca de 300 géneros e 8000 espécies,
sendo os géneros com maior nimero de espécies o Euphorbia e Croton (FARNSWORTH,

1976; WEBSTER, 1967; WILSON, 1976).

O género Croton, cujo nome significa “carrapato’, pertence a familia Euphorbiaceae,
subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae. E encontrado principalmente como érvore de
pequeno porte e arbusto, apresentando cerca de 700 espécies, metade destas encontradas no
Brasil. O género Croton tem representantes tanto medicinais, quanto toxicos; uma das

espécies mais conhecidas no Norte do Brasil é o Croton cajucara (ABREU et al., 2001).
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O Croton cajucara Benth., conhecido popularmente como ‘“‘sacaca”, que na lingua
Tupi significa “feitico”, representa um recurso medicinal de grande importincia no tratamento
e cura de vdarias doencas. Possui caracteristicas de erva daninha e cresce em dreas
abandonadas ou em clareiras abertas em dreas baixas da floresta. E uma 4rvore de até 6 a 10
metros de altura, encontrada na regido amazonica e tendo como centro de dispersdao o Estado
do Pard. Possui madeira branco-amarelada com cascas aromiticas, folhas inteiras e simples,
pecioladas, estipuladas, lanceoladas, peninérveas, verdes com lombos divididos em lobos ou
segmentos, inflorescéncia racemosa com flores de sexo separado, fruto seco, esquizocarpico,

separando-se em 3 cocos, bem como sementes ricas em endosperma (DI STASI, 1989. VAN

DEN BERG, 1982).

No estado do Par4, as folhas e cascas do caule desta planta s@o utilizadas em forma de
chd ou pilulas, no combate a diabetes, diarréia, maldria, febre, problemas estomacais,
inflamacdes do figado, rins, vesicula e no controle de indices elevados de colesterol (VAN
DEN BERG, 1982; DI STASI, 1989; DI STASI et al., 1994; MARTINS, 1989). A sacaca
também é comercializada em farmdacias de manipulacdo e, neste caso, o pé das cascas do
caule é vendido em cdpsulas (concentragdo aproximada de 250 mg). As folhas sdo
comercializadas em feiras livres da cidade de Belém-PA, para distirbios do figado e auxilia
na digestdo, principalmente apds a ingestao de alimentacdo rica em gorduras. O p6 das folhas
¢ vendido com indicacdo hepatoprotetora, para tratamento do diabetes e em dietas de
emagrecimento. Em alguns casos, este p6 € comercializado em mistura com o pé do boldo do

Chile (MACIEL et al., 1998., MACIEL et al., 2000; VEIGA JR et al., 2005).

O cha das folhas € indicado em academias de gindsticas da cidade de Belém para
diminui¢ao de peso corporal, em dietas de emagrecimento. Porém, inimeros casos de hepatite
téxica ja foram notificados em hospitais publicos dessa cidade, devido ao uso prolongado
deste chd, em dosagens concentradas. O uso recomendado do pé das cascas € 25 g de p6 em
1000 mL de 4gua, administrados 2 vezes ao dia durante 3-4 semanas, ou até que os sintomas
da doenga desaparecam. No caso do uso correto do chd das cascas, ndo se encontra descrito na

literatura, nenhum tipo de efeito colateral (MACIEL et al., 2000).

Apesar do Croton cajucara possuir uma grande representatividade na medicina
tradicional da regidao Amazodnica, at€ o final da década de 80, apenas uma avaliagdo

farmacoldgica havia sido efetuada com estd espécie. Neste estudo, cavalcante et al. (1998),
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comprovaram a eficdcia hipoglicémica e hipolipidémica da sacaca, em ratos e, Oliveira et

al.(1995) confirmaram o efeito hipolipidémico em coelhos.

Outras atividades farmacoldgicas do Croton cajucara ja foram evidenciadas, das quais
podemos citar a atividade antinociceptiva dos extratos hexanicos, cloroférmico e metandlico
das folhas (CAMPOS et al., 2002) e o efeito hipolipidémico, correlacionado com a reducio de
indices elevados de colesterol, foi evidenciado no extrato hidroalcéolico das folhas (FARIAS
et al., 1996). Estudos realizados com o6leo essencial obtido a partir das cascas da sacaca
demonstraram atividade gastroprotetora como também atividade citotéxica para células V79
(HIRUMA-LIMA et al., 1999b). A atividade anti-leshimanicida foi identificada para o 6leo
essencial (DO SOCORRO et al., 2003; BIGHETTI et al., 1999). Também foi verificado que o
extrato hidroalcodlico das folhas nao produziu toxicidade em camundongos tratados

oralmente com até 5g/kg (toxicidade aguda).

Estudos fitoquimicos do Croton cajucara revelaram a presenca dos principais
constituintes quimicos presentes nas folhas, cascas e caule. A presenca de 6leo essencial nas
folhas do Croton cajucara foi identificada por Campbel et al.(1974) possuindo a seguinte
composi¢do: 66% de linalol, 2,55% de 1-8 cineol e 1,65% de terpendides. Nos galhos também
se observou a presenca de dleo essencial, porém em menor quantidade. Estudos posteriores
identificaram a presenga de a-pineno, B-cariofileno, a-humuleno, cadineno e mirceno no 6leo

essencial (HIRUMA-LIMA et al., 1996).

Das folhas do Croton cajucara foram isolados e identificados trés esterdides (fB-
sitosterol, stigmasterol e sisterol-3-O-B-glucoside), dois flavandides (3,4,7-trimetoxicampferol
e 3,7-dimetoxicampferol) e um diterpeno nor-clerodano (cajucarinolida) (MACIEL et al.,

1998b; MACIEL et al., 2003).

Até o momento, as cascas do caule do Croton cajucara detém o maior indice de
estudos. O estudo fitoquimico cléssico realizado com 6 kg das cascas do caule de arvores com
idades variando entre 4-6 anos, mostrou que esta parte da planta € rica em diterpenos do tipo
clerodano (MACIEL et al., 2000; ITOKAWA et al., 1990; ICHIHARA et al., 1990; KUBO et
al., 1991; MACIEL et al., 1998).
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As cascas do caule do Croton cajucara foram investigadas pela primeira vez em 1979
na Universidade Federa do Pard, onde foi isolado e identificado o primeiro diterpeno
clerodano desta planta. A comparac¢do dos dados espectrais dessa nova substancia com os da
crotonina levou a conclusdo que se tratava de um derivado deste terpendide, designado de
desidrocrotonina (DCTN), tendo sua estrutura quimica definida e possuindo como férmula
molecular C;9H»04 (HIDEJI et al., 1989; MACIEL et al., 1996; MULLER et al., 1986;
SIMOES et al., 1979).

Outras investigacdes fitoquimicas com as cascas da sacaca resultaram no isolamento
de mais quatro clerodanos: cajucarina A, cis-cajucarina B, cajucarinolida e iso-cajucarinolida
(ITOKAWA et al., 1990; ICHIHARA et al., 1992; MACIEL et al., 1998). O fracionamento
dos extratos hexanico e metandlico das cascas do caule do Croton cajucara levou ao
isolamento e caracterizacdo dos terpendides: dcido acetilaleuritdlico, trans-desidrocrotonina,
trans-crotonia, cis-cajucarina B, cajucarinolida e cajucarina A, previamente isolados das
cascas do caule desta planta, e dois novos clerodanos: trans-cajucarina B e sacarina (Figura

1) MACIEL, 1997).

O triterpeno acido acetilaleuritolico (AAA) também foi isolado das cascas do caule do
Croton cajucara por Miiller et al.(1986) e Maciel et al.(1995). O 4cido acetilaleuritdlico
(AAA) foi isolado como componente majoritirio em drvores com idade de 1 '/, ano. O
triterpeno AAA foi também isolado em 0,08% de rendimento, nas arvores com idade variando
entre 3-6 anos. Experimentos biolégicos realizados com o AAA mostraram que este triterpeno
possui atividade antiespasmddica, antiinflamatdria e antinociceptiva. Esta substéncia,
entretanto, mostrou-se inativa em testes que avaliam atividade antitumoral e antiulcerogénica
(MACIEL et al., 2000; MACIEL et al., 1998; PERAZZO et al., 1997; VANDERLINDE et
al., 1997).

Através de hidrogenacgdo catalitica da -DCTN foi obtido o derivado trans-crotonina
(CTN), o qual possui atividades antiulcerogénica (MACIEL et al., 2000; MACIEL et al.,
1998; ALBINO DE ALMEIDA et al., 2003), antiinflamatéria e antinociceptiva (PERAZZO
et al., 1997). No entanto, esta substancia ndo demonstrou efeito em testes que avaliam
atividades antitumoral (GRYNBERG et al., 1999) e antiespasmoédica (MACIEL et al., 2000;
MACIEL et al., 1998), atividades estas, que foram observadas para a molécula-mae t-DCTN.
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isosacacarina cajucarinolida

FIGURA 1 - Estruturas quimicas de alguns contituintes isolados de Croton cajucara Benth

(MACIEL, 2002).
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1.6. Trans-desidrocrotonina (.-DCTN)

A trans-desidrocrotonina (--DCTN) (Figura 2) ¢ um diterpeno 19-nor-clerodano
obtido da casca de Croton cajucara, sendo o componente majoritario de arvores com idades
variando entre 4-6 anos, isolado com um rendimento incomum (em se tratando de produto
natural) de 1,4% (MACIEL et al., 1998). Contudo a concentragdo desta molécula é moderada
em 4rvores com 3 anos e ndo tendo sido detectada em drvores com idade de 1 " ano. Estes
dados podem justificar o uso popular do ché da casca grossa da sacaca, sendo que a casca fina

nao é utilizada (MACIEL, 1997).

O estudo fitoquimico realizado em todas as partes do Croton cajucara (raiz até
folhas), mostrou que a t-DCTN também estd presente nas raizes e caule. Estudos com HPLC
(High Performace Liquid Chromatograph) realizados com o cha das cascas do C. cajucara,
mostraram que a +-DCTN € o constituinte majoritario tendo concentra¢do mais elevada no cha
obtido com as cascas moidas (MACIEL, 1997). Estes resultados juntamente com os altos
indices de isolamento do clerodano -DCTN nas cascas desta planta, levaram a realizacao de

diversos testes farmacoldgicos com esta substancia.

A toxicidade da t+-DCTN foi avaliada em camundongos, ndo sendo observadas
alteracdes comportamentais nos animais que justifiquem a acdo da -DCTN sobre o sistema
nervoso central. A DLs foi determinada e corresponde a 550 mg/kg, via oral (CARVALHO
et al., 1996).

O 19-nor-clerodano ~-DCTN mostrou correlacdo com grande parte das propriedades
terapéuticas da planta, evidenciando a atividade antiinflamatéria e antinociceptiva
correlacionados com as indicacdes da planta para cura de inflamacdes (CARVALHO et al.,
1996). No modelo de diabetes induzida por aloxana, a +-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.)
demonstrou atividade hipoglicémica comparavel aquela produzida pela glibenclamida, ndo

sendo observado o mesmo efeito em animais normais (FARIAS et al., 1997).

Em ratos diabéticos pelo uso da estreptozotocina (STZ), a t-DCTN (50 mg/kg, v.o.)
demonstrou atividade antidiabética oral. O efeito hipoglicemiante da ~-DCTN € maior quando

administrada uma hora antes da estreptozotocina (efeito preventivo). Quando a -DCTN foi
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administrada 48 horas apds a STZ (efeito curativo), os niveis de glicose sangiiinea cairam em

torno de 49% (SILVA et al., 2001c¢).

18

FIGURA 2 - Estrutura quimica da trans-desidrocrotonina (--DCTN).

Trabalhos demonstraram que a administracao oral de trans-desidrocrotonina (25 e 50
mg/kg) € efetiva em reduzir a hiperlipidemia induzida por uma dieta rica em gordura ou por
tiloxapol em camundongos, como também na hipertrigliceremia induzida por etanol e sugere
seu uso benéfico como um agente antiaterogénico (SILVA et al., 2001a; SILVA et al.,
2001b). Entretanto, a #-DCTN nao apresentou resultado significativo em modelos de
hiperlipidemia genética com a utilizacdo de animais geneticamente modificados (BIGHETTI

et al., 2004).

Evidenciaram-se ainda, para este diterpeno, propriedades bioldgicas ndo mencionadas
pelos usudrios da planta, tais como a atividade antitumoral e antiestrogénica. A -DCTN
possui efeitos citotoxicos basais em linhagens de células fibroblasticas V79 e citotoxicidade
seletiva apds metabolizacdo em hepatdcitos de ratos, como também atividade antitumoral
sobre o tumor de sarcoma 180 injetado em camundongos (DA SILVA MELO et al., 2001;
MACIEL et al., 1996; GRYNBERG et al., 1999; RODRIGUEZ; HAUN, 1999; MELO et al.,
2002; MACIEL et al., 2000).
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Investigacdes adicionais demonstraram que -DCTN possui atividade antitumoral em
linhagens de células HL60 causando necrose celular devido ao estresse oxidativo evidenciado
pelo aumento dos niveis de GSH, como também para células mononucleares de sangue
periférico humano. Outros trabalhos relataram que a ~-DCTN produz apoptose em células
HL60 através da inducdo de estresse na peroxidacdo lipidica (FREIRE et al., 2003a; FREIRE
et al., 2003b, ANAZETTI et al., 2003; ANAZETTI et al., 2004).

Brito et al. (1998) demonstraram que a #-DCTN possui significante atividade
antiulcerogénica, correlacionando com o uso da planta para o tratamento de problemas
estomacais como azia, gastrite e tlcera géstrica. Este efeito provavelmente estd relacionado as
acOes antisecretéria e gastroprotetora por um aumento de prostaglandinas E, (HIRUMA-
LIMA et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2004). Derivados semi-sintéticos da -DCTN foram
estudados em diferentes modelos animais de tlcera gastrica e demonstraram possuir atividade
gastroprotetora com redugdo da toxicidade (HIRUMA-LIMA et al., 2002; ALMEIDA et al.,
2003; MELO et al., 2004).

Luna costa et al. (1999), e Maciel et al. (2000), demonstraram as atividades
antiestrogénica e antiespasmoddica da +-DCTN em animais experimentais, respectivamente.
Investigacdes adicionais confirmaram o efeito antimutagénico da +-DCTN, através de testes
citogenéticos do microntcleo e de aberracdes cromossdmicas em células de medula 6ssea de
camundongos, demonstrando que esta ndo € genotdxica ou citotoxica para estas células

(AGNER et al., 2001; AGNER et al., 1999).

A trans-desidrocrotonina nao apresentou toxicidade em animais tratados oralmente
com a dose de 50 mg/kg, por um periodo de 30 dias, demonstrando em bom perfil de
seguranca e eficdcia (SILVA, 2000). Entretanto, trabalhos recentes demonstraram que o
tratamento oral com altas doses de +-DCTN (100 mg/kg) por um periodo de 5 semanas,
aumentou o peso dos figados com significante reducdo dos niveis plasmaticos de fosfatase
alcalina e colesterol, como também um aumento dos niveis de y-glutamil transpeptidase

(RODRIGUEZ et al., 2004).

Portanto, alguns estudos in vitro e in vivo tém apontado um potencial hepatotéxico da
t-DCTN (MELO et al., 2002; CORREA et al., 2005), sugerindo que este composto é dotado

de propriedades tanto citoprotetoras quanto citotoxicas.
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Outros derivados da r-DCTN estdo sendo obtidos (GARDEN et al., 1999; MARTINS,
2000) para que seja possivel o estudo da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo
deste diterpeno bioativo que além de ser o componente majoritirio nas cascas do Croton
cajucara, foi o que apresentou a melhor correlacdo com grande parte das propriedades

terapéuticas da sacaca.

1.7. Hepatotoxicidade de drogas hipoglicémicas e hipolipidémicas

Recentemente, a hepatotoxicidade associada a fitoterdpicos estd sendo reconhecida
crescentemente devido ao grande uso e a fécil disponibilidade destes. Produtos vegetais como
pulegone, um ketone de monoterpeno, presente no pennyroyal (Mentha pulegeum) e muitas
outras moléculas presentes nos 6leos essenciais; teucrina A, um diterpeno encontrado em
germander (Teuchrium chamaedrys); alcaldides pirrolizidina de Senecio (Asteraceae) e de
Symphytum officinale (confrei; Boraginaceae) e pironas de kava (Piper methysticum) sdo
exemplos tipicos que causam severa hepatotoxicidade (STEDMAN, 2002; SCHULZE et al.,
2003; ZHOU et al., 2007; LUDE et al., 2008). Eles podem produzir dano hepatico
promovendo apoptose e/ou alterando membranas celulares por mecanismos mediadores da
bioativacdo que favorecem a formagdo de metabdlitos/intermedidrios reativos, a deplecdo da
glutationa intracelular e/ou formacdo de quinona (ZHOU et al., 2007). Muitas plantas
sintetizam compostos téxicos, podendo induzir hepatotoxicidade, possivelmente agindo como

pré-oxidantes, atacando macromoléculas, inclusive proteina, DNA e lipidios.

Como a Croton cajucara, espécies do género Teucrium, de germander (Teucrium
chamaedrys L. e Teucrium canadense L.), sdo ricas em diterpenos clerodano ou neoclerodano
que podem responder pelo potencial hepatotoxico destas espécies vegetais (LEKEHAL et al.,
1996; SUNDERESAN et al., 2006). Alguns diterpendides derivados de plantas podem induzir
hepatotoxicidade, mostrando a importancia da avaliacdo destes derivados quanto ao seu

potencial hepatotdxico, para garantir a seguranca e qualidade de medicamentos fitoterdpicos.

No passado, poucos estudos foram direcionados para investigagdo do potencial
hepatotéxico da +-DCTN em experimentacdo animal in vitro e in vivo (MELO et al., 2004;
CORREA et al., 2005). Adicionalmente, havia relatos que -DCTN era destituida de
genotoxicidade e poderia até mesmo induzir um efeito antigenotéxico (AGNER et al., 2001;

POERSCH et al., 2007). Estes achados podem conduzir ao menosprezo dos efeitos
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citotéxicos da ~-DCTN, que sdo normalmente aparentes somente em doses altas. Estudos
prévios estabeleceram os efeitos hipoglicémico e hipolipidémico da +-DCTN, e validou o seu
uso tradicional no controle da diabete e como um agente dietético emagrecedor (MACIEL et
al., 2000). Os agentes antidiabéticos sintéticos como glitazonas, metformina e acarbose foram
descritos por causarem rara, mas severa hepatotoxicidade, que as vezes resulta em faléncia
hepdtica conduzindo a necessidade por transplante de figado ou, até mesmo a morte (ISLEY,

2003; KUTOH, 2005; HSIAO et al., 2006).

Triglitazona, a primeira droga da classe das tiazolidinas, utilizada no tratamento da
diabetes Tipo 2, foi comercializada em marco de 1997 e retirada do mercado americano 36
meses apds noventa casos de insuficiéncia hepatica terem sido registrados (CLUXTON et al.,
2005). Troglitazona, uma tiazolidina, foi removida do mercado devido a sua hepatotoxicidade.
Os casos registrados envolvendo novas TZDs de segunda geragdo, rosiglitazona e

pioglitazona, sdo poucos em nimeros € menos severos em danos (MARCY et al., 2004).

Estatinas, agentes conhecidos por diminuir o colesterol, t€tm sido utilizadas por 15
anos e estdo dentre as drogas mais comumente prescritas. Estudos animais e ensaios clinicos
tém mostrado sinais de hepatotoxicidade, primariamente por elevacdo nos niveis da enzima
sérica alanina aminotransferase (ALT). Por esta razdo, todas as drogas que diminuem os

niveis de colesterol requerem monitoramento das enzimas hepaticas.

Estas elevagdes sdo reversiveis com a descontinuacdo da terapia, sdo doses
relacionadas, e sdao provavelmente, relacionadas a diminui¢do do colesterol per se. Raros
casos de insuficiéncia aguda hepatica t€m sido registrados com todas as drogas que diminuem
os niveis de colesterol. Com lovastatina, a freqiiéncia é de aproximadamente 1/1,14 milhdes
de pacientes tratados ao ano. Monitoramento da hepatotoxicidade ndo tem sido efetivo na
prevencao das doencas hepaticas, devido a sua raridade e fraco valor de predi¢do com relagdo

as alteracoes da ALT (TOLMAN, 2003).

1.8. Mecanismos de hepatotoxicidade de farmacos

Lesoes hepaticas induzidas por drogas constituem uma potencial complicacdo de

qualquer tratamento medicamentoso, uma vez que o figado é o 6rgdo central de disposicdo
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metabodlica de praticamente todas as drogas e xenobidticos (ZIMMERMAN; MADDREY,
1993; FARRELL, 1994).

Muitos xenobidticos sao biotransformados e eliminados pelo figado, principalmente na
forma de conjugados, sem maiores conseqiiéncias. No entanto, alguns sdo concentrados a
niveis téxicos, enquanto outros sdo bioativados a compostos intermedidrios reativos que

podem lisar o figado de diversas maneiras (KULKARNI; BYCZKOWSKI, 1994).

Essas lesdes resultam do efeito direto da droga e/ou produto de biotransformacao
provocando disfun¢do intracelular pela ruptura da integridade dos diversos sistemas de
membranas dos hepatdcitos ou indiretamente através dos danos celulares provocados por
processos imunoldgicos. Fatores que contribuem para o acimulo de toxinas nos hepatdcitos
incluem alteracdes genéticas em sistemas enzimdticos que permitem a formacdo de
metabolitos reativos, competicao por outras drogas e deplecdo de substratos necessarios para a

eliminacdo do metabdlito (LEE, 1995).

Existem, basicamente, seis tipos de alteracdes hepaticas que podem ser induzidas
pelos medicamentos e o modo com que vdrias organelas intracelulares sdo afetadas define o

padrdo da doenca (LEE, 2002; JAESCHKE et al., 2002):

1- Alteracdo da homeostase do cdlcio intracelular, produzindo ruptura das fibrilas de
actina na superficie do hepatdcito, culminando com a lise celular, em decorréncia das reacdes
de alta energia de enzimas do citocromo P-450.

2- Interrup¢ao do fluxo biliar por substancias que afetam proteinas de transporte na
membrana canalicular ligando-se a proteina exportadora de sais biliares ou inativando-a. A
ruptura dos filamentos de actina ocorre junto aos canaliculos causando colestase, entretanto
produz pouca agressio celular. E o mecanismo mais provdvel na toxicidade hepitica
decorrente do uso de fibratos.

3- Citotoxicidade mediada por anticorpos. Os medicamentos sdo moléculas
relativamente pequenas e, portanto, € improvdvel que evoquem resposta imunoldgica.
Entretanto, a biotransformacgdo que envolve reacdes de alta energia, pode resultar na formagao
de produtos inativos, ou seja, medicamentos covalentemente ligados a enzimas. Estas
moléculas, que s@o grandes o suficiente para servir como alvos imunolégicos podem migrar

para a superficie do hepatdcito onde podem induzir a formacao de anticorpos.
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4- Indugdo de respostas citoliticas diretas por células T. A resposta secunddria das
citocinas a esses processos pode causar inflamacdo e hepatoxicidade adicional mediada por
neutréfilos.

5- Morte celular programada (apoptose) decorrente da agressao imuno-mediada, com a
destruicao de hepatdcitos pelas vias do TNF e da Fas. Estas funcionam como gatilho para a
cascata de caspases, que levam a contracdo das células e fragmentacdo da cromatina nuclear.

6- Estresse oxidativo ocasionado pela agressdo dos farmacos as mitocondrias, seja por
inativacdo ou ligacdo a enzimas respiratorias ou ao DNA mitocondrial, desregulando a
oxida¢do dos acidos graxos e a producdo de energia celular. Isto resulta no aparecimento de
metabolismo anaerdbico, acidose ldatica e actimulo de triglicérides nas células

(esteatohepatite).

Sendo o hepatdcito a principal unidade metabdlica do figado, muitas reacdes adversas
podem resultar na sua morte. A reacdo mais comum conduzindo a morte celular € a formagao
de ligacdes covalentes entre o metabdlito reativo e macromoléculas biolégicas. Rea¢des de
oxidagdo também podem produzir compostos eletrofilicos ou espécies reativas de oxigénio
(tais como o anion superdxido e outros radicais livres) que reagem com componentes

celulares (RECKNAGEL et al., 1991).

Espécies reativas de oxigénio (anion radical superdxido, peréxido de hidrogénio e
radical hidroxil) sd3o produzidas continuamente durante o metabolismo aerdbico. O
desequilibrio entre a formagdo excessiva de EROs e a defesa antioxidante resulta em varios
processos deletérios para a célula. Pequenas flutuacdes na concentracdo destes oxidantes
exercem um papel na sinalizagdo intracelular, enquanto aumentos descontrolados dessas
espécies de oxigénio conduzem a reacdes em cadeia com proteinas, lipideos, polissacarideos e

DNA (DROGE, 2002).

A formacdo de EROs ndo € o unico evento responsavel pela toxicidade de muitos
farmacos contra as células. A alteracdo do estado redox pela deplecdo de substincias
redutoras, a inibi¢do dos seqiiestradores de EROs, ou a adi¢do direta de espécies produtoras

de EROs, também contribuem para citotoxicidade dos farmacos.

O balanco redox € regulado por uma quantidade relativa de substancias oxidantes e

redutoras. Anion superéxido (O,), radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e
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oxigénio singleto ('O,) constituem os principais componentes oxidantes enddgenos
(KAMATA; HIRATA, 1999; THANNICKAL; FANBURG, 2000). Em condi¢des normais, o
O, ¢ transformado em per6xido de hidrogénio (H,O,) pela adi¢do da superéxido dismutase
(SOD). O H;0; por sua vez ¢é reduzido a H,O pela glutationa redutase, com a utilizagao de
NADPH. Desta forma, a mitocondria possui um sistema antioxidante eficiente composto por
GSH, SOD, NADPH, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRd), além de
vitaminas C e E (KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999; GUTTERIDGE; HALLIWELL,
2000).

Além de fornecer mais de 95% de energia utilizada pela célula por meio da
fosforilagdao oxidativa, a mitocondria desempenha diferentes fun¢des na regulacdo de varios
processos celulares, participando da modulagdo do estado redox celular, da regulagcdo
osmotica, do controle de pH, da sinalizacdo celular, e, sobretudo, da manutencdo da
homeostasia do célcio. Devido a essa diversidade de fung¢des, a mitocondria é uma organela
alvo de vdrias situacdes lesivas e agentes toxicos, estando envolvidas nos mecanismos de
dano e morte celular (ORRENIUS et al., 1989; GUNTER et al., 1994; WALLACE et al.,
1997). Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria representa um alvo preferencial e
critico para a acdo de drogas e toxinas (NIEMINEN et al., 1990; BELLOMO et al., 1982;
IMBERTI et al., 1993).

As mitocOndrias sdo essenciais para a manutencao da vida celular, e exercem um papel
central na regulacdo da morte celular, constituindo a principal fonte geradora de EROS uma
vez que o sistema de transporte elétrico mitocondrial consome aproximadamente 85% de todo
oxigénio utilizado pela célula e, em contraposi¢cdo aos outros sistemas oxidantes celulares
(citocromo P450, vérias oxidases citosélicas, B-oxida¢do de dcidos graxos nos peroxissomas,
etc), as mitocondrias sdo requeridas para a producdo de ATP e estdo presentes em elevado
nimero em praticamente todas as células. Um déficit de energia ocasionado pelo declinio na
funcdo mitocondrial pode comprometer a atividade celular normal (SHIGENAGA; HAGEN;
AMES, 1994).

Os efeitos toxicos sobre as mitocondrias podem ocorrer por mecanismos diretos e
indiretos, incluindo a quebra da homeostasia intracelular de ions, inibi¢ao enzimética, danos
as membranas celulares e andéxia (RAHN et al, 1991). Quando ha alteracio na

permeabilidade da membrana mitocondrial (PMM) as células morrem principalmente por
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apoptose. Os fatores chave que regulam a PMM incluem a concentra¢ao intramitocondrial do
calcio, o estado redox celular (incluindo niveis de espécies reativas de oxigénio) e a

mobiliza¢do dos membros da familia Bcl-2.

AlteracOes nas funcdes mitocondriais t€ém um efeito imediato no balango energético da
célula (ROSSER; GORES, 1995). Diversos mecanismos podem estar envolvidos nesse
processo: (a) inibicdo direta do metabolismo mitocondrial por inibicio do transporte de
elétrons e/ou da fosforilacdo oxidativa; (b) danos estruturais na mitocondria devido a
oxidacdo dos lipideos de membrana ou devido a intercalagdo de compostos na membrana
lipidica, conduzindo a alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e conseqiientemente
a dissipac¢do do potencial energético necessario para a sintese de ATP e (c) danos ao DNA

mitocondrial (NIEMINEN et al., 1995).

1.9. EROs e o Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um achado freqliente na hepatotoxicidade induzida por
xenobidticos (POLI et al., 1987). Trata-se de um processo mediado pela formacgdo de radicais
livres diversos que resultam da degradacdo oxidativa dos lipideos (lipoperoxidacdo) e de
proteinas presentes nos diversos sistemas de membrana da célula. Outras macromoléculas
(glicidios e 4cidos nucléicos) também podem ser afetadas. Esse processo pode ser iniciado por
radicais derivados dos xenobidticos gerados em reacdes catalisadas pelas isoenzimas do
citocromo P-450 ou ainda pela producdo de radicais livres oriundos do oxigénio (O, H,O, e
OH"). Na presenca do oxigénio, esse processo é estendido aos lipideos insaturados e uma
cadeia de reacdes é estabelecida de modo que os danos as membranas sdo propagados. A
primeira conseqiiéncia desse processo é a profunda alteracdo das propriedades fisicas e

quimicas das membranas, causando perda das suas func¢des especializadas (ROSS, 1988).

A cadeia transportadora de elétrons parece ser a principal fonte intracelular de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e peréxido de hidrogénio (H,O,). Além de seu papel como

espécie reativa de oxigénio, e, portanto, causador de estresse oxidativo, o H202 em excesso

causa oxidacdo da hemoglobina e, conseqiientemente, diminui¢do das concentracdes de
oxigénio, o que pode acarretar infec¢des, formacdo de ulceras e até necrose (WIEACKER et

al., 1980). Na presenga de vdrias drogas ou toxinas, como por exemplo: inibidores da cadeia
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transportadora de elétrons, desacopladores da fosforilagdo oxidativa, compostos quinonoideos
e metais, a geracdo de radicais livres de oxigénio pela mitocOndria pode ser aumentada

substancialmente (GERLACH et al., 1995).

O radical anidnico superdxido (O,) parece ser o principal produto da reducdo
incompleta do oxigénio sob condicdes fisioldgicas e patoldgicas. Sob a acdo da superdxido
dismutase o radical superoxido € transformado em dgua oxigenada, cuja reducdo pode se
difundir da mitocondria e lesar componentes celulares distantes do seu sitio de formacao; o
radical hidroxil, devido a sua alta reatividade e conseqiiente meia vida muito curta, ndo possui
a capacidade de difusdo. Dessa forma, os efeitos das EROs podem ser maiores na membrana
mitocondrial interna, cujo principal componente da bicamada fosfolipidica é a cardiolipina,
um derivado do fosfatidil glicerol, que possui uma alta relacdo de 4cidos graxos

insaturados/saturados.

A cardiolipina apresenta uma importante funcdo no controle da permeabilidade da
membrana, bem como no estabelecimento do gradiente eletroquimico de prétons. E ainda um
regulador da respiracdo de estado 3, podendo modular a estrutura secunddria de proteinas da
membrana interna da mitocOndria, tais como os transportadores de substratos, NADH
desidrogenase, citocromo bcl, citocromo ¢ oxidase e ATP sintetase (MASSOTTI et al.,
1974). Além disso, a membrana mitocondrial interna possui enzimas contendo ferro e cobre,
as quais podem catalisar a reagdo de oxidacdo do superdxido e da dgua oxigenada e formar

radicais hidroxilas (ZHANG et al., 1990).

As células possuem diversas estratégias para neutralizar os radicais livres de oxigénio
gerados durante as oxidacdes bioldgicas prevenindo assim a propagacdo dos danos. Trata-se
de um sistema complexo que compreende: (a) inativagdo dos radicais livres de oxigénio por
enzimas especificas (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase); (b)
neutralizacdo dos radicais eventualmente formados pela acdo de substancias com
propriedades sequestradoras de radicais livres (vitamina E, GSH) e (c) reparo dos lipidios
oxidados (glutaredoxina). A geragdo de espécies reativas de oxigénio pela mitocondria € um
processo continuo e fisiologicamente normal em condicdes aerdbicas, visto que cerca de 1-2%

do oxigénio reduzido pela mitocdndria € convertido em superéxido (VERCESI, 1993).
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1.10. Sistemas de defesa antioxidante

A mais importante defesa contra as lesdes oxidativas induzidas pelas espécies reativas
de oxigénio € a manutencdo da homeostase da glutationa (GSH). A glutationa reduzida serve
como substrato para a a¢do da glutationa peroxidase, na remocao do radical superdxido, e da
glutationa transferase, na formac¢do do dcido mercapturico, além de atuar como seqiiestrador
de radicais livres. Atua também como reguladora intracelular de grupos sulfidrila de enzimas
glicoliticas e de ATPase-Ca** (BENZI; MORETTI, 1995). A acdo da glutationa peroxidase
leva a producdo da glutationa dissulfeto ou glutationa oxidada (GSSG), a qual € toxica para a
célula pela formacdo de derivados cistenil, especialmente na presenca de metais de transicao

(JENNER, 1994).

As reacdes dependentes da glutationa reduzida sdo de fundamental importancia para a
protecdo da célula contra o estresse oxidativo, por manter a célula em um ambiente reduzido
sob condicdes fisioldgicas normais. A quebra da homeostase dos compostos de sulfidrilas em
células tratadas com pré-oxidantes provoca enfraquecimento do sistema de translocagcdo do
calcio, estimulacdo dos canais de cdlcio e inibicdo do seqiiestro de cdlcio pelo reticulo
endoplasmdtico e mitocondria. Isto resulta na incapacidade da célula em manter a
concentracdo do célcio intracelular em niveis fisiolégicos. Esse aumento intracelular da
concentracdo do cdlcio pode causar a ativacdo de vdrias enzimas calcio-dependentes
(fosfolipases, proteases e endonucleases) relacionadas aos processos de degradacdo de
macromoléculas, o que pode contribuir para a morte de célula (ORRENIUS; NICOTERA,
1994; VERCES]I, 1993; TRUMP; BEREZESKY, 1995).

Em muitas doengas a natureza da espécie radicalar que amplifica a lesdo primdria nao
€ conhecida. Desta forma, torna-se dificil o planejamento correto da utilizacdo de farmacos
com propriedades antioxidantes que eliminem diretamente o radical livre, impedindo sua
reacdo com alvos celulares ou interrompendo as cadeias radicalares e assim, evitando a
propagacdo das lesdes provocadas por esses radicais (SUN, 1990). O emprego adequado
destes farmacos e das estratégias terapéuticas depende de diversos fatores, tais como:
entendimento dos processos dependentes dos radicais livres envolvidos na fisiopatologia de
diversas doencas, identificacdo das fontes celulares geradoras das espécies radicalares

potencialmente toxicas, identificacdo dos compostos que possam atuar como antioxidantes,
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bem como a sua distribuicdo nos tecidos, localizagdao subcelular e mecanismo de acgdo

(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000; SUN, 1990).

Neste contexto, os dois principais meios de defesa antioxidantes no organismo podem
ser divididos em dois grupos, enzimdticos € ndo enzimaticos. Os sistemas enzimditicos
envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a glutationa peroxidase.
Estudos demonstraram também que outras enzimas antioxidantes, como glutationa redutase e
glicose-6-fosfato-desidrogenase, apresentaram propriedades protetoras similares a glutationa
peroxidase (SENTUERKER, 1993; WELLS et al., 1997). Outros sistemas enzimaticos de
defesa antioxidante operando em conjunto com as enzimas anteriormente citadas incluem a
superdxido dismutase (SOD), dependente de Cu** e Zn** como cofatores, onde ocorre a
dismutacdo do radical superéxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio, bem como a
catalase, que converte peroxido de hidrogénio em 4gua e oxigénio molecular nas hemacias

(MEISTER; ANDERSON, 1983).

mADPt
ADPH

FIGURA 3 - Sistemas enzimaticos envolvidos no ciclo redox da glutationa

(Fonte: http://www.unifesp.br/dneuro/nexp/riboflavina/d.htm)

Muitas das reacdoes radicalares prejudiciais in vivo sdo evitadas ou modificadas pela
acdo de agentes inividores ou antioxidantes. Por exemplo, no caso de superoxido, a enzima
SOD age como defesa contra esta espécie, enquanto as enzimas catalase e peroxidase atuam

sobre H,0O».
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H4 ainda a protecdo ndo enzimatica por pequenas moléculas, dentre as quais as mais
utilizadas estdo as vitaminas E (a-tocoferol) e C (4cido L-ascérbico). A vitamina E € o maior
antioxidante lipossolivel presente em todas as membranas celulares e, portanto, atua na
protecdo contra a lipoperoxidacdo (KAY et al., 1986). Ela pode reagir diretamente com uma
variedade de oxiradicais, como o superdxido, a hidroxila etc., e também com o oxigénio

singleto (MACHLIN; BENDICH, 1987).

A vitamina E foi primeiramente relatada em 1922, nos Estados Unidos, por Evaris e
Bishop, que demonstraram ser liposoltivel e também fator essencial para reprodu¢do normal
em ratos. A purificagdo deste fator revelou que ele é composto da familia dos tocoferdis.
Quatro tocoferdis sdo conhecidos, porém o alfa-tocoferol € o mais importante biologicamente
e os termos alfa-tocoferol e vitamina E s3o quase intercambidveis na literatura

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Primeiramente, o alfa-tocoferol inativo reage com o oxigénio singleto protegendo a
membrana contra essa espécie. Durante a sua acdo antioxidante (destruindo a cadeia de
lipoperoxidag¢do) nas membranas, o alfa-tocoferol é consumido e convertido em forma de
radical. A vitamina E pode também proteger contra a peroxidacdo modificando a estrutura da

membrana (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

A vitamina E, localizada perto do citocromo P-450 no fosfolipideo da membrana,
varre os radicais livres formados no citocromo P-450. A seguir, a vitamina C reduz o radical
tocoferil. Ambos os radicais tocoferil e hidroascorbil ndo sdo muito reativos inviabilizando o

processo de lipoperoxidagao (MEISTER; ANDERSON, 1983).

Os carotendides destacam-se também como agentes antioxidantes, dentre os quais a
pré-vitamina A (P-caroteno), pigmento responsdvel pela cor caracteristica da cenoura, é o
caratendide mais abundante e de maior atividade. Estudos recentes indicam uma possivel
atividade anti-cancerigena do [3-caroteno, sendo usado como corante e antioxidante em
alimentos (BURTON; INGOLD, 1984). Especificamente, o [3-caroteno exibe uma boa
capacidade de captura de radicais livres somente a pressdes parciais normais de oxigénio no

ar, comumente encontrada na maior parte dos tecidos bioldgicos sob condig¢des fisioldgicas

(CARDOSO, 1997).
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1.11. Relevancia e justificativa

O Croton cajucara Benth. (sacaca) € uma espécie medicinal amplamente utilizada na
regido amazdnica no tratamento do diabetes, desordens hepdticas e renal, obesidade e
hipertensdo. Estudos farmacoldgicos comprovaram as propriedades antiinflamatoria,
antinociceptiva, antiestrogénica, antiulcerogénica, antitumoral, hipolipidémica, hipoglicémica
e citotoxica da trans-desidrocrotonina (--DCTN), um diterpeno do tipo clerodano isolado da

sacaca e componente majoritario desta planta.

Em virtude de o chd das cascas do caule de sacaca ser muito utilizado em dietas de
emagrecimento e como hipoglicemiante e diante da possibilidade da #DCTN, molécula
majoritaria da Croton cajucara, ser a responsavel por efeitos hepatotéxicos que podem ser
desencadeados em tratamentos prolongados, hd necessidade de se investigar os efeitos toxicos
da -DCTN sobre o figado e determinar novas alternativas terapéuticas que possam diminuir

os possiveis efeitos adversos associados a este diterpeno.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Uma vez que, muitas atividades ja foram comprovadas para a trans-desidrocrotonina
(--DCTN) e que estudos demonstraram que algumas substincias hipoglicemiantes e
hipolipidémicas sdo associadas a efeitos téxicos sobre o figado, este trabalho tem por objetivo
geral avaliar a hepatotoxicidade da -DCTN em camundongos e desenvolver estratégias

farmacoldgicas para mitigar este efeito toxico.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar a toxicidade hepdtica aguda da trans-desidrocrotonina (t-DCTN);

- Determinar a toxicidade hepdtica de administrag¢des repetidas da +~-DCTN;

- Avaliar o efeito pré-condicionante de baixas doses de -DCTN na toxicidade hepética aguda
induzida por +~-DCTN;

- Avaliar o efeito pré-condicionante de baixas doses de Etanol na toxicidade hepatica aguda
induzida por ~-DCTN.

- Avaliar o envolvimento do 6xido nitrico no efeito pré-condicionante da +~DCTN e do
Etanol;

- Avaliar o efeito da Vitamina E e N-acetilcisteina (NAC) na hepatite téxica induzida por ¢-

DCTN.
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3. MATERIAIS

3.1. Material botanico

A t-DCTN foi isolada a partir da casca do caule do Crofon cajucara Benth. e fornecida
pela Prof* Maria Aparecida Maciel do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte. Para utiliza¢ao nos experimentos, a --DCTN foi diluida na concentracao

de até 3% de Tween 80 em 4gua destilada.

3.2. Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, machos,
pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas
de polipropileno, a temperatura variando entre 22-24°C, com ciclos de claro/escuro de 12 em
12 h, recebendo racdo padrao (Purina Chow) e dgua ad libitum. Os protocolos experimentais
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da

Universidade federal do Ceara (Protocolo n® 44/08).



3.3. Drogas e reagentes

PRODUTO
Acido Etilenodiaminotetracético sal dissédico (EDTA)
Acido tiobarbitrico
Acido tricloroacético P.A.
Acido trinitrobenzeno sulfénico — TNB
Alcool etilico absoluto P.A.
D-Arginina
Cloreto de sédio
Eter etilico
Glutation reduzido (GSH)
L-Arginina
Metanol absoluto P.A.
N-Acetilcisteina
Trizma
Tween 80

Vitamina E

3.4. Equipamentos

EQUIPAMENTO
Agitador — aquecedor, modelo 258
Espectrofotometro: modelo DU640B
Espectrofotometro: modelo B582
Balanca analitica: modelo AX-200
Balanca para animais: modelo MF-6
Banho-maria, modelo Q-249
Centrifuga refrigerada, modelo 5417R
Centrifuga refrigerada, modelo CT 5500 DR
pHmetro Microprocessado

Pipetas automaticas
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ORIGEM

Proanalysi, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Synth, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Labsyunth, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Quimex, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Aché, Brasil

ORIGEM
Fanen®, Brasil
Beckman®
Micronal®
Shimadzu, Japao
Filizola, Brasil
QUIMIS®, Brasil
Eppendorf®
CIENTEC®, Brasil
QUIMIS® Brasil

Jencons®
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4. METODOS

4.1. Isolamento da trans-desidrocrotonina (--DCTN)

A trans-desidrocrotonina (+-DCTN) foi isolada do extrato hexanico das cascas (6 kg)
do Croton cajucara Benth., o qual forneceu, apds filtracdo em gel de silica, a fracio CH,Cl,

(eluida em diclorometano).

A fracao CH,Cl; sofreu nova filtracdo em gel de silica, tendo sido eluida com hexano -
CH,Cl,-MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas fragdes de 500 mL,
que sofreram monitoramento por cromatografia de camada delgada — CCD, gerando a reuniao

de 6 grupos de fragdes.

Os grupos de fragdes 7-21/ 22-25/ 26-29/ 30-33/ 34-41, eluidos em hexano- CH,Cl,
(5:5 — 0:1) e o grupo de fragdes 42-53, eluidos em CH,Cl,-MeOH (9:1 — 0:1), foram
submetidos ao processo de recristalizacdo em hexano-Me,CO. Apds as filtracdes obteve-se
aproximadamente 32 g de um sélido cristalino correspondente ao diterpeno trans-

desidrocrotonina (z~-DCTN), como mostra a Figura 4.

Solido cristalino

t-DCTN - Caracteristicas Ponto de fusdo: 139 — 140°C

Peso molecular: 314 M




Casca da Sacaca

6kg

Extracdo via Soxhlet
Hexano (46 litros)

A 4

Extrato hexanico

471,8¢

Filtracdo em gel de Silica
(35-70 Mesh) — 900g
CH,CI,

A 4

(CHCDL)

Fracao

Cromatografia de coluna do liquido —
mae proveniente de recristalizacdo gel
de silica 70-230 Mesh hexano —

Filtracdo em gel de Silica
(35-70 Mesh) — 500¢g

Hexano — CH,CI, - MeOH
9:1:0-0:0:1)
Ordem crescente de
polaridade
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0,5g de --DCTN

A

CH,CI,
(8:2-0:1)

0,5g de --DCTN

Recristalizacdo
hexano — Me,CO

A 4

H,

CCD -

Fracoes 7-21
hexano — AcOEt (6:4)
SO4/MeOH (1:1)

Fracdes S e 6
Hexano — CH,CI,

Reunido de fragdes eluidas em
hexano — CH,CI, (5:5 - 0:1)

\ 4

(7:3)
Cromatografia de

camada delgada—CCD
Hexano — AcOEt (8:2)
H,SO4/ MeOH (1:1)

Auséncia da DCTN

Fracdes
Fragdes 22-25 Fragdes 26-29 Fracdes 42-53
(5:5) (4:6) 34-41
Recristalizagdo (2:8-0:1)
Hexano — Me,CO
Fracdes
3,8g de -DCTN 30.33
(3:7) Recristalizagao
hexano — Me,CO
3,3g de t-DCTN
10g de --DCTN
Recristalizagdo
hexano — Me,CO
Recristalizagdo

3,8¢ de +-DCTN

hexano — Me,CO

10g de +-DCTN

FIGURA 4 - Método de obtencao do diterpeno frans-desidrocrotonina (1-DCTN) a partir
dos extratos hexanicos e cloroférmico.
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4.2. Avaliacao da toxicidade aguda de t~-DCTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg de peso) nos
figados de camundongos

Na avaliacdo da toxicidade aguda da r~-DCTN, foram utilizados camundongos Swiss,
escolhidos aleatoriamente, separados em grupos de 8 animais cada. A t+-DCTN foi
administrada, por gavagem (v.0.), em doses crescentes de 10, 30, 100 e 300 mg/kg no volume
de 10 ml/kg. A escolha das doses foi baseada em dados encontrados na literatura referentes a
DL50 e as doses utilizadas freqiientemente em testes farmacoldgicos com t-DCTN. Outro
grupo recebeu igual volume de veiculo (3% de Tween 80 em dgua destilada) e foi incluido no

estudo como controle normal.

Ap6s o periodo de 24 horas da administracdo da +-DCTN, amostras de sangue, de
todos os animais, foram obtidas através do plexo orbital, sob leve anestesia com éter, em
tubos heparinizados para determinacdo dos niveis de Aspartato Aminotransferase (AST) e
Alanina Aminotransferase (ALT) utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest®) e um

espectrofotometro semi-automatico (Micronal®, modelo B582).

Os animais foram entdo sacrificados e o tecido hepético coletado, pesado e processado
para a dosagem de grupos sulfidrilas ndo protéicos hepaticos — NP-SH (SEDLACK &
LINDSAY, 1968) e para anélise histoldgica.
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4.3. Determinacao dos grupos sulfidrilas nao protéicos (NP-SH) hepaticos

A quantificac@o dos grupos sulfidrilas ndo protéicos (NP-SH) foi realizada segundo o
método de SEDLACK & LINDSAY (1968). O figado foi removido, pesado e homogeneizado
com EDTA 0,02 M gelado, para preparar um homogenato a 10%. Uma aliquota de 1 ml de
cada amostra foi retirada e adicionado 0,8 ml de &dgua destilada e 0,2 ml de 4cido
tricloroacético — TCA 50% em solucdo aquosa. Os tubos de ensaio contendo a mistura foram
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Um volume de 1 ml foi retirado do sobrenadante e

adicionado 2 ml de Tris 0,4 M, pH 8,9 € 0,05 ml de DTNB 0,01M.

A absorbancia foi medida dentro de 5 minutos a 412 nm. A concentragdo de NP-SH
foi calculada através de uma curva de calibracdo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados

expressos em pug de NP-SH/g de tecido.

4.4. Analise histopatolégica

Para avaliacdo das alteracdes teciduais microscéopicas dos figados, foram realizados
cortes histopatolégicos de todos os grupos. O figado foi fixado em formol tamponado 10%,
incluido em parafina, realizadas seccdes em microtomo e corado com hematoxilina-eosina. As
alteracdes histopatoldgicas foram examinadas e microfotografadas em microscopio 6ptico
sendo analisada a arquitetura do tecido, a presenca de infiltrado inflamatdrio, dreas necréticas,

hemorragias, degeneracdo hidrdpica, entre outras alteragdes.
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4.5. Avaliacdo da toxicidade hepatica de administracoes sucessivas de ~-DCTN (10, 30,

100 e 300 mg/kg de peso) em camundongos

Foram divididos grupos de oito animais cada, os quais foram tratados com veiculo
(3% de Tween 80 em dgua destilada- 0,1 ml/10g, v.o.- gavagem) ou +-DCTN (10, 30, 100 ou
300 mg/kg, v.o.- gavagem) 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes do experimento. Os animais que

receberam apenas veiculo foram incluidos no estudo como controle normal.

Ap6s o periodo de 24 horas da ultima administracdo da +-DCTN, foram determinados
os niveis séricos de Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)
utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest®) e um espectrofotometro semi-automatico
(Micronal®, modelo B582). Em seguida os animais foram sacrificados, o tecido hepatico
coletado, pesado e processado para a dosagem de grupos sulfidrilas ndo protéicos hepaticos —
NP-SH (SEDLACK; LINDSAY, 1968) e para andlise histologica, segundo metodologias

descritas nos itens 4.3 e 4.4, respectivamente.
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4.6. Avaliacao do pré-condicionamento com baixas doses de #~-DCTN na toxicidade

aguda induzida por --DCTN

Grupos de oito animais foram tratados com veiculo (3% de Tween 80 em agua
destilada- 0,1 ml/10g, v.o.- gavagem) ou -DCTN (10 mg/kg, v.o.- gavagem) 120, 96, 72, 48 e
24 horas antes do experimento. Outro grupo recebeu pré-tratamento por cinco dias
consecutivos com 10 mg/kg (v.0.) de ~-DCTN e 24 h ap6s o ultimo tratamento recebeu uma
dose aguda de +~-DCTN (100 mg/kg, v.o0.). Os animais que receberam apenas veiculo foram

incluidos no estudo como controle normal.

Ap6s o periodo de 24 horas da dltima administragdo da ~-DCTN, foram coletadas
amostras de sangue de todos os animais e os niveis de Aspartato Aminotransferase (AST) e
Alanina Aminotransferase (ALT) foram analisados utilizando kits bioquimicos especificos
(Labtest®) e um espectrofotdmetro semi-automdtico (Micronal®, modelo B582). Os animais
foram sacrificados e o tecido hepdtico foi coletado, pesado e processado para a dosagem de
grupos sulfidrilas ndo protéicos hepdticos — NP-SH (SEDLACK; LINDSAY, 1968) e para

andlise histoldgica, segundo metodologias descritas nos itens 4.3 e 4.4, respectivamente.
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4.7. Avaliacao do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol na toxicidade aguda
induzida por +-DCTN

Os animais foram divididos em grupos (n=8), os quais receberam os seguintes
tratamentos: veiculo (3% de Tween 80 em &4gua destilada- 0,1 ml/10g, v.o.- gavagem) ou
etanol (1 g/kg de animal, v.o.- gavagem) 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes do experimento.
Outro grupo recebeu pré-tratamento por 5 dias consecutivos com 1 g/kg de etanol e 24 h apds

o dltimo tratamento recebeu uma dose aguda de +-DCTN (100 mg/kg, v.o.- gavagem).

Amostras de sangue de todos os animais foram coletadas apds o periodo de 24 horas
da dltima administracio da #DCTN, determinando-se os niveis de Aspartato
Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) utilizando kits bioquimicos
especificos (Labtest®) e um espectrofotdmetro semi-automético (Micronal®, modelo B582).
Os animais foram sacrificados e foram realizadas dosagens dos grupos sulfidrilas ndo
protéicos hepaticos — NP-SH (SEDLACK; LINDSAY, 1968) e andlise histologica, segundo

metodologias descritas nos itens 4.3 e 4.4, respectivamente.
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4.8. Envolvimento do 6xido nitrico no pré-condicionamento hepatico da -DCTN e do

etanol

Os animais foram divididos em grupos de 8 e tratados com veiculo (3% de Tween 80
em 4gua destilada- 0,1 ml/10g, v.0.) ou ~-DCTN (100 mg/kg, v.o.). Outros grupos receberam
pré-tratamento com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou D-arginina (400 mg/kg, i.p.) 30 min antes
da administragcao da +-DCTN.

Ap6s o periodo de 24 horas da ultima administracdo da -DCTN, foram coletadas
amostras de sangue de todos e os niveis de Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina
Aminotransferase (ALT) foram analisados utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest®)
e um espectrofotdmetro semi-automatico (Micronal®, modelo B582). Os animais foram
sacrificados e tecido hepatico foi coletado, pesado e processado para a dosagem de grupos
sulfidrilas ndo protéicos hepaticos — NP-SH (SEDLACK; LINDSAY, 1968) e para andlise

histolégica, segundo metodologias descritas nos itens 4.3 e 4.4, respectivamente.
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4.9. Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) na hepatite téoxica induzida por ¢-
DCTN

Os animais foram divididos em grupos de 8 e tratados com veiculo (3% de Tween 80
em 4gua destilada- 0,1 ml/10g, v.o.- gavagem) ou ~-DCTN (100 mg/kg, v.o.-gavagem).
Outros grupos receberam pré-tratamento com Vitamina E (300 mg/kg, v.o.- gavagem), NAC
(150 mg/kg, i.p.) ou com a combinacao de Vitamina E (300 mg/kg, v.o.) e NAC (150 mg/kg,
i.p.) 1h antes da administra¢do da +~-DCTN (100 mg/kg, v.o.).

Ap6s o periodo de 24 horas da ultima administracdo da -DCTN, foram coletadas
amostras de sangue dos animais e analisados os niveis de Aspartato Aminotransferase (AST)
e Alanina Aminotransferase (ALT) utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest®) e um
espectrofotobmetro semi-automdtico (Micronal®, modelo B582). Os animais foram
sacrificados e tecido hepatico foi coletado, pesado e processado para a dosagem de grupos
sulfidrilas ndo protéicos hepaticos — NP-SH (SEDLACK; LINDSAY, 1968), TBARS (AGAR

et al.,1999) e para andlise histoldgica.
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4.10. Determinacao dos niveis hepaticos de TBARS (AGAR et al., 1999)

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substancias reativas com o
acido Tiobarbitirico (TBARS), um indicador de peroxidacdo lipidica (AGAR et al.,1999).
Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de
malondialdeido (MDA) para formar uma solu¢do de cor rosa, que tem absorbancia mdxima

em pH &cido de 532 a 535 nm.

ApOs os tratamentos e coleta de sangue, os animais foram sacrificados e seus figados
foram removidos, pesados e homogeneizados em tampao fosfato 50 mM (pH 7.4), para
preparar um homogenato a 10%. 250 ul do homogenato foram introduzidos em tubos de
ensaio e incubados por 1 h no banho de dgua a temperatura de 37°C. Apds a incubacdo, 400 ul
de acido percldrico 35% foi adicionado, a fim de parar a peroxidagdo, sob agitagdo e, em
seguida, centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos. Em seguida 600 pul do sobrenadante
foram adicionados a 200 ul de acido tiobarbitdrico 1,2%. A mistura foi levada ao banho de
dgua por 30 minutos a uma temperatura varidvel de 95 - 100°C. A solucao foi entdo retirada e
colocada para esfriar a temperatura ambiente, apds isso foi realizada a leitura da absorbancia
no comprimento de 532 nm. Os valores de TBARS foram expressos em termos de

absorbancia a 532 nm.

4.11. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism 4.0 para

Windows (GraphPad Software).

Os valores experimentais obtidos foram expressos como média * erro padrdao da média
(E.P.M). Para comparacao entre as médias foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA), e a
significancia entre os grupos estabelecida pelos testes Student Newman Keuls. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito de uma tnica administracao de -DCTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg de peso) na

hepatotoxicidade em camundongos

Uma tnica administragdo da +-DCTN nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300 mg/kg
aumentou os niveis hepatico de glutationa (1401£32,73; 1937+116,5; 2286+95,83 e
1603+141,3 ug/g de tecido, respectivamente) quando comparados ao grupo controle normal
(1299+49,88 ng/g de tecido). Este aumento foi significativo com as doses 30 e 100 mg/kg (p<
0,001) (Tabela 1 e Figura 5).

A -DCTN administrada nas doses de 100 e 300 mg/kg aumentou significativamente
(p< 0,001) os niveis de ALT e AST séricos (189,0+21,86 e 158,6+17,22; 259,1£19,04 e
197,3+£16,56 U/mL, respectivamente) quando comparado com o controle normal (42,86+6,49
e 91,57+5,70 U/mL, respectivamente). Entretanto, nenhum aumento das aminotransferases foi

verificado nas doses de 10 e 30 mg/kg (Tabela 2 e Figura 6).

A anélise histolégica dos figados dos animais tratados com veiculo (3% de Tween 80)
demonstrou tecido com arquitetura preservada. Ja o grupo tratado com altas doses de --DCTN
(100 e 300 mg/kg), apresentou extensas dreas necrdticas com presenca de degeneracao
hidrépica e de infiltrado inflamatério com predominio de polimorfonucleares (PMN). Nos
grupos tratados com -DCTN nas doses de 10 e 30 mg/kg, os figados tiveram sua estrutura

preservada, ndo observando dreas inflamatdrias e presenca de células necréticas (Figura 7).
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TABELA 1 - Efeito de uma tnica administracao de frans-desidrocrotonina sobre os

niveis hepaticos de Glutationa em camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal - 1299+49,88
t+-DCTN 10 1401+£32,73
30 1937+116,5*°
100 2286+95,83%¢
300 1603+141,3

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepdticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). As dosagens foram analisadas
24 horas apés a administragdo de +-DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs
controle normal; bp<0,01 vs +-DCTN 10 mg/kg; “p<0,05 vs -DCTN 30 mg/kg (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 5 - Efeito de uma tnica administracio de trans-desidrocrotonina sobre os
niveis hepaticos de Glutationa em camundongos. Cada coluna representa a média + erro
padrao da média (E.P.M.) para os niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de camundongos
(n=8). As dosagens foram analisadas 24 horas apds a administragdo de -DCTN (10, 30, 100
ou 300 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle normal; bp<0,01 vs --DCTN 10 mg/kg; “p<0,05 vs
-DCTN 30 mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 2 - Efeito de uma tnica administracao de frans-desidrocrotonina sobre os

niveis séricos de ALT e AST.

GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/ml) (U/ml)
Controle normal -— 42,86+6,49 91,57+5,70
t-DCTN 10 49,88+1,30 83,30+4,53
30 48,66+3,31 99,29+6,00
100 189,0+21,86™" 158,6+17,22*°
300 259,1+19,04* 197,3£16,56"

Os resultados sao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) dos niveis
séricos de ALT e AST (U/ml) de camundongos (n=8). As transaminases foram analisadas 24
horas apds a administragdo de +~-DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle
normal; bp<0,001 vs -DCTN 30 mg/kg; “p<0,001 vs --DCTN 100 mg/kg (ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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FIGURA 6 - Efeito de uma tnica administracido de trans-desidrocrotonina sobre os
niveis séricos de ALT e AST. Cada coluna representa a média + erro padrao da média
(E.P.M.) dos niveis séricos de ALT e AST (U/ml) de camundongos (n=8). As transaminases
foram analisadas 24 horas ap6s a administragao de -DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o.).
*p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN 30 mg/kg; “p<0,001 vs --DCTN 100 mg/kg

(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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A - Controle Normal B - t-DCTN 10 mg/kg

E - -DCTN 300 mg/kg
FIGURA 7 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 400x) — dose tinica de #-
DCTN: (A) animais tratados com veiculo (3% de Tween 80 — controle normal); (B) animais
tratados com t-DCTN 10 mg/kg; (C) animais tratados com t-DCTN 30 mg/kg; (D) animais
tratados com t-DCTN 100 mg/kg ; (E) animais tratados com t-DCTN 300 mg/kg (200x).
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5.2. Efeito de administracoes sucessivas de t-DCTN (10, 30, 100 e 300 mg/kg de peso) na

toxicidade hepatica em camundongos

Administracdes repetidas da -DCTN nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300 mg/kg
aumentou os niveis hepdtico de glutationa (1649+57,36; 2263+91,57; 2104+100,5 e
2027£177,1 ng/g tecido, respectivamente) quando comparados ao grupo controle normal
(1408+53,77 ug/g tecido). Este aumento foi significativo com as doses 30, 100 e 300 mg/kg
(p< 0,001) (Tabela 3 e Figura 8).

A t-DCTN administrada nas doses de 100 e 300 mg/kg aumentou significativamente
(p< 0,001) os niveis de ALT e AST séricos (219,7+10,22 e 225,3+9,847; 230,243,272 e
212,0£7,658 U/mL, respectivamente) quando comparado com o controle normal
(49,96+2,483 e 90,24+6,739 U/mL, respectivamente). Entretanto, nenhum aumento das

aminotransferases foi verificado nas doses de 10 e 30 mg/kg (Tabela 4 e Figura 9).

A andlise histologica dos figados dos animais tratados com veiculo (3% de Tween 80)
demonstrou tecido com arquitetura preservada. Ja o grupo tratado com altas doses de --DCTN
(100 e 300 mg/kg) por 5 dias consecutivos, apresentou extensas dreas de degeneracdo
hidrépica com presenca de células necrdticas, hemorragia e infiltrado inflamatério com
predominio de polimorfonucleares (PMN). Nos grupos tratados com ~-DCTN nas doses de 10
e 30 mg/kg, os figados tiveram sua estrutura preservada, ndo observando dreas inflamatdrias e

presenca de células necroéticas (Figura 10).
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TABELA 3 - Efeito de administracoes sucessivas de trans-desidrocrotonina sobre os

niveis hepaticos de Glutationa em camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal - 1408+ 53,77
+-DCTN 10 1649+ 57,36
30 2263+ 91,57
100 2104+ 100,5*°
300 2027+ 177,1°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas
antes das dosagens das amostras. “p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN 30 mg/kg
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 8 - Efeito de administracoes sucessivas de trans-desidrocrotonina sobre os
niveis hepaticos de Glutationa em camundongos. Cada coluna representa a média + erro
padrao da média (E.P.M.) para os niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de camundongos
(n=8). O veiculo (controle normal) e +-DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o.) foram
administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens das amostras. “p<0,001 vs

controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN 30 mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 4 - Efeito de administracées sucessivas de trans-desidrocrotonina sobre os

niveis séricos de ALT e AST.

GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/ml) (U/ml)
Controle normal -— 49,96 + 2,483 90,24 + 6,739
t-DCTN 10 56,76 + 3,600 96,91 + 3,668
30 57,62 + 2,968 93,34 + 2,294
100 219,7 + 10,22*° 225,3 +9,847*"
300 230,2 +3,272° 212,0 +7,658"

Os resultados sao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) dos niveis
séricos de ALT e AST (U/ml) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e ~-DCTN
(10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das
dosagens das transaminases. “p<0,001 vs controle normal; °p<0,001 vs +-DCTN 30 mg/kg

(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



66

CALT
250 a B AST
- a
£ 200-
2
8 150+
(2]
e
= 1004
£
©
e 50-
©
S
=
0
Controle 10 30 100 300 mg/kg

normal +-DCTN
FIGURA 9 - Efeito de administracoes sucessivas de trans-desidrocrotonina sobre os
niveis séricos de ALT e AST. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média
(E.P.M.) dos niveis séricos de ALT e AST (U/mL) de camundongos (n=8). O veiculo
(controle normal) e -DCTN (10, 30, 100 ou 300 mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96,
72, 48 e 24 horas antes das dosagens das transaminases. ‘p<0,001 vs controle normal;

®p<0,001 vs --DCTN 30 mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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A - Controle Normal B —£-DCTN 10 mg/kg

C- -DCTN 30 mg/kg D - -DCTN 100D mg/kg

E - #-DCTN 300 mg/kg

FIGURA 10 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 200x) — doses
repetidas de ~-DCTN: (A) animais tratados com veiculo (3% de Tween 80 — controle
normal); (B) animais tratados com ~-DCTN 10 mg/kg; (C) animais tratados com -DCTN 30
mg/kg; (D) animais tratados com -DCTN 100 mg/kg; (E) animais tratados com -DCTN 300

mg/kg.
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5.3. Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de t~-DCTN na toxicidade aguda

induzida por t-DCTN

Visto que a dose de 100 mg/kg da ~DCTN apresentou toxicidade hepatica, ao
aumentar significativamente (4,5 vezes) o nivel sérico de ALT, esta dose foi selecionada para

o estudo das estratégias farmacoldgicas de prevencao desta hepatotoxicidade.

A Tabela 5 mostra que o tratamento com +-DCTN (100 mg/kg, v.0.) promoveu um
aumento significativo (p<0,001) dos niveis de glutationa hepética (1675+120,5 pg/g de
tecido) quando comparado ao grupo controle normal (Figura 11). Este efeito também foi
observado no grupo que recebeu pré-tratamento com -DCTN 10 mg/kg por 5 dias
consecutivos, seguida de uma administragdo de -DCTN na dose de 100 mg/kg (2144+62,14
pg/g de tecido).

Os niveis séricos das aminotransferases ALT e AST, aumentaram de forma
significativa (p<0,001) no grupo tratado com -DCTN na dose de 100 mg/kg ( 179,848,766 e
206,9+£2,336  U/ml, respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal

(42,665,701 e 109,643,609 U/ml, respectivamente) (Tabela 6 e Figura 12).

O pré-tratamento com baixa dose de -DCTN (10 mg/kg, v.o.) por 5 dias consecutivos,
antes da administracdo da +-DCTN (100 mg/kg), foi capaz de reduzir significativamente
(p<0,001) os niveis de ALT e AST ( 64,96+16,04 e 128,9+14,81 U/ml, respectivamente)
quando comparado com o grupo que recebeu somente +-DCTN em alta dose (100 mg/ kg)

(179,848,766 e 206,9+2,336 U/ml, respectivamente).

A andlise histoldgica dos figados do grupo controle normal mostrou um tecido
hepdtico preservado, apresentando hepatdcitos com a citoarquitetura integra. J4 o grupo
tratado com #-DCTN, mostrou extensas dreas inflamatérias com presenca de células
necrdticas. No grupo que recebeu pré-tratamento com #-DCTN (10 mg/kg) por 5 dias
consecutivos, antes da administracdo de -DCTN em dose alta (100 mg/kg), observou-se
pequenos pontos de infiltrado inflamatério, no entanto, ndo foram observadas dareas

hemorragicas e necréticas (Figura 13).
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TABELA 5 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de --DCTN sobre os niveis

hepaticos de glutationa na toxicidade aguda induzida por #~-DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal - 1148 + 82,69
+-DCTN 10 1382 + 37,93
100 1675 + 120,5°
10 + 100 2144 + 62,14*°

Os resultados sdao expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepéticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens.
Outro grupo recebeu pré-tratamento por cinco dias consecutivos com 10 mg/kg (v.o.) de #-
DCTN e 24 h apds o ultimo tratamento recebeu uma dose aguda de +~-DCTN (100 mg/kg,
v.0.). *p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN (100 mg/kg)(ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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FIGURA 11 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de #~-DCTN sobre os
niveis hepaticos de glutationa na toxicidade aguda induzida por #-DCTN em
camundongos. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os
niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens.
Outro grupo foi pré-tratado por cinco dias consecutivos com 10 mg/kg (v.0.) de t-DCTN e 24
h apés o tltimo tratamento recebeu uma dose aguda de ~-DCTN (100 mg/kg, v.0.). *p<0,001
vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 6 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de --DCTN sobre os niveis

séricos de ALT e AST na toxicidade aguda induzida por #~-DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/ml) (U/ml)
Controle normal 42,66 + 5,701 109,6 + 3,609
+-DCTN 10 40,08 + 2,252 112,6 + 7,665
100 179,8 + 8,766 206,9 + 2,336°
10 + 100 64,96 + 16,04 128,9 + 14,81°

Os resultados sdao expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os

niveis séricos de ALT e AST de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e --DCTN

(10 mg/kg, v.0.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens das

transaminases. Outro grupo foi pré-tratado por cinco dias consecutivos com 10 mg/kg (v.o.)

de +~-DCTN e 24 h apés o dltimo tratamento recebeu uma dose aguda de +-DCTN (100 mg/kg,
v.0.). *p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN (100 mg/kg)(ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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FIGURA 12 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de #~-DCTN sobre os
niveis séricos de ALT e AST na toxicidade aguda induzida por 7-DCTN em
camundongos. Cada coluna representa a média + erro padrao da média (E.P.M.) dos niveis
séricos de ALT e AST (U/ml) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e ~-DCTN
(10mg/kg, v.o.) foram administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens das
aminotransferases. Outro grupo recebeu pré-tratamento por cinco dias consecutivos com 10
mg/kg (v.o.) de --DCTN e 24 h apds o ultimo tratamento recebeu uma dose aguda de +-DCTN
(100 mg/kg, v.0.). *p<0,001 vs controle normal; °p<0,001 vs +-DCTN (100 mg/kg) (ANOVA

e Teste de Student Newman Keul).
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A = Controle Normal B - -DCTN 100 mg/kg

¢

C - -DCTN 10 mg/kg (5 dias) D -£-DCTN 10 + 100 mg/kg

FIGURA 13 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 200x) — Efeito do pré-
condicionamento com baixas doses de /-DCTN: (A) animais tratados com veiculo (3% de
Tween 80 — controle normal); (B) animais tratados com #-DCTN 100 mg/kg (dnico
tratamento); (C) animais tratados com ~-DCTN 10 mg/kg ( 5 dias de tratamento); (D) animais
pré-tratados com ~-DCTN 10 mg/kg ( 5 dias de tratamento) + ~-DCTN 100 mg/kg ( tnico

tratamento).
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5.4. Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol na toxicidade aguda
induzida por +~-DCTN

O tratamento com t-DCTN (100 mg/kg, v.0.) promoveu um aumento significativo
(p<0,001) dos niveis de glutationa hepatica (1675+120,5 ug/g de tecido) quando comparado
ao grupo controle normal (Tabela 7 e Figura 14). Este efeito também foi observado no grupo
que recebeu pré-tratamento com Etanol 1 g/kg por 5 dias consecutivos, seguida de uma

administracio de --DCTN na dose de 100 mg/kg (1893+110,4 ng/g de tecido).

Os niveis séricos das aminotransferases ALT e AST, aumentaram de forma
significativa (p<0,001) no grupo tratado com #-DCTN na dose de 100 mg/kg ( 167,5£14,39 ¢
196,8+£10,28 U/ml, respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal

(42,665,701 e 109,643,609 U/ml, respectivamente) (Tabela 8 e Figura 15).

O pré-tratamento com baixa dose de Etanol (1 g/kg, v.o.) por 5 dias consecutivos,
antes da administracdo da +-DCTN (100 mg/kg), foi capaz de reduzir significativamente
(p<0,001) os niveis de ALT e AST (102,4+22,15 e 116£15,73 U/mL, respectivamente)
quando comparado com o grupo que recebeu somente +-DCTN em alta dose (100 mg/ kg)

(167,5+14,39 e 196,8+10,28 U/mL, respectivamente).

A andlise histolégica dos figados do grupo controle normal mostrou um tecido
hepdtico preservado, apresentando hepatdcitos com a citoarquitetura integra. J4 o grupo
tratado com #-DCTN, mostrou extensas dreas inflamatérias com presenca de células
necréticas. No grupo que recebeu pré-tratamento com Etanol (1 g/kg) por 5 dias consecutivos,
antes da administracdo de -DCTN em dose alta (100 mg/kg), observou-se pequenos pontos
de infiltrado inflamatdrio, no entanto, ndo foram observadas dreas hemorrdgicas e necréticas

(Figura 16).
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TABELA 7 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol sobre os niveis

de glutationa hepatica na toxicidade aguda induzida por -DCTN.

GRUPOS DOSE NP-SH
(ng/g tecido)
Controle normal - 1148 + 82,69
Etanol (g/kg) 1 821,6 +70,93
t-DCTN (mg/kg) 100 1675 +120,5°
Etanol + +-DCTN 1+ 100 1893 +110,4*

Os resultados sdao expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepéticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (10 mg/kg, v.0.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. Outro grupo foi
pré-tratado por cinco dias consecutivos com Etanol (10 g/kg, v.0.) e 24 h apds o dltimo
tratamento recebeu uma dose aguda de -DCTN (100 mg/kg, v.0.). *p<0,001 vs controle
normal (100 mg/kg)(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 14 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol sobre os niveis
de glutationa hepatica na toxicidade aguda induzida por ~-DCTN. Cada coluna representa
a média * erro padrao da média (E.P.M.) para os niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de
camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e ~DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram
administrados 24 horas antes das dosagens. Outro grupo foi pré-tratado por cinco dias
consecutivos com Etanol (10 g/kg, v.0.) e 24 h apds o dltimo tratamento recebeu uma dose
aguda de -DCTN (100 mg/kg, v.0.). p<0,001 vs controle normal (ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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TABELA 8 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol sobre os niveis

séricos de ATL e AST na toxicidade aguda induzida por ~-DCTN.

GRUPOS DOSE ALT AST
(U/ml) (U/ml)
Controle normal --- 42,66 + 5,701 109,6 + 3,609
Etanol (g/kg) 1 60,92 + 8,609 109,3 + 4,795
t-DCTN (mg/kg) 100 167,5 + 14,39° 196,8 + 10,28*
Etanol + ~DCTN 1 +100 102,4 + 22,15 116,0 + 15,73¢

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis séricos de ALT e AST de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e --DCTN
(10 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. Outro grupo foi pré-
tratado por cinco dias consecutivos com Etanol (10 g/kg, v.0.) e 24 h apds o ultimo tratamento
recebeu uma dose aguda de +~-DCTN (100 mg/kg, v.0.). *p<0,001 vs controle normal; "p<0,01
vs controle normal; “p<0,001 vs --DCTN (100 mg/kg); (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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FIGURA 15 - Efeito do pré-condicionamento com baixas doses de Etanol sobre os niveis
séricos de ATL e AST na toxicidade aguda induzida por -DCTN. Cada coluna representa
a média = erro padrdao da média (E.P.M.) dos niveis séricos de ALT e AST (U/mL) de
camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e #DCTN (10mg/kg, v.o.) foram
administrados 120, 96, 72, 48 e 24 horas antes das dosagens das transaminases. Outro grupo
recebeu pré-tratamento por cinco dias consecutivos com 10 mg/kg (v.o.) de --DCTN e 24 h
apds o tltimo tratamento recebeu uma dose aguda de +-DCTN (100 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs
controle normal; bp<0,01 vs controle normal; “p<0,001 vs +-DCTN (100 mg/kg); (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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A = Controle Normal

C - Etanol 1 g/kg (5 dias) D - Etanol 1 g/kg + (-DCTN 100 mg/kg

FIGURA 16 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 200x) — Efeito do pré-
condicionamento com baixas doses de Etanol: (A) animais tratados com veiculo (3% de
Tween 80 — controle normal); (B) animais tratados com #DCTN 100 mg/kg (tinico
tratamento); (C) animais tratados com Etanol 1 g/kg ( 5 dias de tratamento); (D) animais pré-

tratados com Etanol 1 g/kg ( 5 dias de tratamento) + --DCTN 100 mg/kg ( inico tratamento).
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5.5. Envolvimento do 6xido nitrico (NO) no pré-condicionamento hepatico da --DCTN e

do etanol

A Tabela 9 mostra que os grupos tratados (-~-DCTN; L-arginina + ~-DCTN e D-
arginina + t-DCTN) aumentaram significativamente (p<0,001) os niveis hepdticos de
glutationa (2402+91,15; 2085+103,8 e 2287+84,68 ug/g de tecido, respectivamente) quando
comparados com o grupo controle normal (1313+64,61 ug/g de tecido) (Figura 17).

Os niveis das aminotransferases séricas ALT e AST aumentaram significativamente
(p<0,001) no grupo tratado com -DCTN 100 mg/kg (241,4+7,638 e 108,745,218 U/mL,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal (75,16+£7,638 e 108,7+5,218
U/mL, respectivamente). Este efeito também pode ser observado no grupo tratado com D-
arginina + -DCTN (183,8+25,56 e 172,8+14,21 U/mL, respectivamente) (Tabela 10 e
Figura 18).

O pré-tratamento com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) antes da administracao de -DCTN
(100 mg/kg, v.o.) foi capaz de reduzir significativamente (p<0,001) os niveis de ALT e AST
(74,81£10,70 e 111,947,350 U/ml, respectivamente) quando comparado com o grupo que
recebeu somente +-DCTN (241,447,638 e 108,745,218 U/mL, respectivamente).

A andlise dos cortes histologicos dos figados do grupo tratado com t-DCTN (100
mg/kg) demonstrou extensas dreas de infiltrado inflamatério e células necréticas. O grupo que
recebeu pré-tratamento com D-arginina seguida da administracio da ~-DCTN apresentou
perda da arquitetura do tecido hepético com presenga de infiltrado de polimorfonucleares
(PMN) e necrose. Ja os grupos controle normal e L-arginina + t~-DCTN demonstraram tecido

com arquitetura preservada e auséncia de foco inflamatério (Figura 19).



81

TABELA 9 - Efeito do Oxido Nitrico (NO) sobre os niveis hepaticos de Glutationa na

hepatotoxicidade induzida pela --DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal --- 1313 + 64,61
t-DCTN 100 2402 +91,15°
L-Arginina + +-DCTN 600 + 100 2085 + 103,8*"
D-Arginina + +-DCTN 400 + 100 2287 + 84,68

Os resultados sdao expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepéticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
-DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A L-arginina
(600 mg/kg, i.p.) ou D-arginina (400 mg/kg, i.p.) foram administradas 30 min antes da
administracdo da ~DCTN. “p<0,001 vs controle normal; p<0,05 vs +-DCTN (100 mg/kg)
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 17 - Efeito do Oxido Nitrico (NO) sobre os niveis hepaticos de Glutationa na
hepatotoxicidade induzida pela +-DCTN em camundongos. Cada coluna representa a
média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os niveis hepdticos de glutationa (NP-SH) de
camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e ~DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram
administrados 24 horas antes das dosagens. A L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou D-arginina (400
mg/kg, i.p.) foram administradas 30 min antes da administracdo da ~-DCTN. “p<0,001 vs
controle normal; °p<0,05 vs ~DCTN (100 mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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TABELA 10 - Efeito do Oxido Nitrico (NO) sobre os niveis séricos de ALT e AST na

toxicidade induzida pela t~-DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/ml) (U/ml)
Controle normal -— 75,16 + 7,638 108,7 +5,218
t-DCTN 100 241,4 +12,59° 201,9 +7,916"
L-Arginina + +-DCTN 600 + 100 74,81 + 10,70 111,9 7,350
D-Arginina + +-DCTN 400 + 100 183,8 + 25,56 172,8 + 14,21°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis séricos de ALT e AST de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e --DCTN
(10 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A L-arginina (600 mg/kg,
1.p.) ou D-arginina (400 mg/kg, i.p.) foram administradas 30 min antes da administracdo da #-
DCTN. p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs t-DCTN (100 mg/kg) (ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).
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FIGURA 18 - Efeito do Oxido Nitrico (NO) sobre os niveis séricos de ALT e AST na
toxicidade induzida pela t~-DCTN em camundongos. Cada coluna representa a média + erro
padrao da média (E.P.M.) dos niveis séricos de ALT e AST (U/mL) de camundongos (n==8).
O veiculo (controle normal) e +-DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes
das dosagens. A L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou D-arginina (400 mg/kg, i.p.) foram

administradas 30 min antes da administragdo da ~DCTN. “p<0,001 vs controle normal;

bp<0,001 vs t-DCTN (100 mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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A - Controle Normal B - t-DCTN 100 mg/kg

C - D-Arginina + t-DCTN D - L-Arginina + t-DCTN

FIGURA 19 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 200x) — Envolvimento
do Oxido Nitrico no pré-condicionamento com #-DCTN e etanol: (A) animais tratados com
veiculo (3% de Tween 80 — controle normal); (B) animais tratados com -DCTN 100 mg/kg;
(C) animais tratados com D-Arginina 300 mg/kg + +-DCTN 100 mg/kg; (D) animais tratados
com L-Arginina 600 mg/kg + ~-DCTN 100 mg/kg.
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5.6. Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) na hepatite toxica induzida por ¢-
DCTN

A Tabela 11 mostra que os grupos tratados (+-DCTN; Vitamina E + --DCTN; NAC +
-DCTN e NAC + Vitamina E +#-DCTN) aumentaram significativamente (p<0,001) os niveis
hepdticos de glutationa (2473+94,05; 2644+91,88; 2298+84,80 e 2099+126,0 ug/g de tecido,
respectivamente) quando comparados com o grupo controle normal (1409+82,92 ug/g de

tecido) (Figura 20).

Os niveis das aminotransferases séricas ALT e AST aumentaram significativamente
(p<0,001) no grupo tratado com ~-DCTN 100 mg/kg (238,2+12,46 e 225,5+£22,85 U/mL,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal (67,07+4,295 e 122,9+10,55
U/mL, respectivamente). Este efeito também pode ser observado no grupo tratado com NAC

+ t-DCTN (189,5+£19,27 e 194,7+17,09 U/mL, respectivamente) (Tabela 12 e Figura 21).

O pré-tratamento com Vitamina E (300 mg/kg, v.o.) antes da administragdo de ¢-
DCTN (100 mg/kg, v.o.) foi capaz de reduzir significativamente (p<0,001) os niveis de ALT
e AST (83,20+10,59 e 124,947,210 U/mL, respectivamente) quando comparado com o grupo
que recebeu somente -DCTN (238,2+12,46 e 225,5+22,85 U/mL, respectivamente).
Consistente com o niveis séricos de ALT e AST, o pré-tratamento com vitamina E (0,063+
0,006 Abs- 532 nm), mas ndao com NAC (0,157« 0,010 Abs- 532 nm), causou diminui¢do
significativa (p<0,001) na formacdo hepatica de TBARS induzida por ~-DCTN quando
comparado com o grupo que recebeu somente r~-DCTN (0,179+ 0,015 Abs- 532 nm) (Tabela
13 e Figura 22). O tratamento combinado de vitamina E + NAC embora tenha mostrado ser
efetivo, ndo € aditivo em combater as alteragdes nos parametros bioquimicos induzidos por -

DCTN.

A andlise dos cortes histoldgicos dos figados do grupo tratado com t-DCTN (100
mg/kg) demonstrou extensas areas de infiltrado inflamatério e células necréticas. O grupo que
recebeu pré-tratamento somente com N-acetilcisteina seguida da administracdo da +-DCTN
apresentou perda da arquitetura do tecido hepdtico com presenca de infiltrado de
polimorfonucleares (PMN) e necrose. Ja os grupos controle normal, vitamina E + ~-DCTN e
NAC + vitamina E + t-DCTN demonstraram tecido com arquitetura preservada e auséncia de

foco inflamatoério (Figura 23).
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TABELA 11 - Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) sobre os niveis de

Glutationa hepatica na toxicidade induzida por £-DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal --- 1409 + 82,92
t-DCTN 100 2473 +94,05°
NAC + -DCTN 150 + 100 2298 + 84,80°
Vitamina E + -DCTN 300 + 100 2644 +91,88"
NAC + Vitamina E + +-DCTN 150 + 300 + 100 2099 + 126,0°

Os resultados sdao expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (10 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E
(300 mg/kg, v.o.), NAC (150 mg/kg, i.p.) ou a combinacao de Vitamina E (300 mg/kg, v.0.) e
NAC (150 mg/kg, i.p.) foram administrados 1h antes da administracdo da +-DCTN (100
mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle normal (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 20 - Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) sobre os niveis de
Glutationa hepatica na toxicidade induzida por ~-DCTN em camundongos. Cada coluna
representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os niveis hepaticos de glutationa
(NP-SH) de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e ~-DCTN (100 mg/kg, v.0.)
foram administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E (300 mg/kg, v.o.), NAC (150
mg/kg, i.p.) ou a combinagdo de Vitamina E (300 mg/kg, v.o0.) e NAC (150 mg/kg, i.p.) foram
administrados 1h antes da administracdo da -DCTN (100 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle
normal (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 12 - Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) sobre os niveis séricos de
ALT e AST na hepatite toxica induzida por /-DCTN em camundongos.

GRUPOS DOSE ALT AST

(mg/kg) (U/mL) (U/mL)
Controle normal -— 67,07 +4,295 122,9 + 10,55
t-DCTN 100 238,2 + 12,46" 225,5 +22,85"
NAC + +-DCTN 150 + 100 189,5 + 19,27* 194,7 + 17,09
Vitamina E + +-DCTN 300 + 100 83,20 + 10,59" 124,9 +7,210°
NAC + Vitamina E + #- 150 + 300 +100 64,30 +2,177° 122,1 8,132
DCTN

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para os
niveis séricos de ALT e AST de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e +-DCTN
(100 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E (300
mg/kg, v.0.), NAC (150 mg/kg, i.p.) ou a combinacdo de Vitamina E (300 mg/kg, v.0.) e
NAC (150 mg/kg, i.p.) foram administrados lh antes da administracdo da +-DCTN (100
mg/kg, v.0.). *p<0,001 vs controle normal; "p<0,001 vs ~DCTN (100 mg/kg) (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 21 - Efeito da Vitamina E e N-Acetilcisteina (NAC) sobre os niveis séricos de
ALT e AST na hepatite toxica induzida por -DCTN em camundongos. Cada coluna
representa a média + erro padrao da média (E.P.M.) dos niveis séricos de ALT e AST (U/mL)
de camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e +-DCTN (100 mg/kg, v.o.) foram
administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E (300 mg/kg, v.o.), NAC (150
mg/kg, i.p.) ou a combinagdo de Vitamina E (300 mg/kg, v.o0.) e NAC (150 mg/kg, i.p.) foram
administrados 1h antes da administra¢do da ~-DCTN (100 mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle
normal; bp<0,05 vs t-DCTN (100 mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 13 - Efeito da trans-desidrocrotonina (-DCTN) sobre os niveis hepaticos de

TBARS.
GRUPOS DOSE TBARS

(mg/kg) (Abs — 532 nm)

Controle normal - 0,035+ 0,003

t-DCTN 100 0,179+ 0,015%

NAC + +-DCTN 150 + 100 0,157+ 0,010°

Vitamina E + -DCTN 300 + 100 0,063+ 0,006°

NAC + Vitamina E + -DCTN 150 + 300 + 100 0,082 + 0,004°¢

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) para os
niveis hepdticos de TBARS em camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e t-DCTN
(100 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E (300
mg/kg, v.0.), NAC (150 mg/kg, i.p.) ou a combinacdo de Vitamina E (300 mg/kg, v.0.) e
NAC (150 mg/kg, i.p.) foram administrados 1h antes da administracdo da +-DCTN (100
mg/kg, v.0.). “p<0,001 vs controle normal; bp<0,01 vs controle normal; “p<0,001 vs +-DCTN
(100 mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 22 - Efeito da frans-desidrocrotonina (/-DCTN) sobre os niveis hepaticos de
TBARS. Cada coluna representa a média + erro padrio da média (E.P.M.) dos niveis
hepéticos de TBARS (Abs — 532 nm) em camundongos (n=8). O veiculo (controle normal) e
t-DCTN (100 mg/kg, v.o.) foram administrados 24 horas antes das dosagens. A Vitamina E
(300 mg/kg, v.o.), NAC (150 mg/kg, i.p.) ou a combinacao de Vitamina E (300 mg/kg, v.0.) e
NAC (150 mg/kg, i.p.) foram administrados lh antes da administracio da ~-DCTN (100
mg/kg, v.0.). *p<0,001 vs controle normal; bp<O,Ol vs controle normal; ‘p<0,001 vs ~-DCTN
(100 mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 23 - Microfotografias de figados de camundongos (H&E 200x) — Efeito da
Vitamina E e NAC na hepatite toxica induzida por -DCTN: (A) animais tratados com
veiculo (3% de Tween 80 — controle normal); (B) animais tratados com -DCTN 100 mg/kg;
(C) animais tratados com NAC (150 mg/kg) + +-DCTN 100 mg/kg; (D) animais tratados com
Vitamina E 300 mg/kg + +-DCTN 100 mg/kg; (E) animais pré-tratados com NAC (150
mg/kg) + Vitamina E 300 mg/kg + +-DCTN 100 mg/kg.
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico alternativo de
grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo junto a comunidade médica, desde que
sejam utilizadas plantas cujas atividades bioldgicas tenham sido investigadas cientificamente,

comprovando sua eficicia e seguranca (YUNES; CHECHINEL, 2001).

A drea da pesquisa farmacéutica e desenvolvimento de novos farmacos demandam
custos elevados para a producdo de novos medicamentos, em contraste, um nudmero
substancial de drogas que alcangam as fases Il e III ndo sdo utilizados na clinica (DIX, 2004).
A avaliag@o da seguranca destes novos farmacos € um ponto de fundamental importancia e se
realizada satisfatoriamente nos ensaios pré-clinicos, pode melhorar a eficiéncia e diminuir os

custos destas pesquisas (LAPA et al., 2003).

Recentemente, muitas drogas foram retiradas do mercado devido aos ensaios
insuficientes de seguranca nos estudos pré-clinicos. Podemos citar como exemplos o
astigmazol, uma droga antialérgica, associada com aumento da mortalidade em homens e
mulheres devido a prolongacdo do intervalo QT (SCHOUTEN, 1991), a triglitazona
pertencente a classe denominada tiazolidinas, efetivo em controlar a glicemia, mas com sérios
efeitos hepatotoxicos (ISLEY, 2003), além de provocar edema e insuficiéncia cardiaca
congestiva, particularmente quando combinado com insulina em pacientes portadores de
diabetes tipo 2 (DELEA, 2003) e risco de ataque cardiaco, choque e morte em pacientes que
fazem uso de agentes antiinflamatérios pertencente a classe de drogas inibidoras de COX-2,

como rofecoxib e lumiracoxib (DAVIES; JAMALI, 2004; GOTTLIEB, 2005).

As plantas medicinais sd@o fontes de inimeras moléculas com potencial terapéutico e
por isso merecem destaque neste contexto da segurancga, € comum a crenga de que por tratar-
se de uma substancia natural seja desprovida de efeitos colaterais, entretanto ha varios relatos
na literatura que demonstram o contrdrio, ou seja, vdrias espécies podem apresentar efeitos
téxicos dependendo do tempo e da via de administracdo (RODRIGUES, 2007). Dentre os

inimeros efeitos deletérios a satide, podemos citar a hepatotoxicidade.
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Virias espécies podem produzir danos hepaticos. Segundo Staraski et al.(2006) as
drogas e outros agentes quimicos contribuem com pelo menos 5% dos casos de ictericia ou

hepatite aguda, além de um pequeno nimero de casos de doencas cronicas do figado.

Dentre as espécies vegetais que produzem efeitos hepatotéxicos, podemos citar a
Rhamnus purshiana DC (Cascara sagrada), Chelidoniu majus, espécies do género Teucrium,
como o Teucrium polium (golden germander), o Teucrium chamaedrys L (germander) e seu
principal constituinte, teucrin, um diterpeno furanoclerodano e o extrato de Croton cajucara
(sacaca) e seu constituinte bioativo, --DCTN. Estudos mostram que pessoas que fazem uso
prolongado dos extratos dessas plantas, no tratamento do diabetes mellitus e em dietas de
emagrecimento, sofrem de hepatotoxicidade (STARASKI et al., 2006; SOARES, 2004;
PITTLER; ERNST, 2003; KOUZI et al., 1994; LEKEHAL et al., 1996).

Existe um grande interesse sobre os provdveis efeitos hepatotdxicos dos extratos de
Croton cajucara e seu constituinte bioativo, -DCTN. Estudos com pessoas obesas que fazem
uso desta planta por longos periodos tém demonstrado que estas pessoas sofrem com hepatite
téxica. Os estudos mostram ainda que a --DCTN ¢€ citotdxica para fibroblastos V79 e téxica
para hepatdcitos de ratos in vitro e que a hepatotoxicidade parece ser uma possivel limitacdo
para seu uso clinico (RODRIGUEZ; HAUN, 1999; MELO et al., 2002). Afora estes dados,
uma atividade antitumoral de -DCTN também é encontrada na literatura (GRYNBERG et
al.,1999; MELO et al., 2004) e Graim et al (2008) demonstraram que o infuso de Croton
cajucara Benth (sacaca) foi capaz de promover degeneracdo e necrose hepatocitéria,

sugerindo uma hepatotoxicidade a sacaca.

O dano hepético induzido por farmacos pode ser hepatocelular, o que se traduzird por
aumento das aminotransaminases (ALT e AST), ou colestéitico, o que levard ao aumento de
bilirrubinas (particularmente da direta), da fosfatase alcalina e da gama-glutaril transferase
(G-GT). Observa-se que a agressao hepdtica causada pelos hipolipemiantes € principalmente
do tipo hepatocelular, levando, portanto, ao aumento de ALT e/ou AST. Geralmente esse
aumento € assintomaético, transitdrio e cessa apos a descontinua¢do do medicamento (RUSSO;

JACOBSON, 2002).

No presente estudo, a administracdo de doses mais elevadas de +-DCTN (100 e 300

mg/kg) aumentou significativamente os niveis séricos das aminotransferases (ALT e AST)
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demonstrando um efeito hepatotéxico da -DCTN. Em contraste, a administracdo em doses
menores (10 e 30 mg/kg) ndo causou nenhum aumento nestas enzimas, mesmo quando
administradas repetidamente por 5 dias consecutivos, sugerindo que a hepatotoxicidade da ¢-

DCTN ¢ dose-dependente.

Este efeito toxico da --DCTN (nas doses de 100 e 300 mg/kg) sobre os hepatdcitos foi
confirmado com a andlise histolégica dos figados dos camundongos tratados, onde foi
verificada necrose multifocal, degeneracao hidrdpica e infiltracdes de células inflamatérias

tanto mononucleares como polimorfonucleares.

Muitos dos hipolipemiantes empregados no dia a dia tém potencial hepatotoxico.
Assim, as estatinas, os fibratos, a niacina e as resinas podem produzir alteracdes hepaticas

(BERTOLAM]I, 2005).

No caso das substancias hipolipemiantes, pouco ainda € conhecido sobre quais os
mecanismos que podem estar envolvidos quando eles determinam hepatotoxicidade. Acredita-
se que, na maioria das vezes em que a agressdo hepdtica ocorre, existe a participacdo de mais
de um mecanismo. Entre eles o mais importante é o estresse oxidativo ocasionado pela
agressdo dos fairmacos as mitocondrias, seja por inativacao ou ligacdo a enzimas respiratorias
ou ao DNA mitocondrial, desregulando a oxidagdo dos dcidos graxos e a producdo de energia
celular. Isto resulta no aparecimento de metabolismo anaerébico, acidose ldtica e acimulo de

triglicérides nas células (esteatohepatite) (LEE, 2002; JAESCHKE et al., 2002).

Qualquer tipo de lesdo hepdtica pode causar elevacdes significativas nas
concentracoes de aminotransferases AST e ALT (PRATT, 2002). A lesdo hepética aguda
pode ser de origem citotdxica ou colestatica. A lesdo citotoxica assemelha-se a hepatite aguda
e € caracterizada por lesdo dos hepatdcitos com proeminentes elevagdes das aminotransferases

(PINEIRO-CARRERO; PINEIRO, 2004).

Logo, as aminotransferases (AST e ALT) sdo indicadores sensiveis de lesao hepatica e
constituem ferramentas tteis no reconhecimento de doengas hepatocelulares agudas, como € o
caso da hepatite toxica. A AST é encontrada no figado, miocardio, musculo esquelético, rins,
cérebro, pancreas, pulmdes, leucécitos e eritrécitos, em ordem decrescente de concentragao.

A ALT ¢é encontrada principalmente no figado. As aminotransferases estdo normalmente
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presentes no soro em baixas concentragdes e sdo liberadas do figado em maiores quantidades
quando ha lesdo da membrana celular do hepatécito, resultando em permeabilidade

aumentada (PINEIRO-CARRERO; PINEIRO, 2004; PROVAN; KRENTZ, 2002).

Tendo em vista que muitas atividades da #DCTN ja foram comprovadas,
correlacionando este diterpeno com os efeitos benéficos da sacaca como antiinflamatorio,
gastroprotetor, hipoglicémico e hipolipidémico, buscamos estabelecer estratégias
farmacoldgicas com o intuito de amenizar os efeitos hepatotoxicos da exposi¢cao prolongada a
altas doses da -DCTN. Desta forma, neste estudo investigamos os efeitos do pré-
condicionamento com baixas doses da --DCTN (10 mg/kg, v.o., por 5 dias consecutivos) ou
etanol (1 g/kg, v.o., por 5 dias consecutivos) na prevengdo da hepatotoxicidade induzida por

alta dose de --DCTN (100 mg/kg, v.0.) em camundongos.

Comumente, em toxicologia, quando se compara os efeitos toxicos e benéficos de
substancias utilizando-se baixas doses, entra em pauta o conceito de “hormesis”. Hormesis
tem sido definida como um fendmeno de dose-resposta caracterizado por respostas
estimulatérias quando se utiliza baixas doses e uma resposta inibitéria com o uso de altas
doses. Este fendmeno parece ser uma resposta primdria adaptativa ao estresse, que
desencadeia reparo celular e sistemas de manutencdo (CALABRESE; BALDWIN, 2003;
CALABRESI, 2004).

Um exemplo de um efeito adverso que € necessdrio para a inducdo de um efeito
benéfico € consumo de 4cidos graxos poliinsaturados. Dietas com altos niveis desses dcidos
conhecidamente protegem contra lesdes neopldsicas nos estagios iniciais da carcinogénese de

c6lon induzida quimicamente (DOMMELS et al., 2003).

O precondicionamento isquémico ou farmacoldgico é uma ferramenta que pode ser
utilizada em toxicologia clinica e experimental para avaliar o potencial terapéutico e téxico de
substancias em estudo. A utilizacdo prévia de drogas com o intuito de gerar possiveis efeitos
protetores € relativamente recente em farmacologia, porém de valor significativo em ambiente

pré-clinico.

Um exemplo de precondicionamento farmacolégico foi demonstrado por Xu et al

(2006) que comprovaram o efeito protetor da concanavalina A quando utilizada em baixas
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doses em modelo de precondicionamento em camundongos. E sabido que a dose de 3 pg/g de
concanavalina A ndo causa efeitos toxicos. Por outro lado, a dose de 15 pg/g demonstra
severa infiltracdo de células inflamatdrias, macréfagos, células T, aumento das transaminases
e citocinas pro-inflamatérias (IL-4, IL-12 e TNF-a). O pré-tratamento dos camundongos com
a dose de 3 pg/g 12 horas antes da dose de 15 pg/g provocou diminui¢do sérica de citocinas e

transaminases e redu¢do da necrose hepdtica induzida por concanavalina A.

Alguns trabalhos demonstram um efeito protetor do precondicionamento isquémico
(PI) em modelo de isquemia e reperfusdo (I/R) em figado de suinos. Shimoda et al (2007)
mostraram que animais que passavam por episdédios de 10 min de isquemia e 10 min de
reperfusdao seguidos por um periodo maior de I/R (15 min/5min, respectivamente)
apresentaram prevencdo dos danos hepdticos (diminui¢do de necrose, diminui¢do dos niveis
de AST, TNF-a e NO,/NO3). Tais resultados sugerem que o PI tem um potencial clinico no

curso pos-operatorio de paciente que passam por hepatectomia (SHIMODA, et al. 2007).

Os resultados do presente estudo mostraram que o pré-tratamento por cinco dias com
pequenas doses de -DCTN (10 mg/kg) ou Etanol (1 g/kg) foi capaz de promover um pré-
condicionamento nos animais expostos a altas doses da -DCTN. Isto foi verificado pela
diminui¢ao significativa dos niveis séricos de ALT e AST, quando comparado com o grupo
tratado somente com -DCTN (100 mg/kg). Corroborando com estes resultados, a anélise
histoldgica do tecido hepatico mostrou uma diminuicio evidente no infiltrado inflamatério e
na 4rea necrosada, indicando que o pré-condicionamento farmacolégico com pequenas doses
de +-DCTN ou Etanol € uma estratégia ttil na prevencao da hepatotoxicidade associada a altas

doses de +-DCTN.

Porém, os mecanismos por trds desta protecdo ndo foram esclarecidos. Estudos
anteriores indicaram que a inducao da heme oxigenase-1 (HO-1) tem um papel protetor contra
o dano hepdtico por isquemia-reperfusdo e sugerem que o precondicionamento com
doxorubicina ou sinvastatina pode ser clinicamente util (ITO et al., 2000; LAI et al., 2008).
HO-1 € a enzima que controla a taxa de biossintese e degradacdo da heme e, em um estudo
bastante recente, nao foi observada mudanga alguma no nivel da HO-1 no tecido hepético de
ratos alimentados com etanol (ZHENG et al., 2008). Por esta razdo, ndo fizemos nenhuma
tentativa para analisar o papel da HO-1 na hepatoprotecdo oferecida pelo precondicionamento

com etanol.
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A administracido de etanol em baixa concentracdo (200 mL/L) foi demonstrada por
oferecer gastroprotecdo adaptidvel em ratos contra o dano géastrico induzido por uma
concentracdo mais alta (800 mL/L), que poderia ser atenuado através da administracdo de
NG-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), um inibidor da NO sintase (NOS) (KO et al.,
2004). Por analogia, nds verificamos no presente estudo se uma baixa dose de etanol (1 g/kg)
ou +-DCTN (10 mg/kg) poderia amenizar o dano hepético associado a altas doses de --DCTN
(100 mg/kg). Os resultados demonstraram uma evidente hepatoprotecao pela administragao de

baixas doses de etanol ou -DCTN.

Na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido no pré-condicionamento com ?-
DCTN ou Etanol foi avaliado o papel do NO (6xido nitrico) nesta hepatoprote¢do. Assim, os
animais foram pré-tratados com L-arginina ou D-arginina antes da inducao da hepatite toxica

pela -DCTN (100 mg/kg).

A L-arginina € o aminodacido precursor essencial na produ¢do do NO. A sintese do NO
resulta da oxidac@o de um dos dois nitrogénios guanidinos da L-arginina, que é convertida em

L-citrulina pela enzima NO-sintase (NOS) (MARLETA, 1993; MONCADA et al.,1991).

Os resultados obtidos mostraram que a suplementacdo com L-arginina foi capaz de
prevenir os efeitos hepatotéxicos de --DCTN, que se deve parcialmente a producdao de NO e
ao aumento da microcirculagdo. No entanto, o mesmo nao pode ser verificado com a
suplementacdo com D-arginina, j4 que a forma dextrégira da arginina ndo tem efeito na

producdo de NO.

A presenca de NO em baixas concentragdes estd associada aos efeitos benéficos no
TGI, enquanto o NO em altas concentragdes pode induzir a formacdo de radicais derivados do
nitrogénio, que sdo altamente citotoxicos (WALLACE; MILLER et al., 2000; JOSHI et al.,
1999). Este achado, adicionado aos nossos resultados, pode explicar em parte o efeito
hepatoprotetor de baixas doses da +-DCTN ou etanol, e o efeito hepatétoxico destes, quando
administrados em doses mais altas, sugerindo o envolvimento do NO neste efeito. Porém,
outros estudos sdo necessdrios para estabelecer o mecanismo molecular da suplementacdo de

L-arginina no dano hepatico induzido por t-DCTN.
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Os dados obtidos neste estudo claramente mostram o potencial hepatotéxico da t-
DCTN como comprovado pela elevada atividade das transaminases AST e ALT no soro e
observacdes histolégicas que fortalecem os resultados encontrados. Estes resultados
confirmam estudos anteriormente relatados em relacdo a sua alta-dose associada ao dano
hepéatico (RODRIGUEZ et al., 2004). Porém, seu mecanismo de acdo téxica permanece

inexplicado.

Alguns dos derivados de plantas ou compostos sintéticos podem induzir
hepatotoxicidade agindo como pré-oxidantes. A atividade pré-oxidante pode ser um fator
contribuinte para a hepatotoxicidade de agentes hipoglicemiantes como troglitazona

(TAFAZOLI et al., 2005).

Alteracdes das fungdes hepaticas e renais em decorréncia da acdo toxica de
xenobidticos podem estar associadas a lipoperoxidagdo tecidual (WEIJL et al., 1997,
NAZIROGLU et al., 2004). A peroxidacdo lipidica interfere nas func¢des bioldgicas, por
provocar alteracdes em organelas celulares, incluindo os peroxissomas (DE DUVE, 1969),
lisossomas (DE DUVE; WATTIAUX, 1966), reticulo endoplasmético (WILLS, 1971), e
mitocondrias (NOHL; HEGNER, 1978). Hemoproteinas e complexos ndo heme de ferro,
cobre e manganés sdo constituintes das membranas celulares que podem formar radicais livres
provocando oxidagdo de 4cidos graxos, mudancas na fluidez e permeabilidade da membrana,

resultando em alteracdes celulares (MIQUEI, 1989).

A formacdo de radicais reativos de oxigénio € causa mais provavel da
hepatotoxicidade de farmacos. A remogdo ineficaz dos radicais livres formados durante o
estresse oxidativo pode alterar a composi¢do lipidica das membranas celulares via
peroxidacdo lipidica e induzir deplecdo de antioxidantes celulares que resultam em danos a

membranas hepdticas e outras células (CONKLIN, 2004).

Os fosfolipidios de membrana estdo entre as moléculas organicas mais instaveis,
devido ao seu elevado conteido de dcidos graxos poliinsaturados (VLADIMIROV et al.,
1981). A peroxidacao de dcidos graxos poliinsaturados resulta na formacao de radicais peroxil
e alcoxil. Estes produtos primdrios da peroxidagao lipidica, que sdao altamente reativos e tem
curta duragdo, sofrem reacdes formando produtos secunddrios da peroxidagdo lipidica que

incluem uma variedade de aldeidos, como malondialdeido (MDA), 4-HNE (4-hidroxinonenal)
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e acroleina. Os aldeidos sdo mais estdveis do que os produtos primdrios e podem se difundir
através da célula, lesando os componentes da membrana e interferindo nas fungdes celulares.
Devido as suas caracteristicas eletrofilicas, os aldeidos se ligam aos grupos nucleofilicos dos
aminodcidos como cisteina, lisina, histidina, serina e tirosina, 0s quais sio componentes
criticos dos sitios ativos de enzimas ou sdo necessdrios para a manutencdo da estrutura
tercidria das proteinas. A ligacdo destes aldeidos a proteinas resulta na inibi¢do enzimética e
na alteracdo da estrutura dos receptores celulares, constituindo um evento chave da

citotoxicidade de hepatotoxicantes (CONKLIN, 2004).

Proteinas com grupamentos sulfidrilicos sdo muito sensiveis a oxidacdo por espécies
reativas de oxigénio e parte dos grupos sulfidrilicos sao oxidados na presenca das espécies
reativas de oxigénio. A modificacdo da estrutura dessas proteinas pelo estresse oxidativo
geralmente € acompanhada do enfraquecimento de varias fun¢des mitocondriais e quebra da
homeostase intracelular do célcio. Esses grupamentos sdo importantes para a atividade
bioldgica de muitas enzimas, entre elas as ATPases e desempenham importante fun¢ao na
transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM), responsavel por disfuncdo mitocondrial

irreversivel.

A resposta ao estresse oxidativo pode ser descrita como o fendmeno pelo qual a célula
responde a alteracdes no seu estado redox. Por estarem continuamente expostos a espécies
reativas de oxigénio (EROs), os organismos diversos, desde bactérias a humanos tém
desenvolvido mecanismos de manutencdo da homeostase redox celular (RODRIGUES-
POUSADA, et al., 2005). O conjunto de defesas mitocondriais contra o estresse oxidativo
inclui moléculas antioxidantes de baixo peso molecular e enzimas como: GSH, NADPH,
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd), além

das vitaminas C e E (LIU; KEHRER, 1996).

Normalmente, o anio superéxido (O;) € transformado em peréxido de hidrogénio
(H,0,) pela acdo da superéxido dismutase (SOD). O H,0O; € reduzido a H,O pela glutationa
peroxidase, consumindo glutationa reduzida (GSH), a qual € mantida neste estado pela
glutationa redutase, que utiliza NADPH (KOWALTOWSKI er al., 2001; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000; SHAN; AW; JONES, 1990).



102

A glutationa € um tripeptideo que contém um grupamento sulfidrilico capaz de ligar-
se a compostos eletrofilicos diretamente ou através de reacOes catalisadas pela glutationa
transferase produzindo conjugados com o 4cido mercaptirico. A glutationa também pode
servir de substrato na eliminacdo de perdxidos resultantes da dismutacdo do radical
superdxido, reacdo catalisada pelas diferentes formas da glutationa peroxidase (GOLDSTEIN;

SCHELLMANN, 1994).

A NADPH ¢ considerada uma fonte primdria de equivalentes redutores para o sistema
glutationa. Em muitos tecidos animais, a NADPH necessaria para que ocorra a redugdo da
GSSG € fornecida pela via das pentoses-fosfato, pela oxidagdo do malato em piruvato, por
atividade da enzima extramitocondrial malato desidrogenase, ou pela conversiao do isocitrato
em o-cetoglutarato, através da acdo da isocitrato desidrogenase citoplasmatica (SCHAFER;
BUETTNER, 2001). Logo, a NADPH € um constituinte fundamental do sistema de defesa
antioxidante mitocondrial, e um estresse oxidativo prolongado pode levar a producgdo e ao
consumo permanente de NADPH, resultando em conseqiiéncias incompativeis com a

sobrevivéncia da célula (MOTA et al., 2004).

-DCTN e seus metabodlitos podem alterar o equilibrio redox para um estado mais
oxidado no figado, no qual age de forma pré-oxidante, reduzindo as defesas antioxidantes das
células e criando um estresse oxidativo, um processo danoso que pode ser um importante
mediador do dano da estrutura celular, inclusive lipidios, membranas, proteinas e DNA
(VALKO et al., 2007). Os antioxidantes interagem com os radicais livres, neutralizando-os,
protegendo o corpo contra os efeitos destrutivos destes radicais e prevenindo o dano celular
(FLORA, 2007). Entao, uma combinacdo com propriedades antioxidantes pode
terapeuticamente melhorar a progressao da peroxidacdo lipidica e o dano hepatocelular

induzidos por hepatotoxicantes.

Vitamina E e N-acetilcisteina (NAC) sdo antioxidantes clinicamente uteis que
protegem o corpo contra estresse oxidativo. E sabido que a deficiéncia de vitamina E aumenta
a peroxidacao lipidica no tecido hepatico e sua suplementacdo altera a oxidacdo lipidica in
vivo (DUTHIE et al., 2005). GSH faz um papel importante aliviando o dano tissular induzido
pela formacdo de radicais livres (HUSAIN et al., 2001; MOLINA et al., 2003) e sua

deficiéncia estd associada com numerosas condicdes patoldgicas.
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A administracdo de NAC, um precursor da cisteina, aumenta os niveis intracelulares
de GSH. NAC, melhor conhecido por sua utilizacdo em estudos da toxicidade do
acetaminofeno, ¢ um seguro e bem-tolerado antidoto para deficiéncia de cisteina/GSH
(ATKURI et al., 2007). Também estudos sugerem uma interagdo entre GSH e vitamina E
protegendo contra peroxidacgdo lipidica (MILCHAK; DOUGLAS BRICKER, 2002). Assim,
este estudo investigou os efeitos do pré-tratamento com vitamina E e NAC no dano hepatico
associado a uma alta-dose (100 mg/kg) de +~-DCTN, através da andlise da glutationa e TBARS

hepaticos e transaminases séricas (AST e ALT), e usando uma aproximacao histolégica.

A administracdo de ~-DCTN (100 mg/kg) aumentou significativamente a GSH
hepatica e os niveis séricos de AST e ALT, e quando foram co-administrados NAC e ¢-
DCTN, as atividades de AST e ALT nao foram significativamente diferentes dos valores
obtidos s6 com +-DCTN. Recentemente, foram relacionados mecanismos potenciais que estao
por tras da hepatotoxicidade de pironas de kava e diterpendides de germander para a deplecao
intracelular de glutationa e/ou formacao de quinona. (ZHOU et al., 2007, LUDE et al., 2008).
Como o germander, a sacaca (Croton cajucara) também € usada tradicionalmente como um
adjuvante a suplementos dietéticos emagrecedores. De forma interessante, ao contririo de
germander, ~-DCTN aumenta a glutationa celular possivelmente devido a uma resposta ao

estresse oxidativo.

O tratamento com #-DCTN comprovou alteragdes morfolégicas na histologia do
figado. Os animais do grupo controle ndo mostraram nenhuma anormalidade na
citoarquitetura do parénquima hepético. A co-administracio de NAC com ~-DCTN mostrou
nenhum sinal de altera¢do e o padrao morfolégico foi semelhante ao grupo tratado somente
com t-DCTN. Anélises bioquimicas e histoldgicas mostram que o tratamento com NAC nao
melhora o efeito hepatotoxico da ~-DCTN. Em contraste, a hepatotoxicidade de ~-DCTN ¢é
significativamente reduzida através do tratamento com vitamina E, como comprovada pela
diminui¢ao dos niveis séricos de ALT e AST, de TBARS hepatico e reducao da gravidade das
alteracdes histoldgicas, sugerindo que a vitamina E combate o estresse oxidativo (BANSAL et

al., 2005; ARAKAWA; ITO, 2007).

A reducdo, mediada pela vitamina E, nos niveis de AST, ALT e TBARS para os
valores normais respectivos pode ser uma indicacdo de estabilizagdo da membrana

plasmdtica, assim como, de reparo do dano ao tecido hepatico causado pela ~-DCTN. Os
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resultados encontrados estdo de acordo com os estudos de Gokcimen et al. (2007) nos quais
relataram danos hepatocelulares que poderiam ser protegidos eficazmente através da

administracao de vitamina E, mas ndo de NAC.

A medida de TBARS (Substincias reativas ao dcido tiobarbitirico) € usada para
avaliar a lipoperoxidacgdo, ou seja, quando os lipidios sofrem a¢do dos radicais livres. TBARS
reflete a quantidade de malonaldeido (MDA) formado, um produto final da peroxidacdo dos

acidos graxos da membrana (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Logo, a investigacdo presente mostrou que uma dose alta de --DCTN pode aumentar o
estresse oxidativo, como comprovado por um aumento nas atividades de ALT e AST e
formacdo aumentada de TBARS no figado, uma indicacdo de peroxidacdo lipidica. O
aumento na GSH hepdtico poderia ser uma causa de defesa do hospedeiro contra o estresse
oxidativo continuo. Desde que vitamina E protegeu figado contra a peroxidacdo lipidica e
restabeleceu o TBARS, AST e ALT para niveis quase normais, a peroxidacao lipidica pode
ser a causa principal do dano hepatocelular em camundongos tratados com #-DCTN. A
vitamina E pode ser usada como medida profildtica para combater o dano hepético associado

com o uso de alta dose de --DCTN.
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7. CONCLUSOES

v A trans-desidrocrotonina apresentou toxicidade hepdtica quando administrada em
altas doses (100 e 300 mg/kg, v.o.), demonstrada por um aumento nas atividades de

ALT e AST e nas lesdes hepaticas.

v Doses menores de +-DCTN (10 e 30 mg/kg, v.0.) ndo elevaram os niveis das
transaminases séricas, mesmo quando administradas sucessivamente, evidenciando

que a toxidade hepdtica associada a t-DCTN € dependente da dose.

v O pré-condicionamento com baixas doses de ~-DCTN (10 mg/kg, v.0.) ou etanol
(1g/kg, v.0.) foi capaz de prevenir contra a hepatite toxica induzida por altas doses de
t-DCTN. Isto foi confirmado pela diminuicdo nos niveis das transaminases (ALT e

AST) e nas lesdes do figado observadas histologicamente.

v A L-arginina, um aminodcido essencial na produ¢ao de NO, foi capaz de amenizar os
efeitos toxicos induzidos por -DCTN, possivelmente devido a um aumento na
microcirculagdo hepdtica, porém outros estudos sdo necessdrios para estabelecer o

mecanismo molecular da suplementa¢do com L-arginina na lesao hepética.

v A toxicidade de uma alta dose de ~-DCTN provavelmente estd relacionada a um
estresse oxidativo, como comprovado por um aumento nas atividades de ALT e AST e
formacdo aumentada de TBARS no figado, uma indicag¢ao de peroxidacgao lipidica. A
vitamina E, um antioxidante lipossolivel, restabeleceu o TBARS, AST e ALT para
niveis quase normais, sugerindo que a peroxidagdo lipidica pode ser a causa principal

do dano hepatocelular em camundongos tratados com -DCTN.

v A suplementagdo com vitamina E ou o pré-condicionamento com baixas doses de -
DCTN ou de etanol poderiam ser uma medida profildtica util para combater a

hepatotoxicidade associada a altas doses de +~-DCTN.
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