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RESUMO

O Croton cajucara BENTH (SACACA) é uma planta da regido Amazonica utilizada no
tratamento de varias doencas. Objetivamos verificar sua agdo antioxidante por testes
in vitro e in vivo. Como teste quimico foi utilizado 1,1-difenil 2-picrilhidrazil (DPPH®),
nos testes bioldgicos in vitro foram utilizadas células eucaridticas de levedura
Saccharomyces cerevisiae e in vivo foram utilizados ratos machos Wistar divididos
em quatro grupos: I-Controle (n=5); II-Controle+SACACA (n=10) (extrato de folhas
1g/20mL H,0 fervida—15min na dose de 1,5mL i.g.); II-PQ (n=8) (50mg/kg i.p.); IV-
SACACA+PQ (n=10). O estresse oxidativo foi induzido por PQ aplicado no quinto dia
do uso de sacaca. Apds 24 horas os animais foram mortos e realizadas provas de
integridade hepatica (PIH), avaliacdo da lipoperoxidacao - LPO (Substancias reativas
ao acido tiobarbitarico — TBARS nmol/mgprot. e quimilumunescéncia — QL
cps/mgprot.) e quantificacdo da enzima superéxido dismutase — SOD U/mg de prot..
A andlise estatistica ANOVA foi seguido de Newman-Keuls - p<0,05. Nos testes
quimicos o valor de DPPH*® para o grupo sacaca foi 9,39%+1,20 comparado com a
vitamina E 12,59%+0,54. In vitro o percentual de sobrevivéncia das células com
sacaca foi 100% em quanto no grupo PQ (10mM) foi 51,53%+0,00. Quando tratadas
previamente com sacaca+PQ a sobrevivéncia foi 81,24%+0,50 na concentracdo de
0,001% e 62,42%+0,51 a 0,01%. No modelo in vivo na LPO por TBARS observou-se
gue o grupo |V difere dos grupos I, Il [(I) 0,416%0,09; (1) 0,209+0,016; (IIl) 1,56+0,08;
(IV) 0,236+0,029*] e por QL denotou-se diferenca do grupo Ill em relagéo aos grupos
Il e I [(I) 3657,57+£395,0; (Il) 3467,42+227,85; (Ill) 6336,40+208,9**; (IV)
4727,0+254,0]. A atividade da enzima SOD apresenta diferenca do grupo Il em
relacdo aos demais [(I) 5,04+0,62; (II) 1,765+0,147; (lll) 13,05+ 1,04***; (1V)
5,203+0,443]. Nas PIH n&o houve diferenca entre os grupos. Os dados obtidos
sugerem que o extrato da Sacaca apresenta efeito antioxidante nos diferentes testes
estudados.
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INTRODUCAO

A espécie Croton cajucara Benth da familia (Euphorbiaceae) € encontrada
freqientemente na regido Norte do Brasil. Na Amazo6nia, € popularmente conhecida
como Sacaca e significa “feitico” na lingua Tupi, e representar um recurso medicinal

de grande importancia no tratamento de varias doencas (1).

A folha e a casca do caule dessa planta sdo utilizadas de forma empirica pela
populacdo na forma de cha, para o tratamento da diabetes, diarréia, malarias, febre,
disturbios gastrintestinais, renais, hepaticos e no controle de niveis elevados de

colesterol(1).

O uso frequente dessa planta pela populacdo do Norte do pais foi um importante
incentivo para os estudos da Sacaca. Este trabalho visou a comprovacgéao dos efeitos
da espécie relacionados ao seu uso prolongado e essa situacéo relacionada aos

casos de hepatite toxica ocorridos em Belém (2).

Estudos mostram que varias doencas tém sido freqiientemente associadas com

danos oxidativos, pela formacdo de espécies ativas do oxigénio (EAO) e outros



radicais livres que podem ser produzidos por fontes exdgenas ou enddgenas. Uma

forma adequada de amenizar essa situacao é o uso de substancias antioxidantes(3).

As fontes exogenas de geracao de EAO incluem radiacéo, fumo, estresse, alguns
medicamentos e outras substancias como xenobidticos, compostos azo aromaticos

e bipiridil (4).

Nas membranas mitocondriais, encontram-se as proteinas transportadoras de
elétrons, principalmente os citocromos, que reduzem uma molécula de oxigénio a
agua durante o processo da respiracao celular. A reducéo requer quatro sucessivas
transferéncias de elétrons e essa teoria foi denominada de reducéo univalente. Dois
desses intermediarios sdo chamados de radicais livres. S&o eles: o anion superoxido

(O2") e o radical hidroxila (OH®) (3, 5).

Para proteger o organismo dessas EAO e do estresse oxidativo, tém-se 0s
antioxidantes enddégenos como a catalase, glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e antioxidantes exdgenos como vitamina A, vitamina E e a vitamina C
também chamado de &cido ascorbico. Varios autores descrevem ainda que os
fitoterapicos, entre eles os bioflavondides, teriam também acdo antioxidativa. Alguns
flavondides, como a rutina e a quercetina, ja estdo sendo estudados e apresentaram

bons resultados como antioxidantes (6-8).

O CcB é apenas uma de muitas outras plantas que sao indicadas em tratamentos
de disfun¢des hepéticas, controle de hiperglicemia e hiperlipidemia , utilizadas pela

populacdo sem que haja dados precisos quanto as interacdes e a posologia para
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sua utilizacdo. Mesmo sendo recomendada para tratamento de alteracdes hepaticas,
nao estdo claros seus provaveis efeitos positivos ou negativos sobre a funcéo

hepatica, assim como sua acéo anti ou pro-oxidante e sua atividade mutagénica (9).

A natureza nos oferece inumeras fontes de produtos naturais, representados
pela flora e fauna, que apresentam extraordinario reservatorio de substancias com
potencial terapéutico. O CcB, que é uma planta utilizada pela populacdo no
tratamento de diversas enfermidades de modo empirico, logo, torna-se passivel de
investigacbes importantes como a verificacdo das possiveis propriedades

antioxidantes dessa planta.
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1 REVISAO DE LITERATURA

“Observacbes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com freqiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar

de nédo terem seus constituintes quimicos conhecidos” (2).

1.1 Croton cajucara Benth

O uso de plantas medicinais no mundo € comum o consumo de fitoterapicos,
tornando validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante
séculos. De maneira indireta, essa modalidade de cultura medicinal desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem 0s conhecimentos

sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (2).

O género Croton, pela classificacdo taxonémica, pertence a ordem Euphorbiales
da subfamilia Crotonoideae que € um dos géneros mais numerosos da familia

Euphorbiaceae, possuindo representantes tanto medicinais, quanto toxicos (10, 11).



No Brasil, hd mais de 300 das 700 espécies desse género, muitas das quais, tém

suas propriedades quimicas e/ou farmacoldgicas ja conhecidas (2).

O Croton cajucara Benth distribui-se nas regifes Leste e Central da floresta
Amazonica, principalmente no Pard, junto ao estuario do Rio Amazonas, assim
como também no estado do Amapa. J4 no proprio estado do Amazonas, sO €

encontrado em plantacdes cultivadas(2).

O CcB, de nome popular Sacaca, € uma planta arbustiva de casca pulverulenta,
folhas alternas, lanceoladas, olentes, bastante comum na Amazonia. As
Euphorbiaceas tém importancia na medicina como fonte de toxinas e medicamentos.
Resinas e diterpenos do Croton sdo usados em estudos experimentais de iniciacao
de tumores e podem ser Uteis na terapia do cancer. Devido a diversidade bioquimica
da familia, parece provavel que usos medicinais adicionais possam ser descobertos,
uma vez que muitas pessoas na América, Asia e Africa utilizam essas plantas para
diversos males. Algumas espécies de Croton sdo usadas como cicatrizante e
antiinflamatorio; para doencas do aparelho digestivo, como antiviral, como

antimicrobiano e antitumoral (12, 13).

No estado do Para, as folhas e as cascas do caule dessa planta sao utilizados
em forma de cha ou pilulas no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre,
disturbios gastrintestinais, renais, hepaticos e no controle de niveis elevados de

colesterol. (2, 9, 14).
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A Sacaca também é comercializada em farméacias de manipulacdo e neste caso 0
po das cascas do caule € vendido em capsulas (concentracdo aproximada de 250
mg). Ja as folhas sdo comercializadas livremente, para disturbios do figado e auxilio
na digestdo de alimentos gordurosos. O p6 das folhas € vendido também em
farmacias de manipulacdo, com indicacdo hepatoprotetora e para dietas de
emagrecimento em alguns casos o p6 € misturado com pé do boldo do Chile (2, 15,

16).

Os primeiros estudos fitoquimicos com as cascas do caule do CcB foram
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal do Para. Desde entéo,

essa espécie, bem como outras do género, vém sendo investigadas (17).

Apesar de, o CcB possuir uma grande representatividade na medicina tradicional
da regido Amazobnica, até o final da década de 80, apenas uma avaliacédo

farmacoldgica havia sido efetuada com essa espécie (2, 18).

A Sacaca € considerada uma planta de crescimento secundario, aparece em
clareiras recentes e terras abandonadas. Apesar de ser encontrada nas varzeas
alagadas, parece preferir as varzeas altas, mais protegidas de alagamentos
constantes. E uma arvore resistente a pragas e que ndo necessita de solos ricos,

adaptando-se bem até aos solos de argila amarela, de fertilidade muito baixa, perto

de Manaus (2, 16).
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E uma arvore de seis a dez metros de altura, de copa estreita (figural) e casca
aromatica e pulverulenta. As folhas sdo simples, subcoriaceas, lisas na superficie

superior, de sete a dezesseis centimetros de comprimento (figura 2) (19).

Sua inflorescéncia, em racemos terminais com nove centimetros de comprimento,
apresenta-se com sete flores femininas na base e doze masculinas na porcao
mediana terminal, de cor amarelada. J& os frutos sdo capsulas globosas de um
pouco menos de um centimetro de comprimento, com uma semente preta em cada

carpelo. A planta multiplica-se apenas por sementes (19).

A colheita da sacaca consiste na extracado das folhas da arvore, normalmente
realizada a cada trés meses, ja que a planta é sensivel demais ao sol forte para
permitir um periodo maior de desfolhagem. Fazendeiros locais preferem colher as
folnas velhas e mesmo amareladas por acreditarem que possuem melhores
propriedades medicinais (informacédo ndo confirmada cientificamente). Uma planta

de quatro anos produz dez quilos de folhas por ano (19).
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Figura 1. Vista geral da planta Croton cajucara Benth em seu ambiente natural (20).
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Figura 2. Vista geral da folha Croton cajucara Benth em seu ambiente natura (19).
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Figura 3. Cascas do caule do Croton cajucara Benth (20).

Em alguns paises de clima tropical como o Brasil, a abundancia de plantas
medicinais oferece acesso a diversos produtos utilizados, através da
automedicacao, na prevencao e tratamento de doencas. Além disso, a utilizacdo de
plantas como meio curativo, € uma atividade altamente difundida e popular, as
vezes, empregadas de maneira equivocada e até mesmo malévola, afinal muitas

plantas possuem principios toxicos e 0 seu uso indiscriminado pode causar sérios

problemas (19).

Inimeros casos de hepatite toxica foram notificados em hospitais publicos da
regido Amazonica devido ao uso prolongado dessa planta (2). A disseminacdo de
uso tem chegado a lugares distantes do pais, como em nosso estado, na cidade de
Caxias do Sul/Rio Grande do Sul, onde também houve relatos de casos de hepatite
fulminante pelo uso da planta.
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Os extratos de plantas, praticamente todas as que contém bioflavonoides,
apresentam uma significativa acao antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos
gerados por radicais livres e, consequentemente, o surgimento das patologias

associadas a eles (15).

Em estudos fitoquimicos que investigaram partes distintas da planta Croton
cajucara Benth como raiz, casca do caule e folhas, a casca apresentou-se rica em
clerodanos do tipo diterpenos: transdehidrocrotonina (DCTN) (figura 4),
transcrotonina (CTN) (figura 4), ciscajucarina B e sacacarina. Nas plantas jovens
(até 18 meses), o triterpeno acido acetilaleuritélico (AAA) (figura 4) se apresenta-se
em maior concentracdo na casca do caule, o diterpeno DCTN né&o esta presente. O
(DCTN) encontra-se em alta concentracéo (1,4% em casca seca) foi detectado em
plantas adultas com idade de quatro a seis anos, enquanto plantas com trés anos de
idade tém somente 0,26% de diterpenos (21).

W,

=z

trans-crotonina trans-dehidrocrotonina Acido acetil aleuritélico

Figura 4. Componentes da raiz, casca e folhas do Croton Cajucara Benth (2).

A atividade farmacoldgica do maior componente do extrato da casca, o DCTN,
tem sido extensivamente estudada sendo que foram detectados efeitos

antiinflamataorio, analgésico, antiulcerogénico, hipoglicémico e hipolipidémico(15).
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Em estudos realizados com as folhas do CcB foi possivel isolar e caracterizar trés
esterdides (B-sitosterol, estigmasterol e 3,0-glicopiranosil-B-sitosterol), dois
flavondides (3,7,4'-tri-o-metilcanferol e 3,7,-di-o-metilcanferol) e um diterpeno do tipo

19-nor-clerodano (cajucarinolida) (figura 5) (2, 16).

beta-sinosterol

HO

HO o)
HO o OH O

OH
sitosterol-3-O-beta-glucosideo canferol 3,4',7-dimetil eter

OMe
MeO I O O
OMe

OH O

canferol 3,4',7-trimetil eter cajucarinolida

Figura 5. Substancias isoladas da folha do Croton cajucara Benth (2).

Essas substancias foram submetidas a avaliagdo de atividade antiinflamatéria e
antialgica e, para tanto, diversos testes foram feitos, comprovando que o0s
compostos t-CTN e AAA agem inibindo diferentes compostos inflamatérios,

demonstrando terem afinidade pelos mecanismos das prostaglandinas e da
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histamina. O cha da casca de CcB produziu reducdo na glicose plasmatica, com
diminuicdo de peso corporal, sugerindo uma atividade hipoglicémica desta espécie

(18).

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

mercados populares e encontradas em quintais residenciais (2).

No passado, a pesquisa experimental e clinica confirmou a eficacia de poucas
plantas, como a Silybum marianum, Picrorhiza kurroa, Curcuma longa, Camellia
sinensis, e Glycyrrhiza glabra. Em muitos casos, a pesquisa nasceu da experiéncia
tradicional e da sabedoria popular e a partir dai os mecanismos e vias da acéo
dessas plantas, foram sendo descobertos, confirmando, nos estudo clinicos, a
eficacia terapéutica de certas plantas ou extratos derivados de plantas. Além disso,
as formulacbes a base de plantas medicinais também sdo importantes fontes de
danos hepaticos in vivo, o0 que nao € surpresa, ja que o figado é predominantemente

um local de “clearence”, biotransformacéo e excrecao de drogas (22).

1.2 O Figado

O figado é o segundo 6rgdo em tamanho do organismo humano e constitui cerca

de 2,5% do peso corporal (23). A organizacao estrutural de seus elementos

parenquimatosos e vasculares, formando a sua unidade funcional, o acino hepatico,
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estda disposta de tal maneira que lhe permite realizar mais de 1500 funcbes

bioquimicas, que podem agrupar-se em:

1) Metabdlicas

- Sintese de proteinas plasmaticas.

- Converséo e desaminacdo de aminoacidos e formacéao da uréia

- Formacéao, armazenamento e degradacao do glicogénio

- Gliconeogénese

- Formacéo de lipoproteinas, fosfolipidios e colesterol

- Metabolismo e armazenamento de vitaminas

2) Detoxificacdo de substancias

Os organismos vivos estdo expostos a um grande numero de compostos

potencialmente toxicos, tanto de origem endogena quanto exdégena, tendo

desenvolvido sistemas enzimaticos que facilitam a inativacdo e a eliminacdo desses

compostos, principalmente compostos lipofilicos, facilmente absorvidos, que podem

ser convertidos em derivados polares antes de serem excretados pelos rins ou pela

bile(23).
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O figado reune condicfes favoraveis para o metabolismo de farmacos lipofilicos,
devido a presenca de um endotélio sinusoidal fenestrado que permite a passagem
de proteinas plasmaticas mediante difusdo passiva dos sinusdides ao espaco de
Disse. Uma vez formados, os metabdlitos hidrossollveis podem ser excretados
novamente no espaco de Disse, passando aos sinusoides e a circulacédo sistémica,

sendo excretados pelo rim(23).

Os farmacos, em sua grande maioria, sdo metabolizados por um sistema de
enzimas denominadas citocromo P-450, formado por duas proteinas, uma NADPH

citocromo P-450 redutase e o citocromo P-450 (24).

3) Formacéo da bile

1.2.1 O &cino hepatico

Os hepatocitos e o sistema biliar estdo perfeitamente relacionados com o0s
elementos de vascularizacdo do figado, formando uma unidade funcional cujo
conceito tem variado com o tempo. Ao figado, chega sangue com duas
procedéncias diferentes: sangue oxigenado, procedente da circulacdo central,
através da artéria hepatica e sangue da circulacdo portal, através da veia porta

(figura. 6).

Ambos os tipos de sangue se estendem-se pelo parénquima hepatico; o sangue
da artéria hepatica e da veia porta passa pelos sinusoides, confluindo

posteriormente as veias centrolobulares e depois a veia hepatica (25). O figado é
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constituido funcionalmente pelos chamados acinos hepaticos, que sdo uma massa
de parénquima hepatico disposta ao redor de um eixo, o espaco porta, no qual se
situam os ramos terminais da veia porta, artéria hepatica, condutos biliares e vasos

linfaticos (26).

O sangue ascende pela veia porta aos sinuséides e flui para os ramos da veia
supra-hepatica (25). Assim, os hepatdcitos localizados proximos ao espaco porta
Sdo 0s primeiros expostos ao sangue aferente e recebem, portanto, as
concentracbes mais elevadas de solutos e nutrientes. Estes chegardo em menor
guantidade aos hepatécitos centroacinares, estabelecendo-se um gradiente de
concentracdo de solutos no sangue sinusoidal, que permite dividir os acinos em trés

zonas (1, 2 e 3 de Rappaport) desde o espaco porta a veia central (26).
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1.3 Espécies Ativas de Oxigénio

O elemento oxigénio (simbolo quimico O) existe como uma molécula diatémica,
0O,. Acima de 99% do O, na atmosfera € composto por isétopos de oxigénio-16, mas

ha tracos de oxigénio-17 e oxigénio-18 (28).

Nos primérdios da Terra, os primeiros animais eram classificados como seres
anaerobicos, pois existia uma quantidade restrita de oxigénio na atmosfera. Os
microorganismos anaerobios ainda sobrevivem nos dias atuais, mas 0 seu
crescimento é inibido e podem ser freqientemente destruidos quando expostos ao
oxigénio (O,) existente no ambiente (21%) (3). Os descendentes desses seres
anaerobios sdo aqueles que conseguiram se "adaptar" ao aumento nos niveis
atmosféricos de O,. Entretanto, outros organismos tiveram seu processo de
evolucdo envolvido com defesas antioxidantes para se protegerem da toxicidade do

02 (29).

Exceto por algumas espécies anaerobicas e aerotolerantes, todos 0os organismos
requerem O, para producéo eficiente de energia pelo uso da cadeia de transporte de
elétrons que, por fim, doam elétrons para o O,, como nas mitocéndrias de células

eucarioticas e nas membranas celulares de muitas bactérias (28).

Todos 0s seres vivos necessitam de energia para continuar vivos e manter um
ambiente adequado para as células dos diversos tipos de tecido, mas, para que iSso
ocorra, deve existir uma adequada cadeia de reacBes quimicas. O termo

metabolismo se refere-se ao conjunto das reagfes quimicas existentes dentro do
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corpo humano, cujos produtos sdo continuamente degradados e sintetizados para

manter a célula viva (29).

Para que o metabolismo celular ocorra, faz-se necessario 0 uso de energia
derivada da oxidac&ao dos nutrientes, a qual € dirigida para a formacao de compostos
fosfatados de alta energia, dentre eles o mais importante € o adenosina trifosfato
(ATP). Quando h&a necessidade de energia para a realizacdo de exercicios, ela é
fornecida quimicamente, em forma de ATP, através da hidrélise de ATP (30).
Todavia, o metabolismo do oxigénio também gera uma série de subprodutos

reativos e potencialmente toxicos, conhecidos como radicais livres (31).

No organismo, encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e sintese de substancias
bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais
como a peroxidacéo dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos
e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se
relacionados com varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas
do coracao, catarata, disfuncdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou

o fator agravante do quadro geral (32, 33).

As EAO (Espécies Ativas de Oxigénio) se formam durante a redu¢édo do oxigénio
a agua na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. O termo denominado de
radical livre € determinado quando uma espécie quimica, que pode ser um atomo,
como o hidrogénio ou um atomo de cloro, um metal de transicdo ou uma molécula,
possui um elétron ndo pareado no seu ultimo orbital (34). O elétron ndo pareado

neste orbital confere uma alta reatividade a molécula, a qual apresenta forte
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tendéncia a adquirir um segundo elétron para este orbital. Essas espécies altamente
reativas tém o potencial de oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios,
glicideos e acidos nucleico. Quantidade aumentada de metabdlitos oxidados dessas
moléculas tém sido detectada em pacientes com uma variedade de doencas (35). A
estabilidade do radical livre € adquirida por remocao de elétrons de moléculas

vizinhas, produzindo um par eletrénico.

A reatividade quimica dos radicais livres € determinada pela molécula que
apresenta o elétron ndo pareado, podendo apresentar grande variedade nos
diferentes tipos de radicais. A forma que expressa e compara a reatividade quimica
é determinada pelo tempo de meia vida (t12) da espécie quimica, ou seja, um curto
tempo de meia vida indica uma alta reatividade, sendo que o radical hidroxil parece

ser 0 mais reativo (3).

Nas membranas mitocondriais encontram-se as proteinas transportadoras de
elétrons, principalmente os citocromos, que reduzem uma molécula de oxigénio a
agua durante o processo de respiracdo. A reducdo completa de uma molécula de
oxigénio a agua requer quatro sucessivas transferéncias de elétron, duas delas,
denominadas de reducdo univalente. Dois desses intermediarios sdo chamados de
radicais livres, sdo eles o anion superéxido (O,") e o radical hidroxila (OH®). A maior
parte do oxigénio (aproximadamente 95%) recebe os quatro elétrons de uma so6 vez,
através do sistema oxidativo citocromo-oxidase, reducdo tetravalente. Porém, em
cerca de 5% dos casos, a reducdo € monovalente, ou seja, a molécula de oxigénio
recebe apenas um elétron de cada vez, proporcionando a formacdo de

intermedidrios reativos e téxicos, denominados espécies ativas de oxigénio (36).
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O radical OH'é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida muito
curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Esses radicais frequentemente
atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes (32).
Essa espécie pode levar & injaria celular e de componentes estruturais do espago

extracelular.

O radical OH* é formado no organismo principalmente por dois mecanismos:
reacao de H,O, com metais de transicdo e homdlise da agua por exposicdo a
radiacéo ionizante (37). O ferro reduzido (Fe®*) desenvolve uma importante rota na
geracdo de radicais toxicos, particularmente quando reage com peroxido de
hidrogénio (H20,) (38). O radical hidroxil é formado quando o H,O, reage com o
anion superéxido O,", com catalise de ions divalentes de metais de transicdo como
ferro e cobre, através da reacédo descrita por Haber-Weiss no ano de 1934 (3). E
usualmente aceito que os efeitos toxicos dos ions ferro sdo conseqiéncias da
decomposicéo catalitica pelos ions Fe** do peréxido de hidrogénio ou hidroperéxidos

para a forma ativa do radical hidroxil, conforme reagéo.

Fe*" +H,0, > Fe’*+HO +HO
Fe* + ROOH > Fe* + RO + HO
Reacao de decomposicéo catalitica pelos ions Fe2+ do peréxido de hidrogénio ou hidroperoxidos,
com consequente formacéo de radicais hidroxila (OH®) (39).
Acredita-se que essas reacfes sejam 0 passo inicial de muitos processos de
danos causados por radicais livres, como lipoperoxidacdo, modificacdo oxidativa de

proteinas e lipoproteinas, e aumento de anomalias em cromossomos (39).
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A lipoperoxidacdo (LPO) é um processo natural de renovagdo das membranas
celulares. Entretanto, o estresse oxidativo aumenta a LPO e provoca severo dano as
membranas celulares, promovendo aumento na fluidez da membrana e quebra das
funcdes secretorias e dos gradientes i6nicos. A reacdo de oxidacdo pode ser

iniciada pelo radical hidroxila (OH®) ou pelo H,O; (40, 41).

Ao iniciar a lipoperoxidacao o radical livre remove um atomo de hidrogénio de um
acido graxo poliinsaturado (Figura 7). Como o atomo de hidrogénio possui um
elétron, resta um elétron desemparelhado no atomo de carbono. Na fase de
propagacdo, acontecem duas outras reacdes: 1) o carbono radical do lipidio
poliinsaturado tende a se estabilizar por rearranjo molecular, produzindo dienos
conjugados, 0s quais, por sua vez, rapidamente reagem com 0 oxigénio formando
um radical peroxil; 2) o radical peroxil formado capta um préton de outra molécula de
lipidio formando um hidroperéxido. Esta dltima reacdo torna a se repetir inGmeras
vezes num processo de reagdo em cadeia. Na etapa final, dois radicais peroxil
reagem entre si, formando um tetroxido instavel que se decompde, dando origem ao
oxigénio singlete e a carbonilas excitadas, os quais podem emitir luz e serem

medidos em detectores de quimiluminescéncia(42).

Os efeitos da lipoperoxidacdo sobre as biomembranas podem ser classificadas
em quatro grupos:

e mudancas no microambiente lipidico de enzimas ligadas a membrana e

nos canais idnicos e receptores, ativando ou inibindo a atividade dessas

proteinas;
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e formacgao de novos canais de permeabilidade;

o formacéo de ligacdes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, inativando-

os irreversivelmente;

e oxidacdo dos grupos -SH nos sitios ativos de enzimas ligadas a

membrana, ocasionando perda de suas func¢des.

Halliwell (1999) definem a lipoperoxidacdo (LPO) como sendo uma deterioracao
oxidativa dos lipidios poliinsaturados, ou seja, lipidios que contém, no minimo, dois
carbonos unidos por ligacdes covalentes duplas (3). As membranas das células e
das organelas sdo mais suscetiveis a LPO, pois contém grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados. Assim, o processo de lipoperoxidacdo envolve a
formacéo e propagacéo de radicais lipidicos, consumo de oxigénio e determina um
rearranjo das duplas ligacfes nos lipidios. A eventual destruicdo dos lipidios da
membrana, produz uma variedade de produtos de degradacao, incluindo alcoois,

cetonas, aldeidos e éteres (Figura 7) (43).
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Figura 7. Representagdo esquemética da reacéo da LPO (3)

Junto com as alteracdes de permeabilidade da membrana podera haver um
acumulo de calcio intracelular, o que ativara outras enzimas calcio-dependentes,
como a fosfolipase, ocasionando um ciclo vicioso. Além de ativar outras enzimas,
havera um aumento na sintese de prostaglandinas, leucotrienos e fagocitose, o que

pode gerar aumento na destruicdo das membranas celulares (44).

Como mecanismo compensador do processo oxidativo, 0 organismo possui um

7

sistema antioxidante que € constituido por componentes enzimaticos e néao
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enzimaticos, que atuam conjuntamente na protecao celular. O sistema enzimatico &
considerado a linha de defesa priméaria, uma vez que evita o acumulo do anion
radical superoxido e do peroxido de hidrogénio. Existem, também, as defesas
secundarias que impedem a propagacao da LPO e as terciarias, enzimas de reparo

de danos ja instalados (3, 42).

Quando a substancia age neutralizando as EAO, na fase de iniciagdo ou
propagacdo da LPO, levando a formacdo de um composto menos reativo, €

chamada de "scavenger". Ao passo que, se a substancia antioxidante tiver a

M-

propriedade de absorver a energia de excitacdo dos radicais, neutralizando-os,

denominada de "quencher” (3, 42, 45).

A distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada com as
fontes de EAO, sendo assim, podemos notar a importancia da existéncia das
defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Sem elas, o equilibrio celular
seria alterado e facilitaria o surgimento de varias disfuncdes que poderiam levar a

processos patoldgicos (42).

A regulacdo das enzimas antioxidantes, necessaria para manutencdo da
homeostase celular em condicbes adversas ao organismo, depende de varios
fatores, como especificidade do 6rgédo, idade, estagio de desenvolvimento, perfil

hormonal e disponibilidade de cofatores (46).
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O sistema enzimatico encarregado da detoxificacdo das EAO é formado por
varias enzimas, das quais destacan-se: superoxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (42).

A SOD forma um grupo de enzima que catalisa a reacdo de dois anions
superoxido (O2) com consequente formacdo de perdxido de hidrogénio, que é

menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (47).

Reacdo 1: 02 +0."+ —=—> H,0,+0,

A SOD ¢é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco (CuzZnSOD),
presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés (MnSOD),

localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD) que ocorre em bactérias (47).

Outra enzima importante € a CAT. O peréxido de hidrogénio, formado na
dismutacdo do anion superoxido, é transformado em agua e oxigénio por acao
dessa enzima. Esta, por sua vez, tem uma ac¢ao muito especifica, ja que atua em
reacdes com peroxidos de hidrogénio, metila e etila (48).

C
Reacdo 2: 2H:0; -, 0O, + 2H,0

Entre as peroxidases, que geralmente usam o0 grupo heme, se sobressai a
atividade da glutationa peroxidase (GPx), localizada no citosol e na matriz
mitocondrial. Ela catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio e dos hidroperoxidos

organicos, atraves da oxidacéo da glutationa reduzida (GSH), que sera por sua vez,
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regenerada por acdo da glutationa redutase com consumo de NADPH. Neste
processo de oxirreducao, os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os
peroxidos, transformando-os em alcool e/ou agua, formando glutationa dissulfeto

(GSSG) (3, 47).

Reacdo 3: R-OOH +2GSH — %> 5 R_OH+ GSSG + H,0

GSSG + 2NADPH — SR, 2GSH + 2NADP*

1.4 Paraquat

Agentes quimicos e fisicos podem gerar estresse oxidativo como, por exemplo,
poluicdo, fumo, radiacdo, drogas e estresse. E possive estudar os efeitos oxidantes
e antioxidantes em células eucarioticas e procarioticas, utilizando um agente capaz
de gerar estresse oxidativo (49-51). O paraquat, citado por varios pesquisadores em

seus trabalhos, age como um agente agressor para organismos Vivos (52).

O paraquat € um herbicida do grupo bipiridil capaz de gerar EAO (Tabela 1) (3,
52). A reducao do paraquat pela presenca de NADPH gera o cétion radical paraquat
(PQ*) que estimula a peroxidacéo lipidica. O radical formado pode se complexar
com o ferro, reduzindo-o ou reagir com o O, para formar O,’. O balanco entre as
reacbes do paraquat que se complexam com Fe*? ou geram O, depende da
concentracdo de O no sistema, ja que altas doses de O, favorecem a formacéo de

superoxido (3).

A adicado de sais de ferro potencializa a habilidade do paraquat em causar a
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liperoxidacdo e danos ao DNA, sugerindo que o paraquat também gera o radical OH*

(3, 52, 53).

A Fe** -complex + PQ""— PQ*+Fe®"-complex

B PQ"" + 0, > 0, + PQ?

Fé**-complex + O, —» Fe?*-complex + O,

O complexo Fe?* pode entdo reagir com H,0, formando OH*

Fe*-complex + H,0, —®OH" + OH + Fé**-complex

O balanceamento entre rota A e rota B para geragédo de complexos reduzidos de

ferro depende da concentracdo de O no sistema (a alta concentragdo de O, estara

favorecendo a rota B através da rota A) (3).

Tabela 1. Estrutura quimica, solubilidade e geragdo de EAO pelo paraquat.

Agente estressor Estrutura quimica Solubilidade EAO geradas
PQ.+, 02-0 e
Paraquat / \ Solavel em agua
b \ / y possivelmente OH’
H;C"‘N N"CH;

Segue referéncia tabela 1 (54)
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O principal problema na agricultura do uso do herbicida PQ, € que este é
Venenoso para varias espeécies animais, incluindo peixes, ratos,camundongos,

gatos, cachorros, ovelhas, vacas e o homem (3).

Na ingestédo oral, o PQ primeiramente resulta em efeitos locais, como irritacdo da
boca, garganta e esbfago e, as vezes, causa vomitos e diarréia. Felizmente a

absorcéo do herbicida bipiridil no intestino é relativamente baixa (3, 52).

A fracdo microssomal de varios tecidos animais, incluindo pulméao, pode reduzir o
paraquat na presenca de NADPH e o radical paraquat pode entdo reagir com o
oxigénio formando O,". A injecdo intravenosa do paraquat em ratos causa uma
rapida ativagcdo da passagem de fosfato pentose para o pulm&o. O NADPH é
necessario para biossintese de acidos graxos, (necessarios para reparar o dano a
membrana lipidica), para biossintese de surfactante, e para as rea¢fes da glutationa
redutase. A sintese de acidos graxos é diminuida em pulm&es tratados com
paraquat, e hd um acumulo de pontes de dissulfeto, formadas entre proteinas
grupos -SH e glutadiona oxidada. Presumivelmente o perdoxido de hidrogénio é
formado a partir da reacdo do ion O, superoxido pela enzima superoxido dismutase
e no citosol a glutationa peroxidase forma a glutationa reduzida, a qual ndo pode ser

reduzida rapidamente e se combina com proteinas (47).

Os efeitos danosos do PQ no tecido pulmonar in vivo e em celulas pulmonares

isoladas sao altamente potencializados pelas altas concentragbes de O,, mostrando

a importancia da reacao do PQ com O3 in vivo (3, 52).

39



A adicdo de paraquat no pulmédo de camundongos em fracées microssomais na

presenca de NADPH estimula a peroxidacao lipidica da membrana (55).

1.5 Vitamina E

A vitamina E pertence a familia dos tocoferéis, tem o a-tocoferol como a forma

mais ativa e é antioxidante lipofilico e considerado uma defesa ndo enzimatica (56).

O a-tocoferol é considerado o mais importante de todos os tocoferdis conhecidos
com atividade de vitamina E, porque ele representa cerca de 90% dos tocoferdis em
tecidos animais e exibe a maior atividade na maioria dos sistemas de ensaio

bioldgico (57).

Na literatura, os termos a-tocoferol e vitamina E sdo comumente usados como
sinbnimos. A vitamina E é uma molécula lipossolivel que se concentra
principalmente no interior das membranas celulares (3). O trolox, um derivado
hidrossoluvel da vitamina E, € comumente empregado como controle em testes de

avaliacao de capacidade antioxidante (57).

A deficiéncia de vitamina E no organismo vem sendo relacionada com a
degradacéo de lipidios, principalmente daqueles associados com as membranas das
organelas (58). Desde entdo, a vitamina E vem sendo considerada o0 maior
antioxidante lipossoluvel envolvido na protecdo das membranas celulares (57). A
vitamina E reage com o oxigénio singlete e com o radical O,", contudo, a protecéo

sobre as membranas biolégicas deve-se, principalmente, a reacdo com radicais

40



lipidicos peroxil e alcoxil através da doacdo de um hidrogénio para essas espécies
terminando a cadeia de peroxidacdo. O radical tocoferil formado apds a oxidacdo da
vitamina E é muito pouco reativo para oxidar membranas lipidicas (3). Cabe

destacar que altas doses de vitamina E podem gerar efeitos pro-oxidantes (57).

Os tocoferdis protegem as membranas por sua acdo de “scavenger” de radicais

peroxil, sem agir em outros passos da propagacao da peroxidacao lipidica (45, 57).

Homologos R1 R
a-Tocoferol -CH3 -CH3
B-Tocoferol -CH3 -H
y-Tocoferol -H -CHs
d-Tocoferol -H -H

Figura 8. Estrutura dos principais homologos dos tocoferoéis

Utilizando sistemas in vitro a capacidade da vitamina E de funcionar como
antioxidante ou varredor de radicais livres é pequena, e pode estar relacionada ao

carater hidrofobico de sua cadeia lateral (58).
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1.6 Levedura Saccharomyces cerevisiae como Modelo de Estudo

Ensaios microbianos in vitro tém se mostrado muito adequados na triagem
rotineira de varios produtos, em testes rapidos, sensiveis, econémicos, reprodutiveis
que apresentam resultados confiaveis na identificacdo da atividade biologica. Sao
utilizados e recomendados por conceituadas entidades governamentais e orgaos de

pesquisa dos Estados Unidos, Canada e varios paises da Europa (59).

O fato de a levedura Saccharomyces cerevisiae ser um dos microorganismos
mais estudados do ponto de vista genético e metabdlico levou-a a se tornar-se um
dos microorganismos mais utilizados em testes bioldgicos (51, 60). A capacidade
que a levedura apresenta de crescer em condicdes aerdbicas e anaerdbicas
permite, também, o estudo durante diferentes situacdes metabolicas. Os dados
obtidos nesse tipo de teste apresentam uma correlacédo de aproximadamente, 70%

em relacéo ao observado no homem (59).

A levedura S. cerevisiae € um fungo unicelular, com ciclo eucarioto tipico e
completo, amplamente estudado e notavelmente semelhante as células de
mamiferos no que se referem as macromoléculas, organelas e proteinas com
homologia a proteinas humanas, tornando-a uma ferramenta importante nas
pesquisas sobre mutagénese, reparo de DNA e mecanismos que respondem ao

estresse oxidativo (51, 61).

As leveduras podem crescer tanto em condi¢cdes anaerdbias quanto aerobias e,

portanto, sdo expostas continuamente as ERO geradas como bioprodutos do
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metabolismo. A S. cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaerdbias
facultativas. Isso significa que fermenta hexoses como a glicose e a frutose,
independente da concentracdo de oxigénio. A glicose é a principal fonte de carbono
da S. cerevisiae, uma preferéncia que € mediada por um complexo processo de
repressdo e ativacdo de genes e de proteinas, usualmente conhecido como
repressao da glicose ou repressao catabdlica (62, 63). Quando a concentracdo de
glicose cai para menos de 0,2% no meio, ha a desrepressdo das enzimas que
participam da biossintese na mitocondria e de outros genes necessarios para o

crescimento respiratorio (62, 63).

Esse crescimento apresenta fases distintas do ponto de vista metabdlico e
cinético (figura 9). Ap6és um breve periodo de adaptacdo em meio rico (YPD — 2%
glicose), chamado de fase lag, as células iniciam uma divisdo celular a cada hora e
meia (fase exponencial), com energia proveniente da fermentacdo da glicose. Ao
diminuir a disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressao catabdlica
(transicdo diauxica), na qual ha uma parada transiente na divisdo celular, enquanto
as células sdo preparadas para o metabolismo respiratorio. Posteriormente, ela
reassume a divisdo celular em um ritmo mais lento (uma divisdo a cada trés ou
quatro horas), utilizando o etanol como fonte de carbono produzido durante a
fermentacdo (fase poés-diauxica). Quando todas as fontes de carbono forem
exauridas, as células entram na fase estacionaria na qual podem sobreviver por

muito tempo na auséncia de nutrientes (64, 65).
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Fase Estaciondria

Fase Pos diauxica

Fase Diauxica

Fase Exponencial

Densidade Relativa da Cultura

Fase Lag

Tempo (horas)
Figura 9. Fases de crescimento de uma levedura selvagem quando iniciada em meio completo

(Adaptado de Fuge e Werner, 1997) (65).

S. cererevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de defesas
antioxidantes. Possui duas enzimas superoxidos dismutases: SodCuZn, codificada
pelo gene SOD1, localizada no citoplasma; e a SodMn, codificada no nucleo pelo
gene SOD2 e gue € localizada na mitocéndria (66, 67). Ambas as enzimas fazem a
dismutacédo do radical superoxido a perdoxido de hidrogénio. Duas catalases foram
identificadas, uma citosélica codificada pelo gene CTT1l e outra perixossomal
codificada pelo gene CTAl. Leveduras mutadas para ambas as catalases sao

sensiveis a estresse por elevadas concentracdes de H,O, (63).

Linhagens isogénicas de S. cerevisiae deficientes em defesas antioxidantes tém
sido utilizadas para o estudo do mecanismo de acdo de agentes fisicos e quimicos
que interferem com o estado redox da célula (68, 69). Um método utilizado para
determinacdo da natureza das lesdes induzidas por agentes oxidantes, consiste em

comparar a sensibilidade de mutantes deficientes em enzimas antioxidantes com
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uma linhagem selvagem isogénica proficiente naquele tipo de defesa antioxidante.
Pode-se também combinar um oxidante conhecido, como H;0,, t-BOOH (perdxido
de terc-butil) e paraquat, com uma substancia com potencial antioxidante. O
aumento da viabilidade celular ao tratamento estara sugerindo atividade protetora
(antioxidante) e a diminuicdo da viabilidade a um efeito deletério (pro-oxidante) (60,

70, 71).

1.7 Avaliacao da capacidade de varredura do radical DPPH*

O mecanismo de agao desta reacdo baseia-se na capacidade do antioxidante em
doar hidrogénio para o 1,1 difenil 2-picrilhidrazil (DPPH®) provocando a varredura

deste radical livre e modificando a coloracao da solucéo (72).

Para determinar a capacidade de varrer o radical livre estavel DPPH®, 200uL das
amostras de antioxidantes em diferentes concentracdes (2, 25, 100 e 200 uM) foram
misturados com 800 pL de uma solucdo tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 7,0. A essa
mistura foi adicionado 1000 pL da solucdo etandlica de DPPH® 500 uM (Sigma
Chem. Co.) e os tubos foram mantidos por 20 minutos ao abrigo da luz. A medida de
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro UV-visivel, 517 nm. Para o branco, a
amostra de antioxidante foi substituida por agua destilada. A medida da absorbancia
do branco corresponde a concentracdo de DPPH® da solugcdo (250 puM). Foram
realizadas, no minimo, quatro repeticdes e o resultado foi expresso em uM de radical

DPPH* que foi reduzido pelos antioxidantes.
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

Esse trabalho tem por objetivo geral determinar a possivel acdo antioxidante do

Croton cajucara Benth no aspecto quimico e bioldgico in vitro e in vivo.

E tem como objetivos especificos:

- comparar a acao antioxidante do extrato de folhas de Croton cajucara Benth
com a do trolox através de um teste quimico, o qual verifica a capacidade de

varredura do radical DPPH®;

- determinar a sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada
com extrato de folhas de Croton cajucara Benth em presenca do agente
estressor paraquat (1,1 - dimetil - 4,4 - bipiridil) através de um teste biolégico

in vitro;

- avaliar a peroxidagao lipidica através do método de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL) no homogeneizado
de figado de ratos frente ao estresse oxidativo, em tratados e ndo tratados

com Croton cajucara Benth;



avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) no homogeneizado de figado
de ratos frente ao estresse oxidativo, tratados e nado tratados com Croton

cajucara Benth.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pelos dados obtidos neste trabalho conclui-se que:

1)

2)

3)

O extrato aquoso mostrou atividade antioxidante contra o radical DPPH® nas
concentracoes 0,01% e 0,001% em comparacgéo ao trolox na concentracdo de

0,001%.

O tratamento prévio das células da levedura Saccharomyces cerevisiae com
extrato de Croton cajucara Benth e PQ demonstrou aumento significativo na
sobrevivéncia das células em comparacdo, quando tratadas exclusivamente
com 10mM de paraquat. Esse fato pode indicar um possivel efeito

antioxidante do extrato.

Na analise da peroxidacdo lipidica no tecido hepético (TBA-RS e QL),
observou-se maior lipoperoxidacdo nos animais do grupo paraquat. A
administragcdo de Croton cajucara Benth diminuiu significativamente a

lipoperoxidacao no grupo estudado.



4) Houve aumento significativo na atividade da enzima antioxidante SOD e
diminuicdo na atividade das enzimas CAT e GPx no tecido hepatico dos
animais do grupo paraquat e, respectivamente, diminuicdo estatisticamente
significativa da atividade da SOD e aumento da atividade das enzimas CAT e

GPx no grupo tratado Croton cajucara Benth mais paraquat.

A partir dos dados obtidos, sugerimos que a planta Croton cajucara Benth tem
possiveis propriedades antioxidantes, as quais diminuiram o processo de estresse
oxidativo causado pela injuria hepatica quimica nos animais lesados pela
administracdo do herbicida paraquat. Esta constatacéo inspira futuras investigacdes
sobre os componentes dessa espécie e sobre aspectos toxicoldgicos para elucidar
mecanismos de acdo e confirmar com maior especificidade qual dos componentes

quimicos “in natura” tem maior atividade antioxidante.
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ANEXOS

Em anexo observamos:

1- Os testes de funcao hepatica (TFHs) através da andlise das bilirrubinas, da

alanina aminotransferase (ALT), da aspartato aminotransferase (AST), da

fosfatase alcalina (FA);

B.Total B.Direta B.Indireta

Avaliacdo das bilirrubinas total, direta e indireta nos diferentes grupos experimentais. Os resultados

estdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).



250 -

U/L

AST ALT FA

Avaliacdo das transaminases aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina (FA) nos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como a

média + erro padrdo da média (EPM).
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2- A relagdo hepatossomatica, e esplenossomatica em um modelo animal de

estresse oxidativo através de administracéo de paraquat e acao do CcB.

Co CcB PQ CcB+PQ

Relacdo hepatossomatica nos diferentes grupos experimentais. Os resultados acima sao expressos

como a média + erro padrao da média (EPM).
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0,6 1

Co CcB PQ CcB+PQ

Relacdo esplenossomética nos diferentes grupos experimentais. Os resultados acima sdo expressos

como a média + erro padrao da média (EPM).

Tabela
Relacdo Esplenossomatica nos diferentes grupos experimentais.

Grupo Relagdo Esplenossomatica %
Co (5) 0,5+0,07

CcB (10) 0,41+0,08

PQ (8) 0,44+0,04

CcB+PQ(10) 0,3+0,03?

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores entre parénteses indicam o numero de animais em cada grupo.

As notacgdes da letra sobrescrita apresentam a seguinte significancia:

# Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo Co e ao grupo PQ
(p<0,05).
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