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RESUMO 
 
ESTUDO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E HEPÁTICOS DA trans-
DESIDROCROTONINA (t-DCTN), UM DITERPENO CLERODANO OBTIDO DO Croton 
cajucara BENTH. (SACACA). Silva, R. M. Tese submetida à coordenação do curso de Pós-
Graduação em Farmacologia, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de 
Medicina da Universidade Federal do Ceará, como requisito parcial para a obtenção do título de 
Doutor em Farmacologia. Orientador: Vietla S. N. Rao. 
 

Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), planta medicinal da região Amazônica do 
Brasil, é usada no tratamento de desordens hepáticas, renais e hipercolesterolemia. A trans-
desidrocrotonina (t-DCTN), principal diterpeno clerodano isolado da casca do caule do Croton 
cajucara, possui efeito gastroprotetor, hipoglicêmico e hilpolipidêmico. Uma vez que substâncias 
com esse perfil farmacológico são geralmente associadas a efeitos contraditórios sobre o sistema 
cardiovascular ou hepático com possíveis propriedades citoprotetora ou citotóxica, o presente 
estudo objetivou avaliar os efeitos da t-DCTN (i) no teste de toxicidade para Artemia sp e para 
cultura de células mesencefálicas primárias e células hepáticas in vitro; (ii) na toxicidade induzida 
in vivo por acetaminofeno ou galactosamina/LPS em camundongos e (iii) na pressão arterial média 
e freqüência cardíaca in vivo, e no cronotropismo e inotropismo em átrio isolado e anéis de aorta 
isolada de rato. A t-DCTN (3 - 300 µM) possui baixa toxicidade para Artemia sp (CL50 = 670 ± 80 
µM) não sendo detectada atividade citotóxica da t-DTCN sobre células mesencefálicas primárias 
per si, revertendo a diminuição da viabilidade celular induzida por 6-OHDA (200 µM). Por outro 
lado, a t-DCTN (0,3 - 300 µM) demonstrou citotoxicidade semelhante ao etanol (50 - 400 mM) 
em cultura primária de hepatócitos de rato de acordo com os teste do MTT, embora tenha 
apresentado proteção na hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno (500 mg/kg) em 
camundongos, pelos testes da glutationa, malonaldeído, AST e ALT em contraste, os escores 
histológicos de tecido hepático de camundongos não foram significativamente alterados pela t-
DCTN para células tratadas com acetaminofeno, mas mostrou hepatoproteção na lesão induzida 
por galactosamina/LPS, revertendo os níveis de glutationa induzida pela hepatotoxina os níveis 
séricos de AST e ALT. Em animais normotensos anestesiados com pentobarbital, a t-DCTN 
produziu hipotenção e bradicardia de forma dose dependente. A hipotenção induzida por t-DCTN 
(10 mg/kg) não foi alterada pelo pré-tratamento com atropina, propranolol e hexametônio, sendo 
reduzida pelo L-NAME. A t-DCTN inibe a freqüência de contração espontânea de átrio direito 
isolado, mas não interfere no aumento dos batimentos atriais induzido pelo isoproterenol. O 
inotropismo não foi alterado pela t-DCTN em átrio esquerdo isolado. A t-DCTN é capaz de 
relaxar contrações submaximais de fenilefrina (1 µM), sendo seu efeito parcialmente inibido pela 
retirada do endotélio ou pela presença de L-NAME. Portanto, a t-DCTN possui baixa toxicidade 
para Artemia sp, nenhuma neurotoxicidade para células mesencefálicas, hepatotoxicidade e 
hepatoproteção, dependendo da técnica utilizada, sugerindo uma possível ação inibitória no 
citocromo P450. A hipotenção induzida pela t-DCTN provavelmente se deve a sua ação 
combinada bradicardizante e vasodilatadora sendo esse efeito parcialmente mediado pela liberação 
de NO endotelial e parte por efeitos na musculatura lisa vascular. Em conjunto, os dados 
disponíveis na literatura com as presentes observações sugerem que a t-DCTN está envolvida com 
propriedades citotóxicas bem como citoprotetoras e, portanto, cuidados deve ser tomados quanto a 
extrapolação dos dados em animais para a promissora atividade terapêutica, especialmente para 
tratamento de desordens hepáticas ou patologias associadas à 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 µM) demonstrated low toxicity to Artemia sp (LC50 of 670 ± 80 
µM), 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 µM). On the 
other hand, t-DCTN (0.3 – 300 µM) 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 
(1µM), 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. INTRODUÇÃO 
 
 
1. 1. Generalidades 
 
 

Um misto de ciência e curandismo: assim se pode definir o uso terapêutico de 

plantas ao longo da história humana, e apesar do respaldo científico que vem ganhando 

nos últimos anos, o conhecimento da ação medicinal das ervas é baseado no empirismo 

popular. O reino vegetal ainda permanece como uma grande incógnita cujos mistérios 

começam a ser desvendados. 

 

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tão antigo quanto a 

civilização humana. Ainda hoje nas regiões mais pobres do país e até mesmo nas grandes 

cidades brasileiras, plantas medicinais são comercializadas em feiras livres, mercados 

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

 

As observações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais 

contribuem de forma relevante para a divulgação das virtudes terapêuticas dos vegetais, 

utilizados com freqüência, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de não terem 

seus constituintes químicos conhecidos. Dessa forma, usuários de plantas medicinais de 

todo o mundo, mantêm em voga a prática do consumo de produtos naturais, tornando 

válidas informações terapêuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. 



 

As plantas medicinais consistem em uma estratégia alternativa na procura de 

novos agentes terapêuticos sendo uma das mais antigas armas empregadas para o 

tratamento das doenças humanas e muito já se conhece a respeito de seu uso por parte da 

sabedoria popular. As primeiras descrições sobre plantas medicinais feitas pelo homem 

remotam às sagradas escrituras e ao papiro de Ebers onde, este último, enumera cerca de 

100 doenças e descreve um grande número de drogas de natureza animal e vegetal 

(PINTO et al, 2002). Com os avanços científicos, esta prática milenar perdeu espaço para 

os medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo destes fármacos e os efeitos colaterais 

apresentados contribuíram para o ressurgimento da fitoterapia. 

 

O uso de plantas medicinais pela população mundial tem sido muito 

significativo nos últimos tempos. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), estima 

que cerca de 80% da população mundial utiliza, preferencialmente, a medicina tradicional 

nos cuidados primários da saúde, sendo que a maior parte das terapias tradicionais envolve 

o uso de plantas in natura ou produtos manufaturados a partir de seus extratos ou 

princípios ativos (WHO, 1991). 

 

Na Europa, plantas são largamente utilizadas na medicina, em particular para o 

tratamento de tosse, circulação, dores musculares, digestão, gripe, insônia, ansiedade, 

como também para o fígado, rins e bexiga. Algumas plantas também são utilizadas em 

países europeus na preparação de alimentos e como suplemento alimentar, além do uso de 

substâncias derivadas de plantas na produção de cosméticos e perfumes (SILANO et al., 

2004). 



 

Em alguns países de clima tropical como o Brasil, a abundância de plantas 

medicinais oferece acesso a diversos produtos utilizados, através da automedicação, na 

prevenção e tratamento de doenças. No Brasil, a utilização de plantas como meio curativo 

é uma atividade altamente difundida e popular, às vezes, empregada de maneira 

equivocada e até mesmo malévola, afinal muitas plantas possuem princípios tóxicos e o 

seu uso indiscriminado pode causar sérios problemas (MATOS et al., 2001; LORENZI, 

2002). 

 

A magnitude da biodiversidade brasileira não é conhecida com precisão tal a 

sua complexidade, estima-se a existência de mais de dois milhões de espécies distintas de 

plantas, animais e microorganismos. O Brasil é o país 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 têm sido um grande atrativo nas últimas décadas conferindo 

benefícios à saúde como também, fonte material para o desenvolvimento de novas drogas. 

Produtos derivados de plantas medicinais são utilizados no tratamento de uma variedade 

de doenças (LEE et al, 2001). 

 

A investigação de produtos naturais e seus diversos metabólitos continua sendo 

uma fonte potencial para o desenvolvimento de novos produtos para o uso terapêutico e 

também como ferramentas farmacológicas indispensáveis para a compreensão de 

fenômenos moleculares complexos em nível celular e molecular. 



 

A exploração deste recurso vegetal pode levar a identificação de metabólitos 

secundários valiosos que podem servir como drogas ou conduzir ao desenvolvimento de 

novas drogas terapêuticas. O isolamento das primeiras substâncias puras derivadas de 

plantas começou a acontecer no século XVIII e, juntamente com o século XIX, 

caracterizam-se pelos trabalhos de extração, principalmente de ácidos orgânicos e de 

alcalóides. É desta época o isolamento da morfina (1806), quinina e estriquinina (1820) 

(PINTO et al., 2002). 

 

A comunidade científica tem insistentemente buscado obter de fontes naturais 

substâncias que atuem contra diferentes patologias que ainda não possuem um tratamento 

adequado, como o câncer, AIDS, hepatite B, processos inflamatórios, dor e alergia. 

Inúmeros são os estudos que confirmam a ação farmacológica de uma variedade de plantas 

e de seus princípios 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; 

ARAÚJO et al., 1999; SOUZA et al., 1999; CECHINEL FILHO et al., 2000; SANTOS et 

al., 2000; LUZZI et al., 2000; CALIXTO et al., 2000; SANTOS et al., 2001a; SILVA et 

al., 2001a). 

 

O interesse em plantas medicinais cresceu bastante nas duas últimas décadas, 

fazendo com que indústrias farmacêuticas e institutos de pesquisa tenham como alvo as 

plantas, na busca de novas drogas e compostos (EVANS, 1996). Assim, o interesse e 

conseqüentemente os investimentos da indústria farmacêutica têm crescido de maneira 

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



 

reconhecimento do valor das farmacopéias tradicionais e indígenas e à incorporação de 

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

 

O único recurso terapêutico de parcela da população brasileira e de mais de 2/3 

da população do planeta, o mercado mundial de fitoterápicos, movimenta cerca de US$ 22 

bilhões por ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos países desenvolvidos. Em 

2000, o setor faturou US$ 6,6 bilhões nos EUA e US$ 8,5 bilhões na Europa, sendo a 

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

 

A utilização de terapias não convencionais parece não estar confinada a uma 

única classe social, contudo indivíduos com patologias crônicas representam claramente 

um grupo. No Brasil, especialmente na região Nordeste, o uso de plantas medicinais e 

preparações caseiras assume importância fundamental no tratamento das patologias que 

afetam as populações de baixa renda, tendo em vista a deficiência da assistência médica, a 

influência da transmissão oral dos hábitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS, 

1989). 

 

O potencial tóxico das plantas medicinais não é novidade. Em alguns países 

como na Ásia e África, onde o uso de plantas medicinais é comum, algumas são utilizadas 

com cautela devido sua toxicidade para alguns órgãos como fígado, rins, pele e outros 

tecidos. É sabido que muitas plantas produzem substâncias que são potencialmente 

tóxicas. Riscos particulares de toxicidade são associados com o uso de plantas 



 

concomitante com drogas convencionais. Certas ervas medicinas podem reduzir ou 

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

 

A descoberta de novos fármacos, ou de fármacos acessíveis, pode determinar a 

melhoria da qualidade de vida em doenças crônicas ou a própria sobrevivência do paciente 

afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais de compostos químicos usualmente 

importados e/ou o desenvolvimento de fitoterápicos de fabricação nacional, podem ter 

conseqüências econômicas significativas, além de possibilitar a autonomia de cada país no 

gerenciamento de suas políticas de saúde (ELIZABETSKY, 2001). 

 
 
1. 2. Terpenos 
 
 

Os terpenos representam uma classe de produtos naturais amplamente 

distribuída no reino vegetal, sendo uma família de compostos quimicamente diversos (DI 

STASI, 1996). Possuem uma composição molecular típica, formados por duas ou mais 

unidades isoprênicas (C10H15) (NABETA et al., 1995). 

 

Esses compostos representam a segunda classe com maior número de 

constituintes ativos obtidos de plantas, perdendo apenas para os flavanóides. São 

classificados de acordo com as unidades de carbonos e as formas de ciclização e estão 

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 farmacológicas, 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 estão entre os terpenos mais comuns como o citral, cânfora, 

linalol, terpinen-4-ol, cineol, carvacrol entre outros. Eles representam uma classe nova de 

agentes potencialmente terapêuticos contra o câncer de mama e ainda são utilizados em 

várias preparações farmacêuticas (JIRTLE, 1993; POZZI, 1989). 

 

Os sesquiterpenos originam-se com o aumento do número de carbonos; 

aumentando o número de ciclizações e modificações nas moléculas ocasionando uma 

variedade de compostos. Alguns compostos antitumorais também são exemplos de 

sesquiterpenos como, por exemplo, fenolina, elefantina e vernolepina. Outros 

sesquiterpenos também possuem atividade antiúlcera, citotóxica, antiespamódica e 

inibição da síntese de DNA (DI STASI, 1996). 

 



 

Compostos da subclasse de sesteterpenos são pouco conhecidos e ocorrem em 

número muito pequeno na natureza. Possuem pouco interesse farmacológico e são mais 

comuns em esponjas marinhas e alguns fungos. 

 

Os triterpenos caracterizam-se por sua abundância e grande número de 

constituintes ativos onde estão incluídos metabólitos de grande importância biológica, 

como o colesterol, vitamina D, hormônios sexuais e inúmeros esteróides. Inúmeros 

triterpenos possuem atividade antiprotozoária, especialmente contra amebíase e malária 

onde se destacam a chaparrinona, bruceantina, glaucarubole, bruceínas A, B e C e a 

quassina. Outros tritepenos como o ácido oleanólico e seu isômero o ácido ursólico, 

possuem atividade antioxidante, hepatoprotetora, antiinflamatória e antihipelipidêmica (DI 

STASI, 1996; LIU, 1994). 

 

Os tetraterpenos representam uma subclasse de metabólitos que inclui a maioria 

dos carotenóides, pigmentos essenciais para a fotossíntese. Do ponto de vista 

farmacológico, são compostos importantes e extremamente úteis quanto ao seu papel 

biológico, como é o caso da vitamina A (DI STASI, 1996). 

 
 
1. 3. Diterpenos 
 
 

Os diterpenos constituem uma grande e diversificada classe de metabólitos 

secundários que podem ser considerados como resultados de fatores naturais. Possuem 

esqueleto básico com 20 átomos de carbono e derivam biogeneticamente do pirofosfato de 



 

geranilgeranila, que resulta do encadeamento cabeça-cauda de quatro unidades de isopreno 

(TORSSELL, 1983). 

 

Várias propriedades farmacológicas dos diterpenos foram estudadas, dentre elas 

podemos citar: antitumoral (ADOLF et al., 1985; ROENGSUMRAN et al., 2002), 

antiinflamatória (BRAQUET, 1988; DEMETZOS et al., 2001), antireumática (GU et al., 

1995), antiulcerogênica (SHIRAKABE et al., 1995; HIRUMA-LIMA et al., 2001), 

antibiótica (NAKANISHI, 1974). Foram também descritas atividades vasculares tanto de 

relaxamento (DUARTE et al., 1992; LAMBERTE et al., 1994; TORRES et al., 2000) 

como de contração (BAZAN et al., 1993; MIRANDA et al., 1998). 

 

Dentre os diterpenos biologicamente ativos estudados incluem-se: forscolina, 

com atividade hipotensora e um ativador específico e reversível das isoformas particulada 

e solúvel da adenilil ciclase (SEAMON et al., 1981; DALY, 1982); ésteres de forbol, 

isolados inicialmente de plantas do gênero Croton que são ativadores de proteína quinase 

C e têm sido largamente utilizados para o estudo das funções biológicas, propriedades e 

distribuição desta enzima e na investigação da carcinogênese química (NISHIZUKA, 

1986; CHUANG, 1989) e cleonol com atividades hipotensora, espasmolítica inespecífica, 

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

 

Os clerodanos são uma classe de diterpenóides bicíclicos cujo nome genérico 

deriva da (-)-clerodina, primeiro diterpeno da série dos clerodanos isolado da 

Clerodendron infotunatum (BARTON & ELAD, 1956). Variadas atividades biológicas são 



 

citadas para diferentes formas estruturais de clerodanos: antibiótica (ANDERSEN et al., 

1983; KHAN et al., 2001), antiúlcerogênica (APPENDIDO et al., 2003), anti-hipertensiva 

(ODEK-OGUNDE & RAJAB, 1994), citotóxica (SHEN et al., 2004; SAI et al., 2002), 

hipoglicemiante (TASHMUKHAMEDOVA et al., 1992), antiproteolítica e anti-

hemorrágica (JANUARIO et al., 2004), tripanocida (ESPINDOLA et al., 2004), 

antimalária (MAMBU et al., 2002), antileishimania (HABTEMARIAM, 2003), antiviral e 

anti-fúngica (ROGERS et al., 1979). 

 

Vários diterpenos também isolados de produtos marinhos têm mostrado 

pronunciados efeitos cardiovasculares, como por exemplo, respostas inotrópicas positivas, 

como ativador de canal de sódio (grayanotoxin I) e resposta vasorelaxantes, como 

Jatrophone. Três diterpenos, flexibilide, dihidroflexibilide e sinulariolide, também isolados 

de produtos naturais marinhos (S. jiexibilis - coral) produzem respostas vasolarelaxante 

independente do endotélio, resposta inotrópica positiva e resposta cronotrópica positiva 

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

 

Compostos com atividade vasorelaxante e propriedades inotrópica positiva são 

interessantes na terapia da insuficiência cardíaca. Efeito cronotrópico positivo é 

potencialmente útil na insuficiência cardíaca por aumentar a demanda de oxigênio na 

isquemia miocárdica. Desse modo, estes compostos podem ser de grande utilidade no 

desenvolvimento de novas drogas no tratamento de insuficiência cardíaca (ACERET et al., 

1996). 

 



 

1. 4. Croton cajucara Benth. 

 
 

A família Euphorbiaceae é uma família de plantas amplamente distribuída em 

regiões tropicais e temperadas de todo o mundo possuindo cerca de 300 gêneros e 8000 

espécies, sendo os gêneros com maior número de espécies o Euphorbia e Croton 

(FARNSWORTH, 1976; WEBSTER, 1967; WILSON, 1976). 

 

O gênero Croton, cujo nome significa “carrapato”, pertence à família 

Euphorbiaceae, subfamília Crotonoideae e tribo Crotoneae. É encontrado principalmente 

como árvore de pequeno porte e arbusto, apresentando cerca de 1000 espécies, metade 

destas encontradas no Brasil. Algumas espécies do gênero Croton distribuídas no Brasil e 

em outros países são mostradas na Tabela 1. 

 

O Croton cajucara Benth. (Figura 1), conhecido popularmente como “sacaca”, 

que na língua Tupi significa “feitiço”, representa um recurso medicinal de grande 

importância no tratamento e cura de várias doenças. Possui características de erva daninha 

e cresce em áreas abandonadas ou em clareiras abertas em áreas baixas da floresta. É uma 

árvore de até 6 a 10 metros de altura, encontrada na região amazônica e tendo como centro 

de dispersão o Estado do Pará. Possui madeira branco-amarelada com cascas aromáticas, 

folhas inteiras e simples, pecioladas, estipuladas, lanceoladas, peninérveas, verdes com 

limbos divididos em lobos ou segmentos, inflorescência racemosa com flores de sexo 

separado, fruto seco, esquizocárpico, separando-se em 3 cocos, bem como sementes ricas 

em endosperma (DI STASI, 1989; VAN DEN BERG, 1982). 



 

 
 

Tabela 1 . Representação de várias espécies do gênero Croton. 

 
 

Gênero Croton 

  

Croton argyrophylloides Müll. Arg. Croton matourensis Aubl. 

Croton cajucara Benth. Croton megalocarpus Hutch. 

Croton californicus Müll. Arg. Croton micans Sw. 

Croton celtidifolius Baill. Croton mucronifolius Müll. Arg. 

Croton corylifolius Lam. Croton nepetaefolius Baill. 

Croton crassifolius Geiseler. Croton rhamnifolius Kunth. 

Croton erythrochilus Müll. Arg. Croton salutaris Casar. 

Croton essequiboensis Klotzsch. Croton schiedeanus Schltdl. 

Croton jacobinensis Baill. Croton sincorensis Mart. 

Croton joufra Roxb. Croton sonderianus Müll. Arg. 

Croton lacciferus L. Croton sublyratus Kurz. 

Croton lechleri Müll. Arg. Croton tiglium L. 

Croton levatii Guillaumin. Croton urucurana Baill. 

  

 

 
No estado do Pará, as folhas e cascas do caule desta planta são utilizadas em forma de 

chá ou pílulas, no combate a diabetes, diarréia, malária, febre, problemas estomacais, inflamações 

do fígado, rins, vesícula e no controle de índices 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 é comercializada em farmácias de manipulação e, neste caso, 

o pó das cascas do caule é vendido em cápsulas (concentração aproximada de 250 mg). As 

folhas são comercializadas em feiras livres da cidade de Belém-PA, para distúrbios do 

fígado e auxilia na digestão, principalmente após ingestão de alimentação rica em 

gorduras. O pó das folhas é vendido em farmácias de manipulação, com indicação 

hepatoprotetora, para tratamento de diabetes e para dietas de emagrecimento. Em alguns 

casos, este pó é comercializado em mistura com o pó do boldo do Chile (MACIEL et al., 

1998; MACIEL et al., 2000). 

 

O chá das folhas é indicado em academias de ginástica da cidade de Belém para 

diminuição de peso corporal, em dietas de emagrecimento. Porém, inúmeros casos de 

hepatite tóxica já foram notificados em hospitais públicos dessa cidade, devido ao uso 

prolongado deste chá, em dosagens concentradas. O uso recomendado do pó das cascas é 

25 g de pó em 1000 mL de água, administrados 2 vezes ao dia durante 3-4 semanas, ou até 

que os sintomas da doença desapareçam. No caso do uso correto do chá das cascas, não 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 região Amazônica, até o final da década de 80, apenas uma avaliação 

farmacológica havia sido efetuada com está espécie. Neste estudo, CAVALCANTE e 

colaboradores em 1988, comprovaram a eficácia hipoglicêmica e hipolipidêmica da 

sacaca, em ratos. Em 1995, OLIVEIRA e colaboradores, confirmaram o efeito 

hipolipidêmico em coelhos. Com relação aos estudos fitoquímicos, o óleo essencial das 



 

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

LOPES e colaboradores em 1999. 

 

Outras atividades farmacológicas do Croton cajucara já foram evidenciadas, 

das quais podemos citar a atividade antinociceptiva dos extratos hexânicos, clorofórmico e 

metanólico das folhas (CAMPOS et al., 2002) e o efeito hipolipidêmico, correlacionado 

com a redução de índices elevados de colesterol, foi evidenciado no extrato hidroalcoólico 

das folhas (FARIAS et al., 1996). Também foi verificado que o extrato hidroalcoólico das 

folhas não produziu toxicidade em camundongos tratados oralmente com até 5g/kg 

(toxicidade aguda). 

 
 
1. 4. 1. Estudos Fitoquímicos e Farmacológicos 

 
 

Estudos fitoquímicos do Croton cajucara revelaram a presença dos principais 

constituintes químicos presentes nas folhas, cascas e caule. A presença de óleo essencial 

nas folhas do Croton cajucara foi identificada por CAMPBEL e colaboradores em 1974, 

possuindo a seguinte composição: 66% de linalol, 2,55% de 1-8 cineol e 1,65% de 

terpenóides. Nos galhos também se observou a presença de óleo essencial, porém em 

menor quantidade. Estudos posteriores identificaram a presença de α-pineno, β-

cariofileno, α-humuleno, cadineno e mirceno no óleo essencial (HIRUMA-LIMA et al., 

1996). 

 



 

Estudos demonstraram atividade gastroprotetora do óleo essencial obitido a 

partir das cascas da sacaca como também atividade citotóxica para células V79 

(HIRUMA-LIMA et al., 1999b). A atividade anti-leshimanicida foi identificada para o 

óleo essencial assim como demonstrou efeito antinociceptivo e antiinflamatório (DO 

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

 

As cascas do caule do Croton cajucara detém até o momento, o maior índice de 

estudos. O estudo fitoquímico clássico realizado com 6 kg das cascas do caule de árvores 

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 ácido acetilaleuritólico (AAA) também foi isolado das cascas do 

caule do Croton cajucara por MÜLLER e colaboradores em 1986 e MACIEL e 

colaboradores em 1995. O ácido acetilaleuritólico (AAA) foi isolado como componente 

majoritário em árvores com idade de 1½ ano. O triterpeno AAA foi também isolado em 

0,08% de rendimento, nas árvores com idade variando entre 3-6 anos. 

 

Experimentos biológicos realizados com o AAA mostraram que este triterpeno 

possui atividade antiespasmódica, ação antiinflamatória e antinociceptiva. Esta substância 

mostrou-se inativa em testes que avaliam atividades antitumoral e antiulcerogênica 

(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 três esteróides (β-

sitosterol, stigmasterol e sisterol-3-O-β-glucoside), dois flavanóides (3,4,7-

trimetoxicampferol e 3,7-dimetoxicampferol) e um diterpeno nor-clerodano 

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

 

Outras investigações fitoquímicas 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 hexânico e metanólico das cascas do caule do Croton cajucara levou ao 

isolamento e caracterização dos terpenóides: ácido acetilaleuritólico, 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 Pará, onde foi isolado e identificado o primeiro diterpeno 

clerodano desta planta. A comparação dos dados espectrais dessa nova substância com os 

da crotonina, levou a conclusão que se tratava de um derivado deste terpenóide, designado 

de desidrocrotonina, tendo sua estrutura química definida e possuindo como fórmula 

molecular C19H22O4 (HIDEJI et al., 1989; MACIEL et al., 1996; MÜLLER et al., 1986; 

SIMÕES et al., 1979). 
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Figura 2. Estruturas químicas de alguns constituintes isolados do Croton cajucara 

Benth (Maciel, 1997). 

 



 

Através de hidrogenação catalítica da t-DCTN foi obtido o derivado trans-

crotonina (CTN), o qual possui atividade antiulcerogênica (MACIEL et al., 2000; 

MACIEL et al., 1998; ALBINO DE ALMEIDA et al., 2003), ações antiinflamatória e 

antinociceptiva (PERAZZO et al., 1997). No entanto, esta substância não demonstrou 

efeito em testes que avaliam atividades antitumoral (GRYNBERG et al., 1999) e 

antiespasmódica (MACIEL et al., 2000; MACIEL et al., 1998), atividades estas, que 

foram observadas para a molécula-mãe 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 majoritário de árvores com 

idades variando entre 4 - 6 anos, com concentração moderada em árvores com 3 anos e não 

tendo sido detectada em árvores com idade de 11/2 ano. Estes dados podem justificar o uso 

popular do chá da casca grossa da sacaca, sendo que a casca fina não é utilizada 

(MACIEL, 1997). 

 

O estudo fitoquímico realizado em todas as partes do C. cajucara (raiz até 

folhas), mostrou que a t-DCTN também está presente nas raízes e caule. Estudos com 

HPLC (High Performance Liquid Chromatograph) realizados com o chá das cascas do 

Croton cajucara, mostraram que a t-DCTN é o constituinte majoritário tendo concentração 

mais elevada no chá obtido com as cascas moídas (MACIEL, 1997). Estes resultados 



 

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

planta, levaram à realização de diversos testes farmacológicos com esta substância. 

 

A toxicidade da t-DCTN foi avaliada em camundongos, não sendo observado 

alterações comportamentais nos animais que justifiquem a ação da t-DCTN sobre o 

sistema nervoso central. A DL50 foi determinada e corresponde a 550 mg/kg, via oral 

(CARVALHO et al., 1996). 

 

O 19-nor-clerodano t-DCTN mostrou correlação com grande parte das 

propriedades terapêuticas da planta, evidenciando a atividade antiinflamatória e 

antinociceptiva correlacionados com as indicações da planta para cura de inflamações 

(CARVALHO et al., 1996). No modelo de diabetes induzida por aloxana, a t-DCTN 

demonstrou atividade hipoglicêmica comparável àquela produzida pela glibenclamida, não 

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

 

Evidenciaram-se ainda, para este diterpeno, propriedades biológicas não 

mencionadas pelos usuários da planta, tais como a atividade antitumoral e antiestrogênica. 

A t-DCTN possui efeitos citotóxicos basais em linhagem de células fibroblásticas V79 e 

citotoxicidade seletiva após metabolização em hepatócitos 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). 
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Figura 3. Estrutura química do diterpeno trans-desidrocrotonina (t-DCTN). 

 



 

Investigações adicionais demonstraram que t-DCTN possui atividade 

antitumoral em linhagem de células HL60 causando necrose celular devido ao estresse 

oxidativo evidenciado pelo aumento dos níveis 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 indução de estresse oxidativo na peroxidação 

lipídica (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 antiulcerogênica, correlacionado com o uso da planta para o 

tratamento de problemas estomacais como azia, gastrite e úlcera gástrica. Este efeito 

provavelmente está relacionado às ações antisecretória e gastroprotetora por um aumento 

de prostaglandinas E2 (HIRUMA-LIMA et al., 1999). Derivados semi-sintéticos da t-

DCTN foram estudados em diferentes modelos animais de úlcera gástrica e demonstraram 

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

 

LUNA COSTA em 1999 e MACIEL em 2000 demonstraram as atividades 

antiestrogênica e antiespasmódica da t-DCTN em animais experimentais, respectivamente. 

Investigações adicionais confirmaram o efeito antimutagênico da t-DCTN, através de testes 

citogenéticos do micronúcleo e de aberrações cromossômicas em células de medula óssea 

de camundongos, demonstrando que esta não é genotóxica ou citotóxica para estas células 

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

 



 

Trabalhos demonstram que a administração oral de trans-desidrocrotonina é 

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 antiaterogênico (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 após a STZ (efeito curativo), os níveis de glicose sangüínea caíram 

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

 

A trans-desidrocrotonina não apresentou toxicidade em animais tratados 

oralmente com a dose de 50 mg/kg, por um período de 30 dias, demonstrando um bom 

perfil de segurança e eficácia (SILVA, 2000). Entretanto, trabalhos recentes demonstraram 

que o tratamento oral com altas doses de t-DCTN (100 mg/kg) por um período de 5 

semanas, aumentou o peso dos fígados com significante redução dos níveis plamáticos de 

fosfatase alcalina e colesterol, como também um aumento dos níveis de γ-glutamil 

transpeptidase (RODRIGUEZ et al., 2004). 

 

Outros derivados da t-DCTN estão sendo obtidos (GARDEN et al., 1999; 

MARTINS, 2000) para que seja possível o estudo da relação estrutura/atividade e dos 

mecanismos de ação deste diterpeno bioativo que além de ser o componente majoritário 



 

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

das propriedades terapêuticas da sacaca. 

 
 
1.6. Toxicidade de drogas hipoglicêmicas e hipolipidêmicas 
 
 

Diabetes mellitus Tipo 2 é um grave problema de saúde pública, responsável por 

sérias complicações como complicações microvasculares, cegueira, insuficiência renal, 

gangrena, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral entre outras 

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

 

O tratamento da hiperglicemia tem sido baseado em mudanças no estilo de vida, 

dieta, exercícios físicos e drogas antidiabéticas orais reduzindo as complicações 

microangiopáticas e alto risco cardiovascular destes pacientes. Por décadas, foram 

utilizados sulfonilureias, metformina e inibidores de alfa-glucosidases. Porém, estas drogas 

não possuem efeitos sobre a resistência muscular à insulina, altos níveis de ácidos graxos 

livres, lipotoxicidade e perda progressiva das células pancreáticas 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, os quais não respondem satisfatoriamente, a 

dieta e exercícios físicos. Embora o exato mecanismo de ação dessas drogas seja pouco 

entendido, há consenso que as sulfonilureas apresentam efeitos pancreáticos e 

extrapancreático, enquanto biguanidinas têm predominantemente ações extrapancreáticas. 



 

Os efeitos tóxicos das drogas hipoglicemiantes orais são mais freqüentes na 

velhice e na presença de condições que possam levar a um acúmulo ou potenciação 

(aumento na dose, compostos de ação prolongada, doenças hepáticas e renais, interação 

com outras drogas), porém, a relação entre efeitos tóxicos e níveis plasmáticos tem sido 

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

 

Há um aumento nas evidências que sulfonilureas e biguanidinas, drogas 

hipoglicemiantes orais, influenciam nos fatores de riscos nas doenças cardiovasculares em 

pacientes com diabetes Tipo 2 devido a ações que não são relacionadas com alterações no 

controle glicêmico. Apesar das sulfonilureas apresentarem efeitos antiarrítmicos em 

arritimias secundárias a isquemia do miocárdio, há evidências que sua ação sobre os canais 

de potássio sensíveis a ATP localizados no leito vascular podem contribuir para elevação 

da pressão sanguínea e aumentar a responsividade vascular. 

 

Em contraste com as sulfoniluréas, metformina (uma biguanidina) parece 

reduzir a pressão sanguínea e possuir efeitos benéficos sobre as lipoproteínas do plasma 

por reduzir as lipoproteínas de baixa densidade e possivelmente aumentar os níveis das 

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

 

Glibenclamida atenua a resposta de proteção à abertura dos canais de potássio 

vascular, sensíveis a ATP durante a isquemia. Dessa forma, tratamento da diabetes Tipo 2 

com glibenclamida pode apresentar perigosos efeitos cardiovasculares quando usado sob 

condições de isquemia. Glimepirida e metformina parecem não apresentar tais 



 

características concluindo que o tratamento crônico de diabetes mellitus Tipo 2 com 

glimepirida ou metformina apresenta efeito similar sobre os canais de potássio vasculares 

sensíveis a ATP, quando comparado com tratamento crônico com glibenclamida 

(ABBINK et al., 2002). 

 

Glibenclamida diminui a incidência do infarto do miocárdio e o 

desenvolvimento de fibrilação ventricular em pacientes que sofrem de infarto agudo do 

miocárdio. Também diminui a incidência de contrações ectópicas ventriculares em 

pacientes fazendo uso de drogas digitálicas, quando comparados com pacientes tratados 

com outros compostos do tipo sulfonilureas. A sobrevivência dos pacientes tratados com 

glibenclamida, insulina ou terapia a base de dieta é maior após o primeiro ataque de angina 

peitoral ou após o primeiro infarto agudo do miocárdio comparado com outros tratados 

com biguanidinas (POGATSA, 1996). 

 

Glibenclamida diminui a arritmogênese durante o infarto agudo do miocárdio 

em ratos e a cardiotoxicidade induzida por estiofantina em coelhos. A pressão sanguínea 

arterial e a força contrátil do miocárdio são influenciadas pela glibenclamida enquanto 

estes parâmetros estão aumentados por outros compostos de sulfonilureas. 

Conseqüentemente, efeitos cardiovasculares deletérios de certas drogas hipoglicêmicas, 

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 ações independente do miocárdio e extracardíaca (POGATSA, 

1996). 



 

As tiazolidinas (TDZs) são conhecidas por serem ligantes dos PPAR-gama. Os 

receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) são fatores de transcrição 

pertencentes a uma superfamília de receptores nucleares. Atualmente, três isoformas de 

PPARs foram isoladas e denominadas alfa, beta (ou delta) e gama (TAKANO et al., 2004). 

Vários estudos foram realizados, focalizando o papel dos PPAR-gama na regulação do 

metabolismo da glicose e do metabolismo lipídico, porém, pesquisas recentes sugerem 

papéis adicionais, principalmente no desenvolvimento de processos inflamatórios e 

aterosclerótico, tendo sido demonstrada sua presença em células da parede arterial e 

também em macrófagos (célula espumosas) no interior da lesão ateromatosa (MARX, 

1998). 

 

As drogas glitazona e pioglitazona, agonistas do PPAR-gama, não têm efeito só 

hipoglicemiantes, mas também efeito positivo sobre o metabolismo lipídico, endotélio, 

estresse oxidativo e inflamação vascular, e ações adicionais das glitazonas podem reduzir o 

desenvolvimento da aterosclerose. Além disto, o PPAR-alfa e seus agonistas são potentes 

agentes hipolipemiantes aumentando o colesterol-HDL plasmático e reduzindo os ácidos 

graxos livres (AGL), triglicerídeos (TG) e colesterol-LDL. Desta forma, estes mediadores 

reduzem a inflamação vascular e trombose, promovendo fibrinólise e inibindo a produção 

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

 

Efeitos antihipertensivos de rosiglitazona, agonista do receptor PPARγ, tem sido 

estudado em pacientes com diabetes ou obesidade. A correlação da expressão de PPARγ 

com a pressão sanguínea e a aplicação terapêutica de rosiglitazona em ratos 



 

espontaneamente hipertensos (REH) foi investigada. Tratamento crônico com 

rosiglitazona, mas não com agonista PPARα (Wy14643) significativamente retardou o 

desenvolvimento da hipertensão e reverteu freqüência cardíaca anormal em REH jovens. 

Um efeito desfavorável de rosiglitazona foi o aumento no índice de peso coração-corpo 

acompanhado por hipertrofia ventricular esquerda. Tratamento crônico com rosiglitazona 

retarda o desenvolvimento da hipertensão, mas a pró-hipertrofia associada, chama a 

atenção para o uso desta tiazolidinas no tratamento da síndrome da resistência a insulina 

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

 

Pacientes com diabetes mellitus têm uma alta incidência de doenças 

coronarianas e insuficiência cardíaca congestiva. As TZDs são uma nova classe de agentes 

farmacológicos 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 disfunção diastólica ventricular esquerda não diagnosticada 

(SRIVASTAVA et al., 2004). 

 

As glitazonas são ligantes farmacológicos dos receptores PPARγ, expressos 

principalmente no tecido adiposo branco. O efeito hipoglicemiante é moderado sendo mais 

pronunciado em associação com outras drogas antidiabéticas orais. Estudos a longo prazo 

possivelmente confirmarão os efeitos benéficos sobre a perda das células beta e de alguns 

parâmetros cardiovasculares no diabete Tipo 2 e na síndrome metabólica (HALIMI, 2005). 

 



 

Triglitazona, a primeira droga da classe das tiazolidinas, utilizada no tratamento 

da diabetes Tipo 2, foi comercializada em março de 1997 e retirada do mercado americano 

36 meses após noventa casos de insuficiência hepática 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 geração, 

rosiglitazona e pioglitazona, são poucos em números e menos severos em danos (MARCY 

et al., 2004). 

 

Estatinas, agentes conhecidos por diminuir o colesterol, têm sido utilizado por 

15 anos e estão dentre as drogas mais comumente prescritas. Estudos animais e ensaios 

clínicos têm mostrado sinais de hepatotoxicidade, primariamente por elevação nos níveis 

da enzima sérica alanina aminotransferase (ALT). Por esta razão, todas as drogas que 

diminuem os níveis de colesterol requerem monitoramento das enzimas hepáticas. 

 

A primeira das estatinas, lovastatina, foi aprovada em 1986 sendo utilizada por 

milhões de pacientes ao ano. Pequena elevação nas enzimas hepáticas (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 elevações são reversíveis com a continuação da terapia, são doses 

relacionadas, e são provavelmente, relacionadas à diminuição do colesterol per se. Raros 

casos de insuficiência aguda hepática têm sido registrados com todas as drogas que 

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



 

1/1,14 milhões de pacientes tratados ao ano. Monitoramento da hepatotoxicidade não tem 

sido efetivo na prevenção das doenças hepáticas, devido a sua raridade e fraco valor de 

predição com relação às alterações da ALT (TOLMAN, 2003). 

 
 
1.7. Relevância e justificativa 
 
 

O Croton cajucara Benth. (sacaca) é popularmente utilizado no tratamento do 

diabetes, desordens hepática e renal, obesidade e hipertensão. Estudos etnofarmacológicos 

estabeleceram propriedades antiinflamatória, antinociceptiva, antiulcerogênica, 

antitumoral, hipoglicêmica, hipolipidêmica e citotóxica da trans-desidrocrotonina (t-

DCTN), um diterpeno do tipo clerodano obtido da sacaca e componente majoritário desta 

planta. 

 

Com base nos dados apresentados e de acordo com estudos anteriores que 

demonstram que drogas hipoglicemiantes, hipolipidêmicas e gastroprotetoras podem 

induzir efeitos deletérios a nível cardiovascular e hepático, decidimos investigar os efeitos 

tóxicos da trans-desidrocrotonina (t-DCTN). 

 

 

 



 

 

2. OBJETIVOS 
 
 

Uma vez que, muitas atividades já foram comprovadas para a trans-

desidrocrotonina (t-DCTN) e que estudos demonstraram que algumas sustâncias 

hipoglicemiantes, hipolipidêmicas e gastroprotetoras são associadas a efeitos contrditórios 

sobre os sistemas cardiovascular e hepático, este trabalho tem por objetivo geral avaliar a 

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

 

Como objetivos específicos temos: 

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

Artemia sp e determinação da CL50; 

 Avaliar o efeito citotóxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em cultura 

de células primárias mesencefálicas e hepáticas de rato; 

 Determinar a ação da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em modelos animais 

de hepatite tóxica induzida por acetaminofeno e GalN/LPS; 

 Avaliar a ação da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta isolada 

de rato com endotélio intacto ou desnudo; 

 Estudar os efeitos potenciais da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na pressão 

arterial média e freqüência cardíaca, como também no cronotropismo e inotropismo de 

ratos, em modelos experimentais in vivo e in vitro, e os possíveis mecanismos de ação 

implicados. 



 

 

3. MATERIAL 
 
 
3. 1. Material botânico 
 

A t-DCTN foi isolada a partir da casca do caule do Croton cajucara Benth. e 

fornecida pela Profª Maria Aparecida Maciel do Departamento de Química da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para utilização nos experimentos, a t-DCTN foi 

diluída na concentração de até 3% de Tween 80 em água destilada ou salina 0,9%. 

 

3. 2. Animais experimentais 
 

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, de 

ambos os sexos, pesando entre 25-30g e ratos albinos (Rattus norvegicus), variedade 

Wistar, adultos, de ambos os sexos, pesando entre 180-200g, provenientes do Biotério do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará. Os animais 

foram acondicionados em caixas de polipropileno, à temperatura variando entre 22-24 oC, 

com ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo ração padrão (Purina Chow) e água 

ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa Animal – CEPA da Universidade Federal do Ceará. 

 



 

3. 3. Drogas e reagentes 
 

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

Acetilcolina Sigma, USA

Ácido acético glacial P.A. Synth

Ácido Etilenodiaminotetraacético sal dissódico (EDTA) Proanalysi

Ácido fosfórico Sigma, USA

Ácido tiobarbitúrico Sigma, USA

Ácido tricloroacético P.A. Sigma, USA

Ácido trinitrobenzeno sulfônico - TNB Sigma, USA

Álcool etílico absoluto P.A. Quimex, Brasil

Azul de Evans Reagen, Brasil

Bicarbonato de sódio Vetec, Brasil

Bromidrato de 6-Hidroxidopamina Sigma, USA

Cloreto de cálcio Vetec, Brasil

Cloreto de potássio Vetec, Brasil

Cloreto de sódio Vetec, Brasil

Dimetilfulfóxido (DMSO) Reagen, Brasil

Éter etílico Labsynth, Brasil

Fenilefrina Sigma, USA

Glicose Vetec, Brasil

Glutamina Sigma, USA

L-NAME Sigma, USA

Malonaldeído Sigma, USA

Meio essencial mínimo de Eagle (MEM) Gibco BRL

N-(1-naftil)-etilenodiamina diidrocloreto Merck, Alemanha

N-Acetilcisteína Fluimucil®, Eurofarma

Naftiletilenodiamina Sigma, USA

Nitroprussiato de sódio Merck, Alemanha

Poli-lisina 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. Soluções fisiológicas  
 

As soluções foram preparadas com sais de pureza analítica e estocados em 

temperatura ambiente. As concentrações são expressas em milimolar (mM). 

- Solução salina 

NaCl (154) 

- Solução de Krebs-Henseleit 

NaCl (116), KCl (4,75), MgSO47H2O (1,2), KH2PO4H2O (1,2), NaHCO3 (25), 

CaCl2 2H2O (0,25) e Glicose (11). 

pH 7,4 e aerado com carbogênio (95% O2 e 5% CO2), mantido a 37ºC. 

 

3. 5. Aparelhos  
 

Agitador – aquecedor, modelo 258 Fanen®, Brasil

Agitador de tubos – VORTEX, AP 56 PHOENIX

Analisador bioquímico semi-automático: modelo DU640B Beckman ®

Analisador bioquímico semi-automático: modelo RA-50 Bayer®, Brasil

Balança analítica Marte®, Brasil

Balança para animais Filizola®, Brasil



 

Banho-maria: Modelo Q-249 QUIMIS®, Brasil

Centrifuga refrigerada, modelo CT 5500 DR CIENTEC®, Brasil

Fisiógrafo Narco Biosystems®, USA

Freezer –75ºC Legaci System®

Lavadora ultrasônica, modelo USC 700 UNIQUE®

pHmetro, modelo PM 608 Alalion®

Pipetas automáticas Jencons®

 

 

 



 

 

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

A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) foi isolada do extrato hexânico das cascas 

do Croton cajucara Benth., o qual forneceu, após filtração em gel de sílica, a fração 

CH2Cl2 (eluída em diclorometano). 

 

A fração CH2Cl2 sofreu nova filtração em gel de sílica, tendo sido eluída com 

hexano- CH2Cl2-MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas frações de 

500 mL, que sofreram monitoramento por cromatografia de camada delgada - CCD, 

gerando a reunião de 6 grupos de frações. 

 

Os grupos de frações 7-21/ 22-25/ 26-29/ 30-33/ 34-41, eluídos em hexano- 

CH2Cl2 (5:5 – 0:1) o grupo de frações 42-53, eluídos em CH2Cl2-MeOH (9:1-0:1), foram 

submetidos ao processo de recristalização em hexano-Me2CO. Após as filtrações obteve-se 

aproximadamente 32 g de um sólido cristalino (rendimento) correspondente ao diterpeno 

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

 

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

a partir dos extratos hexânico e clorofórmico. 

Recristalização 
hexano - Me2CO 

Recristalização 
hexano - Me2CO 

Casca da Sacaca 
6kg

Extrato hexânico 
471,8 g 

Fração 
(CH2Cl2) 

Frações 5 e 6 
Hexâno- CH2Cl2 

(7:3) 
Cromatografia de 

camada delgada – CCD
Hexano – AcOEt (8:2)
H2SO4 / MeOH (1:1) 

Ausência da DCTN 

0,5g de t-DCTN

Frações 22-25
(5:5) 

3,8g de t-DCTN 

Frações 26-29
(4:6) 

3,3g de t-DCTN 

Frações 
34-41 

(2:8-0:1) 

10g de t-DCTN 

Recristalização 
hexâno - Me2CO 

Frações 
42-53 

10g de t-DCTN 

3,8g de t-DCTN 

Frações 
30-33 
(3:7) 

Frações 7-21 
CCD – hexano – AcOEt (6:4)

H2SO4 / MeOH (1:1)

Recristalização 
hexano - Me2CO 

0,5g de t-DCTN 



 

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

de Salmoura (Artemia sp) e determinação da CL50. 
 
 

A avaliação 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 água marinha (1000 mL), aerado durante 48h (colocado um 

foco de luz após as primeiras 24h). Após este período, as larvas foram coletadas com 

auxílio de uma pipeta de Pasteur. 

 

Várias concentrações da t-DCTN (1 – 1200 µg/mL) foram preparadas e 

colocadas em frascos aos quais adicionou-se água marinha, sendo 5 mL o volume final em 

cada frasco. Dez larvas foram adicionadas a cada frasco e utilizados três frascos para cada 

dose da substância, sendo o número de mortes dentre as 30 larvas verificado após 24h. 

 

A CL50 (concentração letal para 50% das larvas) com intervalo de confiança de 

95% foi determinada para a t-DCTN de acordo com o método descrito por MILLER & 

TAINTER (1944). Controles não tratados, veículo (Tween 80 a 3%) e tratado com 

dicromato de potássio (10 – 100 µg/mL) foram adicionados ao estudo com finalidade de 

comparação. As doses foram dadas em escala logarítimica (MEYER et al., 1982). 



 

 
4.3. Cultura primária de células mesencefálicas e hepatócitos. 
 
 

A cultura de células mesencefálicas contendo células neuronais e gliais foram 

obtidas de mesencéfalo de embriões 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 hepáticas seguindo o método descrito por LILJA e colaboradores 

em 1998. 

 

O mesencéfalo foi dissecado mecanicamente e as células suspensas em Meio 

Essencial de Eagle (MEM) enriquecido com soro de cavalo 10%, estreptomicina (100 

mg/mL), penicilina (1000 UI/mL), actinomicina C (2,5 mg/mL), glutamina (2 mM), 

bicarbonato de sódio (24 mM) e glicose (11 mM). A suspensão de células foi distribuida 

em placas de 96 poços com uma concentração de 5 x 104 células/poço e previamente 

tratadas com poli-lisina. As culturas foram mantidas a 37°C em estufa a 5% CO2. Após 

cinco dias, as culturas foram utilizadas para experimentação. 

 

Os fígados foram dissecados mecanicamente em solução de EDTA (2 mM) a 

37ºC em banho-maria com agitação. O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspensas com solução de Hanks. O sobrenadante foi suspenso em Meio Essencial de 

Eagle Modificado (D-MEM) e soro bovino fetal 10%. A suspensão de células foi 

distribuida em placas de 96 poços com uma concentração de 105 células/poço 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% CO2. 

Após 24 horas as culturas foram utilizadas para experimentação. 

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

mesencefálicas 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 redução deste sal, pelas mitocôndrias 

das células viáveis, para o sal de Formazan, sendo a quantidade deste um indicativo da 

viabilidade celular (MOSMANN, 1983). 

 

Após cinco dias da preparação da cultura, a t-DCTN nas concentrações de 3, 30 

e 300 µM foi adicionada a cultura 24 horas antes do tratamento com 6-OHDA (200 µM). 

Após 24 horas de incubação foi então adicionado 150 µL de MTT, na concentração de 5 

mg/mL em cada poço. As células foram incubadas por mais 3h e, após este período, o 

sobrenadante foi descartado e adicionado 150 µL de DMSO puro para a lise das células e 

solubilização do Formazan. 

 

Passados 15 min de agitação, a absorbância foi medida com leitor de 

microplacas em 550 nm. A inibição da redução do MTT indica a diminuição da viabilidade 

celular. 



 

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

células hepáticas de rato. 
 
 

A viabilidade de células hepáticas foi quantificada utilizando o ensaio do MTT 

(MOSMANN, 1983). Para isto, após 24 horas do preparo da cultura de hepatócitos, foi 

adicionado a esta cultura etanol nas concentrações de 50, 100, 200 e 400 mM ou t-DCTN 

nas concentrações de 0,3; 3, 30 e 300 µM. 

 

Após o período de 24 horas de incubação, foi adicionado 150 µL de 3[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT), na concentração de 5 mg/mL em 

cada poço. As células foram incubadas por mais 3h e, após este período, o sobrenadante 

foi descartado e adicionado 150 µL de DMSO puro para a lise das células e solubilização 

do formazan. 

 

Passados 15 min de agitação, a absorbância foi medida com leitor de 

microplacas em 550 nm. A inibição da redução do MTT indica a diminuição da viabilidade 

celular. Os experimentos foram realizados em sextuplicata e repetidos em três diferentes 

dias. 

 
 
 



 

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

nitrito em células mesencefálicas de rato. 
 
 

Após o período de incubação, a concentração de nitrito foi determinada segundo 

o método de GREEN e colaboradores em 1981, que se baseia em revelar a presença de 

nitrito em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reação de 

diazotização que forma um cromóforo de cor rósea, com pico de absorbância de 560 nm. 

 

Para isso, 100 µL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%; cloridrato de N-(1-

naftil)-etilenediamina 0,1%; H3PO4 em 1% e água destilada, na proporção de 1:1:1:1) foi 

adicionado a 100 µL do sobrenadante da cultura de célula e incubado a temperatura 

ambiente por 10 min. A curva padrão foi elaborada com várias concentrações de NaNO2 

(variando de 0,75 à 100 µM) sob as mesmas condições. 

 

Os brancos foram preparados pela adição de 100 µL do reativo de Griess a 100 

µL do meio de cultura e a absorbância 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, fêmeas (25-30g), divididos em grupos de 8 animais cada, 

em jejum de sólidos de 18h, foram tratados com veículo (3% de Tween 80 em água 

destilada – 0,1 mL/10g, v.o.) ou t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 e 2 horas antes, com 

exceção da N-acetilcisteína (NAC - 750 mg/kg, i.p.) que foi administrada apenas 2 horas 

antes, da administração oral de acetaminofeno na dose de 500 mg/kg (JANBAZ & 

GILANI, 2000). 

 

Os animais que receberam apenas veículo foram incluídos no estudo como 

controle normal. Para avaliar o efeito hepatotóxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN), 

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

 

Após o período de 24 horas depois da administração do acetaminofeno, 

amostras de sangue, de todos os animais, foram obtidas através do plexo orbital, sob leve 

anestesia com éter, em tubos de coleta de soro com gel separador (Vacuette®) para 

determinação dos níveis de Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina 

Aminotransferase (ALT) utilizando kits bioquímicos específicos (Labtest®) e um 

analisador bioquímico semi-automático (Bayer®, modelo RA-XT). 

 

Os animais foram então sacrificados e o tecido hepático coletado, pesado e 

processado para a dosagem de malonaldeído hepático - MDA (MIHARA & UCHIYAMA, 



 

1978) e grupos sulfidrilas não protéicos hepáticos - NP-SH (SEDLACK & LINDSAY, 

1968), como também processado para análise hirtológica (SILVA et al., 2001). 

 
 
 
4.5. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatotoxicidade 

induzida por D-Galactosamina/Lipopolissacarídeo em 

camundongos. 
 
 

Camundongos Swiss, machos (25-30g), divididos em grupos de 8 animais cada, 

em jejum de sólidos de 18h, foram tratados com veículo (3% de tween 80 em água 

destilada – 0,1 mL/10g, v.o.) ou t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 e 2 horas antes, com 

exceção da Dexametasona (DEX – 2 mg/kg, i.p.) e N-acetilcisteína (NAC - 750 mg/kg, 

i.p.) que foram administradas apenas 2 horas antes, da injeção intraperitoneal de uma 

solução de D-galactosamina (GalaN - 800 mg/kg) e Lipopolissacarídeo (LPS – 7,5 µg/kg), 

que foram dissolvidos em solução salina normal e administrados conjuntamente 

(GalN/LPS). Os animais que receberam apenas veículo foram incluídos no estudo como 

controle normal (MORIKAWA et al., 1996). 

 

Após duas horas da administração de GalN/LPS, amostras de sangue, de todos 

os animais, foram obtidas através do plexo orbital, sob leve anestesia com éter, em tubos 

de coleta de soro com gel separador (Vacuette®), para determinação dos níveis de 

Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) utilizando kits 

bioquímicos específicos (Labtest®) e um analisador bioquímico semi-automático (Bayer®, 

modelo RA-XT). 



 

Seis horas após a administração de GalN/LPS, os animais foram sacrificados, o 

tecido hepático coletado, pesado e processado para a dosagem de grupos sulfidrilas não 

protéicos hepáticos - NP-SH (SEDLACK & LINDSAY, 1968), como também processado 

para análise hirtológica (SILVA et al., 2001). 

 
 
 
4.6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre níveis de 

malonaldeído (MDA) hepático. 
 
 

O teor de TBARS (µg de MDA/g de tecido) foi quantificado pelo método de 

MIHARA & UCHIYAMA (1978), para estimar a peroxidação lipídica. O fígado foi 

removido, pesado e homogeneizado com KCl gelado 1,15% para preparar um homogenato 

a 10%. Uma alíquota de 0,5 mL foi retirada de cada amostra, adicionou-se 3 mL de H3PO4 

1% e 1mL de ácido tiobarbitúrico - TNB 0,6% em solução aquosa. 

 

Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de água fervente, então 

a mistura reacional foi resfriada em um banho de gelo seguido da adição de 4 mL de n-

butanol. O conteúdo foi misturado por 40 segundos com o auxílio de um vortex e 

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. 

 

A absorbância da camada orgânica (fase butanólica) foi medida a 520 e 535 nm 

e a diferença das absorbâncias obtidas nas duas leituras foi utilizada para calcular o 

malonaldeído. A concentração de MDA foi calculada através da curva de calibração de 

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



 

 
4.7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os grupos sulfidrilas 

não proteícos (NP-SH) hepáticos. 
 
 
 

A quantificação dos grupos sulfidrilas não proteícos (NP-SH) foi realizada 

segundo o método de SEDLACK & LINDSAY (1968). O fígado foi removido, pesado e 

homogeneizado com EDTA 0,02 M gelado, para preparar um homogenato a 10%. Uma 

alíquota de 4 mL de cada amostra foi retirada e adicionado 3,2 mL de água destilada e 0,8 

mL de ácido tricloroacético - TCA 50% em solução 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 8,9 e 0,1 mL de DTNB 0,01M. 

 

A absorbância foi medida dentro de 5 minutos a 412 nm. A concentração de 

NP-SH foi calculada através de uma curva de calibração de glutationa reduzida (GSH) e os 

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

 



 

 
4.8. Avaliação histopatológica 
 
 

Para avaliação das alterações teciduais microscópicas dos fígados, foram 

realizados cortes histológicos de todos os grupos. O órgão foi fixado em formalina neutra 

10%, incluido em parafina, realizadas secções em micrótomo e corado com hematoxilina-

eosina. As alterações histopátológicas foram examinadas em microscópio óptico e 

atribuídos escores numa escala de 0 a 5 para presença e intensidade das lesões de acordo 

com SILVA et al., 2001, onde: 

 

0 = nenhuma lesão; 

1 = mínimo de lesões envolvendo poucas células necróticas; 

2 = lesões suaves com 10-25% de células necróticas ou suaves mudanças 

degenerativas; 

3 = lesões moderadas com 25-40% de células necróticas ou degenerativas; 

4 = lesões marcadas com 40-50% de células necróticas ou degenerativas; 

5 = lesões severas com mais de 50% de células necróticas ou degenerativas. 



 

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

média (PAM) de ratos normotensos. 
 
 

Ratos Wistar normotensos, machos, 180-200 g, foram utilizados para detectar 

os efeitos da t-DCTN sobre a pressão sanguínea. Os ratos foram anestesiados com 

pentobarbital sódico (50 mg/kg, i.p.) e tiveram a artéria carótida direita e veia jugular 

esquerda canuladas com cateter de polietileno, para registro da pressão arterial e injeção 

das substâncias testes, respectivamente. A traquéia foi canulada para permitir a respiração 

espontânea. À temperatura corporal dos animais foi mantida a 37ºC. 

 

O registro da pressão intracarotidiana foi continuamente monitorado por 

intermédio de um transdutor de pressão Gould Statham P23 (Gould Co. Inc., Oxnard). A 

frequência cardíaca foi registrada concomitantemente através de um cardiotacômetro 

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

 

Após um período de 30 minutos de equilíbrio, valores basais controle da 

pressão arterial média (PAM) foram obtidos com registro contínuo da pressão. Veículo 

(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 mínimo entre as injeções de 15 minutos. As variações na 

freqüência cardíaca (bpm). A pressão arterial média (∆PAM) expressa em mmHg e 

calculada segundo a fórmula: PAM = PD + (PS – PD)2 / 3, foram utilizadas para expressão 

dos dados. 



 

Para caracterização farmacológica da resposta da t-DCTN (10 mg/kg) em 

animais normotensos, injeções em bolus de atropina (5 mg/kg), hexametônio (30 mg/kg), 

L-NAME (10 mg/kg) ou propranolol (2 mg/kg) foram administradas antes da injeção de t-

DCTN (10 mg/kg). 

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

Ratos Wistar, machos, 250-300 g, foram sacrificados por deslocamento cervical 

e exsanguinação, o coração foi rapidamente removido, o átrio esquerdo cuidadosamente 

dissecado, montado verticalmente em banhos com capacidade de 5 mL e superfundidos 

com solução de Krebs-Henseleit (pH 7,4), aerado (95% O2 e 5% CO2) e mantido a 37ºC. 

 

Uma tensão de 1 g foi aplicada no átrio e as preparações foram mantidas em 

equilíbrio por uma hora, com lavagens a cada 15 minutos, antes da execução dos 

experimentos. Os valores do controle inicial para a tensão de contração do átrio isolado 

foram registrados usando um transdutor de deslocamento de força (F-60, Narco 

Biosystems) acoplado a um fisiógrafo (DMP-4B, Narco Biosystems). Um eletrodo bipolar 

e um estimulador de Grass S6 (Grass, Quincy) foram acoplados às preparações. O 

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

 

O inotropismo foi medido pelo índice máximo da força isométrica desenvolvida 

durante a estimulação elétrica numa freqüência fixa de 150 batimentos/min. Os valores 

controles (100%) foram atribuídos à amplitude da contração antes da adição das drogas. 



 

Em alguns experimentos a t-DCTN foi testada sobre o inotropismo positivo 

produzido pelo cloreto de cálcio (10-7 – 10-2 M) para se verificar um provável antagonismo 

via cálcio (SALAKO et al., 1976). 

 

Os efeitos das drogas testadas foram valiados sobre o batimento espontâneo do 

átrio direito isolado e montado da mesma maneira como descrito para o átrio esquerdo. A 

freqüência controle (batimentos/min) foi registrada continuamente em fisiógrafo após 

período de equilíbrio de 30 min., o qual foi considerado como 100%. 

 

Após 30 minutos do período de equilíbrio, curvas cumulativas concentração-

resposta para a t-DCTN (0,1 – 100 µg/mL) foram obtidas na presença e na ausência de 

atropina (2x10-7 M). O efeito da t-DCTN sobre o batimento cardíaco induzido por 

isoproteronol (10-12 – 10-3 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 fricção mecânica. A integridade funcional do 

endotélio foi testada por adição de uma dose única de acetilcolina (Ach, 1 µM) aplicada no 

platô da resposta contrátil tônica da fenilefrina (1 µM) e obtido 60-80 % de relaxamento 

(FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980). 



 

Ratos Wistar, machos, 300-350 g, foram sacrificados por deslocamento cervical 

e, imediatamente após, a aorta torácica foi removida e cuidadosamente limpa em placa de 

Petri contendo solução de Krebs-Henseleit. Anéis de 5 mm foram montados 

horizontalmente em banho isovolumétrico de 5 mL contendo solução de Krebs-Henseleit 

(pH 7,4), aerado (95% O2 e 5% CO2) e aquecido (37ºC). A solução de Krebs- Henseleit 

utilizada apresentava a seguinte composição (g/L): NaCl 6,7, KCl 0,37, MgSO47H2O 

0,144, KH2PO4H2O 0,17, NaHCO3 2,1, CaCl2 2H2O 0,3085, Glicose 0,65. 

 

Os anéis foram ligados a um polígrafo (DMP-4B, Narco Biosystems) por meio 

de um transdutor de força, sob tensão de 1 g e mantidos em repouso por 1h com lavagens a 

cada 15 minutos antes do início do experimento. 

 

Para os dois grupos de experimentos (endotélio intacto – e+ e endotélio 

removido – e-), o anel de aorta foi pré-contraído com fenilefrina (1 µM), e após atingir o 

platô, duas curvas cumulativas, para o veículo (Tween 80 3%, isovolumetricamente ao 

usado na curva de t-DCTN) ou para a t-DCTN (1, 3, 10, 30, 100 e 300 µg/mL) foram 

feitas. As doses são adicionadas em intervalos de 3 minutos sobre o platô da contração 

tônica. 

 

Ao final da curva de t-DCTN, o tecido foi lavado e uma nova contração com 

fenilefrina foi feita, para mostrar a reversibilidade da ação da droga. Ach (1 µM) é 

adicionada ao platô, para mostrar a presença ou ausência de endotélio no anel de aorta. 

Para verificar a participação de óxido nítrico, outro grupo de tecido foi pré-tratado com L-



 

NAME (100 µM) e curvas cumulativas com t-DCTN, nas mesmas concentrações, foram 

feitas. 

 
 
4. 12. Análise estatística 

 
 

A análise estatística foi realizada através do programa GraphPad Prism 3.0 para 

Windows (GraphPad Software). Os cálculos de CI50 e pD2 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 padrão da 

média (E.P.M.). Para comparação entre as médias foi utilizada a análise de variância 

(ANOVA), e a significância 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 não paramétricos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

 



 

 

5. RESULTADOS 
 
 
5. 1. Toxicidade aguda para Artemia sp 
 
 

Através da utilização do método dos probitos determinou-se a CL50 

(concentração letal para 50% das larvas) da t-DCTN que foi de 200 ± 25,60 µg/mL, sendo 

assim menos tóxico do que o dicromato de potásssio (20 ± 1,83 µg/mL), conhecida 

substância tóxica para a Artemia sp que possui CL50 entre 20 e 40 µg/mL. 

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

viabilidade de células mesencefálicas de rato. 

 
 

Os resultados demonstram que a neurotoxina 6-OHDA na concentração de 200 

µM 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 não foi influenciada pela administração isolada da 

trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nas concentrações de 3, 30 e 300 µM (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 mesencefálicas com a t-

DCTN, nas mesmas concentrações, 24 horas antes da administração da 6-OHDA, 

promoveu uma significativa citoproteção 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 mesencefálicas expostas a neurotoxina 6-OHDA, demonstraram um 

aumento na produção de óxido nítrico evidenciado pelo aumento dos níveis de nitrito 

(3,4270 ± 0,1801 µM) quando comparado ao grupo controle (0,1927 ± 0,0321 µM). A 

trans-desidrocrotonina (t-DCTN), nas concentrações testadas (3, 30 e 300 µM), não 

alterou os níveis de nitrito (0,1920 ± 0,0288; 0,2030 ± 0,0412 e 0,1655 ± 0,0500 µM, 

respectivamente) quando comparado ao controle normal (0,1927 ± 0,0321 µM). 

 

A administração de t-DCTN, nas mesmas concentrações, reduziu os níveis de 

nitrito produzidos pela adição de 6-OHDA (1,308 ± 0,0808; 1,258 ± 0,0564 e 1,481 ± 

0,1653 µM, respectivamente) quando comparado ao grupo 6-OHDA (3,4270 ± 0,1801 

µM) (Tabela 3 e Figura 6). 

 



 

 

 

 

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

células mesencefálicas de ratos expostas ou não a 6-OHDA. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(µM) 

 

 

MTT Abs 

 

Controle 
 

--- 
 

0,2050 ± 0,0116 

6-OHDA 200 0,0716 ± 0,0101a 

t-DCTN 3 0,2183 ± 0,0047 

 30 0,2077 ± 0,0060 

 300 0,2075 ± 0,0047 

t-DCTN + 6-OHDA 3 0,1872 ± 0,0127b 

 30 0,2243 ± 0,0150b 

 300 0,2390 ± 0,0149b 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). As 

células foram cultivadas durante 7 dias e, após este período foram tratadas com trans-

desidrocrotonina (t-DCTN) 24 horas antes da 6-OHDA. Após o tratamento, a viabilidade 

celular foi determinada pelo MTT. ap<0,05 vs controle; bp<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e 

Teste de Dunnett). 

 



 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a viabilidade de 

células mesencefálicas de ratos na presença ou não de 6-OHDA. As 

células foram cultivadas durante 7 dias e, após esse período, tratadas com 

trans-desidrocrotonina (t-DCTN 3, 30 e 300 µM) 24 horas antes da 6-OHDA 

(200 µM). A viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Cada coluna 

representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.). ap<0,05 vs controle; 
bp<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e Teste de Dunnett). 
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Tabela 3. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a produção de 

nitrito em cultura células mesencefálicas de ratos expostas ou não a 

6-OHDA. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(µM) 

 

 

Nitrito (µM) 

 

Controle 
 

--- 
 

0,1927 ± 0,0321 

6-OHDA 200 3,4270 ± 0,1801a 

t-DCTN 3 0,1920 ± 0,0288 

 30 0,2030 ± 0,0412 

 300 0,1655 ± 0,0500 

t-DCTN + 6-OHDA 3 1,308 ± 0,0808b 

 30 1,258 ± 0,0564b 

 300 1,481 ± 0,1653b 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). As 

células foram cultivadas durante 7 dias e, após este período foram cultivadas com trans-

desidrocrotonina (t-DCTN) 24 horas antes da 6-OHDA. Após o tratamento os níveis de 

nitrito foram determinados. ap<0,05 vs controle; bp<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e Teste de 

Dunnett). 



 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os níveis de 

nitrito em cultura de células mesencefálicas de ratos na presença ou 

não de 6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias e, após este 

período, foram tratadas com trans-desidrocrotonina (t-DCTN – 3, 30 e 300 

µM) 24 horas antes da 6-OHDA (200 µM). Após o tratamento os níveis de 

nitrito foram determinados. Os resultados são expressos como média ± erro 

padrão da média (E.P.M.). ap<0,05 vs controle; bp<0,05 vs 6-OHDA (ANOVA 

e Teste de Dunnett). 
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5.3. Efeito citotóxico da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a 

viabilidade de células hepáticas de rato. 

 
 

O etanol nas concentrações de 50, 100, 200 e 400 mM apresentou uma 

significativa toxicidade dose dependente sobre as células hepáticas (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 máximo na 

concentração de 400 mM, quando comparado ao grupo controle (0,1092 ± 0,0033 abs) 

(Tabela 4 e Figura 7 A). 

 

A administração da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nas concentrações de 0,3; 

3, 30 e 300 µM, demonstrou uma diminuição 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 máximo (48%) na concentração de 300 µM (Tabela 5 e Figura 7 B). 

 



 

 

 

 

Tabela 4. Efeito citotóxico do etanol sobre a viabilidade de células hepáticas de 

rato. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mM) 

 

 

MTT Abs 

 

Controle 
 

--- 
 

0,1092 ± 0,0033 

Etanol 50   0,0986 ± 0,0027a 

 100   0,0820 ± 0,0028a 

 200   0,0585 ± 0,0024a 

 400   0,0491 ± 0,0021a 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). As 

células foram cultivadas durante 24 horas e, após este período, foram tratadas com etanol. 

Após 24 horas do tratamento, a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. ap<0,05 vs 

controle (ANOVA e Teste de Dunnett). 

 



 

 

 

 

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

viabilidade de células hepáticas de rato. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(µM) 

 

 

MTT Abs 

 

Controle 
 

--- 
 

0,1092 ± 0,0033 

t-DCTN 0,3  0,0920 ± 0,0026a 

 3,0  0,0743 ± 0,0065a 

 30  0,0673 ± 0,0026a 

 300  0,0570 ± 0,0013a 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). As 

células foram cultivadas durante 24 horas e, após este período, foram tratadas com trans-

desidrocrotonina (t-DCTN). Após 24 horas do tratamento, a viabilidade celular foi 

determinada pelo MTT. ap<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Dunnett). 

 

 

 



 

 
 
FIGURA 7. Efeito citotóxico do etanol e trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre 

a viabilidade de células hepáticas de rato. As células foram cultivadas 

durante 24 horas e, após esse período, tratadas com etanol (50, 100, 200 e 400 

mM, A) ou t-DCTN (0,3; 3; 30, e 300 µM, B) durante 24 horas. A viabilidade 

celular foi determinada pelo MTT. Cada coluna representa a média ± erro 

padrão da média (E.P.M.). ap<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Dunnett). 
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5. 4. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na hepatoxicidade 

induzida por acetaminofeno em camundongos 

 
 

A administração via oral de acetaminofeno (500 mg/kg) mostrou uma 

significativa redução (p<0,05) nos níveis de NP-SH (191,93 ± 7,31 µg/g de tecido) quando 

comparado ao grupo controle normal (245,87 ± 9,54 µg/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 depleção dos grupos sulfidrilas 

produzidos pelo acetaminofeno (294,65 ± 26,90 e 373,96 ± 15,33 µg/g de tecido, 

respectivamente) quando comparado ao grupo acetaminofeno (191,93 ± 7,31 µg/g de 

tecido). 

 

A t-DCTN administrada via oral nas doses de 25 e 50 mg/kg, durante o mesmo 

período, foi capaz de aumentar os níveis de glutationa hepática (368,66 ± 16,38 e 389,80 ± 

25,07 µg/g de tecido, respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal 

(245,87 ± 9,54µg/g de tecido). 

 

A administração intraperitoneal de N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/kg), inibiu 

de forma significativa (p<0,001) a depleção dos grupos sulfidrilas produzidas pelo 

acetaminofeno (Tabela 6 e Figura 8). 

 



 

Os níveis de malonaldeído hepático (MDA) no grupo acetaminofeno (53,88 ± 

7,40 µg/g de tecido) aumentaram significativamente (p<0,05) em relação ao grupo 

controle normal (20,17 ± 2,15 µg/g de tecido). N-acetilcisteína foi capaz de reduzir os 

níveis de malonaldeído hepático (20,44 ± 2,43 µg/g de tecido) de forma significativa 

(p<0,001) quando comparado ao grupo controle acetaminofeno (53,88 ± 7,40 µg/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 níveis de malonaldeído hepático (36,07 ± 6,00 e 31,37 ± 4,34 µg/g 

de tecido, respectivamente) quando comparado ao grupo acetaminofeno (53,88 ± 7,40 µg/g 

de tecido). 

 

A t-DCTN per se administrada via oral nas doses de 25 e 50 mg/kg, durante o 

mesmo período, não exerceu influência significativa sobre os níveis de malonaldeído 

hepático (34,43 ± 2,55 e 30,53 ± 3,96 µg/g de tecido, respectivamente) quando comparado 

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

 

A administração de acetaminofeno (500 mg/kg, v.o.) aumentou de forma 

significativa (p<0,01) os níveis 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 

redução significativa (p<0,001) dos níveis 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 U/L, 

respectivamente). Da mesma forma, N-acetilcisteína (750 mg/kg, i.p.) promoveu redução 

significativa (p<0,001) em ambos os níveis de enzimas séricas (61,53 ± 8,22 e 45,88 ± 

3,14 U/L, respectivamente). 

 

A administração oral de t-DCTN (25 e 50 mg/kg), durante o mesmo período, 

não exerceu influência significativa sobre os níveis 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 U/L, 

respectivamente) (Tabela 7 e Figura 10). 

 

Entretanto, o pré-tratamento com t-DCTN na dose de 50 mg/kg via oral, antes 

da administração de acetaminofeno, reduziu de forma significativa (p<0,01) os escores de 

lesão hepática (2 [2-3] ) quando comparado ao grupo acetaminofeno (5 [4-5] ), o que 

também foi observado nos animais tratados com N-acetilcisteína (1 [0-1] ). A 

administração oral isolada de t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg, não promoveu lesão 

hepática significativas nos animais tratados como podemos observar pelos escores de lesão 

(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 Níveis de 

Glutationa e Malonaldeído na Hepatotoxicidade induzida por 

Acetaminofeno em Camundongos. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mg/kg) 

 

NP-SH 

(µg/g tecido) 

 

MDA 

(µg/g tecido)  
 

Controle normal 
 

--- 
 

245,87 ± 9,54 
 

20,17 ± 2,15 

t-DCTN 25     368,66 ± 16,38a 34,43 ± 2,55 

 50      389,80 ± 25,07a 30,53 ± 3,96 

Acetaminofeno 500    191,93 ± 7,31a 53,88 ± 7,40a 

t-DCTN + Acetaminofeno 25       294,65 ± 26,90b 36,07 ± 6,00b 

 50       373,96 ± 15,33b 31,37 ± 4,34b 

NAC  + Acetaminofeno 750       261,18 ± 17,18b 20,44 ± 2,43c 

 
Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 

os níveis hepáticos de glutationa (NP-SH) e malonaldeído (MDA) de oito animais. As 

dosagens foram analisadas 24 horas após a administração oral de acetaminofeno (500 

mg/kg). A N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas antes e veículo 

(Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 e 2 horas 

antes da administração de acetaminofeno. ap<0,001 vs controle normal; bp<0,05 vs 

controle acetaminofeno; cp<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student 

Newman Keul). 

 



 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
FIGURA 8. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e N-acetilcisteína 

(NAC) sobre os níveis de grupos sulfidrílas não protéicos (NP-SH) 

na hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em camundongos. 

Os níveis de glutationa hepática (NP-SH) foram analisados 24 horas após a 

administração oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, 

v.o.) e veículo (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 padrão da média (E.P.M.) de oito animais. 
ap<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e 

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

(NAC) sobre os níveis de malonaldeído (MDA) na hepatotoxicidade 

induzida por acetaminofeno em camundongos. Os níveis de 

malonaldeído hepático (MDA) foram analisados 24 horas após a 

administração oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, 

v.o.) e veículo (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 padrão da média (E.P.M.) de oito animais. 
ap<0,05 vs controle normal; bp<0,05 vs controle acetaminofeno; cp<0,001 vs 

controle acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student Newman Keul). 
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Tabela 7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Níveis Séricos de 

AST e ALT na Hepatotoxicidade induzida por Acetaminofeno em 

Camundongos. 
 

 
 

GRUPOS 
 

DOSE 

(mg/kg) 

 

ALT 

(U/L) 

 

AST 

(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 ± 14,32a 149,05 ± 31,09a 

t-DCTN + Acetaminofeno 25 74,73 ± 13,15b 60,48 ± 11,38b 

 50 51,05 ± 4,91b 65,19 ± 10,34b 

NAC  + Acetaminofeno 750 45,88 ± 3,14b 61,53 ± 8,22b 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) das 

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

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

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

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

administração de acetaminofeno. ap<0,001 vs controle normal; b p<0,001 vs controle 

acetaminofeno (ANOVA e Teste de Student Newman Keul). 

 
 



 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
FIGURA 10. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) e N-acetilcisteína 

(NAC) sobre os níveis séricos de ALT e AST na hepatotoxicidade 

induzida por acetaminofeno em camundongos. Os níveis séricos das 

transaminases ALT e AST foram analisados 24 horas após a administração 

oral de acetaminofeno (500 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) e veículo 

(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 padrão da média (E.P.M.) para oito animais. 
ap<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs controle acetaminofeno (ANOVA e 

Teste de Student Newman Keul). 
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Tabela 8. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nos Escores de Lesão 

Hepática na Hepatotoxicidade induzida por Acetaminofeno em 

Camundongos. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mg/kg) 

 

Escores de 

Lesão Hepática 
 

Controle Normal 
 

--- 
 

0 (0 – 0) 

t-DCTN 25 0 (0 – 1) 

 50 0 (0 – 1) 

Acetaminofeno 500 5 (4 – 5)a 

t-DCTN + Acetaminofeno 25 2 (2 – 5) 

 50 2 (2 – 3) 

NAC 750 0,5 (0 – 1)b 

 
 

Os resultados são expressos em termo de mediana, mínimos e máximos dos 

escores de lesão hepática para oito animais. Os animais foram sacrificados 24 horas após a 

administração oral de acetaminofeno (500 mg/kg). Os fígados foram coletados e 

examinados histologicamente e atribuídos escores numa escala de 0 a 5 para presença e 

intensidade das lesões. A N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas 

antes e veículo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 

24 e 2 horas antes da administração de acetaminofeno (500 mg/kg). ap<0,001 diferente 

significativamente do controle normal; bp<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/Lipopolissacarídeo em 

camundongos 

 
 

A Tabela 9 mostra que a administração intraperitoneal simultânea de GalN/LPS 

(800/0,750 mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05) os níveis de NP-SH (70,07 ± 10,17 

µg/g de tecido) quando comparado ao grupo controle normal (155,91 ± 4,03 µg/g de 

tecido). 

 

Dexametasona (DEX, 2 mg/kg) inibiu de forma significativa (p<0,05) a 

depleção dos grupos sulfidrilas produzidos pela GalN/LPS  sendo o mesmo efeito 

observado com a administração intraperitoneal de N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/kg) 

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

GalN/LPS (70,07 ± 10,17 µg/g de tecido). 

 

A administração de t-DCTN nas doses de 25 e 50 mg/kg promoveu um aumento 

significativo (p<0,001) dos níveis de glutationa hepática (251,74 ± 26,38 e 296,92 ± 16,42 

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

 

Os níveis 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 U/L, 

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 níveis séricos de ALT (25,72 ± 6,19 e 49,76 ± 8,69 U/L, 

respectivamente) quando comparado ao grupo controle GalN/LPS (120,64 ± 51,32 U/L). 

Entretanto, não houve diferença significativa nos níveis séricos de AST. 

 

N-acetilcisteína (750 mg/kg, i.p.) e Dexametasona (2 mg/kg, s.c.) promoveram 

redução significativa (p<0,001) nos níveis de ALT (22,52 ± 6,61 e 25,31 ± 1,14 U/L, 

respectivamente) e, somente a N-acetilcisteína, reduziu os níveis 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 

administração de GalN/LPS, reduziu de forma significativa (p<0,001) os escores de lesão 

hepática (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 análise histológica dos fígados dos animais tratados com veículo (3% de 

Tween 80) demonstrou tecido com arquitetura preservada, apresentando hepatócitos com 

disposição normal. Já o grupo tratado com GalN/LPS, mostrou extensas áreas 

hemorrágicas com presença de células necróticas e de infiltrado inflamatório com 

predomínio de polimorfo nucleares (PMN) e presença de células apoptóticas. O grupo que 

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



 

inflamatório (mononucleares), presença de neutrófilos e pontos de infiltração inflamatória 

e células apoptóticas. 

 

Nos animais tratados com t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) observou-se pequenos 

pontos de infiltrado inflamatório não observando áreas hemorrágicas e presença de células 

necróticas (Figura 13). 

 



 

 

 

 

Tabela 9. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Níveis de 

Glutationa e Malonaldeído na Hepatotoxicidade induzida por D-

Galactosamina/LPS em Camundongos. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mg/kg) 

 

NP-SH 

(µg/g tecido) 
 

Controle normal 
 

--- 
 

155,91 ± 4,03 

GalN/LPS 800/0,075      70,07 ± 10,17a 

t-DCTN + GalN/LPS 25     251,74 ± 26,38b 

 50    296,92 ± 16,42b 

NAC  + GalN/LPS 750   125,45 ± 16,15c 

DEX  + GalN/LPS 2,0    167,82 ± 20,54c 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 

os níveis hepáticos de glutationa (NP-SH) de oito animais. As dosagens foram analisadas 6 

horas após a administração de GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). A N-acetilcisteína (NAC, 

750 mg/kg, i.p.) e Dexametasona (DEX, 2 mg/kg, s.c.) foram administradas 2 horas antes 

e, veículo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 e 2 

horas antes da administração de GalN/LPS. ap<0,05 vs controle normal; bp<0,001 vs 

controle GalN/LPS; cp<0,05 vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman 

Keul). 

 



 

 

 
 
 

 
 
FIGURA 11. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN0, N-acetilcisteína 

(NAC) e dexametasona (DEX) sobre os níveis de grupos sulfidrílas 

não protéicos (NP-SH) na hepatotoxicidade induzida por D-

Galactosamina/LPS em camundongos. Os níveis de glutationa hepática 

(NP-SH) foram analisados 6 horas após a administração intraperitoneal de 

GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) e veículo 

(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 padrão da média (E.P.M.) para oito 

animais. ap<0,05 vs controle normal; bp<0,001 vs controle GalN/LPS; cp<0,05 

vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul). 
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Tabela 10. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre os Níveis Séricos 

de AST e ALT na Hepatotoxicidade induzida por D-

Galactosamina/LPS em Camundongos. 
 

 
 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mg/kg) 

 

ALT 

(U/L) 

 

AST 

(U/L) 

 

Controle normal 
 

--- 
 

16,40 ± 2,58 
 

32,12 ± 5,21 

GalN /LPS 800/0,075 120,64 ± 51,32a    70,27 ± 19,47a 

t-DCTN + GalN/LPS 25 25,72 ± 6,19b 49,76 ± 8,69 

 50 19,55 ± 1,84c 47,31 ± 5,32 

NAC + GalN/LPS 750 22,52 ± 6,61c  32,12 ± 3,41c 

DEX + GalN/LPS 2,0 25,31 ± 1,14c 44,34 ± 4,51 

 
 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) das 

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

analisadas 2 horas após a administração intraperitoneal de GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). 

A N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/kg, i.p.) foi administrada 2 horas antes e, veículo 

(Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 e 2 horas 

antes da administração de GalN/LPS. ap<0,01 vs controle normal; bp<0,01 vs controle 

GalN/LPS; cp<0,001 vs controle GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul). 



 

 
 
 

 
FIGURA 12. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN), N-acetilcisteína 

(NAC) e dexametasona (DEX) sobre os níveis séricos de ALT e AST 

na hepatotoxicidade induzida por D-Galactosamina/LPS em 

camundongos. Os níveis séricos das transaminases ALT e AST foram 

analisados 2 horas após a administração intraperitoneal de GalN/LPS 

(800/0,075 mg/kg). A t-DCTN (25 e 50 mg/kg, v.o.) e veículo (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 padrão da média (E.P.M.) para oito animais. ap<0,01 

vs controle normal; bp<0,01 vs controle GalN/LPS; cp<0,001 vs controle 

GalN/LPS (ANOVA e Teste de Student Newman Keul). 
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Tabela 11. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) nos Escores de Lesão 

Hepática na Hepatotoxicidade induzida por D-Galactosamina/LPS 

em Camundongos. 
 

 
 

 

GRUPOS 

 

DOSE 

(mg/kg) 

 

Escores de 

Lesão Hepática 
 

Controle Normal 
 

--- 
 

0 (0 – 0) 

GalN/LPS 800/0,075  5 (5 – 5)a 

t-DCTN + GalN/LPS 25  0 (0 – 1)b 

 50  1 (1 – 1)b 

DEX + GalN/LPS 2,0  1 (0 – 1)b 

 
 

Os resultados são expressos em termo de mediana mínimos e máximos dos 

escores de lesão hepática para oito animais. Os animais foram sacrificados 6 horas após a 

administração intraperitoneal de GalN/LPS (800/0,075 mg/kg). Os fígados foram coletados 

e examinados histologicamente e atribuídos escores numa escala de 0 a 5 para presença e 

intensidade das lesões. A dexametasona (DEX, 2,0 mg/kg, s.c.) foi administrada 2 horas 

antes, veículo (Tween 80) e a trans-desidrocrotonina (t-DCTN, 25 e 50 mg/kg, v.o.) 48, 24 

e 2 horas antes, da administração de GalN/LPS. ap<0,001 vs controle normal; bp<0,001 vs 

controle GalN/LPS (ANOVA - Teste de Kruskal Wallis). 
 
 



 

 
 
FIGURA 13. Microfotografias de fígados de camundongos. (A) animais tratados 

com veículo (3% de Tween 80 - controle normal); (B) animais tratados com 

GalN/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). 

A - Controle Veículo B - Controle GalN/LPS 

C – t-DCTN 25 mg/kg + GalN/LPS D – t-DCTN 50 mg/kg + GalN/LPS

E – Dexametasona + GalN/LPS



 

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

média (PAM) de ratos normotensos 
 
 

Em ratos normotensos anestesiados, comparando com valores basais, ocorreu 

uma significativa diminuição (p<0,05) na pressão arterial média (PAM) após injeção 

endovenosa em bolus da t-DCTN nas doses de 10 e 15 mg/kg, mas, o mesmo não foi 

observado com a dose de 5 mg/kg. A variação percentual da PAM nessas doses foi de 21, 

28 e 54 %, respectivamente quando comparados com valores basais anteriores a 

administração de t-DCTN (Figura 14). 

 

Na freqüência cardíaca (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%) não apresentou mudança significativa em 

comparação aos valores basais. O mesmo volume do veículo (20 µL de DMSO 3% em 

salina) não produziu mudanças significativas na PAM ou na FC (Figura 15). 

 

Os efeitos da dose de 10 mg/kg de t-DCTN foi estudado na ausência e presença 

de atropina (5 mg/kg), propranolol (2 mg/kg), hexametônio (30 mg/kg) e L-NAME (10 

mg/kg). 

 

A administração de atropina (5 mg/kg) ou propranolol (2 mg/kg) não bloqueou 

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



 

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

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

 

L-NAME sozinho causou um aumento significativo na PAM o que não foi 

observado quando este foi associado com a t-DCTN (10 mg/kg). Os valores da PAM 

obtidos com L-NAME em associação com a t-DCTN não foram estatisticamente diferentes 

dos valores basais indicando um bloqueio efetivo da t-DCTN evocando hipotensão 

(Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a pressão 

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 após a obtenção dos valores basais. Cada coluna 

representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = 

Recuperado ap<0,05 diferente significativamente do valor recuperado. 
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FIGURA 15. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) sobre a frequência 

cardíaca (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 após a obtenção da média basal. Cada coluna representa a média 

± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado ap<0,05; 
bp<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 após a 

obtenção da média basal. Cada coluna representa a média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado; a**p<0,01 diferente 

significativamente do valor basal; b**p<0,01 diferente significativamente do 

valor de atropina. 
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FIGURA 17. Efeito do pré-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 

após a obtenção da média basal. Cada coluna representa a média ± erro padrão 

da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado a**p<0,01 diferente 

significativamente do valor basal; b**p<0,01 diferente significativamente de 

propranolol. 
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FIGURA 18. Efeito do pré-tratamento com hexametônio (Hexa) na resposta 

hipotensiva da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em ratos 

normotensos anestesiados. A t-DCTN (10 mg/kg) e o hexametônio (Hexa, 

30 mg/kg) foram administrados por via intravenosa em ratos normotensos 

anestesiados após a obtenção da média basal. Cada coluna representa a média 

± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado; a**p<0,01 

diferente significativamente do valor basal; b*p<0,05 diferente 

significativamente do valor Rec (basal); c**p<0,01 diferente 

significativamente de Hexametônio; d*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 após a 

obtenção da média basal. Cada coluna representa a média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) para 6 animais. Rec = Recuperado a**p<0,01 diferente 

significativamente do valor basal; b*p<0,05 diferente significativamente do 

valor Rec (basal); c*p<0,05 diferente significativamente de L-NAME; 
d**p<0,01 diferente significativamente de t-DCTN. 
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5.7. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em átrio isolado de ratos 
 
 
 

Para estudar o efeito da t-DCTN na frequência de contração cardíaca, foi 

utilizado o átrio direito isolado de rato. A Figura 20 mostra o efeito cronotrópico negativo 

da t-DCTN na freqüência de contração espontânea do átrio isolado de ratos. A t-DCTN 

produziu um inibição de forma dose-dependente na freqüência da atividade mecânica 

espontânea com valores de CI50 de 69,3 [37,5 – 128,1] µg/mL. Atropina (2 x 10-7 M) não 

bloqueou o efeito cronotrópico negativo da t-DCTN. A CI50 para este efeito foi de 56,3 

[28,0 – 113,4] µg/mL. 

 

A adição de isoproterenol isoladamente (10-12 - 10-3 M) aumentou a frequência 

com valores de pD2 de 9,1 [9,5 – 8,7]. Entretanto, o isoproterenol quando administrado na 

presença da t-DCTN na concentração de 69,3 µg/mL, concentração esta que causou 50% 

de inibição na freqüência, não teve a frequência atrial alterada pela t-DCTN na freqüência 

atrial. Porém, esta foi eficazmente bloqueada pelo propranolol (1 µM), um antagonista β-

adrenérgico (pD2 = 6,3 [7,0 – 5,7]) (Figura 21). 

 

Na estimulação elétrica do átrio esquerdo isolado de rato, t-DCTN sozinha 

produziu aumento na força de contração estatisticamente significativo (Figura 22). Além 

disso, não conseguiu modificar o efeito cronotrópico positivo do cálcio como observado 

nos valores obtidos de pD2 na ausência e presença da t-DCTN (69,3 µg/mL, e.v.). Os 



 

valores de pD2 para o cálcio foram na ordem de 4,43 [4,6 – 4,2] e 4,57 [4,8 – 4,2], 

respectivamente (Figura 23). 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 20. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na frequência da 

atividade mecânica espontânea do átrio direito isolado de rato. Após 

um período de equilíbrio, curvas concentração-resposta para a t-DCTN (0,1 - 

100 µg/mL) foram obtidas na presença e na ausência de atropina (2x10-7 M). 

Cada ponto representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 5 

animais. 
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FIGURA 21. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na frequência da 

atividade mecânica espontânea do átrio direito isolado de rato. A 

figura demonstra a resposta cronotrópica positiva do isoproterenol (10-12 – 10-3 

M) no átrio isolado de rato e o efeito da pré-incubação de propranolol (1µM) 

ou da t-DCTN (69,3 µg/mL, dose que causou 50% de inibição da frequência 

atrial). Cada ponto representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 5 

animais. 
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FIGURA 22. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) na contratilidade do 

átrio esquerdo de rato estimulado eletricamente in vitro. O painel A 

representa o aumento percentual da força de contração na presença de 

diferentes concentrações de t-DCTN (1-80 µg/mL). Em B é mostrado um 

gráfico representativo do efeito inotrópico positivo da t-DCTN. Cada ponto 

representa a média ± erro padrão 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 átrio de rato estimulado eletricamente 

in vitro na presença de CaCl2. Curvas concentração-resposta para o CaCl2 

sozinho e após 10 minutos de incubação com a t-DCTN (69,3 µg/mL, dose 

que causou 50% de inibição da frequência atrial). A t-DCTN não 

potencializou nem antagonizou a contratilidade induzida pelo cálcio. Cada 

ponto representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 5 animais. 
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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 µM) em preparações de 

anel de aorta com endotélio intacto (e+) e endotélio removido (e-) produzindo contrações 

tônicas. A t-DCTN nas maiores concentrações (100 e 300 µg/mL) produziu efeito 

relaxante contra a contração induzida pela fenilefrina. L-NAME (100 µM) quando 

adicionado as preparações de anel de aorta com endotélio intacto (e+), induziu um aumento 

nas contrações produzidas pela fenilefrina. 

 

Na Figura 25 A, podemos observar que a incubção do veículo (3% de Tween 

80), utilizado para diluir a t-DCTN, não produziu efeito significativo no tônus vascular. 

Nas preparações com endotélio intacto ou nas preparações pré-tratadas com 

com L-NAME (100 µM), o efeito relaxante da t-DCTN nas altas concentrações (100 e 300 

µg/mL) persistiu (Figura 25 B). Contudo, nas preparações com anéis de aorta com 

endotélio removido, a resposta relaxante da t-DCTN ocorreu na concentração de 30 µg/mL 

(Figura 26). 

 

O nitroprussiato de sódio (SNP) foi adicionado as preparações ao final do 

experimento, aplicado no platô da resposta contrátil tônica da fenilefrina (1 µM), 

demonstrando a atividade do tecido. 

 



 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
FIGURA 24. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta de 

rato com e sem endotélio pré-contraídos com fenilefrina. O 

relaxamento induzido pela t-DCTN (1 - 300 µg/mL) em anéis de aorta pré-

contraídos com fenilefrina (1 µM) com endotélio intacto (t-DCTN - e+), 

desnudo (t-DCTN - e-) ou pré-tratados com L-NAME (t-DCTN - e+ + L-

NAME). Cada ponto representa a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 

5 animais. 
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FIGURA 25. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta intáctos de rato pré-contraídos com 

fenilefrina. O painel A mostra a adição do veículo (Tween 80) isovolumetricamente ao banho e o efeito relaxante da t-

DCTN (100 µg/mL). O painel B mostra o traçado registrado em polígrafo representativo do efeito relaxante induzido pela t-

DCTN (1 - 300 µg/mL) em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 1 µM) e o pré-tratado 

com L-NAME (100 µM) aplicado no platô da resposta contrátil à fenilefrina. 
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FIGURA 26. Efeito da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) em anéis de aorta de rato desendotelizados pré-contraídos com 

fenilefrina. Traçado registrado em polígrafo representativo do efeito relaxante da t-DCTN (1 – 300 µg/mL) em anéis de 

aorta desendotelizado pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 1 µM). O painel demonstra que os anéis de aorta estão sem 

endotélio pela adição de acetilcolina (Ach - 1 µM) e não obtendo resposta relaxante. Ao final do experimento ocorre o 

relaxamento pela adição de nitroprussiato de sódio (SNP - 1 µM) aos anéis pré-contraídos com fenilefrina (Phe – 1 µM). 
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6. DISCUSSÃO 
 
 

A biotecnologia pode, potencialmente, ser utilizada em muitos problemas de 

saúde em todo o mundo (DANT, 2002). A biodiversidade brasileira, com numerosos 

biomas, incluindo o Cerrado, a Floresta Amazônica, o Pantanal, Caatinga e Floresta 

Atlântica, é incomparável no continente sul-americano e em todo o mundo, possuindo 

regiões com grandes potenciais na descobertas de novas drogas. 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS), tem enfatizado o papel dos genomas 

na melhoria da saúde nos países em desenvolvimento. Em resposta a isso, em 2004 um 

banco de DNA foi instalado no Jardim Botânico do Rio de Janeiro com o objetivo de 

preservar o material genético de espécies vegetais com risco de extinção e o 

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

 

O governo tem criado regulamentos para o uso destes recursos, o qual pode 

reforçar o potencial do país no intuito de capitalizar sua biodiversidade na produção de 

novos fármacos objetivando o interesse nacional e mundial. De acordo com a OMS (WHO, 

1991), a diabetes afetou cerca de 33 milhões de pessoas na América do Sul em 2000, e em 

2030 espera-se um aumento para 66,8 milhões de pessoas que sofrerão com esta doença. O 

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

 



 

A demanda no setor público de saúde, 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 o desenvolvimento da insulina recombinante humana 

nos anos 90, resultado da pesquisa em parceria entre a Universidade Federal de Minas 

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

 

Em anos recentes, vários extratos de plantas e seus constituintes ativos, que 

apresentam potencial atividade antidiabética, têm sido investigados, com objetivo de 

desenvolver fitofármacos de baixo custo para tratar a diabetes e complicações associadas à 

doença. Uma das espécies de plantas é a Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), uma 

planta da Amazônia, importante na região, e muito utilizada na medicina tradicional no 

tratamento de problemas de fígado e rins (DI STASI et al., 1989; MARTINS, 1989). A 

casca do caule é usada no tratamento da diabetes e na diminuição do “mau” colesterol no 

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

 

Estudos prévios estabeleceram efeitos antiinflamatórios, gastroprotetor, 

antihiperglicêmico e antihiperlipidêmico 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 já estabelecidos da t-DCTN mostram uma 

estrita correlação com o uso tradicional do material da casca nas doenças estomacais, 

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

 



 

Os custos associados com a pesquisa farmacêutica e o desenvolvimento de novas 

drogas têm aumentado substancialmente nos últimos anos, com a diminuição paradoxal no 

número de novas moléculas aprovadas. Estima-se que aproximadamente 50 bilhões de 

dólares sejam gastos com o desenvolvimento de apenas 18 novas moléculas. Embora para 

aprovação de uma nova droga eram necessários cerca de U$ 140 milhões em 1970 e U$ 

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

 

A área da pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos parece sofrer com os 

custos na produção de novos medicamentos, além do mais um número substancial de 

drogas que alcançam as fases II e III não são utilizados na clínica (DIX, 2004). Se a 

avaliação da segurança fosse realizada satisfatoriamente nos ensaios pré-clínicos, poderia 

melhorar a eficiência e diminuir os custos nas pesquisas e desenvolvimento de novos 

fármacos. Em um passado recente, muitas drogas foram retiradas do mercado devido aos 

ensaios insuficientes de segurança nos estudos pré-clínicos. 

 

Alguns exemplos foram: astigmazol, uma droga antialérgica, associada com 

aumento da mortalidade em homens e mulheres devido à prolongação do intervalo QT 

(SHOUTEN, 1991); triglitazona pertencente à classe denominada tiazolidinas (TDZs), 

efetivo em controlar a glicemia mas foi retirado do mercado devido a sérios efeitos 

hepatotóxicos (ISLEY, 2003), além de provocar edema e insuficiência cardíaca congestiva, 

conhecidos efeitos colaterais dos TDZs, particularmente quando combinado com insulina 

em pacientes portadores de diabetes tipo 2 (DELEA, 2003) e risco de ataque cardíaco, 

choque e morte em pacientes que fazem uso de agentes antiinflamatórios 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 & 

JAMALI, 2004; GOTTLIEB, 2005). 

 

Há uma grande discussão sobre o provável efeito hepatotóxico 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 os prováveis efeitos hepatotóxicos dos extratos 

de Croton cajucara e seu constituinte bioativo, t-DCTN. Estudos com pessoas obesas que 

fazem uso desta planta por longos períodos têm demonstrado que estas pessoas sofrem com 

hepatite tóxica. Os estudos mostram ainda que a t-DCTN é citotóxica para fibroblastos V79 

e tóxica para hepatócitos de ratos in vitro e que a hepatotoxicidade parece ser uma possivel 

limitação para o seu uso clínico (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 antiinflamatório, 

gastroprotetor, hipoglicêmico e hipolipidêmico, interessou-nos verificar seu potencial 

terapêutico e segurança através do modelo de toxicidade utilizando Artemia sp, além de 



 

uma possível atividade citotóxica em culturas de hepatócitos primários e células 

mesencefálicas in vitro. 

 

Um dos fatores a ser considerado no estágio inicial no desenvolvimento de um 

droga é a avaliação in vitro da potencial toxicidade de um novo fármaco, sob estudo, que 

pode dar indicação da toxicidade in vivo (LUBER-NAROD et al., 2001). Assim, a 

avaliação de toxicidade in vitro é uma ferramenta indispensável na seleção de compostos 

com propriedade indesejáveis. 

 

Artemia sp (Artemidae), uma larva de camarão de salmoura, é um invertebrado 

usado como teste alternativo para se determinar a toxicidade de produtos naturais e 

químicos. Este teste foi empregado no presente estudo como objetivo de relacionar os 

resultados dos valores da CL50 registrados em cultura de células. Os resultados mostram 

que a CL50 da t-DCTN no teste de Artemia foi 670 ± 80 µM (200 ± 25,60 µg/mL), contra os 

valores da CL50 de 310 e 180 µM, observados nas culturas de leucemia humana 

promielocitica (HL60) e células 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 cancerígenas que células normais. Os 

dados mostram que a toxicidade para Artemia é comparativamente menor que nas culturas 

de células cancerígenas. 

 

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 os 



 

camundongos foram tratados com 20 mg/kg de t-DCTN foi obtida atividade antitumoral, 

significante (%T/C = 80%) como verificado por um aumento na sobrevivência dos animais. 

Além disso, t-DCTN não mostrou citotoxicidade in vitro no carcinoma de Ehrlich até 1 

mM. 

 

Nos estudo de Agner e colaboradores (2001), t-DCTN não exibiu genotoxicidade 

nem citotoxicidade às células de médula óssea de camundongos nos ensaios de micronúcleo 

e aberração cromossômica, respectivamente. Embora não esteja claramente estabelecida 

sua seletividade tóxica às células normais ou tumorais, os dados experimentais obtidos in 

vivo fornecem base para uma potencial aplicação de t-DCTN na quimioterapia do câncer, 

bem como, no tratamento da diabetes e úlcera gástrica. 

 

O efeito da t-DCTN foi investigada no modelo de neurotoxicidade induzida por 

6-hidroxidopamina (6-OHDA) em culturas de células mesencefálicas primárias. A t-DCTN 

per se não diminui a viabilidade celular nas concentrações de 3, 10 e 30 µM, como 

evidenciado pelo teste do MTT. Uma diminuição nos valores de MTT correlaciona-se 

diretamente com morte celular. Porém, exposição prévia das culturas neuronais nas 

concentrações de t-DCTN (3, 10 e 30 µM) ofereceu significante proteção contra toxicidade 

celular induzida por 6-OHDA. 

 

Evidencias indicam que 6-OHDA produz espécies reativas de oxigênio tais como 

ânion superóxido, radicais hidroxilas e peróxido de hidrogênio e induz apoptose em células 

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



 

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

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

 

A neurotoxina 6-OHDA parece destruir não apenas os neurônios 

dopaminérgicos, mas também outras células presentes na cultura. Isto foi observado no 

experimento, onde neurônios dopaminérgicos representam 10% das células nas culturas e 

uma diminuição da viabilidade celular, acima de 50% foi obtido no teste com MTT, o que 

certamente reflete uma diminuição na atividade metabólica em outras células. Estudos de 

RIOBO e colaboradores em 2002 sugerem que a formação de peroxinitrito durante as 

reações redox se dá após reação de 6-OHDA com óxido nítrico. Devido a tal possibilidade, 

foi analisado o aumento de 6-OHDA associado ao aumento na produção de NO (como um 

indicador do estresse oxidativo) em culturas de células na presença e ausência 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 

mesencefálicas primárias que mostram o efeito neuroprotetor de um diterpeno clerodano. 

Porém, estudos posteriores são necessários para mostrar a eficácia em modelos in vivo e 

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

 

Embora várias linhagens celulares como de hepatoma sejam usadas na avaliação 

de toxicidade e estudo de mecanismo, estas células não podem ser utilizadas em triagens de 

toxicidade mediada por metabólitos reativos, devido a suas deficiências para certas funções 



 

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

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

 

Os dados obtidos nos estudos de WANG e colaboradores em 2002 sugerem que 

o uso de culturas de células primárias de hepatócitos de ratos permitem analisar mais 

precisamente a citotoxicidade de compostos os quais são conhecidos por serem 

influenciados pelo metabolismo hepático. A t-DCTN também foi testada em cultura 

primária de hepatócitos de ratos para verificar uma possível toxicidade. 

 

Estudos in vivo e in vitro têm mostrado que etanol induz danos hepáticos 

(FRANK & RAICHT, 1985; FRENCH, 1996; BAILEYM et al., 1998). Em adição, a 

ingestão excessiva de alcool está tambem associada com danos à mucosa gástrica 

(KVIETYS et al., 1990). Uma vez que, em estudos anteriores, a t-DCTN demonstrou 

gastroproteção contra danos hepaticos induzidos por etanol, o presente estudo tem por 

objetivo avaliar o efeito de várias concentrações de etanol sobre a morte celular em cultura 

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

 

Os resultados obtidos mostram que o etanol nas concentrações variando de 1 a 8 

mM e t-DCTN nas concentrações de 0,3 a 300 µM reduziram a viabilidade celular de forma 

concentração-dependente. Vários trabalhos têm mostrado que o etanol aumenta a morte de 

hepatócitos através do estresse oxidativo. Na citotoxicidade induzida por etanol, radicais 

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



 

et al., 1993) ou por disfunção mitocondrial após redução do conteudo de GSH e geração de 

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

 

No passado, a pesquisa experimental e clínica confirmou a eficácia 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 experiência 

tradicional e sabedoria popular e a partir daí os mecanismos e vias da ação destas plantas, 

foram sendo descobertos, confirmando, nos estudo clínicos, a eficácia terapêutica de certas 

plantas ou extratos derivados de plantas. Por outro lado, as formulações a base de plantas 

medicinais também são importantes fontes de danos hepáticos in vivo. 

 

Não é surpresa, já que o fígado é predominantemente um local de “clearence”, 

biotransformação e excreção de drogas. A partir do uso tradicional do extrato da sacaca 

(Croton cajucara) nas doenças hepáticas, da hepatotoxicidade registrada após o uso crônico 

em algumas pessoas e da toxicidade observada in vitro da t-DCTN aos hepatócitos, 

verificamos um possível efeito hepatoprotetor, nos modelos de hepatotoxicidade induzida 

por acetaminofeno e galactosamina/LPS em camundongos. 

 

Acetaminofeno é uma droga amplamente utilizada na clínica devido aos efeitos 

analgésicos e antipiréticos. Uma overdose dessa droga, na forma acidental ou intencional 

(tentativa de suicídio), ou mesmo em combinação com consumo abusivo de álcool, causa 

insuficiência hepática fuliminante e contribui significativamente para aumentos nos gastos 



 

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

2002). 

 

Insuficiência hepática induzida por acetaminofeno é a segunda causa de 

transplante de fígado e explica os níveis consideráveis de morbidade e mortalidade (LEE, 

2004). A hepatotoxicidade é resultado da formação do metabólito tóxico, N-acetil-p-

benzoquinonaimina (NAPQI) pelo citocromo P4502E1 que pode induzir depleção, dose 

dependente, da glutationa intracelular (GSH) e pertubarções na homeostase do cálcio (LEE 

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

 

Quando os níveis de GSH no fígado estão esgotados, o metabolito reativo liga-se 

covalentemente as proteínas celulares, incluindo as proteinas da membrana plasmática e 

mitocôndria. Isto pode resultar na redução da atividade Ca2+ ATPase e aumento nos níveis 

de Ca2+  citosólico. Os efeitos diretos das proteinas mitocondriais modificadas ou aumento 

na captação do Ca2+ pode, ambos, levar a um aumento na quantidade de superóxido 

(JAESCHKE et al., 2003). 

 

Atualmente, N-acetilcisteína (NAC) é o tratamento de escolha, uma vez que 

aumenta os níveis de GSH no citosol hepático e mitocondrial para destoxificar o metabólito 

altamente reativo e citotóxico, NAPQI (MITCHELL et al., 1973). Em nossos experimentos, 

acetaminofeno, administrado por via oral, a camundongos, na dose de 500 mg/kg, causou 

uma necrose hepática centrolobular fatal, o que foi evidenciado pela alto indice de 

mortalidade, mudanças histológicas e bioquímicas.  



 

Além disso, a elevação 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-acetilcisteína (NAC), um conhecido hepatoprotetor e repositor de sulfidrilas 

(PRESCOTT, 2000) preveniu o aumento das transaminases séricas. A melhoria nos níveis 

da GSH pelo NAC é considerado o mais significante mecanismo de proteção por esta droga 

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

 

NAC é conhecido por atuar no aumento da concentração intracelular de 

glutationa reduzida (GSH) e/ou por inibir espécies reativas do oxigênio (ARUOMA et al., 

1989). GSH é um tripeptídeo formado por glutamato, cisteína e glicina sendo um 

importante antioxidante na defesa do hospedeiro. Similar ao NAC, t-DCTN restabeleceu os 

níveis hepáticos de GSH depletados pelo acetaminofeno, presumivelmente devido a 

diminuição do metabólito tóxico, N-acetil-p-benzoquinonaimina (NFPQI). Ao contrário do 

NAC, t-DCTN falhou em modificar ou reduzir o aumento de MDA induzido por 

acetaminofeno. 

 

Os escores de lesão hepática indicam apenas uma proteção parcial no grupo 

tratado com t-DCTN na dose de 50, mas não na dose de 25 mg/kg no modelo de toxicidade 

induzida por acetaminofeno. Os cortes obtidos a partir do fígado mostraram necrose 

centrilobular com infiltrações de células inflamatórias nos camundongos tratados apenas 

com acetaminfeno. Necrose centrilobular, uma característica da hepatotoxicidade por 

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



 

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

evidenciado pela atenuação na depleção da GSH. 

 

Além disso, a congestão e a infiltração de células inflamatórias induzidas pelo 

acetaminofeno foi consideravelmente diminuido pela t-DCTN, indicando uma possivel 

ação antiinflamatória. Recentemente, GARDNER e colaboradores em 2003, verificaram o 

papel potencial dos mediadores inflamatórios usando camundongos transgênicos 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 antiinflamatória da t-DCTN 

(CARVALHO et al., 1996). Assim, nós propomos que o efeito hepatoprotetor da t-DCTN 

pode possivelmente envolver, em parte, uma ação antiinflamatória e em parte uma possivel 

inibição da atividade do citocromo P450. Ultimamente, há um maior interesse na procura 

de inibidores do citocromo P450 que possuem potencial terapêutico na prevenção de danos 

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

 

Sabe-se que o metabolismo e conjugação do pentobarbital ocorre no fígado, 

sobretudo no Citocromo P450 (NEBERT & GONZALEZ, 1997). Uma possível inibição 

das enzimas do Citocromo P450 e formação do NAPQI, via citocromo P450E1, o qual é 

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



 

hepatoproteção, se a t-DCTN inibe ou não algumas isoformas específicas do citocromo 

P450, e para isso serão necessário estudos posteriores. 

 

Examinamos os efeitos da t-DCTN em um modelo, in vivo, de hepatite tóxica 

induzido por GalN/LPS que é caracterizado por apoptose e subsequente lise das células 

hepáticas (LEIST et al., 1996). Lipopolissacarídeo (LPS) é um componente da membrana 

externa de bactérias gram-negativas, as quais são usadas frequentemente em combinação 

com GalN para induzir danos hepáticos em roedores por aumento na produção de TNF-α 

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

 

TNF-α é sintetizado e secretado por macrofágos, incluindo células de Kupffer - 

macrófagos residentes no fígado, em resposta a estimulação por LPS. Nas doses de 25 e 50 

mg/kg, por via oral, t-DCTN inibe a necrose hepática e oferece proteção contra a 

mortalidade no modelo de hepatotoxicidade induzido GalN/LPS como evidenciado por 

diminuição nos níveis das transaminases séricas, ALT e AST. Além disso, t-DCTN 

preveniu moderadamente as alterações histopatológicas, principalmente a necrose e a 

hemorragia, de forma notavelmente melhor que a dexametasona, uma droga 

antiinflamatória esteroidal. Tem-se demonstrado que a apoptose precede a necrose nas 

células hepáticas e que a prevenção desta por inibidores de caspases que modulam os 

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 substâncias têm mostrado inibir TNF, incluindo 

antioxidantes (XIE et al, 1999), inibidores da fosfolipase A2 (SPRIGGS et al., 1990), óxido 

nítrico 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 não analisaram a extensão da apoptose como causa do dano 

hepático em camundongos tratados com GalN/LPS. Diferente da necrose, a apoptose tem 

sido considerada via de eliminação (morte) de células não inflamatórias (HE et al., 2001). 

Apoptose per se não é a causa direta da injúria hepática, o que é em grande parte devido a 

infiltração de neutrófilos (LEIST et al., 1996). 

 

Compostos com atividade antiinflamatória podem impedir danos celulares no 

modelo de hepatotoxicidade induzido por GalN/LPS. CARVALHO e colaboradores em 

1996, demonstraram o efeito antiinflamatório utilizando t-DCTN e a hepatoproteção 

observada em nossos estudos poderia estar relacionada a uma ação observada com 

catequinas (HE et al., 2001). A t-DCTN atenuou a depleção da glutationa nos tecidos 

hepáticos associada a GalN/LPS, sugerindo um possível mecanismo antioxidante. 

 

Neste contexto, é bom relembrar que certos agentes antiinflamatórios, como 

diclofenaco, pode induzir danos ao figado através de vários mecanismos tais como 

permeabilidade mitocondrial (MASUBUCHI et al., 2002), ativação do citocromo P450 

(CANTONI et al., 2003) e produção de espécies reativas do oxigênio (GOMEZ-LECHON 

et al., 2003). 

 



 

Nossos estudos sobre a t-DCTN são consistente com os trabalhos de HANDA & 

SHARMA (1990) os quais observaram uma hepatoproteção 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 hepatoproteção exercido pela t-DCTN contra hepatotoxicantes 

pode incluir proteção contra a depleção de glutationa, ativação de metabólitos e ação 

antiinflamatória. Assim, o mecanismo da glutationa é vital para manter uma variedade de 

funções intracelulares incluindo detoxificação, antioxidante e balanço redox (KIDD, 1997). 

 

Como parte da avaliação de segurança, este estudo foi realizado para verificar os 

efeitos da t-DCTN nos parâmetros hemodinâmicos, particularmente em relação aos seus 

efeitos sobre a pressão sanguínea e freqüência cardíaca. Estudo anterior (GUERRERO, 

2004), mostrou que a t-DCTN possui atividade vasorelaxante, mas seu potencial 

hipotensivo ou sua atividade antihipertensiva não foi investigado. 

 

Os resultados mostram que a t-DCTN em altas doses (10 e 15 mg/kg) induz 

hipotensão e bradicardia significantes, quando administrada intravenosamente, enquanto 

em baixas doses (5 mg/kg), produz apenas ligeira e insignificante queda da pressão arterial 

média (PAM). Uma vez que a PAM e a freqüência cardíaca dependem diretamente da 

função colinérgica (JANSSEN, 2000), nós verificamos os efeitos do pré-tratamento de 

atropina e hexametônio. 

 



 

A ação hipotensiva da t-DCTN não foi afetada nos animais pré-tratados com 

atropina, um agente anticolinérgico, e hexametônio, um bloqueador ganglionar. 

Hexametônio per se induziu queda na PAM, a qual foi acentuada (efeito aditivo) quando 

associado com t-DCTN. Propranolol, um antagonista β-adrenérgico também falhou em 

modificar a resposta hipotensiva da t-DCTN. Estes resultados indicam que outro(s) 

mecanismo(s), não colinégico e não β-adrenérgico, pode(m) estar envolvido(s) na ação 

hipotensiva da t-DCTN. 

 

O alvo celular da hipotensão induzida pela t-DCTN é presumivelmente as células 

endoteliais e/ou as células da musculatura lisa. O desenvolvimento das lesões vasculares 

tem sido associado ao efeito farmacológico de drogas, uma vez que o alvo farmacológico é 

frequentemente localizado nestas células. Vários receptores (endotelina, dopamina 1 – D1, 

prostaciclina e adenosina, canais de K+ e óxido nítrico) presentes nas células endoteliais 

e/ou da musculatura lisa, regulam o tônus 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 interação farmacológica com os alvos 

moleculares que iniciam uma série de cascatas interativas entre os componentes celulares e 

não-celulares, levando a eventuais danos. Assim, uma alteração neste delicado balanço 

resulta em perda da vasoconstricção ou vasodilatação podendo levar a danos vasculares. 

 

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

significante na força de contração cardíaca. O pequeno aumento na força de contração não 



 

reflete uma possivel inibição Na+, K+-ATPase. Estudo prévios têm mostrado que o átrio 

esquerdo de ratos normotensos tem uma grande reserva de receptores β-adrenérgicos 

(DOGGRELL, 1990). É provável que o efeito da t-DCTN seja devido a uma liberação 

endógena de noradrenalina e/ou possivelmente estar associado com a mobilização de 

cálcium intracelular através do aumento da atividade de PKC, que é consistente com a 

observação que a t-DCTN não exibe antagonismo ao cálcio no átrio direito de rato. 

Paradoxalmente, t-DCTN induziu um efeito cronotrópico negativo no batimento do átrio 

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

 

Com o objetivo de estudar este mecanismo básico, átrios foram incubados com 

atropina, um agente bloqueador muscarínico. Este tratamento falhou em reverter o efeito 

cronotrópico negativo da t-DCTN, sugerindo que este efeito não envolve a estimulação de 

receptor muscarínico. O diterpeno também falhou em modificar o efeito cronotrópico 

positivo induzido pela isoprenalina, indicando que o bloqueio dos receptores β-

adrenérgicos não estão envolvidos nesta ação. Estes dados sugerem que outro mecanismo, 

não colinérgico e não β-adrenérgico, esteja envolvido na ação depressora da t-DCTN no 

átrio direito. 

 

É interessante notar, a partir do presente estudo, que L-NAME, um inibidor da 

óxido nítrico sintase, causou, per se, uma significante elevação da PAM a partir do nível 

basal, o qual foi, porém, inibido quando associado com t-DCTN. Esse resultado sugere uma 

possível participação da óxido nítrico sintase depende do endotélio (eNOS) na ação 

hipotensiva da t-DCTN. Contudo, uma ação direta sobre o músculo cardíaco ou sobre a 



 

musculatura lisa vascular necessitaria ser investigada. Desta forma, nós verificamos um 

possível efeito relaxante da t-DCTN sobre preparações de anéis de aorta isolado e pré-

contraídos com fenilefrina, com o endotélio intacto ou desnudo. 

 

Nas preparações com endotélio intacto, t-DCTN produziu um relaxamento 

concentração-dependente. Por outro lado, utilizando o endotélio desnudo ou tecido pré-

tratados com L-NAME, a resposta relaxante a 30 µg/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 concentrações (100 e 300 µg/mL), o efeito relaxante da t-

DCTN persiste mesmo após a remoção do endotélio, indicando mecanismos dependente e 

independente do endotélio no efeito vasorelaxante da t-DCTN. Esta observação está 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 hipertensão em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ou 

induzidos hipertensão com drogas como o L-NAME ou desoxicorticosterona (DOCA-Salt). 



 

 

7. CONCLUSÕES 
 
 
 

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

delinear as seguintes conclusões: 

 
 

 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN), um diterpeno isolado do Croton cajucara 

(sacaca), apresentou baixa toxicidade para o teste de Artemia sp sendo sua CL50 de 

670 ± 80 µM, exercendo portanto, mais toxicidade para células cancerígenas. Os 

dados fornecem uma base para uma potencial aplicação da t-DCTN na 

quimioterapia do câncer, bem como, no tratamento da diabetes e úlcera gástrica. 

 

 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) per se não apresentou neurotoxicidade em 

cultura de células mesencefálicas e demonstrou uma significante neuroproteção 

contra a toxicidade celular induzida pela 6-OHDA. 

 

 Em cultura primária de hepatócitos, a trans-desidrocrotonina (t-DCTN) per se 

diminuiu a viabilidade celular de forma concentração-dependente, semelhante ao 

etanol. 

 

 A administração oral de trans-desidrocrotonina (t-DCTN) ofereceu proteção 

moderada contra a hepatite tóxica induzida pela administração de acetaminofeno 



 

em camundongos. Neste modelo, a t-DCTN demonstrou similaridade como a 

mostrada pela N-Acetilcisteína (NAC) evidenciado pela melhoria dos níveis de 

glutationa (GSH), considerado o mais significante mecanismo de proteção na 

toxicidade induzida pelo acetaminofeno. 

 

 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) oferece proteção contra a hepatite tóxica 

induzida pela administração de GalN/LPS em camundongos evidenciado pela 

capacidade de inibir a depleção de glutationa, como também os níveis das enzimas 

ALT e AST, e os escores de lesão hepática. 

 

 O efeito hepatoprotetor da trans-desidrocrotonina (t-DCTN) pode possivelmente 

envolver, em parte, uma ação antiinflamatória e em parte uma possível inibição da 

atividade do citocromo P450, necessitando de estudos futuros. 

 

 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) induz hipotensão e bradicardia significantes. 

Os resultados indicam que outros mecanismos que não o colinérgico e o 

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

 

 A trans-desidrocrotonina (t-DCTN) exibiu aumento significante na força de 

contração cardíaca. Os dados sugerem que outros mecanismos que não o 

colinérgico e o adrenérgico, pode estar envolvido na ação depressora da t-DCTN 

no átrio de rato. 



 

 Em preparações de anéis de aorta isolado pré-contraídos com fenilefrina, a trans-

desidrocrotonina (t-DCTN) produziu um efeito relaxante de forma concentração-

dependente tanto nas preparações 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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