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RESUMO 

 

 

A ocorrência de lesão hepática induzida por drogas representa um problema de 
saúde crescente e um desafio para os médicos, órgãos reguladores e a indústria 
farmacêutica, não só devido à sua potencial gravidade, mas também porque muitas 
vezes é diagnosticada de forma imprecisa, e outras vezes não são declaradas. 
Estudos sobre o metabolismo de drogas, juntamente com avaliações patológicas e 
histológicas, fornecem conjuntos de dados importantes para ajudar a compreender 
mecanismos subjacentes à hepatotoxicidade da droga. Neste estudo avaliamos a 
participação das espécies reativas de oxigênio (EROs) e do estresse oxidativo, bem 
como o envolvimento da sinalização intracelular relacionada ao processo de 
apoptose, através da ativação de membros da família Bcl-2 (Bcl-2 e Bax) e da 
família das MAPKs (p-ERK1/2), na hepatotoxicidade induzida por tioacetamida 
(TAA). Ratos machos Wistar foram divididos em 4 grupos experimentais: CO 
(controle); CO + Q (controle + quercetina); TAA (tioacetamida) e TAA + Q 
(tioacetamida + quercetina). Nos grupos que receberam TAA, administrou-se duas 
doses de 350 mg/Kg de TAA em ratos, em intervalo de 8 horas e, 2 horas após a 
segunda dose, iniciou-se o tratamento com quercetina (50 mg/Kg). Os grupos 
tratados com quercetina receberam o flavonóide intraperitonealmente por 4 dias, 
quando os animais foram mortos para análises de enzimas séricas (AST e ALT) e 
análises morfológicas, bioquímicas e moleculares de amostras de fígado. Os grupos 
que receberam TAA mostraram um aumento significativo nas aminotransferases 
séricas acompanhado de alterações morfológicas, com presença de necrose 
perivenular em absorção, infiltrado inflamatório com linfócitos e macrófagos e 
eventuais células gigantes multinucleadas. Além disso, estes animais apresentaram 
aumento da lipoperoxidação e dos metabólitos de óxido nítrico (nitritos e nitratos) no 
fígado, com alterações na atividade das enzimas antioxidantes e na expressão das 
enzimas na apoptose das células hepáticas, Bax, Bcl-2 e pERK1/2. O tratamento 
com quercetina por 4 dias mostrou níveis séricos significativamente reduzidos de 
AST e ALT, e as alterações morfológicas foram amplamente prevenidas. A 
administração de quercetina mostrou também uma redução da lipoperoxidação 
hepática, bem como dos níveis de metabólitos de óxido nítrico. Também observou-
se retorno no equilíbrio das defesas antioxidantes e aumento das enzimas 
antiapoptóticas em relação às pró-apoptóticas. Os resultados obtidos sugerem efeito 
protetor da quercetina em ratos com lesão hepática induzida por TAA.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Drug-induced liver injury is an increasing health problem and a challenge for 
physicians, regulatory bodies and the pharmaceutical industry, not only because of 
its potential severity and elusive pathogenesis but also because it is often 
inaccurately diagnosed, commonly missed entirely and more often not reported. Drug 
metabolism studies, together with pathologic and histologic evaluation, provide 
critical data sets to help understand mechanisms underlying drug-related 
hepatotoxicity. We evaluated the involvement of reactive oxygen species (ROS) and 
oxidative stress, as well as the intracellular apoptosis via activation of the Bcl-2 (Bcl-2 
and Bax) and MAPK (p-ERK 1/2) signaling pathway on the thioacetamide (TAA)-
induced hepatotoxicity. Male Wistar rats were divided into four groups: CO (control), 
CO + Q (control + quercetin), TAA (thioacetamide) and TAA + Q (thioacetamide + 
quercetin). TAA group was administered intraperitoneally (i.p.) two doses of TAA 
(350 mg / kg) in the range of 8 hours, while TAA + Q group was administered i.p. 
quercetin (50 mg / kg), 2h after administration of thioacetamide (50 mg / kg). This 
group received flavonoid quercetin during 4 days, when animals were killed for 
analysis of serum enzymes (AST and ALT) and morphological, biochemical and 
molecular study of liver samples. The group receiving TAA showed a significant 
increase in serum aminotransferases accompanied by morphological changes, with 
extensive necrosis and inflammatory infiltration, mainly in the centrilobular region and 
portal tract. Moreover, these animals showed increased lipid peroxidation and nitric 
oxide metabolites (nitrites and nitrates) in the liver and changes in antioxidant 
enzyme activity, as wel as expression of apoptotic enzymes in the liver cells (Bax, 
Bcl-2 and pERK1 / 2). After 4 days treatment with quercetin, rats showed significantly 
reduced AST and ALT serum levels, with the morphological changes largely 
prevented. The administration of quercetin also showed a reduction of lipid 
peroxidation and in the levels of nitric oxide metabolites. It was observed a balance 
between antioxidant defense systems and production of ROS and increased ratio of 
anti- versus pro-apoptotic enzymes. The results suggest a protective effect of 
quercetin in rats with TAA-induced liver disease. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta tese compõe-se de um experimento que utiliza o modelo de toxicidade 

hepática, desenvolvido a partir de duas injeções intraperitoneais do hepatotóxico 

Tioacetamida. Avaliou-se o papel do flavonóide quercetina sobre o fígado dos 

animais com lesão hepática induzida por Tioacetamida com o objetivo de verificar 

seus efeitos sobre a toxicidade da droga. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O fígado desempenha muitas funções vitais. Ele é essencial na regulação do 

metabolismo, na síntese de proteínas e de outras moléculas, no armazenamento de 

proteínas e de ferro, na degradação dos hormônios e na inativação e excreção de 

drogas e de toxinas (BERNE et al., 2004).  

Localizado como um filtro entre o sistema digestivo e o resto do organismo, o 

fígado recebe diariamente um fluxo de nutrientes e de substâncias potencialmente 

tóxicas, que chegam ao órgão pela circulação sanguínea. Além do sangue arterial, 

rico em oxigênio, que chega ao fígado pela artéria hepática, o fígado recebe a maior 

parte do seu sangue por uma segunda via: a veia porta. Através da veia porta, o 

sangue proveniente do intestino, baço e pâncreas chega ao fígado e, depois de 

passar pelos sinusóides hepáticos, escoa para as veias hepáticas e volta à 

circulação sistêmica pela veia cava (GUYTON; HALL, 1996).  

O frequente envolvimento do fígado na toxicidade induzida por drogas se 

deve a sua localização anatômica (o fígado é a principal porta de entrada para as 

drogas ingeridas) e às suas funções fisiológicas e bioquímicas, em função da 

abundância de enzimas do metabolismo (OSTAPOWICZ et al., 2002; LEE, 2003a). 

A lesão hepática grave induzida por drogas, levando à insuficiência hepática, 

transplante ou à morte é um evento raro. Na maior parte dos casos, o dano é 

imprevisível e sua patogênese ainda pouco compreendida. No entanto, representa 

um importante problema de saúde, pois, embora a incidência de lesão hepática 

induzida por drogas idiossincrásica com medicamentos aprovados e em doses 

terapêuticas seja relativamente baixa e estimada em 1 por 10.000 a 1 por 100.000 

pacientes tratados, cada sétimo caso de insuficiência hepática aguda se deve a uma 

reação adversa ao medicamento; e a doença hepática induzida por drogas tornou-se 

a principal causa de transplante hepático super-urgente (DE ABAJO, et al., 2004; 

CHALASANI et al., 2008; BELL, CHALASANI, 2009). 

A hepatotoxicidade induzida por drogas é também o mais comum evento 

adverso que interrompe o desenvolvimento de um novo medicamento ou leva à 

retirada de medicamentos autorizados do mercado. Devido à baixa incidência de 

doença hepática induzida por drogas, o potencial hepatotóxico de uma droga 

normalmente não é reconhecido durante os ensaios de pré-comercialização, e só se 
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manifesta depois de a droga ter sido comercializada e utilizada por muito mais 

pacientes do que os incluídos em ensaios clínicos (LASSER et al., 2002; TEMPLE, 

HIMMEL, 2002). Mais de 1000 medicamentos e produtos fitoterápicos têm sido 

associados com a hepatotoxicidade idiossincrásica (BJOUR et al., 2004; STICKEL et 

al., 2005). 

A idiossincrasia refere-se a diferenças inter-individuais na resposta aos 

estímulos, devido a fatores genéticos e ambientais. Nem todos os pacientes tratados 

respondem a uma droga em particular e somente uma fração desenvolve efeitos 

adversos graves. ―Idiossincrásico‖ não implica que seja independente da dose 

tampouco significa necessariamente raro, mas isso indica uma reação que pode não 

ser vista regularmente (STIRNIMANN et al., 2010). 

Atualmente, estudos na área da genética e da toxicologia têm proporcionado 

nova compreensão da hepatotoxicidade das drogas. No entanto, as complexas 

interações das hepatotoxinas com os fatores de risco genéticos e ambientais 

responsáveis pelo aparecimento das lesões tóxicas ainda precisam ser elucidadas. 

A identificação de novos fatores de risco e uma melhor compreensão dos 

mecanismos patogenéticos certamente implicarão melhorias na assistência médica 

e na evolução farmacêutica no futuro próximo. Assim, a melhor compreensão dos 

mecanismos que contribuem para o dano hepático induzido por drogas pode levar 

ao desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

 

1.1 ESTRUTURA E LOCALIZAÇÃO DO FÍGADO 

 

 

O fígado é o maior órgão visceral do corpo e está principalmente localizado 

no quadrante abdominal superior direito e na região epigástrica, estendendo-se para 

o quadrante abdominal superior esquerdo (Figura 1). Anatomicamente, é dividido em 

lobos direito e esquerdo por fossas para a vesícula biliar e a veia cava inferior. O 

suprimento arterial para o fígado inclui a artéria hepática direita, a partir da artéria 

hepática própria (um ramo da artéria hepática comum a partir do tronco celíaco; e a 

artéria hepática esquerda, a partir da artéria hepática própria (um ramo da artéria 

hepática comum a partir do tronco celíaco) (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

 

Figura 1 – Localização do fígado, esquema da circulação hepática e estrutura lobular.  
Fonte: http://library.thinkquest.org/28807/data/excr21.htm; acesso em 1/dez/2010. 

 

A drenagem venosa de baço, pâncreas, vesícula biliar e parte abdominal do 

trato gastrointestinal, com exceção da parte inferior do reto, ocorre através do 

sistema portal de veias, que distribui o sangue a partir dessas estruturas para o 

fígado. Depois que o sangue passa através dos sinusóides hepáticos, ele atravessa 

progressivamente as veias maiores, até entrar nas veias hepáticas, que retornam o 

http://library.thinkquest.org/28807/data/excr21.htm
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sangue venoso para a veia cava inferior imediatamente abaixo do diafragama 

(MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

O fígado é um órgão de imensa complexidade, essencial para a sobrevivência 

do homem. Nenhum outro órgão pode compensar a sua multiplicidade de funções. 

Vários tipos de células fenotipicamente distintas compõem o fígado (Figura 2). A 

célula hepática predominante é o hepatócito, uma célula epitelial responsável por 

regular o metabolismo intermediário, desintoxicar endo e xenobióticos, sintetizar 

proteínas e lipídeos, além de produzir e excretar a bile. O outro tipo de célula do 

fígado é o colangiócito, célula epitelial dos dutos biliares que modula o fluxo biliar 

(SIRICA et al., 2008).  

Os hepatócitos encontram-se rodeados de capilares sinusóides e de vasos 

linfáticos. Isto faz com que o sangue flua livremente para as células e que os 

produtos celulares secretados no espaço perisinusoidal de Disse possam ser 

liberados de volta no sangue ou nos vasos linfáticos. As células de Kupffer são 

macrófagos fixos nas membranas dos sinusóides e podem ser encontradas em todo 

o fígado. À medida que o sangue vai atravessando o fígado, os eritrócitos 

envelhecidos ou danificados são fagocitados pelas células de Kupffer. Os 

hepatócitos metabolizam hormônios e drogas e removem o ―lixo‖, detoxificando o 

sangue. Os hepatócitos produzem também a bile e eletrólitos que drenam nos 

canalículos biliares, os quais levam ao ducto biliar (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 

2010). 

Figura 2 – Estrutura tridimensional do lóbulo hepático, formado por células hepáticas (hepatócitos) 
agrupadas em torno de uma veia central 
Fonte: Adams e Eksteen, 2006. 
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Em condições normais, o fígado contém aproximadamente 400 mL de 

sangue, o que representa cerca de 8% do volume total do sangue. Isso ilustra o 

aspecto de reserva de sangue do fígado. Dois fatores críticos para o funcionamento 

adequado do sistema são os fatos de a pressão sanguínea no fígado ser muito 

baixa, aproximadamente 1 mmHg, e de não haver obstrução do fluxo sanguíneo nos 

sinusóides hepáticos. Isso permite que o sangue flua livremente através do fígado e 

fora dele para dentro da veia porta (Figura 2). Se houver obstrução do fluxo no 

fígado (cirrose, hepatite, toxicidade) ou aumento da pressão venosa hepática 

(insuficiência cardíaca congestiva), o sangue retorna e a pressão sobe, causando 

hipertensão portal (MATTOS; DANTAS-CORRÊA, 2010). 

 

 

1.2 BIOTRANSFORMAÇÃO DE XENOBIÓTICOS 

 

 

A principal função do fígado é a biotransformação de substâncias não-polares 

em compostos polares que podem ser facilmente excretados através da bile ou na 

urina. Nas reações de conjugação, a ligação da glutationa, glucuronato, ou sulfato a 

metabólitos tóxicos produz substâncias não-tóxicas que podem ser excretadas na 

urina ou bile. Estoques inadequados destas moléculas podem comprometer uma 

desintoxicação eficaz de metabólitos reativos (WILLIAMS et al., 2002).  

O frequente envolvimento do fígado na toxicidade induzida por drogas se 

deve à sua localização anatômica (o fígado é a principal porta de entrada para as 

drogas ingeridas) e às suas funções fisiológicas e bioquímicas, em função da 

abundância de enzimas por ele metabolizadas (GRATTAGLIANO et al., 2009). 

Normalmente, o metabolismo das drogas ocorre em duas fases: Fase I e Fase II. 

 

 

1.2.1 Biotransformação de xenobióticos – Fase I 

 

 

A Fase I da biotransformação é a via oxidativa na qual o composto é oxidado 

a uma substância mais polar. As enzimas de fase I catalisam reações que 

geralmente resultam na introdução de um grupo funcional na molécula de substrato. 
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Enzimas envolvidas nas reações de fase I são: monooxigenases do citocromo P450 

(ou somente P450), monooxigenases dependentes da flavina (FMOs), monoamina 

oxidases (MAOs), esterases, amidases, desidrogenases, isomerases e hidrolases 

(SCHROER et al., 2010). 

As citocromo P450 monooxigenases desempenham o papel mais importante 

no metabolismo de drogas humano, uma vez que cerca de 75% do metabolismo da 

droga é mediado pelas enzimas do citocromo P450 (GUENGERICH, 2006). O termo 

citocromo P450 engloba um grupo de hemeproteínas que, quando reduzidas e 

complexadas com monóxido de carbono, exibem um pico de absorção de luz em 

450 nm (OMURA; SATO, 1964).  

Em eucariotos, ocorrem várias isoformas do citocromo P450, que se 

apresentam ligadas à membrana mitocondrial ou, em sua maioria, ao retículo 

endoplasmático. O sistema enzimático P450 humano consiste em um grande 

número de enzimas diferentes que demonstram variação individual em sua 

atividade, e que são suscetíveis à indução e inibição por uma série de compostos. 

Isso resulta em interações medicamentosas diversas e em um maior risco de lesão 

hepática induzida por diferentes drogas (GOEPTAR et al., 1995). 

Na fase I, portanto, há processos de oxidação, redução ou hidrólise. Em geral, 

os fármacos circulam ligados às proteínas e muitos são absorvidos apenas em 

parte, não atingindo integralmente a circulação sanguínea, sendo removidos 

principalmente em sua passagem inicial pelo fígado (FARRELL, 1994). 

 

 

1.2.2 Biotransformação de xenobióticos – Fase II 

 

 

O processo acima referido é seguido pelas reações de Fase II que, em geral, 

são reações conjugativas e resultam na formação de compostos solúveis, que são 

mais rapidamente excretados (GRAHAM; PETERSON, 1999; WERCK-REICHHART; 

FEYEREISEN, 2001). Ocorre a conjugação dos metabólitos ou da própria 

substância com aminoácidos, sulfatos, grupos metílicos e com o ácido glicurônico. 

Alguns fármacos só utilizam essa fase sendo conjugados diretamente (PESSAYRE, 

1995).  
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As reações de biotransformação geralmente seguem o processo de 

detoxificação, resultando em metabólitos inativos (WILLIAMS et al, 2002).No 

entanto, muitos intermediários das drogas gerados durante o metabolismo são 

altamente reativos e tóxicos, podendo causar hepatotoxicidade (PARK et al., 2005).  

Vários fatores podem influenciar a resposta das células a um insulto tóxico, e 

a extensão do dano resulta da intervenção de fatores celulares intrínsecos e 

extrínsecos (PESSAYRE; LARREY, 1988). Fatores genéticos: cada enzima do 

sistema P450 tem um local de adesão ao substrato que lhe é específico, e a eficácia 

da metabolização das drogas é influenciada por variações genéticas. Isso justifica a 

variação metabólica individual, como ocorre com a isoniazida e os contraceptivos 

orais (ZIMMERMAN, 1999).  

Interações medicamentosas: a atividade do P450 é alterada com o uso 

concomitante de drogas que competem entre si em uma mesma ligação enzimática, 

de modo que aqueles com menor afinidade têm metabolização mais lenta, 

aumentando a hepatotoxicidade. O uso crônico de etanol induz o P450 e aumenta 

os efeitos tóxicos do paracetamol (ZIMMERMAN, 1995). Doenças hepáticas e 

também sistêmicas podem alterar o metabolismo hepático de vários medicamentos 

(SHERLOCK; DOOLEY, 1996). 

Basicamente, é o equilíbrio entre a bioativação, detoxificação e os 

mecanismos de defesa/reparo que determina se um composto irá provocar um efeito 

tóxico ou não (WILLIAMS et al., 2002). 

O fígado é o órgão do organismo preparado para lidar com as toxinas e evitar 

ou minimizar os danos causados por intermediários reativos tóxicos. Apesar de 

muitas vias enzimáticas e não enzimáticas de bioinativação estarem presentes no 

fígado, intermediários reativos podem escapar do processo de desintoxicação e dar 

início a reações em cadeia de radicais. A relação entre a bioativação e a ocorrência 

de lesão hepática não é simples. Estas espécies reativas podem, direta ou 

indiretamente, causar uma lesão tóxica na célula e iniciar uma reação imunológica 

mediada (LEE, 2003b; WALGREN et al., 2005). 
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A maior concentração de P450 é encontrada no fígado, embora altas 

concentrações também possam ser encontradas no intestino e em tecidos supra-

renais. Nas células, as enzimas estão localizadas principalmente no retículo 

endoplasmático. As enzimas do citocromo P450 são proteínas ligadas à membrana, 

que catalisam uma variedade de reações, tais como hidroxilações, epoxidações, e 

oxidações (CHEFSON; AUCLAIR, 2006). A conversão de moléculas orgânicas por 

P450 é bastante complexa, mas uma reação de hidroxilação, que é o tipo de reação 

que ocorre com maior frequência com as P450, pode ser simplesmente 

representada pela equação a seguir (BERNHARDT, 2006): 

 

RH + O2 + NAD(P)H + H+ → ROH + H2O + NAD(P)+  

 

O cofator NADPH fornece elétrons através de um mediador, que transfere os 

elétrons entre NADPH e a P450. Nos mamíferos, os elétrons são normalmente 

transferidos pela flavoproteína redutase do citocromo P450. Existem 57 diferentes 

isoenzimas P450 expressas em humanos, mas que não contribuem igualmente para 

o metabolismo das drogas. Cinco das P450 (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4) 

representam a porção principal do conteúdo total de P450 no fígado humano 

(GUENGERICH, 2003).  

Na população humana, o nível de atividade de algumas P450 varia 

consideravelmente. Este fenômeno pode ser atribuído aos polimorfismos genéticos 

que foram descritos para algumas isoformas humanas (INGELMAN- SUNDBERG, 

2004). Polimorfismos no P450 ou a sua indução/inibição justificam o aparecimento 

de reações adversas (KAWAMOTO et al., 1999).  

Alterações nos níveis das enzimas P450 podem ter um grande impacto sobre 

o metabolismo de drogas. Estas enzimas são submetidas a múltiplos níveis de 

regulação e expressão, sendo a expressão das enzimas P450 dominante na zona 3, 

apenas em torno da veia centrolobular, que pode ser visualizada na figura 3 

(SCHUETZ; BEACH, 1994; EGGER et al., 2007). Em geral, as inúmeras formas de 

P450 são expressas e induzidas principalmente nos hepatócitos localizados na 

região perivenosa (ou centrolobular) (Figura 3), que se encontra mais próxima às 

veias hepáticas terminais, recebendo sangue por último.  
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Uma característica fundamental do zoneamento metabólico é a sua 

flexibilidade: a distribuição de diversas enzimas varia em diferentes condições 

fisiológicas e patológicas, principalmente como um resultado da adaptação funcional 

dos hepatócitos às mudanças nas demandas metabólicas do organismo. Glicólise, 

síntese de glicogênio a partir de glicose, liponeogênese, cetogênese, formação de 

glutamina, e metabolismo de xenobióticos, incluindo reações de conjugação, são 

todos processos, preferencialmente localizados nos hepatócitos perivenosos 

(OINONEN; LINDROS, 1998).  

 

Figura 3 – Ácino hepático dividido em três zonas, com base na função metabólica. Zona 1 (periportal) 
localiza-se mais próxima do trato porta e recebe a maior parte do sangue oxigenado, enquanto a 
zona 3 (centrolobular) está mais distante, recebendo a menor quantidade de sangue oxigenado. A 
zona 2 é a zona intermediária.  
Adaptado de Kumar et al., 2009. 
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1.3 LESÃO HEPÁTICA INDUZIDA POR DROGAS 

 

 

A lesão hepática induzida por drogas é a principal causa de insuficiência 

hepática fulminante e transplantes nos países ocidentais (DELEVE, 2007). Trata-se 

de um importante problema de saúde humana. Um estudo recente no Reino Unido 

descobriu que as reações adversas a medicamentos (RAMs) são responsáveis por 

mais de 6% das internações hospitalares, e a taxa de mortalidade é de cerca de 2% 

(PIRMOHAMED et al., 2004). Os resultados de um estudo prospectivo de 5 anos 

indica que muitos suplementos dietéticos e drogas com diferentes alvos 

farmacológicos estão associados com RAMs idiossincrásicas, hepatotóxicas 

(CHALASANI et al., 2008). 

Drogas e toxinas podem produzir dano hepático através de, pelo menos, 

quatro mecanismos gerais, que incluem: 

 

1) A droga prejudica diretamente a integridade estrutural e funcional do fígado. 

2) O metabolismo da droga produz um metabólito, normalmente uma espécie 

oxidante ou alquilante, que altera a estrutura e a função hepatocelular. Neste 

caso, a lesão ocorre quando os mecanismos celulares protetores já estejam 

esgotados.  

3) Um metabólito da droga liga-se a proteínas hepáticas para produzir novos 

determinantes antigênicos que se tornam alvo de uma resposta imune 

específica. 

4) A droga inicia uma resposta de hipersensibilidade específica (alergia à droga), 

na qual parte do fígado encontra-se com lesão. 

 

Pode haver mais de um mecanismo pelos quais uma determinada droga 

produz lesão hepática. Por exemplo, metabólitos reativos de uma droga podem 

provocar uma lesão celular através de reações bioquímicas (mecanismo 2) e 

também formar novos determinantes antigênicos que iniciam uma lesão imune-

mediada (mecanismo 3) (FARRELL, 1994). 
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A maioria dos fármacos ingeridos por via oral é lipossolúvel, necessitando de 

metabolização hepática, que os transforma em metabólitos hidrossolúveis, mediante 

ação das enzimas do citocromo P450. (FARRELL, 1994). 

As RAMs podem ser classificadas como previsíveis ou idiossincrásicas. As 

reações previsíveis são dose-dependentes e ocorrem em um período de tempo 

relativamente coerente, sendo todos os indivíduos suscetíveis. Um exemplo típico é 

a hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol (LARSON et al., 2005; AMAR; 

SCHIFF, 2007). Em contraste, as RAMs idiossincrásicas ocorrem em uma minoria 

dos pacientes durante a terapia medicamentosa e não estão relacionadas à ação 

farmacológica da droga (SENIOR, 2008).  

As RAMs idiossincrásicas são imprevisíveis, difíceis de diagnosticar, e 

ocorrem com doses que não causam toxicidade na maioria das pessoas. Elas 

geralmente exibem um tempo de latência variável após o início da terapia 

medicamentosa, e que não têm sido reproduzíveis em modelos animais 

(KAPLOWITZ, 2005; UETRECHT, 2007-2008). Conforme pode-se observar na 

Figura 4, as propriedades da droga, a variação genética e fatores ambientais 

contribuem para as RAMs idiossincrásicas (BOELSTERLI, 2003a). 

Em muitos casos, a toxicidade é exercida através dos metabólitos da droga, e 

não pela droga em si, por isso a importância fundamental de analisar os fatores que 

afetam a formação de metabólitos. Diversos xenobióticos são substâncias lipofílicas, 

e sua transformação em componentes hidrofílicos pelo sistema citocromo P450 

resulta na produção de metabólitos tóxicos (GRATTAGLIANO, 2009).  
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Figura 4 - Complexidade da lesão hepática induzida por drogas  
Fonte: Adaptado de Gree, 2010 
 

 

Os progressivos avanços no conhecimento das rotas metabólicas e das 

enzimas responsáveis pela biotransformação de drogas têm contribuído para a 

compreensão de uma grande variabilidade no metabolismo existente em seres 

humanos. Diferenças fenotípicas e genotípicas na expressão das enzimas 

envolvidas no metabolismo de drogas são as principais causas dessa variabilidade 

(GÓMEZ-LECHÓN et al., 2007).  

 

 

1.3.1 Tipos de Lesão Hepática Induzida por Drogas 

 

A lesão hepática induzida por drogas abrange uma variedade de respostas, e 

inclui muitas das manifestações clínicas e patológicas que acompanham lesões no 

fígado em geral (KAWAMOTO et al., 1999). 
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Existem classificações clínicas, por exemplo, que diferenciam as lesões entre 

hepatocelulares, colestáticas ou mistas, usam critérios histológicos, de início agudo 

ou crônico ou ainda pela sua gravidade. Essas classificações tornam-se úteis na 

prática clínica, pois elas descrevem sinais clínicos típicos de lesão hepática induzida 

por medicamentos específicos e, além disso, podem contribuir com dicas úteis a 

respeito dos mecanismos envolvidos. No entanto, deve-se ter consciência de que 

essas classificações são descritivas e com base em critérios clínicos ou 

histopatológicos (RUSSMANN et al., 2009). 

Um grande desafio para as classificações ―mecanicistas‖ é o fato de que a 

lesão hepática induzida por drogas não é suficientemente caracterizada pela lesão 

inicial, mas sempre envolve vários mecanismos, os sistemas de regulação e fatores 

de risco, com interações complexas. Isto também explica porque para a maioria das 

hepatotoxinas não existem modelos experimentais disponíveis, o potencial de uma 

droga hepatotóxica muitas vezes não é reconhecido antes da comercialização, a 

exata contribuição de diferentes processos que conduzem a lesão hepática induzida 

por drogas em humanos são ainda desconhecidos, e tratamentos direcionados ainda 

não estão disponíveis, exceto para hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol 

(RUSSMANN et al., 2009). 

 

 

1.3.2 Vias Comuns de Lesão Hepática Induzida por Drogas 

 

 

O fígado é um local de intensa atividade imunológica. A ativação das células 

de Kupffer e o recrutamento de macrófagos e células do sistema imune resultam em 

inflamação e lesão hepática causadas pela liberação de citocinas (BRUCHFELD et 

al., 2000). Esses eventos são fatores importantes na iniciação e manutenção da 

lesão hepática induzida por drogas (CAMPOS-FRANCO et al., 2004).  

A droga em si, assim como seus metabólitos, podem ativar uma resposta 

imune no fígado: a molécula é processada por células apresentadoras de antígenos 

no tecido linfóide central de maneira direta, ou após o aparecimento dos haptenos 

ou novos antígenos na membrana dos hepatócitos (MALHI et al., 2010). 
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1.3.3 Mecanismos Gerais de Dano na Lesão Hepática Induzida por Drogas 

 

 

Vários fatores podem influenciar a resposta das células a um insulto tóxico e a 

extensão do dano resulta da intervenção dos fatores intrínsecos e extrínsecos da 

célula. A combinação de idade, sexo, genética, hormônios, estado energético 

celular, doença hepática subjacente, fatores ambientais, e oferta de O2 local, 

contribui fortemente para a expressão dos mediadores da morte celular 

(PESSAYRE; LARREY, 1988).  

A apoptose e a necrose inicialmente podem seguir uma via metabólica 

comum. Quando a lesão afeta a manutenção de programas funcionais das células, 

os hepatócitos morrem preferencialmente por apoptose, limitando a extensão da 

lesão. O dano necrótico geralmente começa no citoplasma e, assim, envolve as 

mitocôndrias e o núcleo, determinando edema e perda da integridade da membrana 

plasmática. A apoptose determina a condensação citoplasmática e nuclear e a 

fragmentação sem perda da integridade da membrana (CARINI et al., 1999).  

Mecanismos gerais de hepatotoxicidade, que podem ser observados na 

Figura 5, incluem formação de metabólitos reativos (2), depleção de antioxidantes 

(3) e alquilação de proteínas. A sinalização intracelular pode ativar membros da 

família Bcl-2 (Bax e Bid) que formam poros na parte mais externa da membrana 

mitocondrial. Esta condição favorece a liberação de proteínas intramembrana e 

promove a condensação da cromatina e a fragmentação do DNA. Alternativamente, 

uma disfunção da mitocôndria, através da geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e formação de peroxinitrito, ativam a transição da permeabilidade da 

membrana e levam ao colapso do potencial de membrana, com diminuição da 

produção de energia e liberação de nucleases (JAESCHKE; BAJT, 2006). 

Existem duas vias de sinalização que levam à apoptose: a via intrínseca e a 

extrínseca. A via intrínseca é caracterizada por uma disfunção mitocondrial. E vários 

estímulos, especialmente o estresse oxidativo, podem levar a danos da membrana 

mitocondrial interna, resultando na transição da permeabilidade mitocondrial, com 

liberação do citocromo c e ativação de caspases (DELHALLE et al., 2003). 

A família de proteínas Bcl-2 desempenha um papel na regulação da via 

intrínseca. Dois membros do principal representante desta família são a Bax, pró-

apoptótica e a Bcl-2, antiapoptótica. Bcl-2 atua para evitar a morte das células; 
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enquanto Bax, que forma hetero-dímeros com Bcl-2, parece acelerar o sinal de 

morte celular (GRATTAGLIANO et al., 2009).  

Bcl-2 pode inibir a apoptose induzida pela ação de agentes oxidantes. A 

membrana mitocondrial externa, o retículo endoplasmático e o envelope nuclear são 

todos sítios envolvidos na produção de espécies reactivas de oxigênio (EROs). A 

localização do Bcl-2 a esses sítios levou à investigação sobre o envolvimento de 

EROs na morte celular programada. Bcl-2 pode proteger as células contra H202 e 

hidroperóxido de t-butil ou menadiona, que geram radical superóxido (O2
-). Mesmo 

em concentrações baixas, estes oxidantes matam as células por um processo de 

apoptose. Bcl-2 inibe a peroxidação lipídica, um evento consequente ao dano 

oxidativo, frequentemente acompanhado de apoptose (Figura 5) (YANG; 

KORSMEYER, 1996). 

 

 

Figura 5 – Ilustração do modelo proposto para a Lesão Hepática Induzida por Drogas  
Fonte: Adaptado de Holt MP, 2006. 

 

Um mecanismo envolvido nesse processo é o da família das proteínas 

quinase ativadas por mitógenos (MAPK), que desempenha um papel importante na 

transdução do sinal intracelular em resposta a estímulos extracelulares. As três 

subfamílias bem caracterizadas de MAPKs são a das quinases reguladas por sinais 
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extracelulares (ERKs), quinases c-Jun N terminal (JNKs), e p38 (KOBAYASHI et al., 

2006).  

Em geral, ERKs são ativadas por estímulos mitogênicos e proliferativos. Sob 

estímulo, essas quinases são ativadas pela fosforilação dupla de resíduos de 

treonina e tirosina (SCHNABL et al., 2001). A ERK possui funções citoprotetoras 

contra a apoptose, que é desencadeada por estresse oxidativo, TNF-a, NO e pelo 

uso de drogas pró-apoptóticas. Acredita-se que as MAPKs, incluindo a ERK, sejam 

biomoléculas redox-dependentes que modulam a proliferação celular, a 

sobrevivência e apoptose (CHANG; KARIN, 2001).  

 

 

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA POR 

DROGAS 

 

 

1.4.1 Tetracloreto de carbono (CCl4) 

 

 

O tetracloreto de carbono (CCl4) é conhecido há muito tempo como um 

modelo tóxico e tem sido o foco de muitos estudos toxicológicos in vitro e in vivo. O 

principal local de toxicidade e carcinogênese é o fígado. Sendo assim, o CCl4 

constantemente provoca toxicidade do fígado, resultando em degeneração 

gordurosa, necrose celular, fibrose e cirrose. Isso ocorre em várias espécies e 

através de múltiplas rotas de exposição (WEBER et al., 2003). 

Existem consideráveis evidências in vitro e in vivo para o modo de ação pelo 

qual o CCl4 produz efeitos tóxicos em animais (WEBER et al., 2003). Numerosos 

estudos mostram que o metabolismo do CCl4 é necessário para a sua toxicidade. A 

etapa inicial do metabolismo do tetracloreto de carbono é a desalogenação redutiva 

pelo citocromo P450, principalmente P4502E1 (MARTINEZ et al., 1995).  

Os produtos do metabolismo do CCl4 pelo P4502E1 incluem os radicais 

triclorometil e triclorometil peróxidos. Estudos com varredores de radicais livres, 

como a N-acetilcisteína (NAC), e agentes de spin-trapping, como o N-terc-butil-α-(4-

nitrofenil) nitrona demonstraram que estes compostos conferem um efeito protetor 

contra a toxicidade induzida por CCl4 (STOYANOVSKY; CEDERBAUM, 1996; 
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BRENNAN; SCHIESTL, 1998; PAVANATO et al., 2003; AMALIA et al., 2007; 

PEREIRA-FILHO et al., 2008), indicando que a toxicidade do CCl4 é produzida pelos 

radicais livres liberados através do metabolismo do CCl4. 

 

 

1.4.2 Paracetamol 

 

 

O paracetamol é um analgésico e antipirético amplamente utilizado e 

conhecido por ser eficaz e seguro quando consumido em doses terapêuticas (1-4 

g/dia) (KAPLOWITZ, 2001; RUMACK, 2004). No entanto, uma lesão hepática grave 

resultando em insuficiência hepática pode ocorrer em alguns casos, após uma 

overdose aguda ou cumulativa (10-15 g) (KAPLOWITZ, 2001). 

A overdose de paracetamol também é conhecida por causar lesões hepáticas 

em animais de laboratório com características semelhantes às encontradas nos 

pacientes. O modelo murino de hepatotoxicidade induzido por paracetamol 

representa o modelo mais utilizado para o estudo da patogênese de dano hepático 

induzido por drogas. O início da lesão hepática induzida por paracetamol resulta do 

metabolismo do paracetamol em um metabólito reativo, a imina N-acetil-p-

benzoquinona (NAPQI) (NELSON, 1990).  

Após doses normais, a NAPQI é desintoxicada pela conjugação, catalizada 

química e enzimaticamente, com o tripeptídeo glutationa onipresente, e excretada 

como derivados de N-acetilcisteína na urina. Depois de overdoses, no entanto, a 

quantidade de metabólitos reativos é suficiente para esgotar a glutationa hepática 

disponíveil, e a NAPQI então reage covalentemente com macromoléculas celulares, 

contribuindo para a modificação da proteína e a disfunção mitocondrial com 

depleção de ATP, culminando em necrose centrolobular ampla (KAPLOWITZ, 2001).  

Além de orientar a disfunção celular hepática e a morte, a patogênese da 

hepatotoxicidade induzida por paracetamol também envolve a liberação de uma 

variedade de mediadores inflamatórios que podem influenciar a susceptibilidade 

individual. 
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1.4.3 Tioacetamida 

 

 

A tioacetamida (TAA) foi originalmente usada como fungicida para proteger 

laranjas contra a deterioração (CHILDS, 1946). Entretanto, em seguida foi 

reconhecida como uma potente hepatotoxina e agente carcinogênico em ratos 

(FITZHUGH; NELSON, 1948). Outros usos conhecidos da tioacetamida seriam como 

um solvente orgânico na indústria do couro, têxtil, e de papel, como um acelerador 

de vulcanização da borracha Buna e como um estabilizador de combustível de 

motores (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2000). A partir daí, estudos 

revelaram que a exposição crônica a tioacetamida produziu cirrose em ratos 

(CHIELI; MALVADI, 1985). 

Notáveis avanços em nossa compreensão dos mecanismos responsáveis 

pela lesão hepatotóxica surgiram a partir de estudos moleculares, celulares e 

funcionais em animais. É importante salientar que as lesões patológicas causadas 

por hepatotoxinas em modelos experimentais podem assemelhar-se às lesões de 

qualquer tipo conhecido de doença do fígado em humanos (BASKARANA et al., 

2010). 

O mecanismo de toxicidade da tioacetamida se deve à formação de 

tioacetamida-S-óxido. Dentro de um curto período após administração, a 

tioacetamida sofre extenso metabolismo no fígado em acetamida e tioacetamida-S-

óxido pelo sistema oxidase de função mista (CHIELI; MALVADI, 1984). O composto 

tioacetamida-S-óxido é metabolizado, posteriormente, pelo citocromo P-450 

monooxygenase a tioacetamida-S-dióxido (HUNTER et al., 1977; WANG et al., 

2000), que exerce hepatotoxicidade pela ligação a macromoléculas, sendo 

responsável pela mudança na permeabilidade celular, aumento da concentração 

intracelular de Ca2+, aumento do volume nuclear e alargamento dos nucléolos, além 

de inibir a atividade mitocondrial, levando à morte celular (AHMAD et al., 2002; 

HALPERT, 1982). 
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Figura 6 – Metabolismo da Tioacetamida. 

 

Um dos mecanismos de dano é a geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), o que leva ao estresse oxidativo, com aumento de danos ao DNA, proteínas 

e lipídios (WANG et al., 2000), causando necrose centrolobular e geração de mais 

EROs (PORTER; NEAL, 1978). 

Estudos relataram que a exposição aguda à tioacetamida produziu necrose 

centrolobular em ratos (ZIMMERMAN, 1978). Enquanto isso, a administração 

crônica da hepatotoxina levou ao surgimento de hepatotoxicidade grave, 

caracterizada por necrose centrolobular acompanhada de vários graus de 

degeneração gordurosa contendo desde minúsculos até grandes vacúolos (gotas de 

gordura) (AHMAD et al., 2002). 

O metabólito reativo obrigatório da TAA, tioacetamida-S-dióxido, liga-se 

covalentemente a proteínas com a formação de derivados da acetilimidolisina, 

responsável pela indução de efeitos hepatotóxicos da TAA (DYROFF; NEAL, 1981). 

TAA também pode formar acetamida através do mesmo intermediário reativo (REES 

et al., 1966).  

Estudos têm mostrado, no entanto, que a acetamida não pode produzir lesões 

hepáticas como as relatadas para a TAA, mesmo quando administrada em doses 

muito maiores do que a TAA. Quando TAA é administrada, dois eventos metabólicos 

são necessários para produzir os metabólitos tóxicos, enquanto apenas um passo é 

necessário no caso da tioacetamida-S-óxido, o que justifica a maior toxicidade da 

tioacetamida-S-óxido em relação ao TAA (HUNTER et al., 1977). 
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Estudos in vivo e in vitro indicaram que a segunda etapa (tioacetamida-S-

óxido → tioacetamida-S-dióxido) da bioativação da TAA é menos eficiente que a 

primeira (TAA → tioacetamida-S-óxido) (CHILAKAPATI et al., 2007). 

Quando uma dose baixa de TAA (50 mg/kg) é administrada em ratos machos 

Sprague Dawley, os níveis de ALT plasmática máxima são atingidas em 36 horas 

(RAMAIAH, EHENDALE, 2001; CHILAKAPATI et al., 2005). Quando a mesma dose 

de tioacetamida-S-óxido é administrada, os níveis de ALT plasmática máxima são 

alcançados 24 horas antes. 

A lesão hepática causada pela tioacetamida-S-óxido não mostrou aumento 

proporcional à dose nos momentos iniciais. Isto foi demonstrado através dos valores 

das enzimas plasmáticas ALT e AST e histopatologicamente. A administração de 

uma dose letal de tioacetamida-S-óxido (200 mg/kg) levou a uma boa progressão da 

lesão após 36 horas, quando o composto foi totalmente eliminado do corpo (t1/2 ~ 

105 min) (CHILAKAPATI et al., 2007). 

Entre muitos hepatotóxicos, TAA e tioacetamida-S-óxido são conhecidos por 

serem únicos, no sentido que, mesmo após a administração de uma dose letal, a 

morte ocorre entre 3,5 e 7 dias para TAA e entre 36 e 96 horas para tioacetamida-S-

óxido. Vários autores observaram que, com uma dose letal de CCl4, CHCl3, 

paracetamol, a morte ocorreu entre 12 e 48 horas (ANAND et al, 2003; 

MEHENDALE, KLINGENSMITH, 1988; RAO et al, 1997; SHANKAR et al, 2003; 

SAWANT et al, 2006a).  

Por isso, com estes modelos hepatotóxicos (CCl4, CHCl3 e paracetamol), o 

tempo decorrido entre elevações significativas das enzimas que marcam a lesão 

hepática e a insuficiência hepática, levando à morte dos animais, é muito curto. Ao 

contrário destes, nos modelos com TAA e tioacetamida-S-óxido há um longo 

intervalo de tempo entre elevações significativas das enzimas que marcam a lesão 

hepática, a insuficiência hepática, e a morte dos animais (MANGIPUDY et al, 1995; 

CHILAKAPATI et al, 2005; SAWANT et al, 2006b).  

Embora a razão exata para esta diferença não seja conhecida, a descoberta 

do envolvimento de "proteínas de morte" na progressão da lesão indica que a 

evolução da lesão ocorre devido a fatores independentes dos tóxicos. Este intervalo 

de tempo adicional com a TAA e a tioacetamida-S-óxido é vantajoso para as 

investigações relacionadas com o mecanismo inicial da lesão e progressão da lesão 
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após o tóxico já não estar mais presente, por causa da grande ―janela‖ para estudos 

de evolução temporal do avanço e do declínio da lesão (CHILAKAPATI, 2007). 

 

 

1.5 RADICAIS LIVRES E ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO E NITROGÊNIO 

 

 

O termo radical livre refere-se a átomo ou molécula altamente reativo(a), que 

contém número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. É este não-

emparelhamento de elétrons da última camada que confere alta reatividade a esses 

átomos ou moléculas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990). 

Em geral, a excessiva formação endógena de radicais livres pode ser oriunda 

da (i) ativação aumentada de fagócitos; (ii) interrupção dos processos normais de 

transferência de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial; (iii) aumento da 

concentração de íons metálicos de transição por escape do grupamento heme de 

proteínas em locais de lesão ou doenças metabólicas, e (iv) por níveis diminuídos 

das defesas antioxidantes (GUTTERIDGE, 1999; DROGE, 2002; HALLIWELL, 

OKTYABRSKY, SMIRNOVA, 2007).  

 

Tabela 1- Importantes espécies reativas no sistema biológico  

Radicais Livres Não-radicais 

Espécies Reativas de Oxigênio 

Superóxido, O2 
•-
 

Hidroxila, OH
•
 

Peroxila, RO2 
• 

Alcoxila, RO
•
 

Carbonato, CO3
•-
 

Peróxido de hidrogênio, H2O2 
Oxigênio singlet, 

1
02 

Peróxidos orgânicos, ROOH 

Espécies Reativas de Cloro 
 
 
Cloro atômico, Cl

•
 

 
 
Ácido hipocloroso, HOCl 
Gás cloro, Cl2 
Nitro-cloro-benzeno, NO2Cl 

Espécies Reativas de Nitrogênio 
 
 
 
 
 
 
Óxido nítrico, NO

 

Dióxido de nitrogênio, NO2
•
 

 
 
Ácido nitroso, HNO2 
Cátion nitrosila, NO

+
 

Ânion nitrosila, NO
-
 

Tetraoxido dinitrogênio, N2O4 
Trioxido dinitrogênio, N2O3 
Peroxinitrito, ONOO

-
 

Ácido Peroxinitroso, ONOOH 
Alquil Peroxinitrito, ROONO 

Fonte: adaptado de Halliwell, 2006. 
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A tabela 1 apresenta espécies reativas importantes para o sistema biológico. 

As principais EROs conhecidas são: ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxil (HO•). O2
- é convertido em H2O2 espontaneamente e essa 

reação pode ser catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD), ocorrendo a 

conseqüente formação de peróxido de hidrogênio, sendo este menos reativo e 

podendo ser degradado por outras enzimas (HITCHON; El-GABALAWY, 2004).  

 

O2
- + O2

- + 2H+             SOD            H2O2 + O2 

 

Outra enzima importante é a CAT. O peróxido de hidrogênio, formado na 

dismutação do ânion superóxido, é transformado em água e oxigênio por ação 

dessa enzima. Esta, por sua vez, tem uma ação muito específica, já que atua em 

reações com peróxidos de hidrogênio, metila e etila (CHANCE; BOVERIS, 1979). 

 

2H2O2
       CAT        2H2O + O2 

 

Os íons Fe2+ podem participar da reação de Fenton, gerando radicais hidroxila 

altamente reativos. Assim, sob condições de estresse, O2
• - facilita a formação de 

OH• a partir de H2O2, tornando o Fe2+ disponível para a reação de Fenton.  

 

Fe2+ + H2O2                               Fe3+ + OH + OH- 

 

A reação do radical superóxido com o peróxido de hidrogênio forma o radical 

hidroxila através da reação de Haber-Weiss. 

 O2
- + H2O2                                   OH + OH- + O2 

 

Adicionalmente, o O2
- pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOO-), 

uma espécie reativa de nitrogênio (ERN). A adição de ONOO- às células, tecidos e 

fluidos corporais, leva à rápida protonação, podendo resultar em depleção de grupos 

-SH e outros antioxidantes (DROGE, 2002; HALLIWEL, GUTTERIDGE, 2007). Neste 

sentido, ONOO- tem sido considerado um importante marcador do estresse 

nitrosativo em doenças humanas (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).  
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O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre pró-oxidantes e 

antioxidantes em favor do pró-oxidante, levando ao dano potencial (HALLIWEL, 

GUTTERIDGE, 1999). O mecanismo redox tem mostrado influência na sinalização 

intracelular, e as células parecem ser muito sensíveis à perda destes sistemas de 

regulação e controle. Estes dois conceitos têm sido recentemente incorporados a 

uma nova definição do estresse oxidativo como "um desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a um desarranjo da sinalização e do 

controle redox e/ou a um dano molecular" (FORMAN et al., 2004; ROEHRS et al., 

2004). 

 

 

1.5.1 Óxido Nítrico 

 

 

O óxido nítrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogênio importante no estado 

redox dos hepatócitos. É uma molécula pequena, hidrofóbica, livremente difusível e 

com uma meia-vida de segundos (ou menos). Ele é produzido pela óxido nítrico 

sintase (NOS), que está presente em três formas: NOS neuronal (nNOS), NOS 

endotelial (eNOS), e a NOS induzível (iNOS) (DIESEN; KUO, 2010).  

A principal via metabólica do NO envolve sua oxidação rápida a óxidos de 

nitrogênio superiores nitrito (NO2) e nitrato (NO3), conforme ilustra a figura 7. Até 

recentemente, esses ânions inorgânicos eram considerados produtos finais inertes 

do metabolismo do NO. Embora seja verdade que a bioatividade do NO termina logo 

após a oxidação a nitrato e nitrito, linhas de pesquisas recentes sugerem que existe 

um caminho inverso em que os nitratos e nitritos são reduzidos gradualmente a NO 

bioativos novamente (LUNDBERG; WEITZBERG, 2009).  
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Figura 7- Metabolismo do NO e formação dos metabólitos NO2 e NO3  
Fonte: Vascular Medicine Institute, http://www.vmi.pitt.edu/index.html. 

 

O NO interage com vários alvos moleculares incluindo tióis, metais de 

transição (como ferro), oxigênio e outros radicais livres. Ele facilmente se liga ao 

heme, afetando assim a ativação ou inibição de diversas proteínas. Especificamente, 

o NO ativa a guanilato ciclase, o que resulta em aumento da síntese de GMPc, 

afetando, assim, a ativação ou inibição de outras moléculas (STAMLER, 1994). 

Em resposta ao dano tecidual e inflamação induzidos por uma variedade de 

xenobióticos, incluindo paracetamol, tetracloreto de carbono, o etanol, 

galactosamina e endotoxina, o fígado produz grandes quantidades de óxido nítrico. 

Na verdade, quase todos os tipos de células do fígado, incluindo hepatócitos, células 

de Kupffer, células estreladas e células endoteliais têm a capacidade de gerar óxido 

nítrico. Dessa forma, essas células, assim como leucócitos infiltrados, podem 

indiretamente aumentar a lesão tecidual. Em muitos modelos de lesão hepática, NO 

e seus produtos de oxidação, como peroxinitrito contribuem para o processo de 

lesão danificando diretamente o tecido ou iniciando reações imunológicas adicionais 

que resultam em danos. Em alguns modelos, os doadores de óxido nítrico ou 

peroxinitrito podem imitar as ações citotóxicas das toxinas no fígado (LASKIN et al., 

2001).  

O NO é um mediador chave liberado pelos macrófagos ativados que tem sido 

implicado no processo de toxicidade. Vários estudos mostraram que grandes 

quantidades deste intermediário altamente reativo de nitrogênio são produzidas 

durante lesão tecidual associada à inflamação (LASKIN, 1994; LYONS, 1995; 

BUKARA, BAUTISTA, 2000). De fato, em muitos desses sistemas, a modulação da 
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produção de óxido nítrico pode alterar a lesão tecidual. O agente indutor da lesão, o 

seu tecido-alvo, e concentrações locais de intermediários reativos de oxigênio são 

importantes determinantes se a produção de óxido nítrico desempenha um papel 

protetor ou patológico na lesão tecidual (LASKIN et al., 2001).  

EROs estão envolvidas na regulação da apoptose e na regeneração dos 

hepatócitos (FIORUCCI et al., 2001). A apoptose pode ser induzida por H2O2 ou 

superóxido de fontes exógenas, como ocorre em monócitos e neutrófilos presentes 

na lesão hepática (JAESCHKE H, 2000), ou de EROs/ERNs produzidas 

intracelularmente, como ocorre a partir de ácidos biliares, isquemia, ou 

hepatotoxinas (HUG et al., 1997). Muitas destas drogas são metabolizadas pela 

isoforma P4502E1 do citocromo P450, o que resulta em aumento do estresse 

oxidativo e apoptose (CANBAY, 2003).  

Apesar de estudos mostrarem que o NO desempenha um papel importante na 

apoptose, os mecanismos exatos ainda não são claros. A proliferação celular 

hepática pode ser suprimida pelo NO, e este efeito é impedido por adição de 

inibidores da NOS (LASKIN et al., 1994; LASKIN et al., 1995). Grandes quantidades 

de óxido nítrico podem conduzir a danos teciduais, e as células respondem 

expressando proteínas ou oxidantes e antioxidantes para a proteção contra os 

danos dos radicais livres.  

 

 

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E AGENTES TÓXICOS 

 

 

Os compostos tóxicos ambientais são uma fonte potencial de EROs. Em 

fumantes, tem-se obervado uma grande redução dos antioxidantes circulantes 

(DIETRICH et al., 2003; BLOOMER, 2007). Além disso, a exposição ocupacional a 

metais, benzina, poeira de cimento, tetracloreto de carbono e vários outros agentes 

está associada a uma maior peroxidação lipídica, com aumento da oxidação do DNA 

e diminuição dos níveis de vitamina E e C (PAVANATO et al., 2003; KIM et al., 2004; 

ROSSNER et al., 2008; YOSHIOKA et al., 2008).  

Evidências sugerem que uma maior ingestão de múltiplos nutrientes, incluindo 

ácido fólico, potássio, glucosinolatos, sulfetos dialil, e flavonóides, reduz 

consideravelmente o risco de doença cardiovascular associados à exposição ao ar 
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poluente (HUNG et al., 2004; AUCHINCLOSS et al., 2008). O dano induzido por 

EROs em ácidos nucléicos, proteínas, carboidratos e lipídios altera a função destas 

macromoléculas nas células, tecidos e órgãos (SIES, 1999).  

Estes distúrbios provocam respostas celulares adaptativas que aumentam as 

defesas antioxidantes e mecanismos de reparo (por exemplo, reparo do DNA). Um 

dano oxidativo grave às macromoléculas leva à morte celular. Muitos poluentes 

ambientais envolvem vias de sinalização que são ativadas em resposta ao estresse 

oxidativo. As mesmas sequências de eventos também estão associadas com a 

etiologia e à patologia inicial de muitas doenças crônicas (HENNIG et al., 2007).  

A poluição do ar, radiação ionizante, luz UV, metais pesados, metalóides, 

pesticidas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, entre outros, induzem a 

formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 

(ERNs) em tecidos-alvo, envolvendo as vias de sinalização que são ativadas em 

resposta ao estresse oxidativo. Enzimas antioxidantes como SOD, CAT e a ação 

das vitaminas E e C neutralizam as EROs e ERNs, conforme ilustrado na figura 8 

(LIMÓN-PACHECO; GONSEBATT, 2009). 

 
Figura 8 – Ativação de vias de sinalização do estresse oxidativo.  
Fonte: Adaptado de Limón-Pacheco & Gonsebatt, 2009.  
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1.7 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

 

O desequilíbrio no estado redox tem efeitos potencialmente deletérios sobre a 

biologia celular. Por isso, existem vários mecanismos antioxidantes, endógenos e 

exógenos, envolvidos na proteção de células (BLAIR, 2006; SONEJA et al., 2005). 

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que, quando 

presentes em baixas concentrações – comparadas àquelas de um substrato 

oxidável – atrasam significativamente ou impedem a oxidação daquele substrato (o 

termo oxidável inclui macromoléculas tais como proteínas, lipídios, carboidratos e 

DNA). A função desses compostos é manter os níveis intracelulares de espécies 

ativas de oxigênio em baixas concentrações e, para isso, atuam prevenindo a 

formação dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas 

(REPETTO; LLESUY, 2002). 

Para garantir sua integridade estrutural e funcional, as células hepáticas têm 

um sistema antioxidante constituído por enzimas como as catalases, superóxido 

dismutase e principalmente a glutationa-peroxidase, que se conjuga 

espontanemente com os metabólitos reativos, convertendo-os em produtos atóxicos, 

impedindo sua ligação às macromoléculas, que levariam à morte celular (LARREY, 

1989).  

Quando seus níveis séricos estão baixos, como na desnutrição e no 

alcoolismo crônico, medicamentos utilizados em doses terapêuticas podem se tornar 

hepatotóxicos. Substâncias exógenas, como as vitaminas E, A e C, também atuam 

contra as hepatotoxinas formadas. Desse modo, a depuração sistêmica dos 

medicamentos está intimamente relacionada com a competência do sistema 

metabolizador de fármacos, o fluxo sanguíneo hepático e os níveis de albumina 

sérica. A morte celular acontece em virtude de mecanismos variados, por ação 

tóxica direta, imunomediada, idiossincrásica, e por toxicidade mitocondrial (LUDWIG, 

1975).  

Existem micronutrientes na dieta que também contribuem para o sistema de 

defesa antioxidante. Neles estão incluídos o β-caroteno, vitamina C e vitamina E (a 

família da vitamina E abrange tanto tocoferóis como tocotrienóis, sendo o α-tocoferol 

a forma predominante e mais ativa). Moléculas solúveis em água, como a vitamina 

C, são potentes agentes ―varredores‖ de radicais na fase aquosa do citoplasma, 
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enquanto as formas lipossolúveis, como a vitamina E e o β-caroteno, agem como 

antioxidantes em ambientes lipídicos. O selênio, zinco, cobre e manganês são 

também elementos importantes, pois atuam como cofatores de enzimas 

antioxidantes. O selênio é considerado particularmente importante na proteção do 

ambiente lipídico contra o dano oxidativo, pois serve como um co-fator para a 

enzima GPx (LAUTERBURG et al., 1984; DENEKE, FANBURG, 1989; HALLIWELL, 

GUTTERIDGE, 1999). 

O antioxidante celular mais abundante é o tripeptídeo GSH. A GSH é 

sintetizada em duas etapas. Primeiro, γ-glutamilcisteína sintetase forma uma ligação 

γ- peptídeo entre o ácido glutâmico e a cisteína, então a GSH sintetase acrescenta 

glicina. GSH previne a oxidação de grupos de proteínas tióis, ou directamente 

através de reações com espécies reativas, ou indiretamente através das glutationa 

transferases (LAUTERBURG et al., 1984; DENEKE, FANBURG, 1989). 

 

 

1.7.1 Flavonóides 

 

 

Flavonóides são compostos polifenólicos, constituídos de um grupo de 

metabólitos secundários dos vegetais, que se originam mediante uma via 

biossintética mista (RICE-EVANS et al., 1996). São compostos que contêm grupos 

hidroxila fenólicos que lhes conferem uma ação antioxidante com importante 

potencial terapêutico (Figura 9) e são encontrados na maçã, laranja, pêra, uva, 

melão, cereja, brócoli, batata, cebola, tomate, feijão, assim como também na 

cerveja, no chá, no vinho tinto e nos sucos de limão e laranja, os quais fazem parte 

da dieta humana de forma habitual (PLUMB et al., 1999). 

Uma das propriedades mais estudadas dos flavonóides é a sua proteção 

contra o estresse oxidativo (RICE-EVANS, 2001; POLOVKA, 2003). Os flavonóides 

são ―varredores‖ ideais de radicais peroxil, devido ao seu favorável potencial de 

redução em relação aos radicais alquila e peroxila e, portanto, em princípio, eles são 

inibidores eficazes da peroxidação lipídica (POLOVKA, 2003).  

Outra propriedade importante de uma molécula de flavonóide é a capacidade 

de doar hidrogênio (elétrons), que age ―varrendo‖ espécies reativas de radicais 

livres, e está principalmente associada com a presença de um grupo catecol no anel 
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benzênico (anel benzênico diidroxilado). Uma característica estrutural essencial, que 

é parcialmente responsável pelas propriedades antioxidantes dos flavonóides, 

envolve a presença de uma insaturação (ligação dupla) entre as posições 2 e 3, um 

grupo carbonila na posição 4 e um grupo hidroxila na posição 3 do anel C. Além 

disso, a presença de grupos funcionais envolvendo os dois grupos hidroxila do anel 

B e o grupo 5-hidroxila do anel-A, contribui com a capacidade dos flavonóides de 

quelar metais e, assim, evita a quebra catalítica do peróxido de hidrogênio (reação 

de Fenton). 

 

Figura 9 - Estrutura básica dos flavonóides  
Fonte: Rice-Evans e Miller, 1996. 

 

1.7.2 Quercetina 

 

 

 A quercetina é classificada como um flavonol típico, sendo um dos 

flavonóides mais abundantes na dieta humana, cuja denominação científica é 2-(3,4-

diidroxifenil)3,5,7-triidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona, também denominado 3,3’,4’,5,7-

pentahidroxiflavona pela Organização Internacional de Química Pura e Aplicada 

(IUPAC), podendo ser encontrada em muitas frutas e legumes, bem como no azeite, 

no vinho tinto e em chás (NIJVELDT et al., 2001).  
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Figura 10 – Estrutura da molécula de quercetina  
Fonte: Verma, 2010. 

 

 

A quercetina pode varrer radicais livres e reduzir o efeito oxidativo e 

citotóxico de lipoproteínas de baixa densidade (NEGRE-SALVAGYRE; 

SALVAGYRE, 1992). O consumo elevado de alimentos ricos em flavonóides, 

portanto, também tem sido associado a uma reduzida incidência de cânceres em 

vários locais (ADLERCREUTZ, 1995).  

A quercetina tem várias propriedades biológicas, farmacológicas e 

medicinais, entre elas os efeitos anti-inflamatórios, anti-alérgicos, antivirais, 

antitrombóticos, antimutagênicos, antineoplásicos e citoprotetores (FORMICA; 

REGELSON, 1995). Diversos estudos epidemiológicos e dietéticos sugerem que a 

quercetina desempenha um papel útil na prevenção de neurodegeneração, 

especialmente no declínio motor, cognitivo e de humor relacionados à idade e 

protege contra o estresse oxidativo, bem como o dano cerebral isquêmico 

(SCHROETER et al., 2002).  

A quercetina inibe o crescimento e morte celular em uma variedade de 

células cancerosas, incluindo células de glioma (ONG et al., 2004, BRAGANHOL et 

al., 2006). No entanto, o exato mecanismo molecular de ação da quercetina ainda 

não está bem compreendido. A quercetina pode exercer efeito protetor contra a 

morte celular associada à geração de EROs.  
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A tendência inerente ao flavonóide de inibir reações mediadas por radicais 

livres depende de sua estrutura química. Múltiplos grupos hidroxila conferem à 

molécula considerável poder antioxidante e capacidade quelante. A dupla ligação e 

a função carbonila na polimerização da estrutura nuclear aumenta a atividade, 

proporcionando um radical flavonóide mais estável através da conjugação e da 

deslocalização de elétrons (BEECHER, 2003). A quercetina possui a capacidade de 

formar compostos semiquinona e quinino por submeter à oxidação um ou dois 

elétrons, respectivamente. Nesta forma ela é capaz de quelar íons metálicos e 

formar cinco anéis quelantes (HEIM et al., 2002). 

Sua propriedade anti-radicais é direcionada à ―varredura‖ de OH• e ânion 

superóxido, espécies altamente reativas envolvidas na iniciação da peroxidação 

lipídica. Por outro lado, a quercetina, como um composto fenólico, pode atuar como 

um agente quelante de metais e, na verdade, ela pertence a uma classe especial de 

ligantes, que é capaz de sofrer oxidação tanto de um como de dois elétrons, 

formando compostos semiquinona e quinona respectivamente (KUNTIC et al., 1998; 

HEDDA, SUSANNE, 2001; AMANDA, MARCELO, 2002).  

A quercetina contém inúmeras ligações duplas (insautradas) e grupos 

hidroxila que podem doar elétrons através de ressonância para estabilizar os 

radicals livres (MACHLIN; BENDICH, 1987). As propriedades de ―varredura‖ de 

radicais associadas à estrutura da quercetina lhe proporcionam a capacidade de 

defesa contra o estresse oxidativo e, auxiliando na redução de doenças cardíacas, 

prevenção do câncer e retardando os processos de envelhecimento em células 

responsáveis por doenças degenerativas (HOLLMAN; KATAN, 1997).  

A quercetina interfere reagindo com os radicais formados no processo de 

peroxidação lipídica (HOLLMAN, KATAN, 1997; KAHL, HILDEBRANDT, 1986). Além 

de interromper a propagação da peroxidação lipídica, ela também aumenta os níveis 

de glutationa (GSH) que pode converter o peróxido de hidrogênio a oxigênio e água, 

impedindo a formação de radicals livres (ANSARI, 2008).  

Três grupos estruturais ajudam na capacidade da quercetina de manter a 

sua estabilidade e atuar como um antioxidante quando reage com os radicais livres: 

o grupos o-diidroxila do anel B, o grupo 4-oxo em conjugação com a 2,3 alceno, e os 

grupos 3- e 5-hidroxila (HOLLMAN; KATAN, 1997). O grupos funcionais podem doar 

elétrons para os anéis, que aumentam o número de formas de ressonância 
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disponíveis para além daquelas criadas pela estrutura do anel benzênico (MARIANI, 

2008). 

Estima-se que diariamente a dieta ocidental contém, em média, 25 mg de 

flavonóides, dentre os quais a quercetina é o principal componente, sendo 

consumida em torno de 16 mg/dia, uma quantidade que pode ser 

farmacologicamente significativa para os fluidos e tecidos corporais (DUTHIE; 

DOBSON, 1999). 

Vários antioxidantes e flavonóides têm sido referidos recentemente como 

eficazes para diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose biliar secundária à 

ligadura de ducto biliar comum (LDBC), de cirrose por álcool ou por administração 

de tetracloreto de carbono (PAVANATO et al., 2003, TIEPPO et al., 2009). Foi 

demonstrado o efeito protetor de polifenóis contra hepatotoxicidade induzida por 

endotoxinas. Além disso, observou-se que a administração de polifenóis diminuiu a 

ativação do NFkB induzida por endotoxina e a produção de TNF (DRYDEN et al., 

2006).  

Tendo em vista essas considerações, avaliaremos nesse trabalho a lesão 

hepática induzida por TAA em ratos e a ação da quercetina, analisando-se, também, 

o papel desta no processo de apoptose das células hepáticas.  
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar os efeitos do flavonóide quercetina sobre o estresse oxidativo em 

ratos com hepatotoxicidade induzida pela ação da tioacetamida. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1) Induzir dano hepático em ratos através da TAA e avaliar a ação da 

quercetina. 

2) Avaliar o nível das enzimas séricas aminotransferases aspartato (AST) e 

alanina (ALT) para avaliar o dano na integridade hepática. 

3) Avaliar a presença de alterações anatomopatológicas do tecido hepático 

através da histologia por hematoxilina/eosina. 

4) Avaliar os níveis de lipoperoxidação no tecido hepático através das 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e quantificar a 

atividade das enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), 

Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). 

5) Avaliar os metabólitos do óxido nítrico (NO2/NO3) no tecido hepático dos 

animais através do reagente de Griess. 

6) Avaliar a presença de apoptose por intermédio da determinação da 

expressão das proteínas Bcl-2, Bax e p-ERK no tecido hepático através da 

técnica de Western Blot.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA 

 

 

Este estudo tem caráter experimental quantitativo comparativo, no qual será 

induzida a toxicidade do fígado através da administração de TAA intraperitoneal. 

 

 

3.2 FLAVONÓIDE QUERCETINA 

 

 

A quercetina (C15H10O7) (CAS Número de Registro [117-39-5] utilizada no 

estudo foi proveniente da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA. Trabalhos 

experimentais realizados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando quercetina, 

verificaram que a melhor resposta obtida com quercetina ocorreu com a dose de 150 

mol/Kg de peso corporal, que corresponde a 50 mg/Kg de peso corporal utilizado 

neste estudo (Peres et al., 2000; Pavanato et al., 2003; Moreira et al., 2004; Tieppo 

et al., 2005). 

 

 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

3.3.1 Animais 

 

 

Foram utilizados sete ratos machos Wistar para cada grupo experimental, 

peso médio de 250 gramas, provenientes do biotério da FEPPS (Fundação Estadual 

de Produção e Pesquisa em Saúde) de Porto Alegre. Os animais foram mantidos, 

durante o experimento, na Unidade de Experimentação Animal do Centro de 

Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, em caixas plásticas com 3 a 4 

ratos em cada uma, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em ciclo de doze 
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horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22  2 C. A água e a 

ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos 

livremente.  

O número de animais utilizados no estudo foi baseado em cálculo amostral, o 

qual referia que para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em 

estudo de 1,5 de desvio-padrão (magnitude de grande efeito), considerando =0,05 

e poder de confiança de 90%, são necessários, no mínimo, sete animais por grupo. 

Os procedimentos com os animais foram realizados na Unidade de 

Experimentação Animal (UEA) do Centro de Pesquisas do Hospita de Clínicas de 

Porto Alegre, de acordo com as normas preconizadas pela Comissão de Pesquisa e 

Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre, sendo este projeto aprovado sob o número 07-066 (GOLDIN; 

RAYMUNDO, 1997). 

 

 

3.3.2 Grupos Experimentais 

 

 
Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

 

 Grupo 1 - Controle (CO)- Grupo controle submetido à administração de 

veículo (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal; 

 Grupo 2 - Quercetina (Q)- Grupo controle submetido à administração de 

Veículo (NaCl 0,9%) e tratado com quercetina por via intraperitoneal; 

 Grupo 3 – Tioacetamida (TAA) - Grupo submetido à administração de TAA (2 

doses de 350mg/Kg) e tratado com veículo (NaCl 0,9%) por via 

intraperitoneal; 

 Grupo 4 - Tioacetamida + Quercetina (TAA+Q) – Grupo submetido à 

administração de TAA (2 doses de 350mg/Kg) e tratado com quercetina (4 

doses de 50mg/Kg) por via intraperitoneal. 
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3.3.3 Procedimentos Experimentais 

 

 

3.3.3.1 Indução do Dano Hepático por Tioacetamida 

 

 
Os grupos de TAA foram injetados com duas doses ip. (intraperitoneal) de 

TAA (350 mg/Kg), com intervalo de oito horas.  

No 4º dia, após a primeira injeção de TAA, os ratos foram anestesiados com 

Cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e Cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e mortos por 

exsanguinação. Os tecidos foram coletados e armazenados a -80°C (AMERICAN 

ETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2007a; b). 

 

 

3.3.3.2 Administração da Quercetina e do Veículo 

 

A quercetina foi administrada em uma dose diária de 50 mg/Kg, 

intraperitoneal. O tratamento foi iniciado duas horas após a segunda dose de TAA, e 

os animais receberam quatro doses de quercetina ip. em intervalos de 24 horas. Os 

animais dos grupos Controle e Quercetina receberam o veículo (NaCl 0,9%) no 

volume de 0,6mL por via intraperitoneal ao invés de TAA. Os animais dos grupos 

Controle e TAA receberam veículo no mesmo volume por via i.p. ao invés de 

quercetina. 

 

Figura 11 – Esquema representativo do modelo experimental 
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3.3.3.3 Obtenção das Amostras de Tecido e Sangue e Morte dos Animais 

 

 

Transcorridos os cinco dias do desenvolvimento do modelo, os animais foram 

novamente pesados e anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 

50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal 

intraperitonialmente. 

Primeiramente, foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno 

retro-orbital com tubo capilar de vidro (HALPERN; PACAUD, 1951). Esse material foi 

utilizado para avaliar integridade hepática por meio das análises das enzimas 

séricas aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT). 

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, 

seguida da intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, 

exposição do fígado e retirada do órgão.  

Dando continuidade, o fígado foi retirado e armazenado em seções. Um 

pequeno fragmento do fígado foi imerso em solução de formaldeído 10% durante 48 

horas para posterior análise histológica; outro fragmento do fígado foi congelado a - 

80ºC, para posteriores análises de lipoperoxidação, enzimas antioxidantes, 

avaliação de nitritos e nitratos e Western Blot. Os animais sofreram eutanásia por 

exanguinação sob anestesia profunda (AVMA, 2007). 

 

 

3.3.3.4 Avaliação das Transaminases Séricas 

 

 

Para a determinação da AST (aspartato-aminotransferase EC 2.6.1.1) e da 

ALT (alanina-aminotransferase EC 2.6.1.2) no plasma, foi utilizado o método 

enzimático comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade 

enzimática da AST e ALT foi obtida através da medição cinética a 567 nm. 
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3.3.3.5 Histologia 

 

 

A amostra de tecido hepático para análise histológica permaneceu durante 24 

horas em formaldeído 10% e, posteriormente, a amostra foi embebida em parafina. 

Na etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Micrótomo (Leitz1512) 

no qual se realizavam cortes com três micra (3). Na fase de coloração, as lâminas 

foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada 

uma, intermediadas por um banho de água corrente.  

Na fase de desidratação, as estruturas passaram por três recipientes com 

álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a lamínula sobre a lâmina utilizando-

se Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparação. 

As lâminas foram analisadas por um patologista do Laboratório de Patologia do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, que desconhecia os grupos experimentais.  

 

 

3.3.3.6 Preparação do Homogeneizado  

 

 

Para homogeneizar o fígado, foram adicionados 9 mL de tampão fosfato (KCL 

140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneização foi 

realizada em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, à 

temperatura de 0 a 4ºC. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma 

centrífuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) 

durante dez minutos a 3000 rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e o 

sobrenadante retirado e congelado em freezer, à temperatura de - 80ºC, para 

posteriores dosagens.  

 

 

3.3.3.7 Dosagem de Proteína 

 

 

A concentração de proteínas no homogeneizado de fígado foi determinada, 

utilizando como padrão uma solução de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se 
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volumes de 50, 100 e 150 L). Colocou-se uma alíquota do homogeneizado (20L) 

em 780 L de água destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 mL de 

NaHCO3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H2O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de 

sódio e potássio 2%).  

Após a adição do reativo C, aguardaram-se dez minutos e colocou-se 0,2 mL 

de reativo de Folin-Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água destilada. Após 

trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm (LOWRY; 

ROSEBROUGH et al., 1951). 

 

 

3.3.3.8 Determinação das Substâncias que Reagem ao Ácido Tiobarbitúrico 

 

 

Foi determinada a lipoperoxidação do fígado através do método de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). A técnica de TBARS consiste 

no aquecimento do material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e 

consequente formação de um produto de coloração rósea, medido em 

espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento de coloração ocorre devido à presença 

do malondialdeído e de outras substâncias provenientes da peroxidação lipídica no 

material biológico.  

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25 mL de água destilada, 0,75 mL de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com 

produtos da lipoperoxidação formando uma base de Schiff, e o TCA teve função de 

desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar o meio de reação.  

A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos à temperatura de 

100º C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados, e 

acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-butílico, para extrair o pigmento formado. Os 

tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 

10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por último, o produto corado foi retirado e 

realizada a leitura em espectrofotômetro (CARY 3E – UV – Visible 

Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentração de 

TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteína (BUEGE; AUST, 1978). 
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3.3.3.9 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 

A atividade dessa enzima é definida por sua capacidade para inibir um 

sistema de detecção que reage com o O2
-. A técnica de medida da SOD foi 

baseada na inibição dessa reação. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio 

alcalino, transformou-se em adrenocromo, produzindo O2
- que é o substrato da 

enzima.  

Antes de realizar a determinação com o homogeneizado, fez-se a medida do 

meio de reação (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6) com 50 L de adrenalina (60 mM, pH 

2,0). Essa mistura foi agitada e lida a 480 nm. Posteriormente, adicionaram-se 

diferentes volumes do homogeneizado e mediu-se a inibição da reação. A atividade 

enzimática foi expressa em unidades SOD/g de tecido (quantidade de SOD que 

inibe em 50% a velocidade de redução da adrenalina) (MISRA; FRIDOVICH, 1972). 

 

 

3.3.3.10 Atividade da Enzima Catalase (CAT) 

 

 

A enzima catalase catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio. A velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio é 

diretamente proporcional à atividade enzimática e obedece a uma cinética de 

pseudoprimeira ordem com respeito ao peróxido de hidrogênio. O ensaio consiste 

em medir a diminuição da absorção a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve 

o peróxido de hidrogênio). 

A medida espectrofotométrica consiste em colocar na cubeta o meio de 

reação (solução reguladora de fosfato 50 mM) com distintas alíquotas da amostra. 

Depois, faz-se um gráfico com uma linha de base. Em seguida, adiciona-se 20 L de 

H2O2 300 mM. A concentração foi expressa em pmol/g de tecido (AEBI, 1984). 
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3.3.3.11 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

 

A enzima catalisa a redução do H2O2, utilizando o GSH como um doador de 

hidrogênio. A atividade da GPx pode ser avaliada medindo a velocidade de consumo 

de NADPH em um sistema que contenha GSH. A técnica consiste em determinar a 

atividade da enzima espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de 

oxidação de NADPH em uma mistura de reação.  

Em uma cubeta, são colocados 500 L de solução reguladora de fosfatos de 

potássio (100 mM, pH 7,0), 100L de H2O bidestilada, 50 L de Azida Sódica 

20mM, com 50 L de glutationa reduzida (GSH) 40mM, 50L de glutationa redutase 

(GR) e 50 L NADPH. Essa mistura é incubada durante 3 minutos, e logo após se 

adiciona 100 L de amostra diluída e 100 L de H2O2. As amostras são lidas a 340 

nm. A atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteína (FLOHE; GUNZLER 

1984). 

 

 

3.3.3.12 Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico (NO2/NO3) 

 

 

O NO é substância extremamente lábil, com meia-vida de apenas alguns 

segundos em sistemas biológicos. Dessa forma, a medida pode ser feita de forma 

indireta pela medida de nitritos e nitratos. Este método consiste na transformação de 

nitratos e nitritos por meio do nitrato redutase. Para isso, utiliza-se, posteriormente, o 

reativo de Griess. 

Para realizar a técnica foram necessários 500 L de amostra, 100 L NADPH 

(0,2 mM), 70 L tampão Tris 1M, pH 7,5, 230 L de uma mistura formada por 6P (50 

mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 l de nitrato redutase 

(10/mL). Essa mistura foi incubada à temperatura ambiente durante trinta minutos. 

Posteriormente, utilizaram-se 750 L dessa mistura e adicionaram-se 750 L 

do reativo de Griess, incubando-a novamente à temperatura ambiente, durante dez 

minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrão para a 

determinação de nitritos e nitratos (GRANGER; ANSTEY et al., 1999). 
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3.3.3.13 Western Blot 

 

 

Foi usada a técnica de Western Blot para determinar a expressão das 

proteínas Bcl-2, Bax e pERK. Os homogenizados de fígado foram preparados em 

0.25 mM sacarose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris, e 1% de inibidor de protease (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O homogeneizado foi incubado durante 

trinta minutos, a 4ºC, e centrifugado a 13.000 xg durante trinta minutos, a 4ºC, 

retirando o sobrenadante e alicotando a amostra. As proteínas (25-50 g) foram 

separadas por gel de poliacrilamida 10-12% e transferidas eletricamente para 

membranas de difluorido de polivinilideno (Millipore, Bedford, MA, USA).  

Posteriormente as membranas foram colocadas na solução de bloqueio 

Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite em pó desnatado em tampão 

fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 30 minutos, a 37º C. As 

membranas ficaram incubadas durante toda a noite a 4ºC com anticorpos policlonais 

Bax (1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), Bcl-2 (1:800 Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), fosfo-ERK1/2 (1:200 Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e β-actina (1:1000 Sigma, St Louis, MO, USA), 

usada para normalizar a intensidade das bandas entre as amostras.  

Depois disso, as membranas foram lavadas com PBS-T e incubadas durante 

uma hora em temperatura ambiente com um anticorpo anti-imunoglobulina de 

coelho, unido a HRP (DAKO, Glostrup, Dinamarca). As proteínas foram detectadas 

mediante quimiluminescência, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia 

Biotech, Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas específicas foi quantificada 

com um densitômetro de imagen (Scion Image, Maryland, MA, USA).  

 

 

3.3.3.14 Análise Estatística 

 

 

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de 

múltiplas comparações foi executado com teste de Duncan. Os valores foram 

considerados significativos quando p<0,05. Todos os cálculos foram realizados 

utilizando o programa estatístico SPSS versão 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA NAS ENZIMAS HEPÁTICAS 

 

 

Tabela 2 – Valores das enzimas de integridade hepática no soro dos diferentes 

grupos experimentais.  

 
Resultados representados pela média ± desvio padrão.  
a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 0,05. 

 

A administração de TAA levou a um aumento significativo nos níveis das 

aminotransferases séricas, comparado aos ratos não tratados (Tabela 2). Este 

aumento foi significativamente atenuado nos ratos tratados com quercetina por 4 

dias (p≤0,05).  

 

Parâmetros 

Grupos Experimentais 

CO Q TAA TAA+Q 

AST (U/L) 177,9  29,2 189,866,5 497,8123,5
a

 198,941,8 

ALT (U/L) 42 4,4 36,89,8 271,487,3
a

 37,37,9 
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4.2 HISTOLOGIA DO TECIDO HEPÁTICO NOS DIFERENTES GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 

Figura 12 – Histologia de cortes de fígado de animais do grupo controle (a), controle + quercetina (b), 

com lesão hepática por TAA (c) e TAA tratados com quercetina (d), evidenciando o espaço porta, em 

aumento original de 200X. Seta 1: necrose em absorção; seta 2: infiltrado inflamatório 

 

A análise histopatológica foi realizada em amostras de fígado, podendo-se 

fazer uma comparação entre os grupos através do aumento original de 200X. As 

amostras de fígado do grupo controle (Figura 12a) apresentaram hepatócitos 

normais, com citoplasma e núcleo bem preservados, assim como o grupo controle 

que recebeu apenas quercetina (Figura 12b). Os animais que receberam TAA 

(Figura 12c), no entanto, evidenciaram a presença de necrose perivenular em 

absorção, ou necrose residual e infiltrado inflamatório com linfócitos e macrófagos. 

As alterações foram mínimas em ratos tratados com quercetina após lesão hepática 

induzida por TAA (Figura 12d). Este grupo apresentou apenas pequena quantidade 

de infiltrado inflamatório.  
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4.3 VALORES DE TBARS NOS DIVERSOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Figura 13 – Valores de TBARS em fígados de ratos após uso de TAA e quercetina. Resultados 
representados pela media ± desvio padrão. a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos 
CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 0,05. b Diferença significativa entre o grupo TAA+ Q e os grupos 
CO, Q e TAA, considerando p ≤ 0,05. 

 

 

Os níveis de TBARS foram significativamente aumentados nos ratos que 

receberam somente TAA, se comparados aos ratos controles. O tratamento com 

quercetina reduziu significativamente os níveis de TBARS no fígado quando 

comparados ao grupo TAA, mas não re-estabeleceu os níveis de TBARS iguais aos 

dos controles (p ≤ 0,05; Figura 13). 
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4.4 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA SOBRE AS ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

 

 

Tabela 3 – Valores das enzimas antioxidantes no fígado de animais dos diferentes 

grupos experimentais.  

 

Resultados representados pela media ± desvio padrão.  
a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 0,05. 

b Diferença significativa entre o grupo TAA+ Q e os grupos CO, Q e TAA, considerando p ≤ 0,05. 

 

Nossos resultados revelaram que a atividade da SOD no fígado sofreu um 

aumento significativo no grupo que recebeu TAA (p ≤ 0,05). No entanto, no grupo 

que recebeu TAA e posterior tratamento com quercetina, a atividade da SOD 

hepática reduziu significativamente em comparação com o grupo TAA, retornando 

aos níveis de atividade enzimática próximos dos animais controle.  

Por outro lado, a atividade da catalase foi reduzida significativamente no 

grupo TAA (p ≤ 0,05), enquanto o tratamento com quercetina após TAA elevou de 

maneira significativa a atividade da catalase comparada ao grupo controle.  

Um aumento significativo da atividade da GPx nos homogeneizados de fígado 

foi observado nos ratos administrados com TAA (p≤0,05 Tabela 3). No grupo tratado 

com quercetina após a administração de TAA, a atividade da GPx diminuiu 

significativamente em comparação com o grupo TAA (p≤0,05), mas não chegando 

aos níveis do grupo controle. 

 

 

Parâmetros 
Grupos Experimentais  

CO Q  TAA  TAA+Q  

SOD(U/g)  6,321,89  6,192,21  21,707,31
a

  10,675,00  

CAT (pmol/g)  10,862,20  9,113,06  4,411,74
a

  18,403,71
b

  

GPx(nmol/min/ 
mgPROT)  

0,011 0,004  0,0130,003  0,1440,039
 a

  0,0930,020
b
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4.5 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA SOBRE OS NÍVEIS DE NITRITOS E 

NITRATOS  

 

 
Figura 14 – Quantificação dos níveis de nitritos e nitratos em fígado de animais com toxicidade 
hepática por TAA e tratados com quercetina. Resultados representados pela media ± desvio padrão. 
a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 0,05. 

 

A figura 14 mostra que os níveis de nitritos/nitratos no homogeneizados de 

fígados foram significativamente mais elevados no grupo administrado com TAA 

(p≤0,05). O tratamento com quercetina levou a uma redução significativa nos níveis 

de nitritos/nitratos em relação aos animais que receberam a TAA (p≤0,05), re-

estabelecendo aos níveis similares aos animais do grupo controle. 
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4.6 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA NA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 

RELACIONADAS AO PROCESSO DE APOPTOSE  

 

Figura 15 – Expressão das proteínas Bax e Bcl-2. Resultados representados pela media ± desvio 

padrão. a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 

0,05. 

 

A Figura 15 mostra a representação quantitativa da expressão das proteínas 

Bax e Bcl-2 em animais com e sem tratamento com quercetina. A análise 

densitométrica revelou que a razão entre as proteínas pro- e antiapoptótica (Bax/Bcl-

2) foi significativamente aumentada nos animais com toxicidade hepática pela TAA 

(p ≤ 0,05). O tratamento com quercetina, por outro lado, preveniu significativamente 

essas mudanças, resultando em uma razão Bax/Bcl-2 significativamente inferior 

quando comparados aos animais com TAA (Figura 15). 
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Figura 16– Expressão da proteína p-ERK1/2. Resultados representados pela media ± desvio padrão. 
a Diferença significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p ≤ 0,05. 

 

A expressão da p-ERK1/2 mostrou-se significativamente diminuída nos ratos 

tratados com TAA em comparação com o grupo controle (p ≤ 0,05). O tratamento 

com quercetina manteve a expressão da p-ERK1/2 no nível dos animais dos grupos 

controle (Figura 16). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A lesão hepática induzida por drogas é um problema clínico importante e até 

o momento sem solução. Ela surge através de complexos mecanismos de várias 

etapas, que são iniciadas pelo dano químico às células do fígado, desencadeando 

respostas biológicas, que podem ser protetoras ou resultar em toxicidade 

(KAPLOWITZ, 2005). 

A biotransformação de químicos tóxicos e de carcinógenos é mediada por 

enzimas celulares, incluindo o citocromo P450 (P450). P450 é uma enzima que 

contém o grupo heme e que catalisa a oxidação de uma grande variedade de 

compostos endógenos e exógenos, incluindo medicamentos, substâncias 

cancerígenas e outros produtos químicos xenobióticos (GUENGERICH, 2003).  

Vários estudos revelaram que o tratamento de camundongos e ratos com 

tioacetamida (TAA) induziu danos celulares no fígado, fibrose e/ou cirrose, 

associada ao aumento do estresse oxidativo e ativação das células estreladas 

hepáticas (PORTER et al., 1979; MULLER et al., 1988; SANZ et al., 1995; LI et al., 

2002; KANG et al., 2005a).  

Em estudo realizado em camundongos com genótipos nulos de P4502E1, 

observou-se a falta de hepatotoxicidade nesses camundongos após administração 

de TAA, em claro contraste com os camundongos do tipo selvagem, em que o 

aumento do estresse oxidativo mediado pela P4502E1 é essencial para que o dano 

ocorra (KANG et al., 2008). Sabe-se que distúrbios na produção de oxidante e 

antioxidante em favor do oxidante levam a danos celulares, os quais são 

denominados danos oxidativos ou estresse oxidativo (AITKEN, 1995; HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2009). 

Apesar de alguns importantes progressos terem sido feitos na investigação da 

patogênese das toxicidades do fígado, os tratamentos atuais para essas doenças 

ainda não são satisfatórios. Recentemente, foi relatado que os fitoterápicos exercem 

um papel significativo na terapia dos distúrbios hepáticos (ARTEEL, 2003; 

COBALLASE-URRUTIA et al., 2010).  

Um grande número de fitoquímicos e extratos preparados a partir de plantas 

medicinais populares com comprovadas propriedades hepatoprotetoras poderia ser 

uma alternativa no tratamento de doenças hepáticas resultantes do uso de agentes 
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tóxicos, que são muitas vezes relacionadas ao estresse oxidativo (WILLIAMS et al., 

2004; NOVO; PAROLA, 2008; CONDE DE LA ROSA et al, 2008). 

A quercetina, um composto flavonóide, é encontrada em diversas plantas e 

alimentos e possui amplas propriedades biofarmacológicas (DUTHIE; DOBSON, 

1999; DENG et al., 2005; SASAKI et al., 2007). A quercetina demonstra seu poder 

antioxidante ―varrendo‖ os radicais livres e inibindo a oxidação de diversas 

moléculas (WILLIAMS et al., 2004; AVIRAM; FUHRMAN, 2002), e tem mostrado 

efeitos benéficos em estudos experimentais de hepatopatias (DIAS et al., 2005; 

AMALIA et al., 2007; TIEPPO et al., 2009).  

O consumo elevado de álcool, a exposição a xenobióticos e a drogas 

terapêuticas, além de outros fatores, podem determinar doenças hepatotóxicas. Na 

presente investigação, os animais expostos à TAA apresentaram aumento nas 

enzimas hepáticas ALT e AST, em relação aos animais do grupo controle, o que não 

foi observado nos animais que receberam tratamento com quercetina (Tabela 2).  

Ahmad et al. (2002) mostraram que a administração crônica de TAA em ratos 

levou a um aumento significativo nos níveis séricos de ALT e AST. Pawa & Ali, 2006, 

utilizando ratas fêmeas, observaram um aumento importante nos níveis séricos das 

enzimas hepáticas em modelo de Insuficiência Hepática Fulminante. Outro estudo 

revelou um aumento significativo nos valores das enzimas ALT e AST um dia após a 

administração de uma única dose de TAA 300mg/Kg. Estes valores retornaram aos 

níveis dos controles no terceiro dia após indução do dano (IDE et al., 2003). 

As lesões hepáticas induzidas por TAA são evidenciadas por necrose de 

hepatócitos e infiltração celular, num processo complexo, caracterizado pela 

ativação simultânea de múltiplas vias que culminam na perda da integridade da 

membrana celular, causando a perda de constituintes celulares (TREY, 1970), 

alterações morfológicas evidenciadas em diversos estudos realizados com a 

administração de TAA em ratos (KANG et al., 2008; MEHMETCÇIK et al., 2008; 

BASKARANA et al. 2010).  

No presente trabalho, os dados histopatológicos apontam para o efeito 

preventivo da quercetina contra a toxicidade induzida pela TAA. Ao avaliarmos a 

hepatotoxicidade por TAA utilizando coloração por HE, observamos alterações 

histopatológicas graves, com a presença de necrose hepática perivenular em 

absorção, infiltração de células inflamatórias e eventuais células gigantes 

multinucleadas (Figura 12C). Estes resultados encontram-se de acordo com outros 
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estudos realizados por diferentes autores (PAWA; ALI, 1999; KANG et al., 2008;  

MEHMETÇIK  et al., 2008; BASKARANA et al., 2010), levando em consideração o 

fato de que a administração da TAA é realizada de maneira diferente em cada 

estudo. A dose, a quantidade de injeções e o tempo entre cada administração são 

diferentes nos diversos estudos avaliados utilizando a TAA para induzir a toxicidade 

do fígado, não havendo um protocolo padrão até o momento (IDE et al., 2003; 

RAHMAN & HODGSON, 2003; MEHMETÇIK  et al., 2008). 

O tratamento com quercetina parece prevenir de forma significativa a 

toxicidade da TAA, como se pode observar na histologia que mostra o espaço porta 

normal (Figura 12D), as células hepáticas com o citoplasma bem-preservado, com 

núcleo e nucléolo proeminentes e a presença mínima infiltrado inflamatório. A 

histologia dos cortes de fígados de animais controle apresentaram células hepáticas 

normais com citoplasma bem conservado e núcleo proeminente (Figura 12A). 

Em todos os tipos de danos ao fígado há evidências consistentes do aumento 

do estresse oxidativo e/ou da redução significativa das defesas antioxidantes 

(LOGUERCIO; FEDERICO, 2003). O estresse oxidativo e a inflamação contribuem 

para a patogênese do dano hepático agudo induzido por álcool, CCl4, tioacetamida e 

por endotoxinas (LOGUERCIO; FEDERICO, 2003; OKUYAMA et al., 2003; 

PAVANATO et al., 2003; RITTER et al., 2004; WANG et al., 2004, AMÁLIA et al., 

2007). 

Neste estudo, houve um aumento da peroxidação lipídica nos fígados dos 

ratos que receberam TAA, demonstrado pelos valores de TBA-RS (Figura 14). A 

peroxidação da membrana celular leva à desorganização molecular dos lipídeos, 

resultando em aumento da permeabilidade da membrana e extravasamento das 

enzimas celulares na circulação (MASON et al., 1997). O aumento da peroxidação 

lipídica está associado com a indução de P4502E1 em lesões hepáticas 

experimentais (LECLERCQ et al. 2000), a sobrecarga oxidativa aumenta a 

peroxidação lipídica na toxicidade induzida por TAA (KANG et al., 2005b). 

Isso indica que as lesões hepáticas produzidas por TAA são resultado do 

estresse oxidativo, que surge em resposta ao aumento da geração de espécies 

reativas de oxigênio, que são conhecidas por atacar várias moléculas biológicas, 

incluindo lipídios, e causando peroxidação lipídica.  

Estes resultados são coerentes com a literatura (BRUCK et al., 1999), que 

mostra o papel das EROs na hepatotoxicidade induzida por TAA. A quercetina 
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provavelmente agiu restringindo a produção de EROs e/ou eliminando-as do 

organismo, uma vez que, dentro da família dos flavonóides, a quercetina é o mais 

potente scavenger de EROs (CUSHNIE; LAMB, 2005), e ERNs como o óxido nítrico 

(NO ) (HAENEN; BAST, 1999) e o peroxinitrito (ONOO−) (HEIJNEN et al, 2001).  

Essa capacidade antioxidante da quercetina é atribuída à presença de dois 

locais específicos da molécula, que possuem características específicas que 

possibilitam as interações moleculares. Tais regiões, que são denominadas 

farmacóforos, possuem a configuração ideal para a eliminação de radicais livres, ou 

seja, o grupo catecol no anel B e o grupo OH na posição 3 do anel AC (HEIJNEN et 

al., 2002).  

Os resultados do estudo de Rosa et al. (2010) demonstram que o estresse 

oxidativo observado tem relação com o dano causado pelo tetracloreto de carbono e 

que o uso de melatonina minimizou esses danos atuando como antioxidante (ROSA 

et al., 2010). Em outro estudo a N-acetilcisteína, com conhecido poder antioxidante, 

demonstrou oferecer proteção contra a fibrose hepática e o estresse oxidativo em 

fígados de ratos cirróticos (PEREIRA-FILHO et al., 2008). Além disso, a quercetina 

aumentou a estabilidade genômica em ratos com cirrose hepática, sugerindo efeitos 

benéficos, provavelmente por suas propriedades antioxidantes (TIEPPO et al., 

2007). 

Como o estresse oxidativo é o resultado do desequilíbrio entre a geração das 

espécies reativas de oxigênio (e/ou nitrogênio) e a capacidade de defesa corporal, 

tanto endógena quanto exógena, e sendo o sistema de defesa antioxidante 

enzimático um dos componentes mais ativos deste complexo, foram avaliados os 

níveis das enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e 

catalase (CAT) nos fígados dos ratos deste estudo em apreço (Tabela 3). 

A SOD é uma enzima essencial na desintoxicação de radicais O2
- a H2O2. O 

aumento da atividade da superóxido dismutase se dá provavelmente em decorrência 

da dismutação do íon superóxido que está elevado quando do estresse oxidativo. 

Esse aumento de SOD consequentemente pode resultar na formação acentuada de 

H2O2. Isto, combinado com a diminuição na atividade da catalase, pode levar a um 

aumento no acúmulo de H2O2 nos tecidos e, assim, induzir o estresse oxidativo. As 

peroxidases são enzimas que utilizam uma variedade de redutores celulares para 

inativar peróxidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2009).  
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O presente estudo indicou uma elevação significativa na atividade da SOD e 

GPx, mas níveis diminuídos de catalase nos animais intoxicados por TAA (Tabela 3). 

Da mesma maneira, um estudo de Goel et al. (2005), que avaliou a toxicidade 

hepática induzida por Clorpirifós, um inseticida organofosforado muito utilizado na 

agricultura, também demonstrou resultados semelhantes aos nossos (GOEL et al., 

2005). 

Por outro lado, alguns estudos mostram que a atividade das enzimas SOD, 

catalase e glutationa peroxidase na hepatotoxicidade induzida por drogas é reduzida 

(ALI et al., 2008; BASKARAN et al., 2010). Essa aparente contradição pode ser 

devida a diversos fatores, entre os quais a especificidade do tecido, variações na 

gravidade ou duração da doença, ou outras condições experimentais (ESSANI et al., 

1996). 

O principal problema da elevada formação de H2O2 é que ele atravessa 

facilmente as membranas celulares e, ao receber mais um elétron, normalmente 

proveniente do ferro ou do cobre, origina o radical hidroxil. Este último é, entre as 

EROs conhecidas, uma das mais reativas, pois necessita somente de mais um 

elétron para se estabilizar, e a consequência disto é a oxidação dos fosfolipídios de 

membranas celulares e subcelulares, do DNA, e das proteínas (DURAN; CADENAS, 

1987). 

As enzimas antioxidantes SOD, GPx e catalase limitam os efeitos de 

moléculas oxidantes dos tecidos e atuam na defesa contra a lesão celular oxidativa 

por serem ―varredores‖ de radicais livres. No nosso estudo, o aumento significativo 

da atividade da SOD e da GPx hepática, após a administração de TAA (Tabela 3), 

mostrou uma ativação do mecanismo de compensação através do efeito da droga 

sobre as células progenitoras. A extensão desse efeito é dependente da magnitude 

do estresse oxidativo e, consequentemente, da dose do agente estressor 

(PRAKASAM et al., 2001).  

Estes resultados podem ser uma resposta ao dano oxidativo no tecido 

hepático ocasionado pela ação tóxica da TAA às células hepáticas, provocando 

aumento da lipoperoxidação, como demonstrado pelos níveis elevados de TBARS e, 

dessa forma, levando ao aumento da atividade da enzima SOD, que exerce um 

importante papel no balanço redox celular, na tentativa de dismutar radicais livres e 

proteger tecidos contra possíveis danos oxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1999; FILIPPIN et al., 2008).  
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O tratamento com quercetina conseguiu impedir que os níveis de atividade 

das enzimas antioxidantes SOD e GPx sofressem uma elevação tão grande. 

Entretanto, a diminuição da atividade da catalase nos animais que receberam TAA 

pode causar o acúmulo de O2
-

, H2O2 ou seu produto de decomposição. A perda de 

atividade da catalase resulta na intolerância ao oxigênio e desencadeia uma série de 

reações prejudiciais, tais como oxidação do DNA e de proteínas e a morte celular 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2009). Os animais tratados com o antioxidante 

quercetina tiveram um aumento na atividade da enzima catalase.  

Spolarics et al., 1997 e Lukaszewicz & Moniuszko, 2004 sugerem, em seus 

estudos, que a GPx é responsável pela desintoxicação do peróxido de hidrogênio, 

quando este está presente em baixa concentração. Enquanto isso, a catalase 

desempenha o seu papel quando a via da GPx atinge a saturação com o substrato 

(SPOLARICS; WU, 1997; ŁUKASZEWICZ-HUSSAIN; MONIUSZKO-JAKONIUK, 

2004).  

O NO e seus produtos de oxidação estão implicados na toxicidade de uma 

variedade de xenobióticos. De igual forma, o mesmo ocorre na hepatite viral (LIU et 

al., 1992) e na lesão hepática pós-isquêmica (UHLMANN et al., 2000). Em muitos 

desses casos, o NO afeta os tecidos e contribui à formação de lesão hepática, 

enquanto em outros modelos ele protege contra a toxicidade do fígado 

(HARBRECHT et al., 1992; KIM et al., 2000).  

Em qualquer situação, suas ações podem ser devido à sua capacidade de 

agir como oxidante ou como antioxidante. A maioria dos tipos de células do fígado 

produzem NO, sendo necessárias, no entanto, mais pesquisas para definir o papel 

de cada uma dessas células no processo de lesão hepática induzida por 

xenobióticos e os mecanismos pelos quais o NO regula a necrose e a apoptose 

(LASKIN et al., 2001). 

Nesta investigação optamos por um ensaio baseado no reagente de Griess 

(GRANGER et al., 1999), que é específico para nitritos. O aumento dos níveis de 

nitritos (NO2-) e nitratos (NO3-) observado nos fígados dos animais com dano devido 

à ação da TAA (Figura 15) está de acordo com estudos prévios de outros autores, 

que investigaram lesão hepática por isquemia/reperfusão e por fibrose (ISOBE et al., 

2000; VERCELINO et al., 2008; SHAKER et al., 2010). Em doenças inflamatórias 

sistêmicas como sepse e gastroenterite grave, os níveis de nitritos e nitratos 
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mostram-se também elevados devido à considerável indução da iNOS (CRAWFORD 

et al., 2004).  

Os dados do estudo de Shaker et al. (2010) mostram um aumento do 

estresse oxidativo decorrente da administração de TAA por 12 semanas, o que está 

relacionado com a elevação do malondialdeído (MDA) hepático e dos metabólitos do 

NO, entre outras alterações (SHAKER et al., 2010), situação observada em nossa 

investigação. Outros autores sugerem fortemente a importância do NO na 

patogênese da hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol, evidenciado pelo 

aumento dos nitritios/nitratos totais no fígado dos animais (LASKIN et al, 1995;. 

GARDNER et al, 1998;. GARDNER et al, 2002). A hepatotoxicidade induzida pela D-

galactosamina em ratos também demonstrou elevação nos níveis totais de 

nitratos/nitritos (TAYE et al., 2009). 

Alguns estudos relatam observações que reforçam o conceito de que a iNOS 

desempenha um papel importante na fisiopatologia da lesão hepática induzida pela 

tioacetamida, assim como já foi demonstrado por outras toxinas (HWANG et al., 

1999; GARDNER et al., 1998; RAHMAN; HODGSON, 2003). Pavanato et al. (2003) 

demonstraram um aumento significativo na expressão da iNOS em fígados de 

animais com cirrose induzida por CCl4 (PAVANATO et al., 2003). 

O uso diário de quercetina na dose de 50 mg/Kg preveniu o aumento 

significativo dos níveis de nitritos e nitratos induzidos pela TAA (Figura 14). Esse 

resultado pode ser explicado pela atividade inibitória da quercetina contra a 

produção de óxido nítrico, de TNF-α, de NF-κB e de outros fatores envolvidos na 

sinalização do processo inflamatório (KAWADA et al. 1998; CHEN et al. 2005; DIAS 

et al., 2005; COMALADA et al. 2006). Recentemente, foi relatado que a quercetina 

inibe a produção de NO induzida por lipopolissacarídeos (LPS) em células murinas 

de microglia BV2 (LEE et al., 2007). 

Foi relatado por Martínez-Flórez et al. (2005) que o estímulo de hepatócitos 

com IL-1 causou um aumento significativo dos nitritos em meio de cultura. Este 

aumento foi significativamente prevenido pela adição simultânea de quercetina a 100 

µmol/L (MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2005). 

Uma proteína que parece ser importante na proteção contra o NO é a Bcl-2, 

membro de uma família de proteínas reguladoras de apoptose. Alguns membros 

dessa família (Bcl-2, Bcl-xL) são conhecidos por suprimir a apoptose, enquanto 

outros (Bax, Bak) promovem apoptose. A dimerização dos membros pró e anti-
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apoptóticos dessa família pode regular a sobrevivência da célula (GRAD et al., 

2000). 

A intervenção da apoptose pela quercetina foi relatada em diversos tipos 

celulares (ISHIKAWA; KITAMURA, 2000). A quercetina inibe apoptose induzida por 

H2O2 das células mesangiais, fibroblastos, e células epiteliais. Em geral, ela facilita a 

apoptose das células tumorais, mas não em células normais através da supressão 

de uma molécula endógena citoprotetora, proteínas de choque térmico (Hsp70) 

(HOSOKAWA et al., 1990).  

O conteúdo de proteína citosólica para as moléculas de Bax e Bcl-2, 

envolvidas no processo de apoptose das células, foi avaliado em nossa pesquisa 

pela técnica de Western blot. Nossos resultados, representados na Figura 15, 

confirmam que a expressão de Bax foi significativamente aumentada e a expressão 

de Bcl-2 reduziu essencialmente 4 dias após a toxicidade hepática induzida pela 

TAA.  

Bor-Ru Lin et al (2009) mostraram que a razão Bax/Bcl-2 elevada por lesão 

hepática por D-Galalactosamina levou à produção de O2
-, a translocação de Bax 

para a mitocôndria, a liberação do citocromo c para o citoplasma, ativação de 

CPP32 e aumentou os fragmentos da PARP, dando início à apoptose. Podemos 

dizer, portanto, que o aumento EROs, confirmado pelo aumento da peroxidação 

lipídica expressa pelo TBARS (figura 13) e o consequente aumento da razão 

Bax/Bcl-2 revelado pelo Western Blot (Figura 15), induziram a morte celular por 

apoptose em fígado de ratos submetidos à ação da TAA.  

Um estudo da isquemia/reperfusão em rins de ratos mostrou um aumento de 

EROs, elevando a razão Bax/Bcl-2, com a ativação da caspase 3, levando à 

apoptose e autofagia tubular renal (CHIEN et al., 2007). Sendo assim, quando Bcl-2 

é superexpressa, como foi o caso do grupo sob ação da TAA, ela se liga à Bax 

formando um heterodímero e bloqueia a morte da célula. Quando a ligação é 

interrompida, a função protetora de Bcl-2 também é eliminada, o que sugere que 

Bcl-2 deve-se ligar a Bax para exercer seu efeito (YANG; KORSMEYER, 1996). 

O tratamento com quercetina realizado em nossos experimentos preveniu 

essas alterações, resultando em uma razão Bax/Bcl-2 significativamente inferior 

quando comparado ao grupo TAA, que não recebeu tratamento com quercetina 

(Figura 15).  
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Bournival et al. (2009) demonstraram que a quercetina poderia reduzir a 

apoptose de células neuronais PC12 induzida por neurotoxina, diminuindo a razão 

Bax/Bcl-2, inibindo a translocação nuclear do fator indutor de apoptose (FIA) e a 

liberação do citocromo c citosólico, dando suporte ao papel neuroprotetor deste 

polifenol mediado por complexos processos intracelulares (BOURNIVAL et al., 

2009).Estudos anteriores mostraram que os flavonóides, incluindo a quercetina, têm 

a capacidade de inibir a ativação da ERK (REINERS et al., 1998), assim como a S-

nitroso-N-acetilcisteína (SNAC) inibiu a expressão da ERK fosforilada em modelo de 

cirrose por ligadura de ducto biliar comum (VERCELINO et al., 2010). Outras 

investigações anteriores mostraram a peroxidação lipídica induzida pela H2O2 em 

associação com a morte celular, em que a quercetina inibiu o processo (KUHLMANN 

et al., 1998). 

No presente estudo, a p-ERK1/2 apresentou-se diminuída 4 dias após a 

indução de toxicidade hepática pela TAA, como mostra a figura 16. Estes resultados 

indicam que a ativação da p-ERK1/2 poderia ocorrer mais cedo, e que o sinal de 

apoptose e necrose induzidas por uma dose elevada de tioacetamida, pode bloquear 

a resposta celular aos fatores de crescimento e sobrevivência que agem pela rota da 

ERK.  

Em acordo com nossos resultados, estão outros resultados encontrados em 

modelos de dano hepático. A ERK1/2 fosforilada aumentou significativamente de 

maneira transitória logo após lesões hepáticas (KISHIOKA et al., 2007; KITAMURA 

et al., 2010; GARCÍA-LASTRA et al., 2010). Em um modelo murino de isquemia por 

45 min e reperfusão, a ERK2 fosforilada aumentou significativamente de maneira 

transitória 1,5 horas após a reperfusão em ambas as regiões isquêmica e não-

isquêmica (KOBAYASHI et al., 2006).  

No presente estudo, o tratamento com o flavonóide quercetina manteve os 

níveis da p-ERK1/2 semelhantes aos controles, evidenciando um provável efeito 

protetor do antioxidante, evitando a morte das células hepáticas por apoptose 

(Figura 16). 

Assim, os resultados do nosso estudo mostram que o tratamento com 

quercetina durante 4 dias; após, a administração da TAA reduziu o dano hepático 

provocado pelo hepatotóxico, mostrado pela redução dos níveis das enzimas 

hepáticas ALT e AST (Tabela 2). Além disso, os resultados mostraram que a 

quercetina tem um efeito protetor sobre o estresse oxidativo, como percebido pelo 
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decréscimo significativo da peroxidação lipídica, bem como no ―status‖ das enzimas 

antioxidantes e pela morfologia normal do fígado. 

Em resumo, demonstramos que a apoptose dos hepatócitos foi 

significativamente maior em lesões hepáticas induzidas pela TAA. Nossos 

resultados indicam que o aumento do estresse oxidativo e sua ativação p-ERK1/2 

associados, bem como um desequilíbrio de proteínas pró e anti-apoptótica na família 

Bcl-2, contribuíram para alta de apoptose dos hepatócitos que podem desempenhar 

um papel significativo na patogênese da TAA a lesão do fígado. Estes resultados 

sugerem que a quercetina, por sua inibição do estresse oxidativo e/ou intervenção 

direta sobre as vias de apoptose, poderia ser uma droga com potencial terapêutico 

para a toxicidade hepática. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Mediante os resultados obtidos nos experimentos, conclui-se que: 

 

1) A indução do dano tóxico ao fígado pela TAA foi efetiva. A quercetina 

mostrou efeito benéfico na redução do dano causado pela TAA.  

 

2) As enzimas séricas AST e ALT tiveram um aumento significativo nos 

animais do grupo TAA. O grupo TAA + Q mostrou redução significativa, 

com valores semelhantes aos dos grupos controle e Q.  

 

3) A TAA produziu alterações histopatológicas significativas, com a presença 

de necrose perivenular em absorção, infiltrado inflamatório com linfócitos e 

macrófagos e eventuais células gigantes multinucleadas. O tratamento 

com quercetina preveniu o surgimento dessas alterações, 

consequentemente impedindo o dano tóxico ao fígado. 

 

4) O grupo TAA apresentou aumento da lipoperoxidação no tecido hepático, 

avaliado por TBARS. Com o tratamento, a lipoperoxidação foi reduzina no 

grupo TAA + Q. Houve aumento na atividade das enzimas antioxidantes 

SOD e GPx nos animais do grupo TAA, onde a CAT apresentou redução. 

A quercetina reduziu a atividade das enzimas SOD e GPx, enquanto 

aumentou os níveis da CAT. 

 

5) Houve aumento dos nitratos totais no fígado dos animais do grupo TAA e 

diminuição no grupo tratado com quercetina. 

 

6) A quercetina aumentou a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-e e 

diminuiu a expressão da enzima pró-apoptótica Bax, revelando uma razão 

entre pro e antiapoptose (Bax/Bcl-2) reduzida, contrariando os resultados 

do grupo TAA. A TAA inibiu a expressão da enzima p-ERK1/2 e a 
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quercetina restabeleceu os níveis de expressão da enzima no tecido 

hepático no modelo de lesão hepática induzida por TAA. 

 

 

6.1 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

O flavonóide quercetina utilizado neste experimento apresentou propriedades 

antioxidantes eficazes na redução do estresse oxidativo provocado pela TAA na 

indução da lesão hepática. A quercetina mostrou-se eficaz na prevenção da lesão 

tóxica que a TAA produz, melhorando a função hepática e inibindo o processo de 

apoptose e necrose no fígado. Estes resultados sugerem que a quercetina pode ser 

uma droga com potencial terapêutico para o tratamento de lesões hepatotóxicas. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 

Há um interesse crescente, tanto da indústria farmacêutica como dos grandes 

laboratórios de investigação científica, nos mecanismos fisiopatológicos da 

hepatotoxicidade de drogas, por tratar-se de um importante problema de saúde 

pública. Além disso, os compostos flavonóides têm demonstrado efeitos protetores 

em diversas doenças estudadas experimentalmente. 

A partir dos resultados obtidos, verificamos que a quercetina apresenta efeitos 

benéficos na redução dos danos provocados pela toxicidade hepática induzida por 

TAA. Essas evidências nos abrem perspectivas de investigar de forma mais 

aprofundada os efeitos da quercetina em diferentes doses e diferentes tempos de 

tratamento sobre ativação e sinalização de processos moleculares no fígado de 

ratos com hepatotoxicidade. 

Nossas perspectivas focam a continuidade do estudo ampliando as 

investigações relacionadas aos mecanismos que envolvem o estresse oxidativo, a 

ativação e sinalização de rotas que levam à morte das células por apoptose e a 

transcrição de proteínas inflamatórias, como a COX-2, no fígado de ratos com 

hepatotoxicidade. Do mesmo modo, pretende-se avançar os estudos sobre os 

efeitos protetores da quercetina neste modelo, uma vez que ela se mostrou eficaz no 

tratamento da toxicidade hepática. 
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