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RESUMO

ESTUDO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E HEPATICOS DA trans-
DESIDROCROTONINA (t-DCTN), UM DITERPENO CLERODANO OBTIDO DO Croton
cajucara BENTH. (SACACA). Silva, R. M. Tese submetida a coordenagdo do curso de Pos-
Graduacdo em Farmacologia, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard, como requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Doutor em Farmacologia. Orientador: Vietla S. N. Rao.

Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), planta medicinal da regido Amazonica do
Brasil, € usada no tratamento de desordens hepaticas, renais e hipercolesterolemia. A trans-
desidrocrotonina (t-DCTN), principal diterpeno clerodano isolado da casca do caule do Croton
cajucara, possui efeito gastroprotetor, hipoglicémico e hilpolipidémico. Uma vez que substancias
com esse perfil farmacol6gico sdo geralmente associadas a efeitos contraditorios sobre o sistema
cardiovascular ou hepatico com possiveis propriedades citoprotetora ou citotoxica, o presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da t-DCTN (i) no teste de toxicidade para Artemia sp e para
cultura de células mesencefalicas primarias e células hepaticas in vitro; (ii) na toxicidade induzida
in vivo por acetaminofeno ou galactosamina/LPS em camundongos e (iii) na pressdo arterial média
e fregliéncia cardiaca in vivo, e no cronotropismo e inotropismo em atrio isolado e anéis de aorta
isolada de rato. A t-DCTN (3 - 300 uM) possui baixa toxicidade para Artemia sp (CLsp =670 + 80
KUM) ndo sendo detectada atividade citotdxica da t-DTCN sobre células mesencefalicas primarias
per si, revertendo a diminuicdo da viabilidade celular induzida por 6-OHDA (200 uM). Por outro
lado, a t-DCTN (0,3 - 300 uM) demonstrou citotoxicidade semelhante ao etanol (50 - 400 mM)
em cultura primaria de hepatécitos de rato de acordo com os teste do MTT, embora tenha
apresentado protecdo na hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno (500 mg/kg) em
camundongos, pelos testes da glutationa, malonaldeido, AST e ALT em contraste, 0s escores
histoldgicos de tecido hepéatico de camundongos ndo foram significativamente alterados pela t-
DCTN para células tratadas com acetaminofeno, mas mostrou hepatoprotecdo na lesdo induzida
por galactosamina/LPS, revertendo os niveis de glutationa induzida pela hepatotoxina os niveis
séricos de AST e ALT. Em animais normotensos anestesiados com pentobarbital, a t-DCTN
produziu hipotencéo e bradicardia de forma dose dependente. A hipotencdo induzida por t-DCTN
(10 mg/kg) ndo foi alterada pelo pré-tratamento com atropina, propranolol e hexametdnio, sendo
reduzida pelo L-NAME. A t-DCTN inibe a freqiéncia de contracdo espontanea de atrio direito
isolado, mas ndo interfere no aumento dos batimentos atriais induzido pelo isoproterenol. O
inotropismo ndo foi alterado pela t-DCTN em atrio esquerdo isolado. A t-DCTN é capaz de
relaxar contragfes submaximais de fenilefrina (1 uM), sendo seu efeito parcialmente inibido pela
retirada do endotélio ou pela presenca de L-NAME. Portanto, a t-DCTN possui baixa toxicidade
para Artemia sp, nenhuma neurotoxicidade para células mesencefélicas, hepatotoxicidade e
hepatoprotecdo, dependendo da técnica utilizada, sugerindo uma possivel agdo inibitéria no
citocromo P450. A hipotencdo induzida pela t-DCTN provavelmente se deve a sua acédo
combinada bradicardizante e vasodilatadora sendo esse efeito parcialmente mediado pela liberagao
de NO endotelial e parte por efeitos na musculatura lisa vascular. Em conjunto, os dados
disponiveis na literatura com as presentes observacgdes sugerem que a t-DCTN esta envolvida com
propriedades citotdxicas bem como citoprotetoras e, portanto, cuidados deve ser tomados quanto a
extrapolacdo dos dados em animais para a promissora atividade terapéutica, especialmente para
tratamento de desordens hepaticas ou patologias associadas a diabetes.



ABSTRACT

STUDIES ON CARDIOVASCULAR AND HEPATIC EFFECTS OF trans-
DEHYDROCROTONIN, A CLERODANE DITERPENE ISOLATED FROM Croton
cajucara BENTH. (SACACA). Silva, R. M. Thesis Submitted to the Federal University of Ceara,
Fortaleza, in Partial Fulfilment for the Award of Doctor Degree in Pharmacology. Guide: Vietla S.
N. Rao.

Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae) is a popular medicinal plant in the Amazon
region of Brazil for the treatment of liver and kidney disorders and also to lower blood cholesterol.
The trans-dehydrocrotonin (t-DCTN), is the major clerodane diterpene isolated from the stem
bark of Croton cajucara, that showed gastroprotective, hypoglycemic and hypolipidemic effects.
Since drugs that possess pharmacological properties are often associated with contradictory
cardiovascular and hepatic effects with possible cytoprotection or cytotoxicity properties, the
present study aimed to examine the effects of t-DCTN (i) in the tests of lethality to Artemia sp and
in primary cultures of mesencephalic and hepatic cells in vitro; (ii) on hepatotoxicity induced in
vivo by acetaminophen or galactosamine/LPS in mice and (iii) on arterial blood pressure and heart
rate in vivo, and on chronotropism and inotropism on isolated preparations of rat atria and aortic
rings. The t-DCTN (0.3 to 300 uM) demonstrated low toxicity to Artemia sp (LCso of 670 + 80
pMM), and manifested no per se cytotoxicity on primary cultures of mesencephalic cells but could
effectively revert the reduced cell viability induced by neurotoxin, 6-OHDA (200 uM). On the
other hand, t-DCTN (0.3 — 300 uM) displayed cytotoxicity similar to ethanol (50-400 mM) in
primary cultures of hepatocytes. It, however offered hepatoprotection against acetaminophen (500
mg/kg)-induced hepatotoxicity in mice, evidenced from biochemical parameters of hepatic
glutathione, and malonaldehyde, and serum AST and ALT levels. Nevertheless, the histological
scores in liver tissues were not significantly altered by t-DCTN pretreatment. T-DCTN
pretreatment also offered protection against galactosamine/LPS-induced hepatotxcity .through
restoration of glutathione and reductions in serum AST and ALT levels. In pentobarbital sodium
anesthetized normotensive rats, t-DCTN produced hypotensive and bradycardia responses in a
dose-dependent manner. The hypotensive effect of t-DCTN (10 mg/kg) was not affected by
atropine, propranolol or hexamethonium but was abolished by L-NAME. In isolated right atria, t-
DCTN inhibited the spontaneous beating but it was unable to reduce the isoproterenol-induced
increase in heart beat. The inotropism was unchanged in the presence of t-DCTN in isolated left
atria. In isolated rat aortic rings, t-DCTN relaxed the tonic contraction induced by phenylephrine
(1uM), which was abolished in endothelium denuded or in L-NAME treated tissues. t-DCTN
possessed low toxicity to Artemia sp; is devoid of neurotoxicity to mesencephalic cells; either
induced hepatotoxicity or hepatoprotection, depending on the models used, and further suggested
a possible inhibitory action on cytocrhrome-P450. The hypotensive action of t-DCTN may
possibly involve in part the nitric oxide release from endothelium, and in part a direct relaxant
effect on vascular smooth muscle. Taken together the data available in literature with the present
observations suggest a caution while extrapolating animal data for a promising therapeutic utility
of t-DCTN especially in the treatment of hepatic disorders or diabetes associated pathologies.



1. INTRODUCAO

1. 1. Generalidades

Um misto de ciéncia e curandismo: assim se pode definir o uso terapéutico de
plantas ao longo da histéria humana, e apesar do respaldo cientifico que vem ganhando
nos ultimos anos, o conhecimento da acdo medicinal das ervas € baseado no empirismo
popular. O reino vegetal ainda permanece como uma grande incognita cujos mistérios

comecam a ser desvendados.

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
civilizacdo humana. Ainda hoje nas regiées mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados

populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
utilizados com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de
todo 0 mundo, mantém em voga a pratica do consumo de produtos naturais, tornando

validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos.



As plantas medicinais consistem em uma estratégia alternativa na procura de
novos agentes terapéuticos sendo uma das mais antigas armas empregadas para 0
tratamento das doencas humanas e muito ja se conhece a respeito de seu uso por parte da
sabedoria popular. As primeiras descri¢cGes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remotam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers onde, este ultimo, enumera cerca de
100 doencas e descreve um grande nimero de drogas de natureza animal e vegetal
(PINTO et al, 2002). Com os avancos 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 da fitoterapia.

O uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem sido muito
significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), estima
que cerca de 80% da populagdo mundial utiliza, preferencialmente, a medicina tradicional
nos cuidados primarios da saude, sendo que a maior parte das terapias tradicionais envolve
0 uso de plantas in natura ou produtos manufaturados a partir de seus extratos ou

principios ativos (WHO, 1991).

Na Europa, plantas sdo largamente utilizadas na medicina, em particular para o
tratamento de tosse, circulacdo, dores musculares, digestdo, gripe, insbnia, ansiedade,
como também para o figado, rins e bexiga. Algumas plantas também sdo utilizadas em
paises europeus na preparacao de alimentos e como suplemento alimentar, além do uso de
substancias derivadas de plantas na producdo de cosméticos e perfumes (SILANO et al.,

2004).



Em alguns paises de clima tropical como o Brasil, a abundancia de plantas
medicinais oferece acesso a diversos produtos utilizados, através da automedicacdo, na
prevencao e tratamento de doengas. No Brasil, a utilizacdo de plantas como meio curativo
¢ uma atividade altamente difundida e popular, as vezes, empregada de maneira
equivocada e até mesmo malévola, afinal muitas plantas possuem principios toxicos e o
seu uso indiscriminado pode causar serios problemas (MATOS et al., 2001; LORENZI,

2002).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo é conhecida com precisdo tal a
sua complexidade, estima-se a existéncia de mais de dois milhGes de espécies distintas de
plantas, animais e microorganismos. O Brasil é o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total

estimado entre 350.000 a 550.000 espécies (GUERRA & NODARI, 2001).

As plantas tém sido um grande atrativo nas ultimas décadas conferindo
beneficios & satde como também, fonte material para o desenvolvimento de novas drogas.
Produtos derivados de plantas medicinais séo utilizados no tratamento de uma variedade

de doencas (LEE et al, 2001).

A investigagdo de produtos naturais e seus diversos metabolitos continua sendo
uma fonte potencial para o desenvolvimento de novos produtos para 0 uso terapéutico e
também como ferramentas farmacoldgicas indispensaveis para a compreensdo de

fenbmenos moleculares complexos em nivel celular e molecular.



A exploracdo deste recurso vegetal pode levar a identificacdo de metabdlitos
secundarios valiosos que podem servir como drogas ou conduzir ao desenvolvimento de
novas drogas terapéuticas. O isolamento das primeiras substancias puras derivadas de
plantas comecou a acontecer no século XVIII e, juntamente com o século XIX,
caracterizam-se pelos trabalhos de extracdo, principalmente de acidos organicos e de
alcaldides. E desta época o isolamento da morfina (1806), quinina e estriquinina (1820)

(PINTO et al., 2002).

A comunidade cientifica tem insistentemente buscado obter de fontes naturais
substancias que atuem contra diferentes patologias que ainda ndo possuem um tratamento
adequado, como o céancer, AIDS, hepatite B, processos inflamatérios, dor e alergia.
Inumeros sdo os estudos que confirmam a acdo farmacologica de uma variedade de plantas
e de seus principios ativos (FARIAS et al., 1997; RAO et al., 1997; SOUZA et al., 1997,
VELA et al., 1997; CALIXTO et al., 1998; PAIVA et al., 1998; BADILLA et al., 1999;
ARAUJO et al., 1999; SOUZA et al., 1999; CECHINEL FILHO et al., 2000; SANTOS et
al., 2000; LUZZ] et al., 2000; CALIXTO et al., 2000; SANTOS et al., 2001a; SILVA et

al., 2001a).

O interesse em plantas medicinais cresceu bastante nas duas ultimas décadas,
fazendo com que industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa tenham como alvo as
plantas, na busca de novas drogas e compostos (EVANS, 1996). Assim, o interesse e
conseqglientemente os investimentos da industria farmacéutica tém crescido de maneira

expressiva nesta area (BORRIS, 1996; TURNER, 1996). Isto é devido em parte ao



reconhecimento do valor das farmacopéias tradicionais e indigenas e a incorporacdo de

alguns derivados de plantas na terapéutica (ELVIN-LEWIS, 2001).

O Unico recurso terapéutico de parcela da populacgéo brasileira e de mais de 2/3
da populacéo do planeta, o mercado mundial de fitoterapicos, movimenta cerca de US$ 22
bilhdes por ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Em
2000, o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhGes na Europa, sendo a

Alemanha o maior mercado mundial de fitoterapicos (FERNANDES et al, 2000).

A utilizacdo 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, 0 uso de plantas medicinais e
preparacOes caseiras assume importancia fundamental no tratamento das patologias que
afetam as populacgdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia medica, a
influéncia da transmissdo oral dos habitos culturais e a disponibilidade da flora (MATQOS,

1989).

O potencial toxico das plantas medicinais ndo é novidade. Em alguns paises
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 substancias que sdo potencialmente

toxicas. Riscos particulares de toxicidade sdo associados com o uso de plantas



concomitante com drogas convencionais. Certas ervas medicinas podem reduzir ou

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

A descoberta de novos farmacos, ou de farmacos acessiveis, pode determinar a
melhoria da qualidade de vida em doencas cronicas ou a propria sobrevivéncia do paciente
afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais de compostos quimicos usualmente
importados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos de fabricacdo nacional, podem ter
consequéncias econdmicas significativas, além de possibilitar a autonomia de cada pais no

gerenciamento de suas politicas de satude (ELIZABETSKY, 2001).

1. 2. 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 composicdo molecular tipica, formados por duas ou mais

unidades isoprénicas (CioH;5) (NABETA et al., 1995).

Esses compostos representam a segunda classe com maior numero de
constituintes ativos obtidos de plantas, perdendo apenas para os flavanodides. S&o
classificados de acordo com as unidades de carbonos e as formas de ciclizacdo e estdo
subdivididos em monoterpenos (10 unidades carbonos), sesquiterpenos (15 unidades

carbonos), diterpenos (20 unidades carbonos), sesteterpenos (25 unidades carbonos),



triterpenos (30 unidades carbonos) e tetraterpenos (40 unidades carbonos) (DI STASI,

1996).

Muitos terpenos também possuem um interesse comercial, incluindo
importantes atividades farmacologicas, 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 antihipertensiva (DUBEY, 1974).

Os monoterpenos estdo entre os 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 séo utilizados em

varias preparacdes farmacéuticas (JIRTLE, 1993; POZZI, 1989).

Os sesquiterpenos originam-se com o aumento do nimero de carbonos;
aumentando o numero de ciclizagbes e modificagdes nas moléculas ocasionando uma
variedade de compostos. Alguns compostos antitumorais também sdo exemplos de
sesquiterpenos como, por exemplo, fenolina, elefantina e vernolepina. Outros
sesquiterpenos também possuem atividade antiulcera, citotoxica, antiespamddica e

inibicdo da sintese de DNA (DI STASI, 1996).



Compostos da subclasse de sesteterpenos sdo pouco conhecidos e ocorrem em
nimero muito pequeno na natureza. Possuem pouco interesse farmacologico e sdo mais

comuns em esponjas marinhas e alguns fungos.

Os triterpenos caracterizam-se por sua abundancia e grande numero de
constituintes ativos onde estdo incluidos metabodlitos de grande importancia bioldgica,
como o colesterol, vitamina D, hormonios sexuais e inUmeros esterdides. InUmeros
triterpenos possuem atividade antiprotozoaria, especialmente contra amebiase e malaria
onde se destacam a chaparrinona, bruceantina, glaucarubole, bruceinas A, B e C e a
quassina. Outros tritepenos como o acido oleandlico e seu isdmero o &cido ursolico,
possuem atividade antioxidante, hepatoprotetora, antiinflamatoria e antihipelipidémica (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
farmacologico, sdo compostos importantes e extremamente Gteis quanto ao seu papel

biol6gico, como € o caso da vitamina A (DI STASI, 1996).

1. 3. Diterpenos

Os diterpenos constituem uma grande e diversificada classe de metabolitos
secundarios 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 cabeca-cauda de quatro unidades de isopreno

(TORSSELL, 1983).

Vérias propriedades farmacoldgicas dos diterpenos foram estudadas, dentre elas
podemos citar: antitumoral (ADOLF et al., 1985, ROENGSUMRAN et al., 2002),
antiinflamatoria (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 Croton que sdo ativadores de proteina quinase
C e tém sido largamente utilizados para o estudo das fungdes bioldgicas, propriedades e
distribuicdo desta enzima e na investigacdo da carcinogénese quimica (NISHIZUKA,
1986; CHUANG, 1989) e cleonol com atividades hipotensora, espasmolitica inespecifica,

cronotrépica positiva e vasodilatadora (DUBEY et al., 1974).

Os clerodanos sdo 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: antibiética (ANDERSEN et al.,
1983; KHAN et al., 2001), antitlcerogénica (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 e anti-
hemorragica (JANUARIO et al., 2004), tripanocida (ESPINDOLA et al., 2004),
antimalaria (MAMBU et al., 2002), antileishimania (HABTEMARIAM, 2003), antiviral e

anti-fangica (ROGERS et al., 1979).

Vérios diterpenos também isolados de produtos marinhos tém mostrado
pronunciados efeitos cardiovasculares, como por exemplo, respostas inotropicas positivas,
como ativador de canal de sodio (grayanotoxin 1) e resposta vasorelaxantes, como
Jatrophone. Trés diterpenos, flexibilide, dihidroflexibilide e sinulariolide, também isolados
de produtos naturais marinhos (S. jiexibilis - coral) produzem respostas vasolarelaxante
independente do endotélio, resposta inotropica positiva e resposta cronotropica positiva

sem produzir toxicidade acentuada (ACERET et al., 1996).

Compostos com atividade vasorelaxante e propriedades inotropica positiva sdo
interessantes na terapia da insuficiéncia cardiaca. Efeito cronotrépico positivo é
potencialmente Util na insuficiéncia cardiaca por aumentar a demanda de oxigénio na
isquemia miocéardica. Desse modo, estes compostos podem ser de grande utilidade no
desenvolvimento de novas drogas no tratamento de insuficiéncia cardiaca (ACERET et al.,

1996).



1. 4. Croton cajucara Benth.

A familia Euphorbiaceae é uma familia de plantas amplamente distribuida em
regides tropicais e temperadas de todo o mundo possuindo cerca de 300 géneros e 8000
espécies, sendo 0s géneros com maior numero 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 arvore de pequeno porte e arbusto, apresentando cerca de 1000 espécies, metade
destas encontradas no Brasil. Algumas espécies do género Croton distribuidas no Brasil e

em outros paises sdo mostradas na Tabela 1.

O Croton cajucara Benth. (Figura 1), conhecido popularmente como “sacaca”,
que na lingua Tupi significa “feitico”, representa um recurso medicinal de grande
importancia no tratamento e cura de varias doencas. Possui caracteristicas de erva daninha
e cresce em areas abandonadas ou em clareiras abertas em areas baixas da floresta. E uma
arvore de até 6 a 10 metros de altura, encontrada na regido amazénica e tendo como centro
de dispersdo o Estado do Para. Possui madeira branco-amarelada com cascas aromaticas,
folhas inteiras e simples, pecioladas, estipuladas, lanceoladas, peninérveas, verdes com
limbos 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).



Tabela 1 . Representacdo de varias espécies do género Croton.

Género Croton

Croton argyrophylloides Mull. Arg.

Croton cajucara Benth.
Croton californicus Mull. Arg.
Croton celtidifolius Baill.
Croton corylifolius Lam.

Croton crassifolius Geiseler.

Croton erythrochilus Mill. Arg.

Croton essequiboensis Klotzsch.

Croton jacobinensis Baill.
Croton joufra Roxb.
Croton lacciferus L.
Croton lechleri Mll. Arg.

Croton levatii Guillaumin.

Croton matourensis Aubl.
Croton megalocarpus Hutch.
Croton micans Sw.

Croton mucronifolius Mull. Arg.
Croton nepetaefolius Baill.
Croton rhamnifolius Kunth.
Croton salutaris Casar.

Croton schiedeanus Schltdl.
Croton sincorensis Mart.
Croton sonderianus Mill. Arg.
Croton sublyratus Kurz.
Croton tiglium L.

Croton urucurana Baill.

No estado do Pard, as folhas e cascas do caule desta planta sdo utilizadas em forma de
cha ou pilulas, no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre, problemas estomacais, inflamacoes
do figado, rins, vesicula e no controle de indices elevados de colesterol (VAN DEN BERG, 1982;

DI STASI et al., 1989; DI STASI et al., 1994; MARTINS, 1989).



Figura 1. Croton cajucara Benth.



A sacaca também € comercializada em farmécias de manipulacéo e, neste caso,
0 po das cascas do caule é vendido em capsulas (concentracdo aproximada de 250 mg). As
folhas sdo comercializadas em feiras livres da cidade de Belém-PA, para disturbios do
figado e auxilia na digestdo, principalmente apds ingestdo de alimentacdo rica em
gorduras. O pd das folhas é vendido em farméacias de manipulacdo, com indicacao
hepatoprotetora, para tratamento de diabetes e para dietas de emagrecimento. Em alguns
casos, este po é comercializado em mistura com o p6 do boldo do Chile (MACIEL et al.,

1998; MACIEL et al., 2000).

O cha das folhas é indicado em academias de ginastica da cidade de Belém para
diminuicdo de peso corporal, em dietas de emagrecimento. Porém, inimeros casos de
hepatite toxica ja foram notificados em hospitais publicos dessa cidade, devido ao uso
prolongado deste cha, em dosagens concentradas. O uso recomendado do pé das cascas €
25 g de p6 em 1000 mL de agua, administrados 2 vezes ao dia durante 3-4 semanas, ou até
que os sintomas da doenca desaparecam. No caso do uso correto do cha 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 regido Amazonica, até o final da década de 80, apenas uma avaliacéo
farmacoldgica havia sido efetuada com esta espécie. Neste estudo, CAVALCANTE e
colaboradores em 1988, comprovaram a eficacia hipoglicémica e hipolipidémica da
sacaca, em ratos. Em 1995, OLIVEIRA e colaboradores, confirmaram o efeito

hipolipidémico em coelhos. Com relacdo aos estudos fitoquimicos, o éleo essencial das



folhas foi avaliado por ARAUJO e colaboradores em 1971, e mais recentemente, por

LOPES e colaboradores em 1999.

Outras atividades farmacoldgicas do Croton cajucara ja foram evidenciadas,
das quais podemos citar a atividade antinociceptiva dos extratos hexanicos, cloroférmico e
metanolico das folhas (CAMPOS et al., 2002) e o efeito hipolipidémico, correlacionado
com a reducéo de indices elevados de colesterol, foi evidenciado no extrato hidroalcoolico
das folhas (FARIAS et al., 1996). Também foi verificado que o extrato hidroalcoolico das
folhas ndo produziu toxicidade em camundongos tratados oralmente com até 5g/kg

(toxicidade aguda).

1. 4. 1. Estudos Fitoquimicos e Farmacoldgicos

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 e colaboradores em 1974,
possuindo a seguinte composicdo: 66% de linalol, 2,55% de 1-8 cineol e 1,65% de
terpenoides. Nos galhos também se observou a presenca de 6leo essencial, porem em
menor quantidade. Estudos posteriores identificaram a presenca de o-pineno, [-
cariofileno, a-humuleno, cadineno e mirceno no oleo essencial (HIRUMA-LIMA et al.,

1996).



Estudos demonstraram atividade gastroprotetora do Gleo essencial obitido a
partir das cascas da sacaca como tambem atividade citotoxica para células V79
(HIRUMA-LIMA et al., 1999b). A atividade anti-leshimanicida foi identificada para o
0leo essencial assim como demonstrou efeito antinociceptivo e antiinflamatorio (DO

SOCORRO et al., 2003; BIGHETTI et al., 1999).

As cascas do caule do Croton cajucara detém até o momento, 0 maior indice de
estudos. O estudo fitoquimico classico realizado com 6 kg das cascas do caule de arvores
com idades variando entre 4 - 6 anos, mostrou que esta parte da planta é 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).

O triterpeno &cido acetilaleuritélico (AAA) também foi isolado das cascas do
caule do Croton cajucara por MULLER e colaboradores em 1986 ¢ MACIEL e
colaboradores em 1995. O &cido acetilaleuritélico (AAA) foi isolado como componente
majoritario em arvores 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 biologicos realizados com o AAA mostraram que este triterpeno
possui atividade antiespasmodica, acdo antiinflamatoria e antinociceptiva. Esta substancia
mostrou-se inativa em testes que avaliam atividades antitumoral e antiulcerogénica
(MACIEL et al., 2000; MACIEL et al., 1998; PERAZZO et al., 1997; VANDERLINDE et

al., 1997).



Das folhas do Croton cajucara foram isolados e identificados trés esteroides (j3-
sitosterol,  stigmasterol e  sisterol-3-O-p-glucoside), dois flavandides (3,4,7-
trimetoxicampferol e  3,7-dimetoxicampferol) e um diterpeno  nor-clerodano

(cajucarinolida) (MACIEL et al., 1995).

Outras investigacdes fitoquimicas com a casca 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). O fracionamento dos
extratos hexanico e metandlico das cascas do caule do Croton cajucara levou ao
isolamento e caracterizacdo dos terpendides: A&cido acetilaleuritolico, trans-
desidrocrotonina, trans-crotonina, 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 2) (MACIEL, 1997).

As cascas do caule do Croton cajucara foram investigadas pela primeira vez em
1979 na Universidade Federal do Para, onde foi isolado e identificado o primeiro diterpeno
clerodano desta planta. A comparacdo dos dados espectrais dessa nova substancia com o0s
da crotonina, levou a conclusdo que se tratava de um derivado deste terpendide, designado
de desidrocrotonina, tendo sua estrutura quimica definida e possuindo como foérmula
molecular CyoH»,0, (HIDEJI et al., 1989; MACIEL et al., 1996; MULLER et al., 1986;

SIMOES et al., 1979).



Sacarina

Cajucarinolida Acido acetilaleuritolico (AAA)

Figura 2. Estruturas quimicas de alguns constituintes isolados do Croton cajucara
Benth (Maciel, 1997).



Através de hidrogenacdo catalitica da t-DCTN foi obtido o derivado trans-
crotonina (CTN), o qual possui atividade antiulcerogénica (MACIEL et al., 2000;
MACIEL et al., 1998; ALBINO DE ALMEIDA et al., 2003), acGes antiinflamatoria e
antinociceptiva (PERAZZO et al., 1997). No entanto, esta substancia ndo demonstrou
efeito em testes que avaliam atividades antitumoral (GRYNBERG et al., 1999) e
antiespasmodica (MACIEL et al., 2000; MACIEL et al., 1998), atividades estas, que

foram observadas para a molécula-mae t-DCTN.

1. 5. trans-desidrocrotonina (t-DCTN)

A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) (Figura 3) é um diterpeno 19-nor-clerodano
obtido da casca do Croton cajucara, sendo o componente majoritario de arvores com
idades variando entre 4 - 6 anos, com concentracdo moderada em arvores com 3 anos e ndo
tendo sido detectada em arvores com idade de 1%/, ano. Estes dados podem justificar o uso
popular do cha da casca grossa da sacaca, sendo que a casca fina ndo é utilizada

(MACIEL, 1997).

O estudo fitoquimico realizado em todas as partes do C. cajucara (raiz ate
folhas), mostrou que a t-DCTN também estd presente nas raizes e caule. Estudos com
HPLC (High Performance Liquid Chromatograph) realizados com o ch& das cascas do
Croton cajucara, mostraram que a t-DCTN € o constituinte majoritario tendo concentracao

mais elevada no cha obtido com as cascas moidas (MACIEL, 1997). Estes resultados



juntamente com os altos indices de isolamento do clerodano t-DCTN nas cascas desta

planta, levaram a realizac&o de diversos testes farmacologicos com esta substancia.

A toxicidade da t-DCTN foi avaliada em camundongos, ndo sendo observado
alteracbes comportamentais nos animais que justifiguem a acdo da t-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 t-DCTN mostrou correlagdo com grande parte das
propriedades terapéuticas da planta, evidenciando a atividade antiinflamatéria e
antinociceptiva correlacionados com as indicagdes da planta para cura de inflamagdes
(CARVALHO et al., 1996). No modelo de diabetes induzida por aloxana, a t-DCTN
demonstrou atividade hipoglicémica comparavel aquela produzida pela glibenclamida, ndo

sendo observado 0 mesmo efeito em animais normais (FARIAS et al., 1997).

Evidenciaram-se ainda, para este diterpeno, propriedades biologicas néo
mencionadas pelos usuarios da planta, tais como a atividade antitumoral e antiestrogénica.
A t-DCTN possui efeitos citotoxicos basais em linhagem de células fibroblasticas V79 e
citotoxicidade seletiva ap6s metabolizacdo em hepatdcitos de ratos, como também
atividade antitumoral sobre o tumor de sarcoma 180 injetados 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).



Figura 3. Estrutura quimica do diterpeno trans-desidrocrotonina (t-DCTN).



Investigacbes adicionais demonstraram que t-DCTN possui atividade
antitumoral em linhagem 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 relatam que a t-DCTN
produz apoptose em células HL60 através da inducéo de estresse oxidativo na peroxidacao
lipidica (FREIRE et al., 2003a; FREIRE et al., 2003b; ANAZETTI et al., 2003;

ANAZETTI et al., 2004).

BRITO e colaboradores em 1998 demonstraram que a t-DCTN possui
significante atividade antiulcerogénica, correlacionado com o uso da planta para o
tratamento de problemas estomacais como azia, gastrite e Ulcera gastrica. Este efeito
provavelmente esta relacionado as acdes antisecretoria e gastroprotetora por um aumento
de prostaglandinas E, (HIRUMA-LIMA et al., 1999). Derivados semi-sintéticos da t-
DCTN foram estudados em diferentes modelos animais de Ulcera gastrica e demonstraram

possuir atividade gastroprotetora com reducdo da toxicidade (MELO et al., 2004).

LUNA COSTA em 1999 e MACIEL em 2000 demonstraram as atividades
antiestrogénica e antiespasmodica da t-DCTN em animais experimentais, respectivamente.
InvestigacOes adicionais confirmaram o efeito antimutagénico da t-DCTN, atraves de testes
citogenéticos do micronucleo e de aberragdes cromossdmicas em células de medula dssea
de camundongos, demonstrando que esta ndo é genotoxica ou citotoxica para estas células

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



Trabalhos demonstram que a administracdo oral de trans-desidrocrotonina €
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).

Em ratos diabéticos pelo uso da estreptozotocina (STZ), a t-DCTN demonstrou
atividade antidiabética oral. O efeito hipoglicemiante da t-DCTN é maior quando
administrada uma hora antes da estreptozotocina (efeito preventivo). Quando a t-DCTN foi
administrada 48 horas apds a STZ (efeito curativo), os niveis de glicose sangliinea cairam

em torno de 49 % (SILVA et al., 2001c).

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

transpeptidase (RODRIGUEZ et al., 2004).

Outros derivados da t-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 majoritario



nas cascas do Croton cajucara, foi o que apresentou a melhor correlagdo com grande parte

das propriedades terapéuticas da sacaca.

1.6. Toxicidade de drogas hipoglicémicas e hipolipidémicas

Diabetes mellitus Tipo 2 é um grave problema de salde publica, responsavel por
sérias complicacbes como complicagdes microvasculares, cegueira, insuficiéncia renal,
gangrena, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral entre outras

(http://www.diabetes.org.br).

O tratamento da hiperglicemia tem sido baseado em mudancas no estilo de vida,
dieta, exercicios fisicos e drogas antidiabéticas orais reduzindo as complicacdes
microangiopaticas e alto risco cardiovascular destes pacientes. Por décadas, foram
utilizados sulfonilureias, metformina e inibidores de alfa-glucosidases. Porém, estas drogas
ndo possuem efeitos sobre a resisténcia muscular a insulina, altos niveis de acidos graxos

livres, lipotoxicidade e perda progressiva das células pancreéticas beta (HALIMI, 2005).

Drogas hipoglicemiantes orais como as sulfonilureas (clorpropamida e
glibenclamida) e biguanidinas (metformina), ocupam um importante lugar no tratamento
de pacientes portadores de diabetes Tipo 2, 0s quais ndo respondem satisfatoriamente, a
dieta e exercicios fisicos. Embora o exato mecanismo de acdo dessas drogas seja pouco
entendido, h& consenso que as sulfonilureas apresentam efeitos pancreaticos e

extrapancreatico, enquanto biguanidinas tém predominantemente acdes extrapancreaticas.



Os efeitos tdxicos das drogas hipoglicemiantes orais sdo mais frequentes na
velhice e na presenca de condigbes que possam levar a um acimulo ou potenciacao
(aumento na dose, compostos de acdo prolongada, doencas hepéticas e renais, interacdo
com outras drogas), porém, a relacdo entre efeitos toxicos e niveis plasmaticos tem sido

registrado apenas como uso das guanidinas (MARCHETTI & NAVALESI, 1989).

Ha um aumento nas evidéncias que sulfonilureas e biguanidinas, drogas
hipoglicemiantes orais, influenciam nos fatores de riscos nas doencas cardiovasculares em
pacientes com diabetes Tipo 2 devido a ag0es que ndo sdo relacionadas com alteragdes no
controle glicémico. Apesar das sulfonilureas apresentarem efeitos antiarritmicos em
arritimias secundarias a isquemia do miocéardio, ha evidéncias que sua acao sobre os canais
de potassio sensiveis a ATP localizados no leito vascular podem contribuir para elevacao

da pressdo sanguinea e aumentar a responsividade vascular.

Em contraste com as sulfoniluréas, metformina (uma biguanidina) parece
reduzir a pressdo sanguinea e possuir efeitos benéficos sobre as lipoproteinas do plasma
por reduzir as lipoproteinas de baixa densidade e possivelmente aumentar os niveis das

lipoproteinas de alta densidade (HOWES et al., 1996).

Glibenclamida atenua a resposta de protecdo a abertura dos canais de potassio
vascular, sensiveis a ATP durante a isquemia. Dessa forma, tratamento da diabetes Tipo 2
com glibenclamida pode apresentar perigosos efeitos cardiovasculares quando usado sob

condicbes de isquemia. Glimepirida e metformina parecem ndo apresentar tais



caracteristicas concluindo que o tratamento cronico de diabetes mellitus Tipo 2 com
glimepirida ou metformina apresenta efeito similar sobre os canais de potéssio vasculares
sensiveis a ATP, quando comparado com tratamento crénico com glibenclamida

(ABBINK et al., 2002).

Glibenclamida diminui a incidéncia do infarto do miocardio e o
desenvolvimento de fibrilacdo ventricular em pacientes que sofrem de infarto agudo do
miocardio. Também diminui a incidéncia de contracdes ectdpicas ventriculares em
pacientes fazendo uso de drogas digitalicas, quando comparados com pacientes tratados
com outros compostos do tipo sulfonilureas. A sobrevivéncia dos pacientes tratados com
glibenclamida, insulina ou terapia a base de dieta é maior apds o primeiro ataque de angina
peitoral ou apos o primeiro infarto agudo do miocardio comparado com outros tratados

com biguanidinas (POGATSA, 1996).

Glibenclamida diminui a arritmogénese durante o infarto agudo do miocéardio
em ratos e a cardiotoxicidade induzida por estiofantina em coelhos. A pressdo sanguinea
arterial e a forca contrétil do miocardio sdo influenciadas pela glibenclamida enquanto
estes parametros estdo aumentados por outros compostos de sulfonilureas.
Consequentemente, efeitos cardiovasculares deletérios de certas drogas hipoglicémicas,
como sulfonilureas, podem contribuir para a alta taxa de mortalidade cardiovascular nos
diabetes mellitus, devido parcialmente aos efeitos sobre os canais de membrana e
parcialmente devido a agdes independente do miocardio e extracardiaca (POGATSA,

1996).



As tiazolidinas (TDZs) séo conhecidas por serem ligantes dos PPAR-gama. Os
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) séo fatores de transcri¢do
pertencentes a uma superfamilia de receptores nucleares. Atualmente, trés isoformas de
PPARs foram isoladas e denominadas alfa, beta (ou delta) e gama (TAKANO et al., 2004).
Vaérios estudos foram realizados, focalizando o papel dos PPAR-gama na regulacdo do
metabolismo da glicose e do metabolismo lipidico, porém, pesquisas recentes sugerem
papeis adicionais, principalmente no desenvolvimento de processos inflamatorios e
aterosclerotico, tendo sido demonstrada sua presenca em ceélulas da parede arterial e
também em macrdfagos (célula espumosas) no interior da lesdo ateromatosa (MARX,

1998).

As drogas glitazona e pioglitazona, agonistas do PPAR-gama, ndo tém efeito so
hipoglicemiantes, mas também efeito positivo sobre o metabolismo lipidico, endotélio,
estresse oxidativo e inflamacéao vascular, e ac6es adicionais das glitazonas podem reduzir o
desenvolvimento da aterosclerose. Além disto, 0 PPAR-alfa e seus agonistas sdo potentes
agentes hipolipemiantes aumentando o colesterol-HDL plasmaético e reduzindo os acidos
graxos livres (AGL), triglicerideos (TG) e colesterol-LDL. Desta forma, estes mediadores
reduzem a inflamac&o vascular e trombose, promovendo fibrindlise e inibindo a producéo

de endotelina-1 (ET-1) pelo endotélio (SCHIFFRIR, 2004).

Efeitos antihipertensivos de rosiglitazona, agonista do receptor PPARy, tem sido
estudado em pacientes com diabetes ou obesidade. A correlacdo da expresséo de PPARy

com a pressdo sanguinea e a aplicacdo terapéutica de rosiglitazona em ratos



espontaneamente hipertensos (REH) foi investigada. Tratamento crénico com
rosiglitazona, mas ndo com agonista PPARa (Wy14643) significativamente retardou o
desenvolvimento da hipertensdo e reverteu freqiiéncia cardiaca anormal em REH jovens.
Um efeito desfavoravel de rosiglitazona foi o aumento no indice de peso cora¢ao-corpo
acompanhado por hipertrofia ventricular esquerda. Tratamento crénico com rosiglitazona
retarda o desenvolvimento da hipertensdo, mas a pro-hipertrofia associada, chama a
atencdo para o uso desta tiazolidinas no tratamento da sindrome da resisténcia a insulina

associada com hipertenséo (WU et al., 2004).

Pacientes com diabetes mellitus tém uma alta incidéncia de doencas
coronarianas e insuficiéncia cardiaca congestiva. As TZDs sdo uma nova classe de agentes
farmacologicos no tratamento da diabetes mellitus Tipo 2, e que possuem muitos efeitos
cardiovasculares benéficos. Porém, em obesos e diabéticos hipertensos as TDZs podem
exarcebar uma disfuncdo diastolica ventricular esquerda ndo diagnosticada

(SRIVASTAVA et al., 2004).

As glitazonas sdo ligantes farmacoldgicos dos receptores PPARY, expressos
principalmente no tecido adiposo branco. O efeito hipoglicemiante é moderado sendo mais
pronunciado em associacdo com outras drogas antidiabéticas orais. Estudos a longo prazo
possivelmente confirmardo os efeitos benéficos sobre a perda das células beta e de alguns

pardmetros cardiovasculares no diabete Tipo 2 e na sindrome metabolica (HALIMI, 2005).



Triglitazona, a primeira droga da classe das tiazolidinas, utilizada no tratamento
da diabetes Tipo 2, foi comercializada em margo 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 geracéo,
rosiglitazona e pioglitazona, sdo poucos em numeros e menos severos em danos (MARCY

et al., 2004).

Estatinas, agentes conhecidos por diminuir o colesterol, tém sido utilizado 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.

A primeira das estatinas, lovastatina, foi aprovada em 1986 sendo utilizada por
milhdes de pacientes ao ano. Pequena elevacdo nas enzimas hepaticas (ALT) ocorre em
2,6% e 5,0% dos pacientes que fazem uso de lovastitina nas doses de 20 e 80 mg/dia,

respectivamente (TOLMAN, 2003).

Estas elevacBes sdo reversiveis com a continuacdo da terapia, sdo doses
relacionadas, e sdo provavelmente, relacionadas a diminuicdo do colesterol per se. Raros
casos de insuficiéncia aguda hepatica tém sido registrados com todas as drogas que

diminuem os niveis de colesterol. Com lovastatina, a freqliéncia é de aproximadamente



1/1,14 milhdes de pacientes tratados ao ano. Monitoramento da hepatotoxicidade ndo tem
sido efetivo na prevencdo das doencas hepéticas, devido a sua raridade e fraco valor de

predicdo com relacdo as alteracGes da ALT (TOLMAN, 2003).

1.7. Relevancia e justificativa

O Croton cajucara Benth. (sacaca) é popularmente utilizado no tratamento do
diabetes, desordens hepatica e renal, obesidade e hipertensdo. Estudos etnofarmacoldgicos
estabeleceram  propriedades  antiinflamat6ria,  antinociceptiva,  antiulcerogénica,
antitumoral, hipoglicémica, hipolipidémica e citotdxica da trans-desidrocrotonina (t-
DCTN), um diterpeno do tipo clerodano obtido da sacaca e componente majoritario desta

planta.

Com base nos dados apresentados e de acordo com estudos anteriores que
demonstram que drogas hipoglicemiantes, hipolipidémicas e gastroprotetoras podem
induzir efeitos deletérios a nivel cardiovascular e hepatico, decidimos investigar os efeitos

toxicos da trans-desidrocrotonina (t-DCTN).



2. OBJETIVOS

Uma vez que, muitas atividades ja foram comprovadas para a trans-
desidrocrotonina (t-DCTN) e que estudos demonstraram que algumas sustancias
hipoglicemiantes, hipolipidémicas e gastroprotetoras sdo associadas a efeitos contrditérios
sobre os sistemas cardiovascular e hepatico, este trabalho tem por objetivo geral avaliar a

toxicidade da t-DCTN sobre os sistemas cardiovascular e hepatico in vivo e in vitro.

Como objetivos especificos temos:

2 Determinar a toxicidade aguda da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) para
Artemia sp e determinacdo da CLs;

2 Avaliar o efeito citotoxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em cultura
de células priméarias mesenceféalicas e hepaticas de rato;

I Determinar a agéo da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em modelos animais
de hepatite tdxica induzida por acetaminofeno e GalN/LPS;

S Auvaliar a acdo da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta isolada
de rato com endotélio intacto ou desnudo;

IS Estudar os efeitos potenciais da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na pressdo
arterial média e freqiiéncia cardiaca, como também no cronotropismo e inotropismo de
ratos, em modelos experimentais in vivo e in vitro, e 0s possiveis mecanismos de acao

implicados.



3. MATERIAL

3. 1. Material botanico

A t-DCTN foi isolada a partir da casca do caule do Croton cajucara Benth. e
fornecida pela Prof® Maria Aparecida Maciel do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para utilizacdo nos experimentos, a t-DCTN foi

diluida na concentracéo de até 3% de Tween 80 em &gua destilada ou salina 0,9%.

3. 2. Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, de
ambos 0s sexos, pesando entre 25-30g e ratos albinos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, adultos, de ambos o0s sexos, pesando entre 180-200g, 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 ragdo padrdo (Purina Chow) e agua
ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica

em Pesquisa Animal — CEPA da Universidade Federal do Ceara.



3. 3. Drogas e reagentes

3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
Acetilcolina

Acido acético glacial P.A.

Acido Etilenodiaminotetraacético sal dissddico (EDTA)
Acido fosforico

Acido tiobarbitarico

Acido tricloroacético P.A.

Acido trinitrobenzeno sulfonico - TNB
Alcool etilico absoluto P.A.

Azul de Evans

Bicarbonato de sodio

Bromidrato de 6-Hidroxidopamina
Cloreto de calcio

Cloreto de potassio

Cloreto de sodio

Dimetilfulfoxido (DMSO)

Eter etilico

Fenilefrina

Glicose

Glutamina

L-NAME

Malonaldeido

Meio essencial minimo de Eagle (MEM)
N-(1-naftil)-etilenodiamina diidrocloreto
N-Acetilcisteina

Naftiletilenodiamina

Nitroprussiato de sédio

Poli-lisina

Sigma, USA
Sigma, USA
Synth

Proanalysi
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Quimex, Brasil
Reagen, Brasil
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Reagen, Brasil
Labsynth, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Gibco BRL
Merck, Alemanha
Fluimucil®, Eurofarma
Sigma, USA
Merck, Alemanha
Sigma, USA



Soro de cavalo Gibco BRL

Sulfanilamida Sigma, USA
Sulfato de magnésio Vetec, Brasil
Trizma Sigma, USA
Tween 80 Riedel, Alemanha
n-butanol Lafan
Glutation reduzido Sigma, USA
Indometacina Sigma, USA

3. 4. Solucdes fisiologicas

As solucdes foram preparadas com sais de pureza analitica e estocados em
temperatura ambiente. As concentragdes sdo expressas em milimolar (mM).
- Solucéo salina
NaCl (154)
- Solucéo de Krebs-Henseleit
NaCl (116), KCI (4,75), MgSO,7H20 (1,2), KH,PO4H,O (1,2), NaHCO; (25),
CaCl, 2H,0 (0,25) e Glicose (11).

pH 7,4 e aerado com carbogénio (95% O, e 5% CO,), mantido a 37°C.

3. 5. Aparelhos

Agitador — aquecedor, modelo 258 Fanen®, Brasil
Agitador de tubos — VORTEX, AP 56 PHOENIX
Analisador bioguimico semi-automatico: modelo DU640B Beckman ©
Analisador bioquimico semi-automatico: modelo RA-50 Bayer®, Brasil
Balanca analitica Marte®, Brasil

Balanca para animais Filizola®, Brasil



Banho-maria: Modelo Q-249

Centrifuga refrigerada, modelo CT 5500 DR
Fisiografo

Freezer —75°C

Lavadora ultrasonica, modelo USC 700
pHmetro, modelo PM 608

Pipetas automaticas

QUIMIS®, Brasil
CIENTEC®, Brasil
Narco Biosystems®, USA
Legaci System®
UNIQUE®

Alalion®

Jencons®



4. METODOS

4. 1. Isolamento da trans-desidrocrotonina (t-DCTN).

A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) foi isolada do extrato hexanico das cascas
do Croton cajucara Benth., o qual forneceu, apés filtracdo em gel de silica, a fracdo

CH,CI, (eluida em diclorometano).

A fracdo CH,CI, sofreu nova filtracdo em gel de silica, tendo sido eluida com
hexano- CH,Cl,-MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas fracdes de
500 mL, que sofreram monitoramento por cromatografia de camada delgada - CCD,

gerando a reunido de 6 grupos de fragoes.

Os grupos de fragdes 7-21/ 22-25/ 26-29/ 30-33/ 34-41, eluidos em hexano-
CH,Cl, (5:5 - 0:1) 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. Apos as filtragdes obteve-se
aproximadamente 32 g de um solido cristalino (rendimento) correspondente ao diterpeno

trans-desidrocrotonina (t-DCTN), como mostra a FIGURA 4.

Sélido cristalino. Ponto de fusao: 139-140 °C. Peso molecular: 314.
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FIGURA 4. Método de obtencéo do diterpeno trans-desidrocrotonina (t-DCTN)

a partir dos extratos hexanico e cloroférmico.



4.2. Toxicidade aguda da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) para Camaréo

de Salmoura (Artemia sp) e determinacéo da CLx.

A avaliacdo da toxicidade frente a Artemia sp segue o método descrito por
MEYER e colaboradores em 1982. Os ovos de Artemia (50 mg) foram colocados para
eclodir em um recipiente com agua marinha (1000 mL), aerado durante 48h (colocado um
foco de luz ap6s as primeiras 24h). Apos este periodo, as larvas foram coletadas com

auxilio de uma pipeta de Pasteur.

Vérias concentragdes da t-DCTN (1 — 1200 ug/mL) foram preparadas e
colocadas em frascos aos quais adicionou-se agua marinha, sendo 5 mL o volume final em
cada frasco. Dez larvas foram adicionadas a cada frasco e utilizados trés frascos para cada

dose da substancia, sendo o niumero de mortes dentre as 30 larvas verificado apds 24h.

A CLs (concentracdo letal para 50% das larvas) com intervalo de confianca de
95% foi determinada para a t-DCTN de acordo com o método descrito por MILLER &
TAINTER (1944). Controles ndo tratados, veiculo (Tween 80 a 3%) e tratado com
dicromato de potéssio (10 — 100 ug/mL) foram adicionados ao estudo com finalidade de

comparacdo. As doses foram dadas em escala logaritimica (MEYER et al., 1982).



4.3. Cultura primaria de células mesencefélicas e hepatocitos.

A cultura de células mesencefalicas contendo células neuronais e gliais foram
obtidas de mesencéfalo de embrides de rato Wistar de 17-20 dias de gravidez como
descrito por CHOI e colaboradores em 1987. Dos mesmos animais foi retirado o figado,
para a cultura de células hepéticas seguindo o método descrito por LILJA e colaboradores

em 1998.

O mesencéfalo foi dissecado mecanicamente e as celulas suspensas em Meio
Essencial de Eagle (MEM) enriquecido com soro de cavalo 10%, estreptomicina (100
mg/mL), penicilina (1000 Ul/mL), actinomicina C (2,5 mg/mL), glutamina (2 mM),
bicarbonato de sédio (24 mM) e glicose (11 mM). A suspensdo de células foi distribuida
em placas de 96 pocos com uma concentracdo de 5 x 10* células/poco e previamente
tratadas com poli-lisina. As culturas foram mantidas a 37°C em estufa a 5% CO,. Apds

cinco dias, as culturas foram utilizadas para experimentacao.

Os figados foram dissecados mecanicamente em solu¢do de EDTA (2 mM) a
37°C em banho-maria com agitacdo. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas com solucdo de Hanks. O sobrenadante foi suspenso em Meio Essencial de
Eagle Modificado (D-MEM) e soro bovino fetal 10%. A suspensdo de células foi
distribuida em placas de 96 pogos com uma concentracdo de 10° células/poco e

previamente tratadas com poli-lisina. As culturas foram mantidas em meio de Ham’s F-12



contendo dexametasona (10”7 mol/L) e insulina (0,6 mg/L) a 37°C em estufa a 5% CO,.

Ap0s 24 horas as culturas foram utilizadas para experimentacao.

4.3.1. Efeito citotdxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em células

mesencefalicas de rato.

A neurotoxicidade foi avaliada usando o ensaio de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium brometo - MTT, que se baseia na reducéo deste sal, pelas mitocondrias
das células viaveis, para o sal de Formazan, sendo a quantidade deste um indicativo da

viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Ap0s cinco dias da preparacédo da cultura, a t-DCTN nas concentracdes de 3, 30
e 300 uM foi adicionada a cultura 24 horas antes do tratamento com 6-OHDA (200 uM).
Ap0s 24 horas de incubacdo foi entdo adicionado 150 uL de MTT, na concentracdo de 5
mg/mL em cada pogo. As células foram incubadas por mais 3h e, apds este periodo, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 150 uL. de DMSO puro para a lise das células e

solubilizagdo do Formazan.

Passados 15 min de agitacdo, a absorbancia foi medida com leitor de
microplacas em 550 nm. A inibicdo da reducdo do MTT indica a diminuic¢do da viabilidade

celular.



4.3.2. Efeito citotoxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e do etanol em

células hepaticas de rato.

A viabilidade de células hepaticas foi quantificada utilizando o ensaio do MTT
(MOSMANN, 1983). Para isto, apds 24 horas do preparo da cultura de hepatdcitos, foi
adicionado a esta cultura etanol nas concentragcdes de 50, 100, 200 e 400 mM ou t-DCTN

nas concentracdes de 0,3; 3, 30 e 300 uM.

Apo6s o periodo de 24 horas de incubacdo, foi adicionado 150 uL de 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT), na concentracdo de 5 mg/mL em
cada poco. As células foram incubadas por mais 3h e, apds este periodo, o sobrenadante
foi descartado e adicionado 150 uL de DMSO puro para a lise das células e solubilizacéo

do formazan.

Passados 15 min de agitacdo, a absorbancia foi medida com leitor de
microplacas em 550 nm. A inibicdo da reducdo do MTT indica a diminuicdo da viabilidade
celular. Os experimentos foram realizados em sextuplicata e repetidos em trés diferentes

dias.



4.3.3. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a producao de

nitrito em células mesencefalicas de rato.

Ap0s o periodo de incubacgéo, a concentracdo de nitrito foi determinada segundo
0 método de GREEN e colaboradores em 1981, que se baseia em revelar a presenca de
nitrito em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reacdo de

diazotizacdo que forma um cromaforo de cor rosea, com pico de absorbancia de 560 nm.

Para isso, 100 uL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%; cloridrato de N-(1-
naftil)-etilenediamina 0,1%; H;PO, em 1% e agua destilada, na propor¢éo de 1:1:1:1) foi
adicionado a 100 pL do sobrenadante da cultura de célula e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A curva padrdo foi elaborada com varias concentracdes de NaNO,

(variando de 0,75 a 100 uM) sob as mesmas condicdes.

Os brancos foram preparados pela adi¢do de 100 pL do reativo de Griess a 100

uL do meio de cultura e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm.



4. 4. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatoxicidade

induzida por acetaminofeno em camundongos.

Camundongos Swiss, fémeas (25-30g), divididos em grupos de 8 animais cada,
em jejum de solidos de 18h, foram tratados com veiculo (3% de Tween 80 em agua
destilada — 0,1 mL/10g, v.0.) ou t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2 horas antes, com
excecdo da N-acetilcisteina (NAC - 750 mg/kg, i.p.) que foi administrada apenas 2 horas
antes, da administracdo oral de acetaminofeno na dose de 500 mg/kg (JANBAZ &

GILANI, 2000).

Os animais que receberam apenas veiculo foram incluidos no estudo como
controle normal. Para avaliar o efeito hepatotdxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN),

animais foram tratados durante o mesmo periodo com as doses de 25 e 50 mg/kg, via oral.

Apbs o periodo de 24 horas depois da administracdo do acetaminofeno,
amostras de sangue, de todos os animais, foram obtidas atraves do plexo orbital, sob leve
anestesia com éter, em tubos de coleta de soro com gel separador (Vacuette®) para
determinagdo dos niveis de Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina
Aminotransferase (ALT) utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest®) e um

analisador bioquimico semi-automatico (Bayer®, modelo RA-XT).

Os animais foram entdo sacrificados e o tecido hepético coletado, pesado e

processado para a dosagem de malonaldeido hepético - MDA (MIHARA & UCHIYAMA,



1978) e grupos sulfidrilas ndo protéicos hepaticos - NP-SH (SEDLACK & LINDSAY,

1968), como também processado para andlise hirtologica (SILVA et al., 2001).

4.5. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatotoxicidade
induzida por D-Galactosamina/Lipopolissacarideo em

camundongos.

Camundongos Swiss, machos (25-30g), divididos em grupos de 8 animais cada,
em jejum de solidos de 18h, foram tratados com veiculo (3% de tween 80 em &gua
destilada — 0,1 mL/10g, v.0.) ou t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2 horas antes, com
excecdo da Dexametasona (DEX — 2 mg/kg, i.p.) e N-acetilcisteina (NAC - 750 mg/kg,
i.p.) que foram administradas apenas 2 horas antes, da injecdo intraperitoneal de uma
solucdo de D-galactosamina (GalaN - 800 mg/kg) e Lipopolissacarideo (LPS — 7,5 ug/kg),
que foram dissolvidos em solucdo salina normal e administrados conjuntamente
(GaIN/LPS). Os animais que receberam apenas veiculo foram incluidos no estudo como

controle normal (MORIKAWA et al., 1996).

Ap0s duas horas da administracdo de GalN/LPS, amostras de sangue, de todos
0s animais, foram obtidas através do plexo orbital, sob leve anestesia com éter, em tubos
de coleta de soro com gel separador (Vacuette®), para determinacdo dos niveis de
Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) utilizando Kkits
bioquimicos especificos (Labtest®) e um analisador bioquimico semi-automético (Bayer®,

modelo RA-XT).



Seis horas apds a administracdo de GalN/LPS, os animais foram sacrificados, o
tecido hepatico coletado, pesado e processado para a dosagem de grupos sulfidrilas ndo
protéicos hepéticos - NP-SH (SEDLACK & LINDSAY, 1968), como também processado

para andlise hirtologica (SILVA et al., 2001).

4.6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre niveis de
malonaldeido (MDA) hepatico.

O teor de TBARS (ug de MDA/g de tecido) foi quantificado pelo método de
MIHARA & UCHIYAMA (1978), para estimar a peroxidacdo lipidica. O figado foi
removido, pesado e homogeneizado com KCI gelado 1,15% para preparar um homogenato
a 10%. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada de cada amostra, adicionou-se 3 mL de HsPO,

1% e 1mL de &cido tiobarbiturico - TNB 0,6% em solugéo aquosa.

Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de agua fervente, entdo
a mistura reacional foi resfriada em um banho de gelo seguido da adicdo de 4 mL de n-
butanol. O conteddo foi misturado por 40 segundos com o auxilio de um vortex e

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos.

A absorbancia da camada organica (fase butandlica) foi medida a 520 e 535 nm
e a diferenca das absorbancias obtidas nas duas leituras foi utilizada para calcular o
malonaldeido. A concentracdo de MDA foi calculada através da curva de calibracdo de

MDA e os resultados expressos por ug de MDA/g de tecido.



4.7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os grupos sulfidrilas
nao proteicos (NP-SH) hepaticos.

A quantificacdo dos grupos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) foi realizada
segundo 0 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 4 mL de cada amostra foi retirada e adicionado 3,2 mL de &gua destilada e 0,8

mL de &cido tricloroacético - TCA 50% em solucdo aquosa.

Os tubos de ensaio contendo a mistura foram centrifugados a 3000 rpm por 15
minutos. Um volume de 2 mL foi retirado do sobrenadante e adicionado 4 mL de Tris

0,4M, pH 8,9e 0,1 mL de DTNB 0,01M.

A absorbancia foi medida dentro de 5 minutos a 412 nm. A concentracdo de
NP-SH foi calculada atraves de uma curva de calibragdo de glutationa reduzida (GSH) e os

resultados expressos em ug de NP-SH/g de tecido.



4.8. Avaliacao histopatologica

Para avaliacdo das alteracBGes teciduais microscopicas dos figados, foram
realizados cortes histoldgicos de todos os grupos. O 6érgéo foi fixado em formalina neutra
10%, incluido em parafina, realizadas sec¢fes em microtomo e corado com hematoxilina-
eosina. As alteracdes histopatologicas foram examinadas em microscopio optico e
atribuidos escores numa escala de 0 a 5 para presenca e intensidade das lesGes de acordo

com SILVA et al., 2001, onde:

0 = nenhuma leséo;

1 = minimo de lesbes envolvendo poucas células necrdticas;

2 = lesbes suaves com 10-25% de células necroticas ou suaves mudancas
degenerativas;

3 = lesdes moderadas com 25-40% de células necroticas ou degenerativas;

4 = lesbes marcadas com 40-50% de células necrdticas ou degenerativas;

5 = lesdes severas com mais de 50% de células necroticas ou degenerativas.



4.9. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a pressao arterial

média (PAM) de ratos normotensos.

Ratos Wistar normotensos, machos, 180-200 g, foram utilizados para detectar
os efeitos da t-DCTN sobre a pressdo sanguinea. Os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sddico (50 mg/kg, i.p.) e tiveram a artéria carotida direita e veia jugular
esquerda canuladas com cateter de polietileno, para registro da presséo arterial e injecéo
das substancias testes, respectivamente. A traquéia foi canulada para permitir a respiracdo

espontanea. A temperatura corporal dos animais foi mantida a 37°C.

O registro da pressdo intracarotidiana foi continuamente monitorado por
intermédio de um transdutor de pressdao Gould Statham P23 (Gould Co. Inc., Oxnard). A
frequéncia cardiaca foi registrada concomitantemente através de um cardiotacémetro

(Narco Biosystems) por meio de uma pena inscritora a tinta.

Apbs um periodo de 30 minutos de equilibrio, valores basais controle da
pressdo arterial média (PAM) foram obtidos com registro continuo da pressdo. Veiculo
(3% de Tween 80 em salina 0,9%) ou dose crescentes de t-DCTN (5, 10 e 15 mg/kg)
foram administrados lentamente pela veia jugular na forma de bolus de volume constante
(0,2 mL) com intervalo minimo entre as injecbes de 15 minutos. As variacfes na
frequéncia cardiaca (bpm). A pressdao arterial média (APAM) expressa em mmHg e
calculada segundo a férmula: PAM = PD + (PS — PD)?/ 3, foram utilizadas para expressao

dos dados.



Para caracterizacdo farmacoldgica da resposta da t-DCTN (10 mg/kg) em
animais normotensos, injecdes em bolus de atropina (5 mg/kg), hexametdnio (30 mg/kg),
L-NAME (10 mg/kg) ou propranolol (2 mg/kg) foram administradas antes da injecéo de t-

DCTN (10 mg/kg).

4.10. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em atrio isolado de rato.

Ratos Wistar, machos, 250-300 g, foram sacrificados por deslocamento cervical
e exsanguinacdo, o coracdo foi rapidamente removido, o atrio esquerdo cuidadosamente
dissecado, montado verticalmente em banhos com capacidade de 5 mL e superfundidos

com solucdo de Krebs-Henseleit (pH 7,4), aerado (95% O, e 5% CO,) e mantido a 37°C.

Uma tensdo de 1 g foi aplicada no atrio e as preparacfes foram mantidas em
equilibrio por uma hora, com lavagens a cada 15 minutos, antes da execucdo dos
experimentos. Os valores do controle inicial para a tensdo de contracdo do atrio isolado
foram registrados usando um transdutor de deslocamento de forca (F-60, Narco
Biosystems) acoplado a um fisiografo (DMP-4B, Narco Biosystems). Um eletrodo bipolar
e um estimulador de Grass S6 (Grass, Quincy) foram acoplados as preparacdes. O

estimulo teve duracdo de 5 ms e a voltagem foi 10% acima do limiar.

O inotropismo foi medido pelo indice méximo da forca isométrica desenvolvida
durante a estimulacdo elétrica numa freqiiéncia fixa de 150 batimentos/min. Os valores

controles (100%) foram atribuidos a amplitude da contracdo antes da adi¢do das drogas.



Em alguns experimentos a t-DCTN foi testada sobre o inotropismo positivo
produzido pelo cloreto de calcio (107 — 10 M) para se verificar um provavel antagonismo

via célcio (SALAKO et al., 1976).

Os efeitos das drogas testadas foram valiados sobre o batimento espontaneo do
atrio direito isolado e montado da mesma maneira como descrito para o atrio esquerdo. A
freqliéncia controle (batimentos/min) foi registrada continuamente em fisiografo apds

periodo de equilibrio de 30 min., o qual foi considerado como 100%.

Apds 30 minutos do periodo de equilibrio, curvas cumulativas concentracao-
resposta para a t-DCTN (0,1 — 100 ug/mL) foram obtidas na presenca e na auséncia de
atropina (2x107 M). O efeito da t-DCTN sobre o batimento cardiaco induzido por

isoproteronol (10" — 10 M) também foi observado.

4.11. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta isolado

de rato com ou sem endotélio.

A reatividade vascular da t-DCTN foi avaliada inicialmente em segmentos de
aorta isolada nos quais o endotélio foi preservado. Em outro grupo de experimento, o
endotélio foi retirado mecanicamente por friccdo mecénica. A integridade funcional do
endotélio foi testada por adicdo de uma dose Unica de acetilcolina (Ach, 1 uM) aplicada no
platd da resposta contrétil tbnica da fenilefrina (1 uM) e obtido 60-80 % de relaxamento

(FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980).



Ratos Wistar, machos, 300-350 g, foram sacrificados por deslocamento cervical
e, imediatamente apds, a aorta toracica foi removida e cuidadosamente limpa em placa de
Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit. Anéis de 5 mm foram montados
horizontalmente em banho isovolumétrico de 5 mL contendo solugdo de Krebs-Henseleit
(pH 7,4), aerado (95% O, e 5% CO,) e aquecido (37°C). A solucédo de Krebs- Henseleit
utilizada apresentava a seguinte composicdo (g/L): NaCl 6,7, KCI 0,37, MgSO,7H20

0,144, KH,PO,H,0 0,17, NaHCO; 2,1, CaCl, 2H,0 0,3085, Glicose 0,65.

Os anéis foram ligados a um poligrafo (DMP-4B, Narco Biosystems) por meio
de um transdutor de forcga, sob tensdo de 1 g e mantidos em repouso por 1h com lavagens a

cada 15 minutos antes do inicio do experimento.

Para os dois grupos de experimentos (endotélio intacto — e" e endotélio
removido — €), 0 anel de aorta foi pré-contraido com fenilefrina (1 uM), e apos atingir o
platd, duas curvas cumulativas, para o veiculo (Tween 80 3%, isovolumetricamente ao
usado na curva de t-DCTN) ou para a t-DCTN (1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/mL) foram
feitas. As doses sdo adicionadas em intervalos de 3 minutos sobre o platé da contracdo

tonica.

Ao final da curva de t-DCTN, o tecido foi lavado e uma nova contracdo com
fenilefrina foi feita, para mostrar a reversibilidade da acdo da droga. Ach (1 uM) é
adicionada ao platd, para mostrar a presenca ou auséncia de endotélio no anel de aorta.

Para verificar a participacdo de éxido nitrico, outro grupo de tecido foi pré-tratado com L-



NAME (100 uM) e curvas cumulativas com t-DCTN, nas mesmas concentragcdes, foram

feitas.

4. 12. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada atraves do programa GraphPad Prism 3.0 para
Windows (GraphPad Software). Os célculos de Cls, e pD, também foram obtidos

utilizando-se o mesmo programa de computador GraphPad Prism 3.0 para Windows.

Os valores experimentais obtidos foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). Para comparacdo entre as médias foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA), e a significancia entre os grupos estabelecida pelos testes de Student Newman
Keuls, para dados paramétricos, e teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunnett,
para dados ndo paramétricos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



5. RESULTADOS

5. 1. Toxicidade aguda para Artemia sp

Através da utilizacio do método dos probitos determinou-se a CLsgg
(concentracdo letal para 50% das larvas) da t-DCTN que foi de 200 + 25,60 pug/mL, sendo
assim menos téxico do que o dicromato de potéasssio (20 + 1,83 upg/mL), conhecida

substancia toxica para a Artemia sp que possui CLs, entre 20 e 40 ug/mL.

5.2. Efeito citotdéxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a

viabilidade de células mesencefalicas de rato.

Os resultados demonstram que a neurotoxina 6-OHDA na concentragédo de 200
uM reduziu significativamente em 65% a viabilidade celular (0,0716 + 0,0101 abs) quando

comparado ao controle (0,2050 + 0,0116 abs).

A viabilidade das células nédo foi influenciada pela administracdo isolada da
trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nas concentragdes de 3, 30 e 300 uM (0,2183 + 0,0047;
0,2077 + 0,0060 e 0,2075 + 0,0047 abs, respectivamente) quando comparado a 6-OHDA
(0,0716 + 0,0101 abs). Entretanto, o pré-tratamento das células mesencefalicas com a t-
DCTN, nas mesmas concentragdes, 24 horas antes da administracdo da 6-OHDA,

promoveu uma significativa citoprotecdo de forma dose dependente (0,1872 + 0,0127,



0,2243 + 0,0150 e 0,2390 + 0,0149 abs, respectivamente) quando comparado a

neurotoxina 6-OHDA (0,0716 + 0,0101 abs) (Tabela 2 e Figura 5).

As células mesencefalicas expostas a neurotoxina 6-OHDA, demonstraram um
aumento na producdo de 6xido nitrico evidenciado pelo aumento dos niveis de nitrito
(3,4270 + 0,1801 uM) quando comparado ao grupo controle (0,1927 + 0,0321 uM). A
trans-desidrocrotonina (t-DCTN), nas concentragdes testadas (3, 30 e 300 uM), néo
alterou os niveis de nitrito (0,1920 + 0,0288; 0,2030 + 0,0412 e 0,1655 + 0,0500 puM,

respectivamente) quando comparado ao controle normal (0,1927 + 0,0321 uM).

A administracdo de t-DCTN, nas mesmas concentracdes, reduziu os niveis de
nitrito produzidos pela adi¢cdo de 6-OHDA (1,308 + 0,0808; 1,258 + 0,0564 e 1,481 +
0,1653 uM, respectivamente) quando comparado ao grupo 6-OHDA (3,4270 + 0,1801

uM) (Tabela 3 e Figura 6).



Tabela 2. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a viabilidade de

células mesenceféalicas de ratos expostas ou nédo a 6-OHDA.

GRUPOS DOSE MTT Abs
(uM)

Controle 0,2050 + 0,0116
6-OHDA 200 0,0716 + 0,0101°
t-DCTN 3 0,2183 + 0,0047
30 0,2077 + 0,0060

300 0,2075 + 0,0047

t-DCTN + 6-OHDA 3 0,1872 +0,0127°
30 0,2243 + 0,0150"
300 0,2390 + 0,0149°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As
células foram cultivadas durante 7 dias e, ap0s este periodo foram tratadas com trans-
desidrocrotonina (t-DCTN) 24 horas antes da 6-OHDA. Apds o tratamento, a viabilidade
celular foi determinada pelo MTT. p<0,05 vs controle; °p<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e
Teste de Dunnett).
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FIGURA 5. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a viabilidade de
células mesencefélicas de ratos na presenca ou ndo de 6-OHDA. As
células foram cultivadas durante 7 dias e, apds esse periodo, tratadas com
trans-desidrocrotonina (t-DCTN 3, 30 e 300 uM) 24 horas antes da 6-OHDA
(200 uM). A viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Cada coluna
representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.). ®p<0,05 vs controle;
Pp<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e Teste de Dunnett).



Tabela 3. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a producdo de

nitrito em cultura células mesencefalicas de ratos expostas ou ndo a

6-OHDA.
GRUPOS DOSE Nitrito (uM)

(LM)
Controle 0,1927 + 0,0321
6-OHDA 200 3,4270 + 0,1801°
t-DCTN 3 0,1920 + 0,0288
30 0,2030 + 0,0412
300 0,1655 + 0,0500
t-DCTN + 6-OHDA 3 1,308 + 0,0808"
30 1,258 + 0,0564"
300 1,481 +0,1653"

Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da media (E.P.M.). As
celulas foram cultivadas durante 7 dias e, ap6s este periodo foram cultivadas com trans-
desidrocrotonina (t-DCTN) 24 horas antes da 6-OHDA. Ap0s o tratamento os niveis de
hitrito foram determinados. p<0,05 vs controle; °p<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e Teste de
Dunnett).
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FIGURA 6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os niveis de
nitrito em cultura de células mesencefalicas de ratos na presenca ou
ndo de 6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias e, apds este
periodo, foram tratadas com trans-desidrocrotonina (t-DCTN — 3, 30 e 300
uM) 24 horas antes da 6-OHDA (200 uM). Apés o tratamento os niveis de
nitrito foram determinados. Os resultados sdo expressos como media + erro
padrao da média (E.P.M.). ®p<0,05 vs controle; °p<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA

e Teste de Dunnett).



5.3. Efeito citotdéxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a

viabilidade de células hepaticas de rato.

O etanol nas concentragdes de 50, 100, 200 e 400 mM apresentou uma
significativa toxicidade dose dependente sobre as células hepaticas (0,0986 + 0,0027;
0,0820 + 0,0028; 0,0585 + 0,0024 e 0,0491 + 0,0021 abs, respectivamente), diminuindo a
viabilidade celular em 10, 25, 46 e 55% respectivamente, sendo seu efeito maximo na
concentracdo de 400 mM, quando comparado ao grupo controle (0,1092 + 0,0033 abs)

(Tabela 4 e Figura 7 A).

A administracdo da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nas concentracdes de 0,3;
3, 30 e 300 uM, demonstrou uma diminuicdo dose dependente na viabilidade celular
(0,0920 + 0,0026; 0,0743 + 0,0065; 0,0673 + 0,0026 e 0,0570 + 0,0013 abs,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle (0,1092 + 0,0033 abs), sendo seu

efeito maximo (48%) na concentracdo de 300 uM (Tabela 5 e Figura 7 B).



Tabela 4. Efeito citotoxico do etanol sobre a viabilidade de células hepaticas de

rato.
GRUPOS DOSE MTT Abs
(mM)

Controle 0,1092 + 0,0033

Etanol 50 0,0986 + 0,00272
100 0,0820 + 0,0028°
200 0,0585 + 0,0024°
400 0,0491 + 0,0021*

Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da media (E.P.M.). As
células foram cultivadas durante 24 horas e, apds este periodo, foram tratadas com etanol.

Apds 24 horas do tratamento, a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. %p<0,05 vs
controle (ANOVA e Teste de Dunnett).



Tabela 5. Efeito citotoxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a

viabilidade de células hepaticas de rato.

GRUPOS DOSE MTT Abs
(uM)
Controle 0,1092 + 0,0033
t-DCTN 0,3 0,0920 + 0,0026*
3,0 0,0743 + 0,0065
30 0,0673 + 0,0026*
300 0,0570 + 0,0013

Os resultados s@o expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As
células foram cultivadas durante 24 horas e, ap0s este periodo, foram tratadas com trans-
desidrocrotonina (t-DCTN). Ap6s 24 horas do tratamento, a viabilidade celular foi
determinada pelo MTT. ?p<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Dunnett).
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FIGURA 7. Efeito citotoxico do etanol e trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre
a viabilidade de células hepéticas de rato. As células foram cultivadas
durante 24 horas e, ap0s esse periodo, tratadas com etanol (50, 100, 200 e 400
mM, A) ou t-DCTN (0,3; 3; 30, e 300 uM, B) durante 24 horas. A viabilidade
celular foi determinada pelo MTT. Cada coluna representa a média * erro

padrdo da média (E.P.M.). ®p<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Dunnett).



5. 4. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatoxicidade

induzida por acetaminofeno em camundongos

A administracdo via oral de acetaminofeno (500 mg/kg) mostrou uma
significativa reducdo (p<0,05) nos niveis de NP-SH (191,93 + 7,31 ug/g de tecido) quando

comparado ao grupo controle normal (245,87 + 9,54 ug/g de tecido).

O pré-tratamento via oral 48, 24 e 2h antes do acetaminofeno com a t-DCTN
nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi capaz de impedir a deplecdo dos grupos sulfidrilas
produzidos pelo acetaminofeno (294,65 + 26,90 e 373,96 + 15,33 ug/g de tecido,
respectivamente) quando comparado ao grupo acetaminofeno (191,93 + 7,31 nug/g de

tecido).

A t-DCTN administrada via oral nas doses de 25 e 50 mg/kg, durante 0 mesmo
periodo, foi capaz de aumentar os niveis de glutationa hepética (368,66 + 16,38 e 389,80 +
25,07 pg/g de tecido, respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal

(245,87 + 9,54ug/g de tecido).

A administracdo intraperitoneal de N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg), inibiu
de forma significativa (p<0,001) a deplecdo dos grupos sulfidrilas produzidas pelo

acetaminofeno (Tabela 6 e Figura 8).



Os niveis de malonaldeido hepéatico (MDA) no grupo acetaminofeno (53,88 +
7,40 ng/g de tecido) aumentaram significativamente (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle normal (20,17 + 2,15 ug/g de tecido). N-acetilcisteina foi capaz de reduzir os
niveis de malonaldeido hepatico (20,44 + 2,43 ng/g de tecido) de forma significativa
(p<0,001) quando comparado ao grupo controle acetaminofeno (53,88 + 7,40 ug/g de

tecido).

O pré-tratamento com a t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg via oral, foi capaz
de reduzir (p<0,05) os niveis de malonaldeido hepatico (36,07 + 6,00 e 31,37 + 4,34 ug/g
de tecido, respectivamente) quando comparado ao grupo acetaminofeno (53,88 + 7,40 ug/g

de tecido).

A t-DCTN per se administrada via oral nas doses de 25 e 50 mg/kg, durante o
mesmo periodo, ndo exerceu influéncia significativa sobre os niveis de malonaldeido
hepético (34,43 + 2,55 e 30,53 + 3,96 ug/g de tecido, respectivamente) quando comparado

ao grupo controle normal (20,17 + 2,15 pg/g de tecido) (Tabela 6 e Figura 9).

A administracdo de acetaminofeno (500 mg/kg, v.0.) aumentou de forma
significativa (p<0,01) os niveis AST e ALT séricos (149,05 + 31,09 e 165,06 + 14,32 U/L,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal (41,60 + 3,20 e 59,99 +

5,20 U/L, respectivamente).



O tratamento com t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg via oral, promoveu uma
reducdo significativa (p<0,001) dos niveis séricos de AST (60,48 + 11,38 e 65,19 + 10,34
U/L, respectivamente) e ALT (74,73 + 13,15 e 51,05 + 4,91 U/L, respectivamente) quando
comparado ao grupo acetaminofeno (149,05 + 31,09 e 165,06 + 14,32 UIL,
respectivamente). Da mesma forma, N-acetilcisteina (750 mg/kg, i.p.) promoveu reducédo
significativa (p<0,001) em ambos os niveis de enzimas sericas (61,53 + 8,22 e 45,88 +

3,14 U/L, respectivamente).

A administracdo oral de t-DCTN (25 e 50 mg/kg), durante 0 mesmo periodo,
ndo exerceu influéncia significativa sobre os niveis séricos de AST (44,49 + 0,85 e 43,42 +
0,98 U/L, respectivamente) e ALT (70,44 + 2,53 e 65,48 + 3,30 U/L, respectivamente)
quando comparado ao grupo controle normal (41,60 + 3,20 e 59,99 + 5,20 UIL,

respectivamente) (Tabela 7 e Figura 10).

Entretanto, o pré-tratamento com t-DCTN na dose de 50 mg/kg via oral, antes
da administracdo de acetaminofeno, reduziu de forma significativa (p<0,01) os escores de
lesdo hepética (2 [2-3] ) quando comparado ao grupo acetaminofeno (5 [4-5] ), 0 que
também foi observado nos animais tratados com N-acetilcisteina (1 [0-1] ). A
administracdo oral isolada de t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg, ndo promoveu lesédo
hepatica significativas nos animais tratados como podemos observar pelos escores de lesdo
(0 [0-1] e 0 [0-1], respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal (0 [0-0] )

(Tabela 8).



Tabela 6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Niveis de
Glutationa e Malonaldeido na Hepatotoxicidade induzida por

Acetaminofeno em Camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH MDA
(mg/kg) (ng/g tecido) (ng/g tecido)
Controle normal 245,87 + 9,54 20,17+ 2,15
t-DCTN 25 368,66 + 16,38 34,43 + 2,55
50 389,80 + 25,07° 30,53 + 3,96
Acetaminofeno 500 191,93 +7,31° 53,88 + 7,40
t-DCTN + Acetaminofeno 25 294,65 + 26,90b 36,07 + 6,00
50 373,96 + 15,33 31,37 +4,34°
NAC + Acetaminofeno 750 261,18 +17,18" 20,44 + 2,43°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para
0s niveis hepéticos de glutationa (NP-SH) e malonaldeido (MDA) de oito animais. As
dosagens foram analisadas 24 horas apds a administracdo oral de acetaminofeno (500
mg/kg). A N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas antes e veiculo
(Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2 horas
antes da administracdo de acetaminofeno. ?p<0,001 vs controle normal; "p<0,05 vs

controle acetaminofeno; “p<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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FIGURA 8. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e N-acetilcisteina
(NAC) sobre os niveis de grupos sulfidrilas ndo protéicos (NP-SH)
na hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em camundongos.
Os niveis de glutationa hepatica (NP-SH) foram analisados 24 horas apés a
administracdo oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg,
v.0.) e veiculo (controle normal) foram administrados 48, 24 e 2 horas antes e
NAC (750 mg/kg, i.p.) 2 horas antes do tratamento com acetaminofeno. Cada
coluna representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de oito animais.
3p<0,001 vs controle normal; "p<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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9. Efeito da trans-desidrocrotonina (--DCTN) e N-acetilcisteina

(NAC) sobre os niveis de malonaldeido (MDA) na hepatotoxicidade
induzida por acetaminofeno em camundongos. Os niveis de
malonaldeido hepatico (MDA) foram analisados 24 horas apdés a
administracdo oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg,
v.0.) e veiculo (controle normal) foram administrados 48, 24 e 2 horas antes e
NAC (750 mg/kg, i.p.) 2 horas antes do tratamento com acetaminofeno. Cada
coluna representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de oito animais.
2p<0,05 vs controle normal; °p<0,05 vs controle acetaminofeno; “p<0,001 vs

controle acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



Tabela 7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Niveis Séricos de

AST e ALT na Hepatotoxicidade induzida por Acetaminofeno em

Camundongos.
GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/L) (U/L)
Controle normal 59,99 + 5,20 41,60 + 3,20
t-DCTN 25 70,44 + 2,53 44,49 + 0,85
50 65,48 + 3,30 43,42 + 0,98
Acetaminofeno 500 165,06 + 14,32° 149,05 + 31,09°
t-DCTN + Acetaminofeno 25 74,73 +13,15° 60,48 + 11,38"
50 51,05 + 4,91° 65,19 + 10,34
NAC + Acetaminofeno 750 45,88 + 3,14 61,53 + 8,22°

Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) das

concentracdes séricas de ALT e AST (U/L) para oito animais. As transaminases foram

analisadas 24 horas ap6s a administracdo oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A N-

acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas antes e veiculo (Tween 80)

e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2 horas antes da

administracdo de acetaminofeno. “p<0,001 vs controle normal; b p<0,001 vs controle
acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 10. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e N-acetilcisteina
(NAC) sobre os niveis séricos de ALT e AST na hepatotoxicidade
induzida por acetaminofeno em camundongos. Os niveis séricos das
transaminases ALT e AST foram analisados 24 horas apds a administracéo
oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) e veiculo
(controle normal) foram administrados 48, 24 e 2 horas antes e NAC (750
mg/kg, i.p.) 2 horas antes do tratamento com acetaminofeno. Cada coluna
representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para oito animais.
%p<0,001 vs controle normal; °p<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).



Tabela 8. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nos Escores de Leséo

Hepatica na Hepatotoxicidade induzida por Acetaminofeno em

Camundongos.
GRUPOS DOSE Escores de
(mg/kg) Lesdo Hepatica

Controle Normal 0(0-0)
t-DCTN 25 0(0-1)
50 0(0-1)
Acetaminofeno 500 5(4-5)*
t-DCTN + Acetaminofeno 25 2(2-5)
50 2(2-3)

NAC 750 0,5 (0-1)°

Os resultados sdo expressos em termo de mediana, minimos e maximos dos
escores de lesdo hepatica para oito animais. Os animais foram sacrificados 24 horas apés a
administracdo oral de acetaminofeno (500 mg/kg). Os figados foram coletados e
examinados histologicamente e atribuidos escores numa escala de 0 a 5 para presenca e
intensidade das lesdes. A N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas
antes e veiculo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48,
24 e 2 horas antes da administracdo de acetaminofeno (500 mg/kg). ®p<0,001 diferente
significativamente do controle normal; °p<0,01 diferente significativamente do controle
acetaminofeno (ANOVA - Teste de Kruskal Wallis).



5.5. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatotoxicidade
induzida por D-Galactosamina/Lipopolissacarideo em

camundongos

A Tabela 9 mostra que a administragéo intraperitoneal simultdnea de GalN/LPS
(800/0,750 mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de NP-SH (70,07 + 10,17
ug/g de tecido) quando comparado ao grupo controle normal (155,91 + 4,03 ug/g de

tecido).

Dexametasona (DEX, 2 mg/kg) inibiu de forma significativa (p<0,05) a
deplecdo dos grupos sulfidrilas produzidos pela GalN/LPS sendo o mesmo efeito
observado com a administracdo intraperitoneal de N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg)

(167,82 + 20,54 e 125,45 + 16,15 ng/g de tecido, respectivamente) quando comparado ao

GalN/LPS (70,07 £ 10,17 ug/g de tecido).

A administracdo de t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg promoveu um aumento
significativo (p<0,001) dos niveis de glutationa hepatica (251,74 + 26,38 e 296,92 + 16,42

ug/g de tecido, respectivamente) quando comparada ao grupo GalN/LPS (Figura 11).

Os niveis séricos das transaminases ALT e AST, aumentaram de forma
significativa (p<0,01) no grupo GalN/LPS (120,64 + 51,32 e 70,27 + 19,47 UIL,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal (16,40 + 2,58 e 32,12 +

5,21 U/L, respectivamente).



O tratamento oral com t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg, reduziu
significativamente (p<0,01) os niveis séricos de ALT (25,72 + 6,19 e 49,76 + 8,69 UI/L,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle GalN/LPS (120,64 + 51,32 U/L).

Entretanto, ndo houve diferenca significativa nos niveis séricos de AST.

N-acetilcisteina (750 mg/kg, i.p.) e Dexametasona (2 mg/kg, s.c.) promoveram
reducdo significativa (p<0,001) nos niveis de ALT (22,52 + 6,61 e 25,31 + 1,14 U/L,
respectivamente) e, somente a N-acetilcisteina, reduziu os niveis de AST (32,12 + 3,41
U/L), quando comparado ao grupo controle GalN/LPS (120,64 + 51,32 e 70,27 + 19,47

U/L, respectivamente) (Tabela 10 e Figura 12).

O pré-tratamento oral com t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg, antes da
administracdo de GalN/LPS, reduziu de forma significativa (p<0,001) os escores de lesédo
hepética (0 [0-1] e 1 [1-1] ) quando comparado ao grupo GalN/LPS (5 [5-5] ), observado

também no grupo tratado com Dexametasona (1 [0-1] ) (Tabela 11).

A analise histologica dos figados dos animais tratados com veiculo (3% de
Tween 80) demonstrou tecido com arquitetura preservada, apresentando hepatocitos com
disposicdo normal. J& o grupo tratado com GalN/LPS, mostrou extensas &reas
hemorragicas com presenca de células necréticas e de infiltrado inflamatério com
predominio de polimorfo nucleares (PMN) e presenca de células apoptéticas. O grupo que

recebeu Dexametasona observou-se presenca de pequenos focos de necrose com infiltrado



inflamatdrio (mononucleares), presenca de neutrofilos e pontos de infiltracdo inflamatoria

e células apoptaticas.

Nos animais tratados com t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) observou-se pequenos
pontos de infiltrado inflamatdrio ndo observando areas hemorragicas e presenca de células

necroticas (Figura 13).



Tabela 9. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Niveis de
Glutationa e Malonaldeido na Hepatotoxicidade induzida por D-

Galactosamina/LPS em Camundongos.

GRUPOS DOSE NP-SH
(mg/kg) (ng/g tecido)
Controle normal 155,91 +£4,03
GalN/LPS 800/0,075 70,07 +10,17°
t-DCTN + GalN/LPS 25 251,74 + 26,38"
50 296,92 + 16,42"
NAC + GalN/LPS 750 125,45 + 16,15°
DEX + GalN/LPS 2,0 167,82 + 20,54°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) para
0s niveis hepaticos de glutationa (NP-SH) de oito animais. As dosagens foram analisadas 6
horas apds a administracdo de GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). A N-acetilcisteina (NAC,
750 mg/kg, i.p.) e Dexametasona (DEX, 2 mg/kg, s.c.) foram administradas 2 horas antes
e, veiculo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2
horas antes da administracdo de GalN/LPS. p<0,05 vs controle normal; °p<0,001 vs
controle GalN/LPS; “p<0,05 vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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FIGURA 11. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTNO, N-acetilcisteina
(NAC) e dexametasona (DEX) sobre os niveis de grupos sulfidrilas
ndo protéicos (NP-SH) na hepatotoxicidade induzida por D-
Galactosamina/LPS em camundongos. Os niveis de glutationa hepatica
(NP-SH) foram analisados 6 horas ap0s a administracdo intraperitoneal de
GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) e veiculo
(controle normal) foram administrados 48, 24 e 2 horas antes, NAC (750
mg/kg, i.p.) e DEX (2,0 mg/kg, s.c.) 2 horas antes, do tratamento GalN/LPS.
Cada coluna representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para oito
animais. ®p<0,05 vs controle normal; °p<0,001 vs controle GalN/LPS; “p<0,05
vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



Tabela 10. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Niveis Séricos
de AST e ALT na Hepatotoxicidade induzida por D-

Galactosamina/LPS em Camundongos.

GRUPOS DOSE ALT AST
(mg/kg) (U/L) (U/L)
Controle normal 16,40 £ 2,58 32,12+5,21
GalN /LPS 800/0,075 120,64 +51,32° 70,27 +£19,47°
t-DCTN + GaIN/LPS 25 25,72+ 6,19 49,76 + 8,69
50 19,55 + 1,84° 47,31 +£5,32
NAC + GalN/LPS 750 22,52 +6,61° 32,12 +£3,41°
DEX + GalN/LPS 2,0 25,31 +1,14° 44,34 + 451

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) das
concentracOes séricas de ALT e AST (U/L) para oito animais. As transaminases foram
analisadas 2 horas ap0s a administracdo intraperitoneal de GalN/LPS (800/0,075 mg/Kkg).
A N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas antes e, veiculo
(Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 2 horas
antes da administracdo de GalN/LPS. °p<0,01 vs controle normal; °p<0,01 vs controle
GalN/LPS; “p<0,001 vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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12. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN), N-acetilcisteina
(NAC) e dexametasona (DEX) sobre os niveis séricos de ALT e AST
na hepatotoxicidade induzida por D-Galactosamina/LPS em
camundongos. Os niveis séricos das transaminases ALT e AST foram
analisados 2 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de GalN/LPS
(800/0,075 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.0.) e veiculo (controle
normal) foram administrados 48, 24 e 2 horas antes, NAC (750 mg/kg, i.p.) e
DEX (2,0 mg/kg, s.c.) 2 horas antes, do tratamento GalN/LPS. Cada coluna
representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para oito animais. ®p<0,01
vs controle normal; ®p<0,01 vs controle GalN/LPS; °p<0,001 vs controle
GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



Tabela 11. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nos Escores de Leséo
Hepatica na Hepatotoxicidade induzida por D-Galactosamina/LPS

em Camundongos.

GRUPOS DOSE Escores de
(ma/kg) Lesdo Hepatica
Controle Normal 0(0-0)
GalN/LPS 800/0,075 5(5-5)*
t-DCTN + GalN/LPS 25 0(0-1)°
50 1(1-1)°
DEX + GaIN/LPS 2,0 1(0-1)°

Os resultados sdo expressos em termo de mediana minimos e maximos dos
escores de lesdo hepatica para oito animais. Os animais foram sacrificados 6 horas apos a
administracdo intraperitoneal de GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). Os figados foram coletados
e examinados histologicamente e atribuidos escores numa escala de 0 a 5 para presenca e
intensidade das lesdes. A dexametasona (DEX, 2,0 mg/kg, s.c.) foi administrada 2 horas
antes, veiculo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.0.) 48, 24
e 2 horas antes, da administracdo de GalN/LPS. ®p<0,001 vs controle normal; bp<0,001 VS
controle GalN/LPS (ANOVA - Teste de Kruskal Wallis).
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FIGURA 13. Microfotografias de figados de camundongos. (A) animais tratados

com veiculo (3% de Tween 80 - controle normal); (B) animais tratados com
GaIN/LPS; (C) animais tratados com t-DCTN 25 mg/kg; (D) animais tratados
com t-DCTN 50 mg/kg; (E) animais tratados com dexametasona (2,0 mg/kg)
(HE, 400x).



5.6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a pressdo artéria

média (PAM) de ratos normotensos

Em ratos normotensos anestesiados, comparando com valores basais, ocorreu
uma significativa diminuicdo (p<0,05) na pressdo arterial média (PAM) apds injecédo
endovenosa em bolus da t-DCTN nas doses de 10 e 15 mg/kg, mas, o0 mesmo ndo foi
observado com a dose de 5 mg/kg. A variagdo percentual da PAM nessas doses foi de 21,
28 e 54 %, respectivamente quando comparados com valores basais anteriores a

administracdo de t-DCTN (Figura 14).

Na fregiiéncia cardiaca (FC) destes animais também ocorreu bradicardia nas
mesmas doses de 10 e 15 mg/kg na ordem de 51 e 79 %, respectivamente comparados a
valores basais. A dose de 5 mg/kg (17%) ndo apresentou mudanga significativa em
comparacdo aos valores basais. O mesmo volume do veiculo (20 uL de DMSO 3% em

salina) ndo produziu mudancas significativas na PAM ou na FC (Figura 15).

Os efeitos da dose de 10 mg/kg de t-DCTN foi estudado na auséncia e presenca
de atropina (5 mg/kg), propranolol (2 mg/kg), hexametonio (30 mg/kg) e L-NAME (10

mag/kg).

A administracdo de atropina (5 mg/kg) ou propranolol (2 mg/kg) ndo bloqueou

o efeito hipotensor da t-DCTN (10 mg/kg). Entretanto, o pré-tratamento com hexametdnio



(30 mg/kg) quando associado a t-DCTN, potencializou seu efeito hipotensor. Hexamet6nio

per se produziu significante queda da PAM (Figuras 16, 17 e 18).

L-NAME sozinho causou um aumento significativo na PAM o0 que ndo foi
observado quando este foi associado com a t-DCTN (10 mg/kg). Os valores da PAM
obtidos com L-NAME em associa¢do com a t-DCTN néo foram estatisticamente diferentes
dos valores basais indicando um bloqueio efetivo da t-DCTN evocando hipotensao

(Figura 19).
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FIGURA 14. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a pressao
arterial média (PAM) de ratos normotensos. A t-DCTN (5, 10 e 15
mg/kg) foi administrada por via intravenosa na forma de bolus em ratos
normotensos anestesiados apos a obtencdo dos valores basais. Cada coluna
representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec =

Recuperado ®p<0,05 diferente significativamente do valor recuperado.



Frequéncia cardiaca (bpm)

FIGURA

350 A
300 A
250 A
200 A

150 A
100 ~
50 A

Basal 5
t-DCTN

Rec Rec Rec mg/kg

10
t-DCTN

15
t-DCTN

15. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a frequéncia
cardiaca (FC) de ratos normotensos. A t-DCTN (5, 10 e 15 mg/kg) foi
administrada por via intravenosa na forma de bolus em ratos normotensos
anestesiados apds a obtencdo da média basal. Cada coluna representa a média
+ erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado *p<0,05;

Pp<0,01 diferente significativamente do valor recuperado.
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FIGURA 16. Efeito do pré-tratamento com atropina na resposta hipotensiva da
trans-desidrocrotonina  (t-DCTN) em  ratos  normotensos
anestesiados. A t-DCTN (10 mg/kg) e atropina (5 mg/kg) foram
administradas por via intravenosa em ratos normotensos anestesiados apés a
obtencdo da média basal. Cada coluna representa a média + erro padrdo da
média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado; ***p<0,01 diferente
significativamente do valor basal; "**p<0,01 diferente significativamente do

valor de atropina.
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FIGURA 17. Efeito do pre-tratamento com propranolol na resposta
hipotensora da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em ratos
normotensos anestesiados. A t-DCTN (10 mg/kg) e propranolol (2 mg/kg)
foram administrados por via intravenosa em ratos normotensos anestesiados
apos a obtencdo da média basal. Cada coluna representa a média + erro padréo
da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado ***p<0,01 diferente
significativamente do valor basal; "**p<0,01 diferente significativamente de

propranolol.
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FIGURA 18. Efeito do preé-tratamento com hexamet6nio (Hexa) na resposta
hipotensiva da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em ratos
normotensos anestesiados. A t-DCTN (10 mg/kg) e o hexametdnio (Hexa,
30 mg/kg) foram administrados por via intravenosa em ratos normotensos
anestesiados apds a obtencdo da média basal. Cada coluna representa a média
+ erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado; ***p<0,01
diferente  significativamente do valor basal; "*p<0,05 diferente
significativamente do valor Rec (basal); “**p<0,01 diferente
significativamente de Hexametonio; “*p<0,05 diferente significativamente de
t-DCTN.
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FIGURA 19. Efeito do pré-tratamento com L-NAME na resposta hipotensiva
da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em ratos normotensos
anestesiados. A t-DCTN (10 mg/kg) e o L-NAME (10 mg/kg) foram
administrados por via intravenosa em ratos normotensos anestesiados apés a
obtencdo da média basal. Cada coluna representa a média + erro padrdo da
média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado ***p<0,01 diferente
significativamente do valor basal; **p<0,05 diferente significativamente do
valor Rec (basal); “*p<0,05 diferente significativamente de L-NAME;
OI**p<0,01 diferente significativamente de t-DCTN.



5.7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em atrio isolado de ratos

Para estudar o efeito da t-DCTN na frequéncia de contracdo cardiaca, foi
utilizado o atrio direito isolado de rato. A Figura 20 mostra o efeito cronotropico negativo
da t-DCTN na freqliéncia de contracdo espontanea do atrio isolado de ratos. A t-DCTN
produziu um inibicdo de forma dose-dependente na freqiiéncia da atividade mecanica
espontanea com valores de Cls, de 69,3 [37,5 — 128,1] pug/mL. Atropina (2 x 107 M) ndo
bloqueou o efeito cronotropico negativo da t-DCTN. A Clg, para este efeito foi de 56,3

[28,0 — 113,4] pg/mL.

A adicdo de isoproterenol isoladamente (10" - 10 M) aumentou a frequéncia
com valores de pD, de 9,1 [9,5 — 8,7]. Entretanto, o isoproterenol quando administrado na
presenca da t-DCTN na concentracdo de 69,3 ug/mL, concentracdo esta que causou 50%
de inibicdo na frequéncia, ndo teve a frequéncia atrial alterada pela t-DCTN na frequéncia
atrial. Porém, esta foi eficazmente bloqueada pelo propranolol (1 uM), um antagonista -

adrenérgico (pD, = 6,3 [7,0 - 5,7]) (Figura 21).

Na estimulacdo elétrica do atrio esquerdo isolado de rato, t-DCTN sozinha
produziu aumento na forca de contracdo estatisticamente significativo (Figura 22). Além
disso, ndo conseguiu modificar o efeito cronotrépico positivo do calcio como observado

nos valores obtidos de pD, na auséncia e presenca da t-DCTN (69,3 ug/mL, e.v.). Os



valores de pD, para o célcio foram na ordem de 4,43 [4,6 — 4,2] e 4,57 [4,8 - 4,2],

respectivamente (Figura 23).
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FIGURA 20. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na frequéncia da
atividade mecanica espontanea do atrio direito isolado de rato. Apés
um periodo de equilibrio, curvas concentracdo-resposta para a t-DCTN (0,1 -
100 pg/mL) foram obtidas na presenca e na auséncia de atropina (2x107 M).
Cada ponto representa a média + erro padrdo da media (E.P.M.) para 5

animais.



-m- Isoproterenol
—A— Isoproterenol + t-DCTN
Isoproterenol + Propranolol

500- }
400+
~
=
o
=)
< 3004
Q
[
Neb]
>
o 200-
(D)
|-
LL
100-
0 ] ] ] ] ] ] |}

T T T 1
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Isoproterenol (-log M)

FIGURA 21. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na frequéncia da
atividade mecéanica espontanea do atrio direito isolado de rato. A
figura demonstra a resposta cronotrépica positiva do isoproterenol (102 — 10
M) no atrio isolado de rato e o efeito da pré-incubacéo de propranolol (1uM)
ou da t-DCTN (69,3 ug/mL, dose que causou 50% de inibicdo da frequéncia
atrial). Cada ponto representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 5

animais.
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FIGURA 22. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na contratilidade do
atrio esquerdo de rato estimulado eletricamente in vitro. O painel A
representa 0 aumento percentual da forca de contracdo na presenca de
diferentes concentracdes de t-DCTN (1-80 pug/mL). Em B é mostrado um
grafico representativo do efeito inotropico positivo da t-DCTN. Cada ponto

representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 5 animais.
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FIGURA 23. Efeito do inotropismo positivo da trans-desidrocrotonina (t-
DCTN) na contratilidade do atrio de rato estimulado eletricamente
in vitro na presenca de CaCl,. Curvas concentragdo-resposta para o CaCl,
sozinho e ap6s 10 minutos de incubacdo com a t-DCTN (69,3 ug/mL, dose
que causou 50% de inibicdo da frequéncia atrial). A t-DCTN néo
potencializou nem antagonizou a contratilidade induzida pelo célcio. Cada

ponto representa a média + erro padréo da média (E.P.M.) para 5 animais.



5.8. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta isolado

de ratos com e sem endotélio.

As Figuras 24 e 25 B mostram o efeito da fenilefrina (1 uM) em preparacdes de
anel de aorta com endotélio intacto (e*) e endotélio removido (¢7) produzindo contragGes
tonicas. A t-DCTN nas maiores concentracdes (100 e 300 upg/mL) produziu efeito
relaxante contra a contracdo induzida pela fenilefrina. L-NAME (100 uM) quando
adicionado as preparacdes de anel de aorta com endotélio intacto (€*), induziu um aumento

nas contracoes produzidas pela fenilefrina.

Na Figura 25 A, podemos observar que a incub¢do do veiculo (3% de Tween
80), utilizado para diluir a t-DCTN, néo produziu efeito significativo no tdnus vascular.

Nas preparacGes com endotélio intacto ou nas preparacOes pré-tratadas com
com L-NAME (100 uM), o efeito relaxante da t-DCTN nas altas concentracdes (100 e 300
ug/mL) persistiu (Figura 25 B). Contudo, nas preparacdes com anéis de aorta com
endotélio removido, a resposta relaxante da t-DCTN ocorreu na concentracéo de 30 pug/mL

(Figura 26).

O nitroprussiato de sodio (SNP) foi adicionado as preparacdes ao final do
experimento, aplicado no platd da resposta contratil ténica da fenilefrina (1 uM),

demonstrando a atividade do tecido.
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FIGURA 24. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta de
rato com e sem endotélio pré-contraidos com fenilefrina. O
relaxamento induzido pela t-DCTN (1 - 300 ug/mL) em anéis de aorta pré-
contraidos com fenilefrina (1 pM) com endotélio intacto (t-DCTN - &%),
desnudo (t-DCTN - €) ou pré-tratados com L-NAME (t-DCTN - e + L-
NAME). Cada ponto representa a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para

5 animais.
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FIGURA 25. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta intactos de rato pre-contraidos com
fenilefrina. O painel A mostra a adi¢do do veiculo (Tween 80) isovolumetricamente ao banho e o efeito relaxante da t-
DCTN (100 ug/mL). O painel B mostra o tracado registrado em poligrafo representativo do efeito relaxante induzido pela t-

DCTN (1 - 300 ug/mL) em aneis de aorta com endoteélio intacto pré-contraidos com fenilefrina (Phe - 1 uM) e o pré-tratado

com L-NAME (100 uM) aplicado no platd da resposta contratil a fenilefrina.
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FIGURA 26. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta de rato desendotelizados pré-contraidos com
fenilefrina. Tracado registrado em poligrafo representativo do efeito relaxante da t-DCTN (1 — 300 pug/mL) em anéis de
aorta desendotelizado pré-contraidos com fenilefrina (Phe - 1 uM). O painel demonstra que os anéis de aorta estdo sem
endotélio pela adicdo de acetilcolina (Ach - 1 uM) e ndo obtendo resposta relaxante. Ao final do experimento ocorre o

relaxamento pela adi¢do de nitroprussiato de soédio (SNP - 1 uM) aos anéis pré-contraidos com fenilefrina (Phe — 1 uM).



6. DISCUSSAO

A biotecnologia pode, potencialmente, ser utilizada em muitos problemas de
salde em todo o mundo (DANT, 2002). A biodiversidade brasileira, com numerosos
biomas, incluindo o Cerrado, a Floresta Amazbnica, o Pantanal, Caatinga e Floresta
Atlantica, é incomparavel no continente sul-americano e em todo o mundo, possuindo

regides com grandes potenciais na descobertas de novas drogas.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), tem enfatizado o papel dos genomas
na melhoria da saude nos paises em desenvolvimento. Em resposta a isso, em 2004 um
banco de DNA foi instalado no Jardim Boténico do Rio de Janeiro com o objetivo de
preservar 0 material genético de espécies vegetais com risco de extingdo e o

desenvolvimento de medicamentos a base de plantas medicinais (FERRER, 2004).

O governo tem criado regulamentos para 0 uso destes recursos, o qual pode
reforcar o potencial do pais no intuito de capitalizar sua biodiversidade na producdo de
novos farmacos objetivando o interesse nacional e mundial. De acordo com a OMS (WHO,
1991), a diabetes afetou cerca de 33 milhdes de pessoas na Ameérica do Sul em 2000, e em
2030 espera-se um aumento para 66,8 milhdes de pessoas que sofrerdo com esta doenga. O

Brasil ocupa o oitavo lugar no ranking mundial de diabetes na populagao.



A demanda no setor publico de saude, como por exemplo, no cuidado com a
diabetes, criam grandes custos para o Brasil. Um exemplo para o uso da biotecnologia
brasileira no cuidado da diabetes foi 0 desenvolvimento da insulina recombinante humana
nos anos 90, resultado da pesquisa em parceria entre a Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG) e a Biobras (FERRER, 2004).

Em anos recentes, varios extratos de plantas e seus constituintes ativos, que
apresentam potencial atividade antidiabética, tém sido investigados, com objetivo de
desenvolver fitofarmacos de baixo custo para tratar a diabetes e complica¢Ges associadas a
doenca. Uma das espécies de plantas € a Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), uma
planta da Amazonia, importante na regido, e muito utilizada na medicina tradicional no
tratamento de problemas de figado e rins (DI STASI et al., 1989; MARTINS, 1989). A
casca do caule € usada no tratamento da diabetes e na diminuicdo do “mau” colesterol no

sangue (VAN DEN BERG, 1993; DI STASI et al., 1994).

Estudos prévios estabeleceram efeitos antiinflamatdrios, gastroprotetor,
antihiperglicémico e antihiperlipidémico da t-DCTN, o principal diterpeno presente nas
cascas do caule da C. cajucara (CARVALHO et al., 1996; HIRUMA-LIMA et al., 1999;
SILVA et al. 2001a, 2001b, e 2001c). Os efeitos ja estabelecidos da t-DCTN mostram uma
estrita correlagdo com o uso tradicional do material da casca nas doencgas estomacais,

obesidade ou suas complicac6es (DI STASI et al., 1989; MARTINS, 1989).



Os custos associados com a pesquisa farmacéutica e o desenvolvimento de novas
drogas tém aumentado substancialmente nos ultimos anos, com a diminui¢do paradoxal no
namero de novas moléculas aprovadas. Estima-se que aproximadamente 50 bilhdes de
dolares sejam gastos com o desenvolvimento de apenas 18 novas moléculas. Embora para
aprovacdo de uma nova droga eram necessarios cerca de U$ 140 milhdes em 1970 e U$

310 milhdes em 1980, em 1990 os custos subiram para U$ 800 milhdes (FERRER, 2004).

A area da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos parece sofrer com 0s
custos na producdo de novos medicamentos, além do mais um numero substancial de
drogas que alcancam as fases Il e Il ndo sdo utilizados na clinica (DIX, 2004). Se a
avaliacdo da seguranca fosse realizada satisfatoriamente nos ensaios pré-clinicos, poderia
melhorar a eficiéncia e diminuir os custos nas pesquisas e desenvolvimento de novos
farmacos. Em um passado recente, muitas drogas foram retiradas do mercado devido aos

ensaios insuficientes de seguranca nos estudos prée-clinicos.

Alguns exemplos foram: astigmazol, uma droga antialérgica, associada com
aumento da mortalidade em homens e mulheres devido a prolongacdo do intervalo QT
(SHOUTEN, 1991); triglitazona pertencente a classe denominada tiazolidinas (TDZs),
efetivo em controlar a glicemia mas foi retirado do mercado devido a sérios efeitos
hepatotoxicos (ISLEY, 2003), além de provocar edema e insuficiéncia cardiaca congestiva,
conhecidos efeitos colaterais dos TDZs, particularmente quando combinado com insulina
em pacientes portadores de diabetes tipo 2 (DELEA, 2003) e risco de ataque cardiaco,

chogue e morte em pacientes que fazem uso de agentes antiinflamatdrios pertecente a



classe de drogas inibidoras de COX-2, como rofecoxib (Vioxx-Merck & Co. Inc.),
etoricoxib (Arcoxia- Merck & Co. Inc), lumiracoxib (Prexige-Novartis) etc. (DAVIES &

JAMALL, 2004; GOTTLIEB, 2005).

Ha uma grande discussdo sobre o provavel efeito hepatotoxico da Teucrium
chamaedrys L (germander), seu principal constituinte, teucrin, um diterpeno
furanoclerodano e sobre o extrato de Croton cajucara (sacaca) e seu constituinte bioativo,
t-DCTN. Estudos mostram que pessoas que fazem uso prolongado dos extratos dessas
plantas visando emagrecer sofrem de hepatotoxicidade (KOUZI et al., 1994; LEKEHAL et

al., 1996; SOARES, 2004).

Existe um grande interesse sobre 0s provaveis efeitos hepatotoxicos dos extratos
de Croton cajucara e seu constituinte bioativo, t-DCTN. Estudos com pessoas obesas que
fazem uso desta planta por longos periodos tém demonstrado que estas pessoas sofrem com
hepatite tdxica. Os estudos mostram ainda que a t-DCTN & citotoxica para fibroblastos V79
e toxica para hepatdcitos de ratos in vitro e que a hepatotoxicidade parece ser uma possivel
limitacdo para o seu uso clinico (RODRIGUEZ & HAUN, 1999; MELO et al., 2002).
Afora estes dados, uma atividade antitumoral de t-DCTN também é encontrada na literatura

(GRYNBERG et al., 1999; MELO et al., 2004).

Tendo em vista que a t-DCTN exerce efeitos benéficos como antiinflamatério,
gastroprotetor, hipoglicémico e hipolipidémico, interessou-nos verificar seu potencial

terapéutico e seguranca através do modelo de toxicidade utilizando Artemia sp, alem de



uma possivel atividade citotoxica em culturas de hepatdcitos primarios e células

mesencefalicas in vitro.

Um dos fatores a ser considerado no estagio inicial no desenvolvimento de um
droga € a avaliacdo in vitro da potencial toxicidade de um novo farmaco, sob estudo, que
pode dar indicacdo da toxicidade in vivo (LUBER-NAROD et al., 2001). Assim, a
avaliacdo de toxicidade in vitro é uma ferramenta indispensavel na selecdo de compostos

com propriedade indesejaveis.

Artemia sp (Artemidae), uma larva de camardo de salmoura, € um invertebrado
usado como teste alternativo para se determinar a toxicidade de produtos naturais e
quimicos. Este teste foi empregado no presente estudo como objetivo de relacionar 0s
resultados dos valores da CLs registrados em cultura de células. Os resultados mostram
que a CLsy da t-DCTN no teste de Artemia foi 670 + 80 uM (200 + 25,60 ng/mL), contra 0s
valores da ClLsy de 310 e 180 upM, observados nas culturas de leucemia humana
promielocitica (HL60) e celulas de carcinoma de Ehrlich, respectivamente (GRYNBERG et
al., 1999; FREIRE et al., 2003b). Estes resultados sugerem que a t-DCTN exerce
toxicidade mais seletiva para células tumorais ou cancerigenas que células normais. Os
dados mostram que a toxicidade para Artemia é comparativamente menor que nas culturas

de células cancerigenas.

Estudo recente descreveu o efeito antitumoral da t-DCTN em camundongos

portadores do tumor de ascite de Ehrlich (MELO et al., 2004). Neste estudo, quando o0s



camundongos foram tratados com 20 mg/kg de t-DCTN foi obtida atividade antitumoral,
significante (%T/C = 80%) como verificado por um aumento na sobrevivéncia dos animais.
Além disso, t-DCTN ndo mostrou citotoxicidade in vitro no carcinoma de Ehrlich até 1

mM.

Nos estudo de Agner e colaboradores (2001), t-DCTN n&o exibiu genotoxicidade
nem citotoxicidade as células de médula 6ssea de camundongos nos ensaios de micronucleo
e aberracdo cromossdmica, respectivamente. Embora ndo esteja claramente estabelecida
sua seletividade toxica as células normais ou tumorais, 0s dados experimentais obtidos in
vivo fornecem base para uma potencial aplicacdo de t-DCTN na quimioterapia do cancer,

bem como, no tratamento da diabetes e Ulcera géastrica.

O efeito da t-DCTN foi investigada no modelo de neurotoxicidade induzida por
6-hidroxidopamina (6-OHDA) em culturas de células mesencefalicas primarias. A t-DCTN
per se ndo diminui a viabilidade celular nas concentracbes de 3, 10 e 30 uM, como
evidenciado pelo teste do MTT. Uma diminui¢cdo nos valores de MTT correlaciona-se
diretamente com morte celular. Porém, exposicdo prévia das culturas neuronais nas
concentracOes de t-DCTN (3, 10 e 30 uM) ofereceu significante protecdo contra toxicidade

celular induzida por 6-OHDA.

Evidencias indicam que 6-OHDA produz especies reativas de oxigénio tais como
anion superoxido, radicais hidroxilas e peréxido de hidrogénio e induz apoptose em células

dopaminérgicas localizadas na substidcia negra em ratos (COHEN et al., 1974,



WALKINSHAW & WATERS, 1994; HE et al., 2001) através da ativacdo de caspase-3,

NF-kB, P53 e fatores de transcricdo C-Jun (DEL RIO & VELEZ-PARDO, 2002).

A neurotoxina 6-OHDA parece destruir ndo apenas 0Ss neurdnios
dopaminérgicos, mas também outras células presentes na cultura. Isto foi observado no
experimento, onde neurdnios dopaminérgicos representam 10% das células nas culturas e
uma diminuigdo da viabilidade celular, acima de 50% foi obtido no teste com MTT, o que
certamente reflete uma diminuicdo na atividade metabdlica em outras células. Estudos de
RIOBO e colaboradores em 2002 sugerem que a formacdo de peroxinitrito durante as
reacdes redox se da apos reacdo de 6-OHDA com 0Oxido nitrico. Devido a tal possibilidade,
foi analisado o0 aumento de 6-OHDA associado ao aumento na producgdo de NO (como um

indicador do estresse oxidativo) em culturas de celulas na presenca e auséncia t-DCTN.

Os resultados mostram que t-DCTN apenas parcialmente poderia inibir a 6-
OHDA associado ao aumento do NO. Nosso estudo é o primeiro que usa culturas
mesencefalicas primarias que mostram o efeito neuroprotetor de um diterpeno clerodano.
Porém, estudos posteriores sdo necessarios para mostrar a eficacia em modelos in vivo e

estabelecer o mecanismo molecular pelo qual t-DCTN exerce sua neuroprotegéo.

Embora vérias linhagens celulares como de hepatoma sejam usadas na avaliacdo
de toxicidade e estudo de mecanismo, estas células ndo podem ser utilizadas em triagens de

toxicidade mediada por metabdlitos reativos, devido a suas deficiéncias para certas funcdes



metabolicas, tais como enzimas do citocromo P450 ou mesmo em algumas células que

conservem atividades enzimaticas (WANG et al., 2002).

Os dados obtidos nos estudos de WANG e colaboradores em 2002 sugerem que
0 uso de culturas de células primarias de hepatOcitos de ratos permitem analisar mais
precisamente a citotoxicidade de compostos 0s quais sdo conhecidos por serem
influenciados pelo metabolismo hepatico. A t-DCTN também foi testada em cultura

priméria de hepatdcitos de ratos para verificar uma possivel toxicidade.

Estudos in vivo e in vitro tm mostrado que etanol induz danos hepéticos
(FRANK & RAICHT, 1985; FRENCH, 1996; BAILEYM et al., 1998). Em adicdo, a
ingestdo excessiva de alcool estd tambem associada com danos a mucosa gastrica
(KVIETYS et al., 1990). Uma vez que, em estudos anteriores, a t-DCTN demonstrou
gastroprotecdo contra danos hepaticos induzidos por etanol, o presente estudo tem por
objetivo avaliar o efeito de varias concentracdes de etanol sobre a morte celular em cultura

de hepatdcito de ratos, usando MTT como teste de viabilidade celular.

Os resultados obtidos mostram que o etanol nas concentragdes variando de 1 a 8
mM e t-DCTN nas concentracdes de 0,3 a 300 uM reduziram a viabilidade celular de forma
concentracdo-dependente. Varios trabalhos tém mostrado que o etanol aumenta a morte de
hepatdcitos através do estresse oxidativo. Na citotoxicidade induzida por etanol, radicais

livres podem ser derivados da inducgéo da atividade do citocromo P4502E1 (MORIMOTO



et al., 1993) ou por disfuncdo mitocondrial apds reducédo do conteudo de GSH e geracédo de

ATP (CUNNINGHAM et al., 1990; COLLELL etal., 1998).

No passado, a pesquisa experimental e clinica confirmou a eficicia de poucas
plantas, como a Silybum marianum, Picrorhiza kurroa, Curcuma longa, Camellia sinensis,
e Glycyrrhiza glabra (LUPER, 1999). Em muitos casos, a pesquisa nasceu da experiéncia
tradicional e sabedoria popular e a partir dai 0s mecanismos e vias da acao destas plantas,
foram sendo descobertos, confirmando, nos estudo clinicos, a eficicia terapéutica de certas
plantas ou extratos derivados de plantas. Por outro lado, as formulacGes a base de plantas

medicinais também sdo importantes fontes de danos hepaticos in vivo.

N&o é surpresa, ja que o figado é predominantemente um local de “clearence”,
biotransformacéo e excrecdo de drogas. A partir do uso tradicional do extrato da sacaca
(Croton cajucara) nas doencas hepaticas, da hepatotoxicidade registrada ap0s 0 uso cronico
em algumas pessoas e da toxicidade observada in vitro da t-DCTN aos hepatdcitos,
verificamos um possivel efeito hepatoprotetor, nos modelos de hepatotoxicidade induzida

por acetaminofeno e galactosamina/LLPS em camundongos.

Acetaminofeno é uma droga amplamente utilizada na clinica devido aos efeitos
analgésicos e antipiréticos. Uma overdose dessa droga, na forma acidental ou intencional
(tentativa de suicidio), ou mesmo em combinacdo com consumo abusivo de alcool, causa

insuficiéncia hepatica fuliminante e contribui significativamente para aumentos nos gastos



com cuidados e hospitalizacdo de pacientes (PRESCOTT, 2000; GYAMLANI & PARIKH,

2002).

Insuficiéncia hepética induzida por acetaminofeno é a segunda causa de
transplante de figado e explica os niveis consideraveis de morbidade e mortalidade (LEE,
2004). A hepatotoxicidade é resultado da formacdo do metabodlito tdxico, N-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI) pelo citocromo P4502E1 que pode induzir deplecdo, dose
dependente, da glutationa intracelular (GSH) e pertubarcdes na homeostase do célcio (LEE

etal., 1996; CHEN et al., 1999; HOLOWNIA & BRASZKO, 2004).

Quando os niveis de GSH no figado estdo esgotados, o metabolito reativo liga-se
covalentemente as proteinas celulares, incluindo as proteinas da membrana plasmatica e
mitocondria. Isto pode resultar na reducdo da atividade Ca?* ATPase e aumento nos niveis
de Ca®* citosélico. Os efeitos diretos das proteinas mitocondriais modificadas ou aumento
na captacdo do Ca?* pode, ambos, levar a um aumento na quantidade de superdxido

(JAESCHKE et al., 2003).

Atualmente, N-acetilcisteina (NAC) é o tratamento de escolha, uma vez que
aumenta os niveis de GSH no citosol hepatico e mitocondrial para destoxificar o metabdlito
altamente reativo e citotoxico, NAPQI (MITCHELL et al., 1973). Em nossos experimentos,
acetaminofeno, administrado por via oral, a camundongos, na dose de 500 mg/kg, causou
uma necrose hepatica centrolobular fatal, o que foi evidenciado pela alto indice de

mortalidade, mudancas histoldgicas e bioguimicas.



Além disso, a elevacdo da atividade de ALT e AST séricas associada com a
toxicidade do acetaminofeno foi reduzida pela t-DCTN (25 e 50 mg/kg), de forma dose-
dependente. N-acetilcisteina (NAC), um conhecido hepatoprotetor e repositor de sulfidrilas
(PRESCOTT, 2000) preveniu o aumento das transaminases séricas. A melhoria nos niveis
da GSH pelo NAC é considerado o0 mais significante mecanismo de protecao por esta droga

na toxicidade induzida por acetaminofeno (BRUNO et al., 1998).

NAC ¢é conhecido por atuar no aumento da concentracdo intracelular de
glutationa reduzida (GSH) e/ou por inibir espécies reativas do oxigénio (ARUOMA et al.,
1989). GSH € um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina sendo um
importante antioxidante na defesa do hospedeiro. Similar ao NAC, t-DCTN restabeleceu os
niveis hepaticos de GSH depletados pelo acetaminofeno, presumivelmente devido a
diminuicdo do metabdlito toxico, N-acetil-p-benzoquinonaimina (NFPQI). Ao contrario do
NAC, t-DCTN falhou em modificar ou reduzir o aumento de MDA induzido por

acetaminofeno.

Os escores de lesdo hepética indicam apenas uma protecdo parcial no grupo
tratado com t-DCTN na dose de 50, mas ndo na dose de 25 mg/kg no modelo de toxicidade
induzida por acetaminofeno. Os cortes obtidos a partir do figado mostraram necrose
centrilobular com infiltracdes de células inflamatorias nos camundongos tratados apenas
com acetaminfeno. Necrose centrilobular, uma caracteristica da hepatotoxicidade por

acetaminofeno, foi significativamente reduzida nos camundongos tratados com NAC o qual



ofereceu melhor protecdo que t-DCTN na toxicidade pelo acetaminofeno, como

evidenciado pela atenuacdo na deplecdo da GSH.

Além disso, a congestdo e a infiltracdo de células inflamatdrias induzidas pelo
acetaminofeno foi consideravelmente diminuido pela t-DCTN, indicando uma possivel
acdo antiinflamatéria. Recentemente, GARDNER e colaboradores em 2003, verificaram o
papel potencial dos mediadores inflamatorios usando camundongos transgénicos tendo
como alvo o gene do fator de necrose tumoral-1 (TNFR1) e os resultados mostraram que
ocorre um aumento na hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno em camundongos

nocaute para TNFR1.

Estudos iniciais estabeleceram a atividade antiinflamatoria da t-DCTN
(CARVALHO et al., 1996). Assim, no6s propomos que o efeito hepatoprotetor da t-DCTN
pode possivelmente envolver, em parte, uma acdo antiinflamatéria e em parte uma possivel
inibicdo da atividade do citocromo P450. Ultimamente, ha um maior interesse na procura
de inibidores do citocromo P450 que possuem potencial terapéutico na prevengédo de danos

hepéticos associados com overdoses de acetaminofeno (WALUBO et al., 2004).

Sabe-se que o metabolismo e conjugacdo do pentobarbital ocorre no figado,
sobretudo no Citocromo P450 (NEBERT & GONZALEZ, 1997). Uma possivel inibicdo
das enzimas do Citocromo P450 e formacdo do NAPQI, via citocromo P450E1, o qual é

predominantemente localizado no figado (LEE et al., 1996), pode contribuir para a



hepatoprotecdo, se a t-DCTN inibe ou ndo algumas isoformas especificas do citocromo

P450, e para isso serdo necessario estudos posteriores.

Examinamos os efeitos da t-DCTN em um modelo, in vivo, de hepatite toxica
induzido por GalN/LPS que € caracterizado por apoptose e subsequente lise das células
hepéticas (LEIST et al., 1996). Lipopolissacarideo (LPS) é um componente da membrana
externa de bactérias gram-negativas, as quais sdo usadas frequentemente em combinacéo
com GalN para induzir danos hepéaticos em roedores por aumento na producdo de TNF-a

(TIEGS et al., 1989; ENDO et al., 1999; JOSEPHS et al., 2000).

TNF-a € sintetizado e secretado por macrofagos, incluindo células de Kupffer -
macrofagos residentes no figado, em resposta a estimulacdo por LPS. Nas doses de 25 e 50
mg/kg, por via oral, t-DCTN inibe a necrose hepéatica e oferece protecdo contra a
mortalidade no modelo de hepatotoxicidade induzido GalN/LPS como evidenciado por
diminuicdo nos niveis das transaminases séricas, ALT e AST. Além disso, t-DCTN
preveniu moderadamente as alteracGes histopatolégicas, principalmente a necrose e a
hemorragia, de forma notavelmente melhor que a dexametasona, uma droga
antiinflamatoria esteroidal. Tem-se demonstrado que a apoptose precede a necrose nas
celulas hepaticas e que a prevencdo desta por inibidores de caspases que modulam o0s
receptores de TNF-1, foi um meio efetivo de suprimir os efeitos observados no modelo de

choque séptico induzido por GaLN/LPS em camundongos (JAESCHKE et al., 2003).



Uma grande variedade de substancias tém mostrado inibir TNF, incluindo
antioxidantes (XIE et al, 1999), inibidores da fosfolipase A, (SPRIGGS et al., 1990), éxido
nitrico sintase (ROJAS et al., 1993), lipoxigenase (SCHADE et al., 1991), fosfodiesterase
(GANTNER et al., 1997), colquicinas (TIEGS et al., 1992) e melatonina (LISSONI et al.,
1996). Porém, estes estudos ndo analisaram a extensdo da apoptose como causa do dano
hepatico em camundongos tratados com GalN/LPS. Diferente da necrose, a apoptose tem
sido considerada via de eliminacdo (morte) de células ndo inflamatérias (HE et al., 2001).
Apoptose per se ndo é a causa direta da injaria hepatica, o que € em grande parte devido a

infiltracdo de neutrdfilos (LEIST et al., 1996).

Compostos com atividade antiinflamatoria podem impedir danos celulares no
modelo de hepatotoxicidade induzido por GalN/LPS. CARVALHO e colaboradores em
1996, demonstraram o efeito antiinflamatério utilizando t-DCTN e a hepatoprotecdo
observada em nossos estudos poderia estar relacionada a uma acdo observada com
catequinas (HE et al., 2001). A t-DCTN atenuou a deplecdo da glutationa nos tecidos

hepaticos associada a GalN/LPS, sugerindo um possivel mecanismo antioxidante.

Neste contexto, € bom relembrar que certos agentes antiinflamatérios, como
diclofenaco, pode induzir danos ao figado através de varios mecanismos tais como
permeabilidade mitocondrial (MASUBUCHI et al., 2002), ativagdo do citocromo P450
(CANTONI et al., 2003) e producdo de espécies reativas do oxigénio (GOMEZ-LECHON

et al., 2003).



Nossos estudos sobre a t-DCTN sé&o consistente com os trabalhos de HANDA &
SHARMA (1990) os quais observaram uma hepatoprotecdo similar utilizando
andrographolide, o principal diterpenoide ativo de Andrographis paniculata nos modelos

de hepatoxicidade aguda induzido por galactosamina e paracetamol em ratos.

O mecanismo de hepatoprotecdo exercido pela t-DCTN contra hepatotoxicantes
pode incluir protecdo contra a deplecdo de glutationa, ativacdo de metabolitos e acéo
antiinflamatoria. Assim, o mecanismo da glutationa é vital para manter uma variedade de

funcdes intracelulares incluindo detoxificacdo, antioxidante e balango redox (KIDD, 1997).

Como parte da avaliagdo de seguranca, este estudo foi realizado para verificar 0s
efeitos da t-DCTN nos parametros hemodinamicos, particularmente em relacdo aos seus
efeitos sobre a pressdo sanguinea e freqiiéncia cardiaca. Estudo anterior (GUERRERO,
2004), mostrou que a t-DCTN possui atividade vasorelaxante, mas seu potencial

hipotensivo ou sua atividade antihipertensiva nao foi investigado.

Os resultados mostram que a t-DCTN em altas doses (10 e 15 mg/kg) induz
hipotensdo e bradicardia significantes, quando administrada intravenosamente, engquanto
em baixas doses (5 mg/kg), produz apenas ligeira e insignificante queda da presséo arterial
média (PAM). Uma vez que a PAM e a frequéncia cardiaca dependem diretamente da
funcdo colinérgica (JANSSEN, 2000), nés verificamos os efeitos do pré-tratamento de

atropina e hexametonio.



A acdo hipotensiva da t-DCTN ndo foi afetada nos animais pré-tratados com
atropina, um agente anticolinérgico, e hexametonio, um bloqueador ganglionar.
Hexametonio per se induziu queda na PAM, a qual foi acentuada (efeito aditivo) quando
associado com t-DCTN. Propranolol, um antagonista p-adrenérgico também falhou em
modificar a resposta hipotensiva da t-DCTN. Estes resultados indicam que outro(s)
mecanismo(s), ndo colinégico e ndo B-adrenérgico, pode(m) estar envolvido(s) na acdo

hipotensiva da t-DCTN.

O alvo celular da hipotensdo induzida pela t-DCTN é presumivelmente as células
endoteliais e/ou as células da musculatura lisa. O desenvolvimento das leses vasculares
tem sido associado ao efeito farmacoldgico de drogas, uma vez que o alvo farmacoldgico é
frequentemente localizado nestas células. Varios receptores (endotelina, dopamina 1 — D1,

- - - . + o Ve 7 . =
prostaciclina e adenosina, canais de K™ e oxido nitrico) presentes nas celulas endoteliais
e/ou da musculatura lisa, regulam o ténus vascular através de efeitos vasodilatores e

vasconstrictores (CINES et al., 1998; JOSEPH et al., 1996a; JOSEPH et al., 1996b).

A toxicidade vascular pode resultar da interacdo farmacolégica com os alvos
moleculares que iniciam uma série de cascatas interativas entre os componentes celulares e
ndo-celulares, levando a eventuais danos. Assim, uma alteracdo neste delicado balango

resulta em perda da vasoconstricgdo ou vasodilatagcdo podendo levar a danos vasculares.

No experimento utilizando atrio isolado de rato, t-DCTN exibiu um aumento

significante na forca de contracdo cardiaca. O pequeno aumento na forca de contragcdo ndo



reflete uma possivel inibicdo Na+, K+-ATPase. Estudo prévios tém mostrado que o atrio
esquerdo de ratos normotensos tem uma grande reserva de receptores [B-adrenérgicos
(DOGGRELL, 1990). E provavel que o efeito da t-DCTN seja devido a uma liberacéo
enddégena de noradrenalina e/ou possivelmente estar associado com a mobilizacdo de
calcium intracelular através do aumento da atividade de PKC, que € consistente com a
observacdo que a t-DCTN ndo exibe antagonismo ao célcio no atrio direito de rato.
Paradoxalmente, t-DCTN induziu um efeito cronotrépico negativo no batimento do atrio

direito de rato, consistente com o efeito de bradicardia visto in vivo.

Com o objetivo de estudar este mecanismo basico, atrios foram incubados com
atropina, um agente bloqueador muscarinico. Este tratamento falhou em reverter o efeito
cronotrépico negativo da t-DCTN, sugerindo que este efeito ndo envolve a estimulacdo de
receptor muscarinico. O diterpeno também falhou em modificar o efeito cronotrépico
positivo induzido pela isoprenalina, indicando que o bloqueio dos receptores [-
adrenérgicos ndo estdo envolvidos nesta acdo. Estes dados sugerem que outro mecanismo,
ndo colinérgico e ndo B-adrenérgico, esteja envolvido na acdo depressora da t-DCTN no

atrio direito.

E interessante notar, a partir do presente estudo, que L-NAME, um inibidor da
oxido nitrico sintase, causou, per se, uma significante elevacdo da PAM a partir do nivel
basal, o qual foi, porém, inibido quando associado com t-DCTN. Esse resultado sugere uma
possivel participacdo da Oxido nitrico sintase depende do endotélio (eNOS) na acéo

hipotensiva da t-DCTN. Contudo, uma a¢do direta sobre 0 musculo cardiaco ou sobre a



musculatura lisa vascular necessitaria ser investigada. Desta forma, nds verificamos um
possivel efeito relaxante da t-DCTN sobre preparacdes de anéis de aorta isolado e pré-

contraidos com fenilefrina, com o endotélio intacto ou desnudo.

Nas preparacdes com endotélio intacto, t-DCTN produziu um relaxamento
concentracdo-dependente. Por outro lado, utilizando o endotélio desnudo ou tecido pré-
tratados com L-NAME, a resposta relaxante a 30 ug/mL de t-DCTN foi completamente
revertida, sugerindo o envolvimento de um componente endotélio-dependente relacionado

com a atividade da eNOS em seu efeito vasorelaxante.

Entretanto, em altas concentragdes (100 e 300 pg/mL), o efeito relaxante da t-
DCTN persiste mesmo ap0os a remocao do endotélio, indicando mecanismos dependente e
independente do endotélio no efeito vasorelaxante da t-DCTN. Esta observacdo esta de
acordo com estudos iniciais que descrevem efeitos vasorelaxantes de alguns diterpenos
(TIRAPELLI et al., 2004a; 2004b). Seria interssante estudar a atividade anti-hipertensiva
da t-DCTN em modelos de hipertensdo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ou

induzidos hipertensdo com drogas como o0 L-NAME ou desoxicorticosterona (DOCA-Salt).



7. CONCLUSOES

A investigacdo realizada com a trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nos permite

delinear as seguintes conclusoes:

2 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN), um diterpeno isolado do Croton cajucara
(sacaca), apresentou baixa toxicidade para o teste de Artemia sp sendo sua CLs, de
670 + 80 uM, exercendo portanto, mais toxicidade para células cancerigenas. Os
dados fornecem uma base para uma potencial aplicacdo da t-DCTN na

quimioterapia do cancer, bem como, no tratamento da diabetes e Ulcera gastrica.

2 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) per se ndo apresentou neurotoxicidade em
cultura de células mesencefalicas e demonstrou uma significante neuroprotecao

contra a toxicidade celular induzida pela 6-OHDA.

2 Em cultura priméaria de hepatécitos, a trans-desidrocrotonina (t-DCTN) per se
diminuiu a viabilidade celular de forma concentracdo-dependente, semelhante ao

etanol.

2 A administracdo oral de trans-desidrocrotonina (t-DCTN) ofereceu protecao

moderada contra a hepatite toxica induzida pela administracdo de acetaminofeno



em camundongos. Neste modelo, a t-DCTN demonstrou similaridade como a
mostrada pela N-Acetilcisteina (NAC) evidenciado pela melhoria dos niveis de
glutationa (GSH), considerado o mais significante mecanismo de protecdo na

toxicidade induzida pelo acetaminofeno.

& A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) oferece protecdo contra a hepatite toxica
induzida pela administracdo de GalN/LPS em camundongos evidenciado pela
capacidade de inibir a deplecdo de glutationa, como também os niveis das enzimas

ALT e AST, e os escores de lesdo hepatica.

2 O efeito hepatoprotetor da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) pode possivelmente
envolver, em parte, uma acéo antiinflamatéria e em parte uma possivel inibicdo da

atividade do citocromo P450, necessitando de estudos futuros.

2 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) induz hipotenséo e bradicardia significantes.
Os resultados indicam que outros mecanismos que nao o colinérgico e o

adrenérgico, podem estar envolvidos na acdo hipotensiva da t-DCTN.

2 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) exibiu aumento significante na forca de
contracdo cardiaca. Os dados sugerem que outros mecanismos que ndo o
colinérgico e o adrenérgico, pode estar envolvido na acdo depressora da t-DCTN

no atrio de rato.



2 Em preparacdes de anéis de aorta isolado pré-contraidos com fenilefrina, a trans-
desidrocrotonina (t-DCTN) produziu um efeito relaxante de forma concentragdo-
dependente tanto nas prepara¢fes com endotélio intacto como desnudo. Os
resultados encontrados indicam que mecanismos dependente e independente do

endotélio atuam no efeito vasorelaxante da t-DCTN.
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