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RESUMO

Os flavondides séo fitocompostos polifendlicos, caracterizados quimicamente
como heterosideos flavénicos. Apresentam diversas atividades biolégicas devido
as suas propriedades antioxidantes e habilidades em modular a atividade de
diversas enzimas ou receptores celulares, tornando-os responsaveis pelo efeito
protetor contra doencgas relacionadas ao sistema cardiovascular; certas formas de
cancer e doencgas de fotossensibilidade e envelhecimento.

As fosfatases acidas, enzimas que hidrolisam ésteres fosfatos em meio
acido, encontram-se amplamente distribuidas no organismo. Estas enzimas sao
importantes no catabolismo de diversas substancias, acreditando-se que a
alteracdo da atividade destas enzimas esteja relacionada com modificagcoes
induzidas por drogas e por varias doencgas.

As transaminases sao enzimas hepaticas cujo nivel aumenta quando ha
lesdo das células hepaticas (hepatodcitos) provocada por qualquer tipo de
agressao, como virus, consumo excessivo de alcool ou drogas.

O acetaminofeno é uma droga frequentemente usada como analgésico e
antipirético. O dano hepatico causado pelo uso frequente ou exagerado do
acetaminofeno é comum hoje em dia.

A manutencdo correta dos sistemas metabdlicos hepaticos é de grande
importancia para a manutencdo da saude. Desta forma, o estudo do flavondide
quercetina como possivel protetor dos efeitos hepatotdxicos provocados pelo
acetaminofeno pode ser muito promissor.

O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos preventivos e
terapéuticos, in vivo, do flavondide quercetina sobre as atividades de fosfatases
acidas (total, tartarato-resistente e de baixa massa molecular relativa) e de
transaminases glutdmica oxalacética (TGO) e glutamica piravica (TGP) no figado
de camundongos, tratados ou ndo com acetaminofeno.

Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizado um tratamento agudo
(24 horas), de camundongos machos da linhagem Swiss, com quercetina e
acetaminofeno, utilizando-se 6leo de milho ou nujol como veiculo para o

flavonoide.
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A dosagem da TGO e da TGP confirmou que o acetaminofeno pode
realmente ser considerado hepatotéxico, quando administrado ou ingerido em
grandes concentragdes no organismo. A quercetina, dissolvida em 6leo mineral,
reverteu a hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno, nos tratamento
terapéutico e, em conjunto com acetaminofeno. A quercetina dissolvida em éleo
de milho, no tratamento preventivo, pode ndo ser a Unica responsavel pela
reversdo da hepatotoxicidade causada pela administracdo do acetaminofeno, uma
vez que quando se substituiu o veiculo utilizado, éleo de milho pelo éleo mineral,
este efeito ndo foi mais observado.

Comparando-se os resultados obtidos entre fosfatases e transaminases
pode-se observar que a atividade da FATR, no tratamento com nujol, demosntra
uma semelhanca muito grande com os resultados observados nos graficos das
atividades das transaminases e provavelmente pode se considerada uma
marcadora de dano hepatico. O alfa-tocoferol, presente no éleo de milho, pode ter
exercido um efeito antioxidante, e mascarado o efeito protetor da quercetina e a
hepatotoxicidade do acetaminofeno.

Este estudo foi importante para mostrar que a atividade dos flavonoides no
organismo vivo pode ser influenciada por diversos fatores, como: a natureza do
veiculo utilizado na sua administracdo, ordem de administracdo e o tempo de

permanecia no organismo.
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SUMMARY

Flavonoids are polyphenolic phytocompounds chemically characterized as
flavonic heterosides. These compounds present several biological activities due to
their antioxidant properties and hability to modulate the activities of enzymes or
cellular receptors, making them responsible for the protector effect against
diseases related to the -cardiovascular system, certain forms of cancer,
photosensibility diseases and aging.

Acid phosphatases, enzymes that hydrolyze phosphate esters at acid
medium, are largely distributed in the organisms. These enzymes are important in
the catabolism of several compounds and could be related to the modifications
induced by drugs and diseases.

Transaminases are hepatic enzymes which levels increase in consequence of
hepatic cells (hepatocytes) lesions provoked by agressions such as virus and
excessive alcohol and drug consumption.

Acetaminophen is a drug frequently used as analgesic and antipyretic. It is
common the hepatic damage caused by the frequent or exaggerated use of
acetaminophen.

The correct maintenance of the hepatic metabolic systems is of great
importance for the health. In this way, the study of the flavonoid quercetin as a
possible protector of the hepatotoxic effects provoked by acetaminophen seems to
be promising.

The objectif of the present work was to study the in vivo effects of the
flavonoid quercetin on the activities of acid phosphatases (total, tartrate-resistant
and relative low molecular weight) and of transaminases glutamic oxalacetic (GOT)
and glutamic pyruvic (GPT) in mice livers treated with acetaminophen.

To develop this work, it was performed an acute treatment (24 hours) of
Swiss male mice, with quercetin and acetaminophen, using corn oil or nujol as a

vehicle for the flavonoid.
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The determination of GOT and GPT activities confirmed that acetaminophen
can be considered hepatotoxic, when administered or ingested in great amount.

In the therapeutic treatments, when applied with acetaminophen, quercetin,
solubilized in mineral oil, reverted the acetaminophen-induced hepatotoxicity. In
the preventive treatment, quercetin, solubilized in corn oil, might not be the only
responsible for the reversibility, since this effect was no more observed when the
vegetal oil was replaced by the mineral oil.

The results with FATR, in the treatment with nujol, showed great similarity
with the results obtained with transaminases, suggesting that this class of
phosphatases could be considered as markers of hepatic damage. The alpha-
tocopherol, present in the corn oil, could be exerting an antioxidant effect, masking
the protector effect of quercetin and the acetaminophen hepatotoxicity.

The importance of the present study was to stress that the in vivo flavonoids
activities can be influenced by several factors, such as, the nature of the vehicle
used in the administration, the order of administration and the retention time in the

organism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Flavondides

Existem atualmente mais de 4000 tipos de flavondides com estruturas
conhecidas (Silberberg et al., 2005). Eles merecem uma atengao especial porque
estdo presentes em praticamente todas as plantas, incluindo-se os vegetais e as
frutas, que compdem uma dieta normal (Mennen et al., 2005). E estimado que o
consumo diario de flavonoides seja de centenas de miligramas por dia (Hollman &
Katan, 1999). Os flavondides foram primeiramente identificados como vitamina P, e
juntamente com a vitamina C e K s&do importantes na manutencao da integridade e
resisténcia dos capilares sanguineos.

Subsequentemente, outras propriedades biolégicas foram descritas para os
flavondides, incluindo: atividade anti-hipertensiva, antiarritmica, antiinflamataria,
antialérgica, anti-colesterolémica, anti-hemorragica, anti-tumoral, anti-trombdtica,
estabilizante de plaquetas e mastodcitos e alguns flavondides também apresentam
atividade hepatoprotetora (Formica & Regelson, 1995; Hertog, 1996; Rice-Evans et
al., 1996; Antonio & Brito, 1998; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia &
Jain, 2004).

Na literatura existem diversas revisbes sobre a relacdo estrutura-atividade
bioldégica (SAR) dos diferentes tipos de flavondides (Formica & Regelson, 1995; Di
Carlo et al.,, 1999; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia & Jain, 2004). Em
plantas, os flavondides sao encontrados ligados a agucares como glicosideos e sao
bastante estaveis. Sdo encontrados em maiores quantidades em sementes e frutos,
e dentro das células eles estédo localisados nos vacuolos (Hertog et al., 1993). Eles
tém sido descritos e categorizados como antocianidinas, flavondis, flavononas,
flavonas, catequinas. As flavononas ocorrem predominantemente em frutas citricas,
conferindo-lhes o sabor caracteristico. As flavonas distribuem-se em ervas e graos,
contribuindo para o sabor e coloragdo dos tecidos vegetais. As isoflavonas estéo
presentes em graos, como a soja, onde possuem atividade estrogénica. As
antocianinas sao encontradas em frutos, produzindo coloragdo azul e vermelha
(Palombino, 2006); as catequinas também estao presentes em frutos (Peterson &
Dwyer, 1998).
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A estrutura geral dos flavondides esta apresentada na Figura 1. Trata-se de um
difenilpropano (C6-C3-C6) que consiste de dois anéis aromaticos ligados através de
trés carbonos que, geralmente, formam um heterociclo oxigenado. Com exce¢ao das
chalconas, todos os flavondides encontrados nos alimentos possuem um anel
piranico (um anel contendo um heteroatomo de oxigénio), que é formado pela adicao
do oxigénio a posi¢cdo 2 das chalconas e subsequente ciclizagdo com a cadeia de 3
atomos de carbono e o anel “A” (Figura 1). Uma hipdtese para a existéncia de uma
grande diversidade estrutural dos flavondides € a quantidade de modificagbes que
tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagdo, metilacdo, acilagao,

glicosilagao, entre outras (Koes et al., 1994).

OH

HO 0

OH

Figura 1: Estrutura geral dos flavondides. Os anéis A e C sdo aromaticos e o anel B € um

heterociclo contendo oxigénio vizinho a um carbono ligado ao anel C.

A presenca dos flavondides na dieta humana faz com que seja importante o
entendimento das suas propriedades bioativas, absorcao, distribuicdo, metabolismo
e excregcado em humanos, permitindo uma melhor compreensdo de suas

propriedades biologicas benéficas e maléficas (Hollman & Katan, 1998).
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1.1.1 Absorcao e Biodisponibilidade dos Flavonodides

Uma vez que os flavondides sdo encontrados em plantas, apresentando-se em
maiores concentragbes nas sementes e frutos, esses compostos podem ser
ingeridos em altas quantidades como constituintes normais da dieta humana (Hodek
et al., 2002; Mennen et al., 2005). Até pouco tempo, a hidrélise dos flavonoides
glicosilados sO6 era conhecida em microorganismos. O metabolismo destes
compostos € bastante conhecido e estudado em animais, no entanto, ha poucos
dados concretos para o metabolismo em humanos. Recentemente, a ingestdo de
flavondides de baixa toxicidade, esta adquirindo destaque farmacolégico por
acumular-se nos principais 6rgaos como o figado, ou por modular o sistema
imunoldgico (Bhatia & Jain, 2004). As razbes mais importantes para a baixa
toxicidade dos flavondides sdo: a pequena solubilidade em agua da aglicona
(flavondide sem acucar) e o rapido catabolismo do nucleo pirrélico no figado.

O acucar presente nas estruturas moleculares dos flavondides € um importante
determinante para o sitio de absor¢do destes compostos (Tapiero, et al., 2002).
Dados obtidos em humanos (Hollman & Katan, 1998) sugerem que a absorgéo de
flavondides glicosilados em pequenas quantidades no intestino é devido a acao de
bactérias alojadas no intestino grosso, que clivam os glicosideos em flavondides
livres (agliconas) (Day et al., 2000; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia &
Jain, 2004). No figado, os flavonoides sao gradativamente hidroxilados e/ou O-
desmetilados pelos citocromos P450 (fase | da bioconjugacdo) e entdo sofrem
reagdes de conjugacgao (glucoronidagao, sulfatacao, O-metilagédo), catalisadas pelas
enzimas da fase Il da bioconjugagdo (Hodek et al., 2002). Os conjugados de
glucoronideos e sulfatos sdo rapidamente transportados no sangue e excretados na
bile ou urina mais facilmente que seus parentes agliconas. Os produtos da
conjugagao podem ser espécie- e origem-dependentes e seus metabdlitos ndo séo,
necessariamente, inertes biologicamente.

Alguns autores (Hollman et al., 1996 e 1997; Paganga & Rice-Evans, 1997)
mostraram que quercetina glicosilada era encontrada na circulagdo sanguinea apos
a ingestdo. Esta podia ser rapidamente absorvida em pequenas quantidades, mas
sua eliminacdo era muito lenta, sendo a cinética da absor¢ao e biodisponibilidade

dependente do tipo do glicosideo ligado ao flavondide.
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Um dos primeiros estudos da distribuicdo de flavondides ndo glicosilados em
humanos ocorreu em 1975 (Gugler et al., 1975), quando foram ministradas doses
orais e intravenosas de quercetina. A partir da dose intravenosa pode-se determinar
o periodo de meia-vida plasmatico e a sua distribuicdo corpérea. Usando técnicas
analiticas de HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) Erlund e colaboradores
(2001) determinaram quantitativamente os niveis plasmaticos de flavondides n&o
glicosilados e de seus metabdlitos como glucoronidios e/ou sulfatos conjugados.
Quanto as doses orais, observou-se que a biodisponibilidade plasmatica era
praticamente zero e quercetina era encontrada praticamente intacta nas fezes (Walle
et al., 2001; Erlund, 2004).

Muitos estudos tém sido realizados para se determinar a interagdao entre as
enzimas do complexo citocromo P450 e os flavondides e estes tém se mostrado
excelentes inibidores de diferentes isoformas do complexo P450, em particular,
CYP1A1 e CYP1A2 (Tsyrlov et al., 1994; Zhai et al., 1998; Moon et al., 2000). Em
todos os casos, a acado dos flavondides sobre a atividade das isoformas de P450
levam a oxidagao dos flavonoides (Doostdar et al., 2000; Otake & Walle, 2001; Hu et
al., 2003).

1.1.2 Papel Biolégico dos Flavonodides

Vérios autores descreveram os efeitos biolégicos, in vitro e in vivo, dos
flavondides em inumeros sistemas celulares. A seguir, estdo destacados alguns dos

principais efeitos observados na literatura especializada:

a) Inibicdo e alteracdo da expressao enzimatica - os flavonoides podem inibir
muitas enzimas importantes nos sistemas celulares como: ATPase, fosfolipase,
prostaglandina ciclooxigenase, lipoxigenase, aldose redutase, hexoquinase, NADH
oxidase, succinoxidase, xantina oxidase, proteina quinase, hidrolases, peroxidases,
metalopeptidases, tirosinases (Srivastava, 1985; Ferriola et al., 1989; Cushman et
al., 1991; Formica & Regelson, 1995; Day et al., 2000; Ferreira et al., 2000; Bormann
& Melzing, 2000; Shimizu et al., 2000; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia

& Jain, 2004). Além disso, diversos trabalhos tém mostrado o efeito inibitério de

21



flavondides sobre DNA e RNA polimerases dependentes de DNA e RNA e sobre a
trancriptase reversa (Shinozuka et al.,, 1988; Ono & Nakane, 1990; Chu et al., 1992;
Formica & Regelson, 1995; Uddin & Choundhry, 1995; Solimani, 1997; Wang et al.,
1998; Min et al., 2000). Estes compostos podem ainda induzir varias enzimas, como
a aril hidroxilase e a epodxido hidroxilase (Das, 1994) e regular a atividade da

proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular (Miranda et al., 2006).

b) Antioxidantes e pro-oxidantes - muita atencao tem sido dada para as
propriedades antioxidantes dos flavonodides e seu papel inibitério na proliferagao de
células tumorais em cultura e em varios estagios do desenvolvimento tumoral em
animais (Le Marchand et al., 2000; Shimizu, 2000; Middleton et al., 2000; Havsteen,
2002; Bhatia & Jain, 2004). As atividades antioxidante e quelante dos flavondides
sao, provavelmente, os fatores mais importantes na sua acdo de protegcao contra
degradagao por radicais livres em tecidos e células (Afanas’ev et al., 1989; Korkina &
Afanas’ev, 1997).

Alguns flavonodides podem modular o aumento no numero de processos
celulares envolvendo reagdes de Oxido-redugao, incluindo a regulagéo da atividade
da tirosina fosfatase (Gamet-Payrastre et al., 1999). Além disso, atuam, também, na
diminuicdo da peroxidagao lipidica (Das & Ray, 1988; Bhatia & Jain, 2004). Os
flavondides neutralizam os radicais livres nas células em diferentes niveis, podendo
atuar como sequestradores de anion superéxido (O,"), em reagdes com peroxil ou
radicais peroxil lipidicos, na formagao de radical hidroxil (OH®), provavelmente como
quelante de ferro, na producdo de peroxinitrito (Torel et al., 1986; Haenen et al.,
1997; Robak & Gryglewski, 1998; Metodiewa et al., 1999; Alia, 2003; Hu et al., 2004)
e outros radicais livres, que estdo envolvidos na degradacdo do DNA e
consequentemente, no surgimento de tumores (Marchand, 2002). Metodiewa et al.
(1999) mostraram que a quercetina possuia acédo antioxidante protegendo os
componentes celulares da degradacédo oxidativa e toxicidade de radicais livres,
reduzindo a morte celular promovida pela reduc¢ao dos antioxidantes celulares.

Apesar dos flavondides atuarem como antioxidantes, alguns desses compostos
podem agir como pré-oxidantes na presenga do acido nitrico ou em altas doses
(Ferguson, 2001). Verificou-se também que, dependendo da concentragdo, a
quercetina possuia agao pro-oxidante e promovia o surgimento de radicais livres.

Este efeito € consequéncia da transformacdo da quercetina em compostos pro-
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oxidantes, como o-semiquinona e o-quinona. Sahu & Gray (1997) demonstraram
gue morina e naringenina causavam danos ao DNA e membranas de hepatécitos de
ratos por produzirem radical hidroxil. Varios estudos tém demonstrado inibigdo por
flavondides de enzimas mitocondriais, da xantina oxidase, da glutationa redutase, da
glutationa S-transferase e de enzimas envolvidas na transdugao de sinal (proteina
quinase C, fosfatidilinositol 3-quinase e fosfatidilinositol 4-quinase) (Kang & Liang,
1997; Zhang et al., 1997; Gamet-Payrastre et al., 1999; van Zanden et al., 2003).

c) Sintese e reparo do DNA - os flavonoides podem afetar a sintese do DNA
indiretamente (ligando-se a metais) ou diretamente (alterando a estrutura do DNA). A
quercetina provocou inibicdo (dose-dependente) da sintese de DNA em células
HL60 (Kang & Liang, 1997) e a miricetina induziu reparo do DNA em hepatdcitos de
ratos tratados com ferro (Abalea et al, 1999). Andlise da expressdo da DNA
polimerase revelou que houve um aumento da expressdo desta enzima nos
hepatécitos tratados com a miricetina, o que pode ser a causa da indugao do reparo

por este flavondide.

d) Inducdo de apoptose - varios flavondides sao capazes de induzir apoptose
em diferentes tipos celulares, sendo este efeito dependente da estrutura do
flavondide e do tipo celular. Células tumorais podem morrer por apoptose quando
tratadas com concentragdes de flavondides de 1-100 mM (Ferguson, 2001). Este
efeito parece estar relacionado com a liberagao do citocromo ¢ da mitocondria para o
citosol (Wang et al., 1999). Além disto, baixas concentragdes de flavondides podem
ativar proteinas quinases ativadas por mitdégenos, levando a expressdo de genes
responsaveis pela sobrevivéncia de varias linhagens de células de mamiferos (c-fos
e c-jun), enquanto que concentracdes altas e suprafarmacoldgica destes compostos

levam a apoptose e necrose respectivamente.

e) Antitumorais - os flavondides sao considerados quimopreventivos do cancer
por atuarem como antioxidantes, como moduladores da atividade de enzimas e por
induzirem o reparo do DNA, como ja mencionado. Estes compostos podem afetar a
proliferagéo, diferenciagéo e apoptose de diversas linhagens de células tumorais (Di
Carlo et al., 1999). A chalcona apresentou forte efeito citotoxico sobre células

tumorais de pulmao, célon humano e leucemia murina. O campferol e a quercetina
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apresentaram atividades moduladoras da proliferacdo das células HL60 (Kang &
Liang, 1997). O mecanismo de agdo da atividade anti-tumoral dos flavondides ainda
nao estd bem elucidado. Alguns autores tém correlacionado este efeito com a
inibicdo de proteinas tirosina quinases; a quercetina inibe a proteina quinase C,
enzima chave na regulacao da proliferacao celular (Kang & Liang, 1997). A flavona
induziu diferenciacdo e apoptose de células de céncer de colon humano, cujo
mecanismo proposto foi a alteragdo da expresséo de genes relacionados com o ciclo
celular e apoptose, incluindo o fator nuclear kappa B (NF«B) e bcl-X.

Assim, os flavondides parecem possuir muitas atividades promissoras que os
tornam excelentes agentes naturais modificadores da resposta biolégica. Devido a
esse fato, varios estudos epidemioldgicos estdo sendo realizados utilizando-se
flavonoides. In vitro, tem se observado que os flavondides sdo capazes de inibir
enzimas envolvidas nos processos de desenvolvimento, diferenciacio e proliferagao
de células cancerosas e de diminuir a atividade de varios tipos de cancer como colo
de utero, ovario e mama (Kuo, 1996; Lepley et al., 1996; Lepley & Pelling, 1997;
Takakura, 1999), bem como leucemia (Hirano et al., 1994; Carrero et al., 1998;
Wang et al.,, 1999). Quando quercetina e rutina foram administradas em ratos,
ocorreu uma diminuicdo significativa na incidéncia de tumores provocada por
agentes neoplasicos (Deschner et al, 1991). A administragdo tdpica de alguns
flavondides em ratos resultou em uma completa prote¢cdo contra o aparecimento de
tumores e carcinomas (Birt et al., 1997; Korkina & Afanas’ev, 1997; Zi et al., 1997).

Apesar dos estudos de flavondides em diversos sistemas enzimaticos, em
muitos outros, nao existem referéncias especificas, como, por exemplo, no caso de

proteinas fosfatases.

1.1.3 Os Flavondides e o Figado

O figado é o 6rgéo principal envolvido no metabolismo de polifendis absorvidos
(junto com a mucosa intestinal e os rins), os quais chegam através da corrente
sanguinea apds a absorgédo ao longo do trato gastrointestinal ou por outro método
de administracdo. Consequentemente, os potenciais efeitos benéficos dos
polifendlicos ocorreriam primeiramente no figado e também no sangue e rins (Alia et
al., 2003).
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Os flavondides podem alterar o estado redox nos o6rgaos e nas células
sanguineas, melhorando a capacidade antioxidante basal pela atividade de enzimas
antioxidantes do figado, suportando o conceito dos efeitos benéficos a saude de
produtos naturais. Embora os niveis de flavondides sejam baixos na circulagao
sanguinea, com uma absorg¢do liquida reduzida e um tempo de meia-vida
relativamente rapido nas vias de excreg¢ao, as concentracdes aumentadas destes
compostos no plasma sanguineo e nos rins aumentam a capacidade antioxidante
total. Isto é comprovado nos testes realizados in vivo dosando-se as principais
enzimas envolvidas no mecanismo de defesa antioxidante: superdoxido dismutase,
catalase e glutationa redutase, bem como os elevados niveis de glutationa reduzida

remanescente.

1.2 Acetaminofeno

Acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol, paracetamol) é um farmaco usado,
geralmente, pelas suas propriedades analgésicas e antipiréticas. Em doses
terapéuticas, é considerado um farmaco seguro. Entretanto, pode causar necrose
hepatica, nefrotoxicidade, lesdes extra-hepaticas e até mesmo morte em seres
humanos e em animais experimentais quando utilizado em overdoses (Ray et al.,
1996; Prescott, 2000; GyamLani & Parikh, 2002). A lesdo hepatica induzida pelo
acetaminofeno € a segunda principal causa de transplante de figado e contribui com
niveis consideraveis de morbidade e mortalidade (Lee, 2004).

O acetaminofeno torna-se hepatotdxico numa dose unica de 10 a 15 g (150 a
250 mg/kg). Doses entre 20 e 25 g sao potencialmente fatais (Hardman et al., 1996).
E umas das principais causas de faléncia hepatica no mundo ocidental e a principal
causa de faléncia hepatica droga-induzida nos Estados Unidos (Bartlett, 2004).

Ha relatos de faléncia hepatica levando ao transplante com a ingestdo de 7,8 g
de acetaminofeno associado a ma nutricdo do paciente, dieta pobre em proteinas
com reducdo da glutationa e formacdo de metabdlitos toxicos acelerada pela
carbamazepina (Young & Mazure, 1998). O uso de acetaminofeno, mesmo em
doses terapéuticas, por pacientes com desordens hepaticas ou em associacdo a
ingestdo de grandes quantidades de alcool, pode causar danos renais e hepaticos

(Bromer & Black 2003). Pacientes que usam acetaminofeno regularmente dobram o
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risco de desenvolver cancer de rim (Kaye et al., 2001; Gago-Dominguez et al., 1999;
Derby & Jick, 1996).

O acetaminofeno € o metabdlito ativo originario da biotransformagdo da
fenacetina mediada pelas enzimas do complexo do citocromo P450 (Figura 2). A
hepatoxicidade é resultado de uma grande ingestdo de acetaminofeno e/ou indugao
do complexo P450, que eleva a formacao do metabdlito intermediario N-acetil-benzo
quinoneimina (NAPQI), um metabdlito extremamente toxico. Sob condigbes normais,
o NAPQI reage com grupos sulfidrilicos da glutationa (GSH) hepatica, e é
detoxificado por ela, sendo eliminado eventualmente na urina ou bile (Coles et al.,
1988). Em overdoses de acetaminofeno, a glucoronidacéo e as rotas de sulfatacao
tornam-se saturadas induzindo uma deplegcdo dose-dependente da glutationa
intracelular e perturbagcées na homeostase do calcio, induzindo a metabolizagao do
acetaminofeno pelo citocromo P450 (Lee et al, 1996; Cohen & Khairallah, 1997,
Holownia & Braszko, 2004). Na auséncia da glutationa, a reagao ocorrera com
grupos sulfidrilicos das proteinas hepaticas e menos frequentemente em outros

orgaos, gerando necrose celular (Figura 2).
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Figura 2: Rotas de metabolizacao do acetaminofeno
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1.3 Fosfatases

As fosfatases sao hidrolases que catalisam a desfosforilagdo de monoésteres
de fosfatos. Estas enzimas podem ser divididas em trés grupos: proteinas
fosfatases, fosfatases acidas e fosfatases alcalinas (Bernier & Wang, 1995; Jia,
1997; Aoyama et al., 2003). Estas hidrolases estdo amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em animais (Granjeiro et al., 1997) e vegetais (Ferreira
et al., 1998, Granijeiro et al, 1999).

Estudos citoquimicos revelaram a presenga destas enzimas em diferentes
locais da célula: nucleo, mitocondrias, membranas, lisossomo, complexo de golgi e
reticulo endoplasmatico. Enquanto as fosfatases acidas apresentam um pH &étimo
para catalise em torno de 5,0, as alcalinas apresentam o pH 6timo ao redor de 9,0.
Ambas atuam em substratos de baixa massa molecular como, por exemplo,
acgucares fosforilados; entretanto, elas possuem diferentes mecanismos de reagao e
somente as fosfatases alcalinas necessitam de ions bivalentes, tais como magnésio,
cobalto ou manganés para a catalise.

Muitas proteinas no organismo importantes nas catalises enzimaticas,
regulacbes génicas e dos componentes celulares podem ser degradadas por
oxidagao e podem ser consideradas importantes marcadores bioldgicos para a agéo
do estresse oxidativo (Minato et al., 2003). As fosfatases possivelmente podem ser
uma destas enzimas marcadoras do estresse oxidativo, principalmente as
serina/treonina fosfatases e proteina tirosina fosfatase. Estas enzimas, por
possuirem um grupo sulfidrila no sitio catalitico susceptivel a acdo de espécies
reativas de oxigénio, podem ser inativadas por oxidacao irreversivel destes grupos
(Aoyama et al., 2003).

Como as fosfatases fazem parte de diversos mecanismos de controle celular, e
atuam antagonicamente com as proteinas quinases, estudar o efeito destes
compostos naturais com diferentes efeitos sobre estes sistemas pode ser uma
maneira de compreendé-los e aplica-los no tratamento de diferentes doencas
envolvidas com o desbalanco entre quinases e fosfatases (Cannons &
Schwartzberg, 2004).
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1.3.1 Fosfatases Acidas

Fosfatases acidas (ortofosfato monoéster fosfohidrolases — E.C.3.1.3.2) de
mamiferos podem ser classificadas de acordo com a massa molecular relativa (Mr) e
inibicdo, como fosfatase acida de alta Mr (acima de 100 kDa), Mr intermediaria (20 a
100 kDa) e baixa Mr (menor que 20 kDa) e séo inibidas pelo tartarato, fluoreto e p-
hidroximercuribenzoato respectivamente (Silva, 2002) (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicao das Fosfatases acidas em mamiferos

Fosfatases Massa . . -
Acidas Molecular Inibidor Localizacao
Relativa
Membrana
AMr >100 kDa NaF, Tartarato Celular

Lisossomos

IMr 20-100kDa lararato-resistente g

Fluoreto — sensivel
BMr <20 kDa p-hidroximercuribenzoato  Citoplasma

As fosfatases acidas de alta e intermediaria massa molecular podem
apresentar nas suas estruturas ferro, zinco ou magnésio e algumas vezes
carboidratos. Elas estdo presentes em diversos tecidos animais e possuem
distribuicdo extremamente variada, podendo ser encontradas em secregdes, como
saliva e sémen, e em diversos tecidos e 6rgaos como proéstata, placenta, cérebro,
figado, coragado, bago, rim, glandulas salivares, 0ssos, gengiva, nervos e ganglios
nervosos. Estudos citoquimicos revelaram a presenca destas enzimas em diferentes
locais da célula: nucleo, mitocéndrias, membranas, lisossomo, complexo de golgi e
reticulo endoplasmatico. No sangue, as fosfatases podem ser detectadas tanto nos
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, como no plasma, onde algumas vezes s&o
utilizadas como meio de diagnéstico para algumas doengas. A atividade alterada da
fosfatase acida plasmatica € util nos progndsticos dos canceres de prostata e ovario
(Silva, 2002).

A fosfatase acida lisossomal (FAL) € um classico marcador da inflamacéo (De

Duve et al., 1962) e seus niveis estdo aumentados em diversos estados patoldgicos.
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A fosfatase acida resistente ao tartarato (FATR) difere das outras por ser
insensivel ao tartarato e p-hidroximercuribenzoato (pHMB). E encontrada em
leucécitos, macréfagos alveolares e derivados de mondcitos, sendo detectada
também, em pequenas quantidades, em eritrécitos. A FATR esta localizada na
membrana celular e em organelas intracelulares (Kraenzlin et al., 1990; Fukushima
et al., 1991; Drexler & Gignac, 1994; Janckila et al., 1996). Niveis anormalmente
altos da FATR no soro s&o encontrados na Doenca de Gaucher (Robinson & Glew,
1980), leucemia tipo célula pilosa (Lau et al., 1991), Doenga de Paget, tumores
0sseos e osteoporose. Contudo, a identidade e fungao bioldgica de seu substrato
natural ainda ndo foram determinadas.

As fosfatases acidas de baixa massa molecular relativa (FAB) sao classificadas
como proteinas tirosina fosfatases. Elas regulam uma variedade de fungbes através
do controle do estado da fosforilagdo das tirosinas de diferentes proteinas (Aoyama
et al., 2003). Elas correspondem a uma classe de enzimas essencial ao organismo,
visto que o balango entre a fosforilagdo e a desfosforilagcdo de proteinas é a base
para o controle de diversos eventos biolégicos disparados por efetores (ou
reguladores) extracelulares, como hormdnios, mitdbgenos, carcinégenos, citocinas,
neurotransmissores, substancias ou metabdlitos toxicos (Miranda, 2005). Em
consequéncia a acao destes efetores ocorre regulagéo da divisdo, diferenciagao e
desenvolvimento celular, regulagdo do metabolismo e expressédo génica, contracéo,
transporte, locomogéao celular, aprendizado e memaria (Trowbridge, 1991; Johnson
& Barford, 1993; Denu et al., 1996). Cabe ressaltar que antagonicamente a agédo das
enzimas fosfatases atuam as enzimas quinases, responsaveis por adicionar
grupamentos fosfato em seus substratos, de forma que a fosforilagao reversivel de
proteinas € catalisada pela agdo oposta e dindmica de proteinas quinases e
fosfatases (Aoyama et al., 2003). Mudangas anormais na atividade dessas enzimas
acarretam na fosforilagdo impropria de residuos de tirosina, o que contribui para o
desenvolvimento de varias patologias, como neoplasias, diabetes e doengas auto-
imunes. Em uma transformagdo oncogénica ou estimulagdo por fatores de
crescimento, o nivel de proteinas fosforiladas em residuos de tirosina aumenta de 1-
2% na célula, podendo levar a graves doencas, incluindo o cancer (Aoyama et al.,
2003).

Existem poucos estudos que relacionam alteragbes na atividade das

fosfatases com a presenca de flavondides e os poucos existentes apresentam
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somente estudos sobre as fosfatases alcalinas. Devido a isso, resolvemos estudar,
neste trabalho, o efeito do flavondide quercetina sobre a atividade das fosfatases
acidas totais (FAT), tartarato-resistente (FATR), de baixa massa molecular (FAB) e
transaminases glutadmica oxalacética (TGO) e glutamica piruvica (TGP) em figado de

camundongos tratados ou ndo com acetaminofeno.
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2 OBJETIVOS

Aoyama e colaboradores tém estudado sistematicamente as fosfatases acidas
sobre o ambito de purificagao, caracterizagdo e regulagao (Granjeiro et al, 1997,
Ferreira et al., 1998; Granjeiro et al., 1999; Gongalves, 2000; Cavagis et al., 2006;
Cavagis et al., 2004; Jonnson, 2005). Com relagcéo aos flavondides, foram estudados
efeitos in vitro desses compostos na atividade da proteina tirosina fosfatase
purificada de rim bovino (Miranda et al., 2006), e efeitos desses compostos em
proteina tirosina fosfatase de linfécitos humanos (Miranda, 2005).

Dando continuidade a uma das linhas de pesquisa do laboratério, o objetivo do
presente trabalho foi estudar os efeitos in vivo do flavondide quercetina sobre as
atividades de fosfatases acidas (total, tartarato-resistente e de baixa massa
molecular relativa) e de transaminases (glutdmica oxalacética e glutdmica piravica)
no figado de camundongos, tratados ou ndo com acetaminofeno.

Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizado o tratamento agudo (24
horas) de camundongos machos da linhagem Swiss com quercetina e
acetaminofeno, utilizando-se oleo vegetal (de milho) como veiculo para a
administragdo da quercetina. Paralelamente foi realizado um tratamento agudo com
quercetina e acetaminofeno, utilizando-se 6leo mineral (Nujol) como veiculo para a

quercetina.

Especificamente, os objetivos consistiram em:

1. Realizar tratamento agudo de camundongos com quercetina e acetaminofeno,

utilizando 6leo de milho como veiculo para administracdo da quercetina, para

verificar o possivel efeito preventivo deste flavondide sobre o dano hepatico

provocado pelo acetaminofeno.
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2. Realizar tratamento preventivo e terapéutico de camundongos com quercetina
e acetaminofeno, utilizando-se 06leo mineral comco veiculo para a

administracao da quercetina.

3. Comparar as atividades de enzimas fosfatases e transaminases entre os

grupos de ambos os tratamentos.

4. Verificar possiveis diferengas nos efeitos observados em virtude da influéncia

do veiculo utilizado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Albumina de soro bovino, B-mercaptoetanol, quercetina, p-nitrofenilfosfato
(PNPP) e p-hidroximercuribenzoato (pHMB) foram obtidos da Sigma Chemical
Company.

Os demais reagentes sdo de pureza analitica.

Foram utilizados camundongos albinos machos da linhagem Swiss com peso
variando entre 20 e 25 gramas, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da
UNICAMP).

3.2 Meétodos

3.2.1 Manutencao dos animais

Os animais foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 h, com agua e
alimentagao ad libitum, temperatura ambiente monitorada de 22 + 3°C, alojados
coletivamente (4 animais/gaiola) e aclimatados ao local de experimentagéo por pelo
menos 7 dias. Todos os experimentos encontram-se de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na

Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Unicamp (Protocolo n° 1060-1).

3.2.2 Tratamento dos animais

3.2.2.1 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando éleo
vegetal (de milho) como veiculo para a administracao da quercetina.

O objetivo deste experimento foi verificar o efeito preventivo da quercetina
sobre o dano hepatico induzido por uma dose subletal de acetaminofeno (Valentovic
et al., 2004; Janbaz et al., 2004; Oliveira et al., 2005), utilizando-se 6leo de milho

como veiculo para a quercetina.
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Foram utilizados 28 camundongos, grupos com n=7. Todos 0s animais
receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e
administracao intraperitoneal (i.p.) de 0,2 mL de solugdo de acetaminofeno (500
mg/kg), quatro horas apds administragao do flavondide. O acetaminofeno foi diluido
em tampao carbonato 0,1mol/L (pH 9,6) a 70°C (Alia et al, 2003). Os animais

controle receberam veiculo na mesma razao dose-volume/peso corporal.

O tratamento recebido por cada grupo esta descrito a seguir:

Grupo 1 - Controle- Animais tratados com 6leo de milho subcutaneamente e com
tampao carbonato intraperitonealmente, 4 horas ap6s a administragao do 6leo.
Grupo 2 - Quercetina - Animais tratados subcutaneamente com quercetina e com
tampao carbonato intraperitonealmente, 4 horas apds a administracao do flavondide.
Grupo 3 - Acetaminofeno - Animais tratados subcutaneamente com éleo de milho e
com acetaminofeno intraperitonealmente, 4 horas depois da administragao do dleo.
Grupo 4 - Quercetina 4 h antes do acetaminofeno (“Q Antes”) - Animais tratados
subcutaneamente com quercetina e com acetaminofeno intraperitonealmente, 4

horas ap6s a administragdo do flavonodide.

Vinte e quatro horas apds a administragdo do flavondide, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e tiveram o figado retirado.

Os o6rgaos foram congelados em nitrogénio liquido separadamente e
reservados, no biofreezer, para posterior utilizacdo. Ao serem descongelados, cada
figado foi pesado e dividido em duas partes e cada parte foi triturada
separadamente, por 2 minutos, com um tampéao especifico (tampao acetato de sddio
0,1 mol/L (pH 5,0), contendo 0,05% (v/v) de B-mercaptoetanol e NaCl 50 mmol/L na
propor¢do 1:4 v/v, para dosagem das fosfatases e em tampao fosfato de soédio
100mmol/L (pH 7,0), para dosagens das transaminases). O extrato foi centrifugado
por 30 minutos para a precipitacdo do tecido nao lisado, o qual foi descartado. A
seguir, dosagens das atividades enzimaticas e quantidade de proteina foram

realizadas, em triplicata, para cada figado.
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3.2.2.2 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando 6leo
mineral (Nujol) como veiculo para a administracao da quercetina.

Neste tratamento foi utilizado 6leo mineral (Nujol) como veiculo para a
administracdo da quercetina, para verificar possiveis diferencas nos efeitos
estudados dependendo do veiculo utilizado para a administracéo do flavondide.

Este experimento visou também verificar se o efeito da quercetina, sobre o
dano hepatico induzido pelo acetaminofeno, é preventivo, terapéutico ou se tem uma
agao conjunta com o acetaminofeno (quando administrados concomitantemente).

Foram utilizados 42 camundongos, grupos com n=7. Todos o0s animais
receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg), administrada
subcutaneamente, e 0,2 mL de solucdo de acetaminofeno (500 mg/kg)
intraperitonealmente, quatro horas apdés administracdo do flavondide. O
acetaminofeno foi diluido em tampao carbonato 0,1 mol/L (pH 9,6) a 70°C. Os

animais controle receberam veiculo na mesma razao dose-volume/peso corporal.

O tratamento recebido por cada grupo esta descrito a seguir:

Grupo 1 - Controle - Animais tratados subcutaneamente com nujol e
intraperitonealmente com tampao carbonato.

Grupo 2 - Acetaminofeno - Animais tratados subcutaneamente com nujol e
intraperitonealmente com acetaminofeno.

Grupo 3 - Quercetina - Animais tratados subcutaneamente com quercetina e
intraperitonealmente com tampao carbonato.

Grupo 4 - Quercetina 4 h antes do acetaminofeno (“Q Antes”) - Animais tratados
subcutaneamente com quercetina 4 h antes da administragéo i.p. de acetaminofeno.
Grupo 5 - Acetaminofeno 4 h antes da quercetina (“A Antes”) - Animais tratados
intraperitonealmente com acetaminofeno 4 h antes da administragdo subcutanea da
quercetina.

Grupo 6 - AQuercetina e acetaminofeno (“Q+A”) - Animais tratados
subcutaneamente com quercetina e intraperitonealmente com acetaminofeno,

administrados ao mesmo tempo.
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Vinte e quatro horas apds a primeira dose (quercetina ou acetaminofeno), os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram o figado retirado.

Os o6rgaos foram congelados em nitrogénio liquido separadamente e
reservados, no biofreezer, para posterior utilizagcdo. Ao serem descongelados, cada
figado foi pesado e dividido em duas partes e cada parte foi triturada
separadamente, por 2 minutos, com um tampéao especifico (tampao acetato de sddio
0,1 mol/L (pH 5,0), contendo 0,05% (v/v) de B-mercaptoetanol e NaCl 50 mmol/L na
propor¢gdo 1:4 v/v, para dosagem das fosfatases e tampado fosfato de sodio
100mmol/L (pH 7,0), para dosagens das transaminases). O extrato foi centrifugado
por 30 minutos para a precipitacdo do tecido nao lisado, o qual foi descartado. A
seguir, dosagens das atividades enzimaticas e quantidade de proteina foram

realizadas, em triplicata, para cada figado.

3.2.3 Determinacao da quantidade de proteina

A quantidade de proteina de cada amostra foi quantificada para verificar se a
quercetina influenciou no conteudo destes componentes no organismo. Este dado é
importante, pois variagées no conteudo protéico podem estar relacionadas a sintese
de DNA e divisdo celular. Além disso, para o calculo da atividade especifica
enzimatica leva-se em consideragao a quantidade de proteina presente no meio. As
proteinas foram quantificadas através do método de Lowry e colaboradores (1951)

utilizando-se albumina de soro bovino como padrao.

3.2.4 Determinacao das atividades fosfatasicas

Para determinagédo das atividades fosfatasicas foi utilizado o sobrenadante do
extrato de figado macerado, submetido a ultracentrifugagao (17.000 rpm, 30 min). A
atividade das fosfatases foi determinada medindo-se o p-nitrofenol (PNP) liberado,
quando se utiliza p-nitrofenil fosfato (pPNPP) como substrato. A formacéo de PNP foi
determinada espectrofotometricamente pela leitura da absorcdo a 405 nm,
utilizando-se o valor de 18.000 M cm™ como coeficiente de extingdo molar do p-

nitrofenéxido.
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a) Fosfatase acida total (FAT):

Para um volume final de 1,0 mL, a reacao foi iniciada pela adicdo da amostra a
um meio contendo 100 mmol/L de tampé&o acetato de sodio (pH 5,0) e 100 mmol/L
de p-nitrofenil fosfato (pNPP). A paralisagao foi feita pela adicdo de 1,0 mL de NaOH

1 mol/L, apds incubacao por 10 min a 37°C.

b) Fosfatase acida de baixa massa molecular (FAB):
O ensaio foi realizado como descrito no item (a), exceto pela adigdo de
tartarato (100 mmol/L) e fluoreto (10 mmol/L), inibidores das fosfatases acidas de

alta e intermediaria massa molecular, respectivamente.

c) Fosfatase acida tartarato-resistente (FATR):

O ensaio foi realizado como descrito no item (a), exceto pela adigdo de
tartarato (100 mmol/L) e de p-hidroximercuribenzoato (pHMB). O pHMB inibe toda a
atividade das fosfatases acidas de baixa massa molecular relativa e a atividade

residual, mesmo na presenca do tartarato, é correspondente a FATR.

3.2.5 Analises estatisticas

Para verificar se as médias que foram calculadas para os camundongos dos
grupos controle e teste foram diferentes entre si a um nivel de confianga, foi
realizada a analise dos niveis de significAncia entre as amostras através da Analise
de Variadncia (ANOVA), software GraphPad, utilizando-se como base p<0,05
(GraphPad Software, Inc., San Diego Califérnia USA). Correlagbes entre as
diferengas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através do teste de
Tukey. Todos os dados apresentados estdo expressos em média + desvio padréao da

média.
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4 RESULTADOS

4.1 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando oJleo
vegetal (de milho) como veiculo para a administracdo da quercetina.

O objetivo deste experimento foi verificar o efeito preventivo da quercetina
sobre o dano hepatico induzido por uma dose subletal de acetaminofeno, utilizando

6leo de milho como veiculo para a administracéo da quercetina.

4.1.1 Transaminases

O pré-tratamento com a quercetina, do grupo tratado com acetaminofeno,
demonstrou um notavel decréscimo na atividade das transaminases glutamica
oxalacética (TGO) e glutdmica piruvica (TGP) 1,6 e 1,3 vezes, respectivamente, em
relacdo aos valores obtidos com o grupo tratado somente com acetaminofeno

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Atividade da transaminase glutamica oxalacética (TGO) hepatica de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
de milho) e acetaminofeno. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina 4h
antes da administracao do acetaminofeno. Todos os animais receberam dose unica de 0,1
mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administracao i.p. de 0,2 mL de solugéo de
acetaminofeno (500 mg/kg), quatro horas apds administracdo do flavonodide. Os animais
foram sacrificados 24 horas apds administracao da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razédo dose-volume/peso corporal. Para determinacdo da atividade da
TGO foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estdo representados em unidades de U/L. Os experimentos foram feitos em
triplicata e as barras representam os desvios padroes (SD). A analise dos niveis de
significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de Variancia (ANOVA) e
correlagbes entre as diferencas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através
do teste de Tukey.

*p<0,05 grupo quercetina em relagdo ao grupo controle.

***p <0,001 grupo acetaminofeno em relagéo aos grupos controle, quercetina e “Q Antes”.
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Figura 4: Atividade da transaminase glutamica piravica (TGP) hepatica de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
de milho) e acetaminofeno. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina 4h
antes da administragdo do acetaminofeno. Todos os animais receberam dose uUnica de 0,1
mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administracdo i.p. de 0,2 mL de solugéo de
acetaminofeno (500 mg/kg), quatro horas apds administragcdo do flavondide. Os animais
foram sacrificados 24 horas apds administracao da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinacdo da atividade da
TGP foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estao representados em unidades de U/L. Os experimentos foram feitos em
triplicata e as barras representam os desvios padrbes (SD). A analise dos niveis de
significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de Variancia (ANOVA) e
correlagbes entre as diferencas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através
do teste de Tukey.

*p<0,05 grupo quercetina em relagdo ao grupo controle.

***p <0,001 grupo acetaminofeno em relagdo aos grupos controle, quercetina e “Q Antes”.
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4.1.2 Fosfatases

Tabela 2: Efeito da quercetina (dissolvida em é6leo de milho) e do
acetaminofeno nas atividades das fosfatases presentes em figado de
camundongos (tratamento agudo).

Atividade especifica
(nmol min™ mg™)
Condicoes
FAT FAB FATR
M SD M SD M SD
Controle 49969 + 8,715 42925 + 4,614 2,847 + 0,4917
Quercetina 76,105 + 26,885 67,462 + 6,127°°°| 7,756 + 0,936°°
Acetaminofeno 49,766 + 19,054 47,729 + 6,570 5175 + 1,754 f
“Q Antes” 45518 + 8,158 43,172 + 6,622 6,888 + 0.9783¢

FAT: fosfatase acida total; FAB: fosfatase acida de baixa massa molecular relativa e FATR:
fosfatase acida tartarato-resistente. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina
4h antes da administragdo do acetaminofeno. Todos os animais receberam dose Unica de
0,1 mL de quercetina (10 mg/kg), administrada subcutaneamente e 0,2 mL de solugédo de
acetaminofeno (500 mg/kg) intraperitonealmente, quatro horas apds administracdo do
flavondéide. Os animais foram sacrificados 24 horas apés administragdo da primeira dose. O
grupo controle recebeu veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Os dados
apresentados estao expressos em média (M) + desvio padrdao da média (SD) (n=7/grupo).

2 p<0,001, grupo quercetina em relagdo ao grupo controle. ° p<0,05, ¢ p<0,01, grupo
quercetina em relagdo ao grupo acetaminofeno. ¢ p<0,05, © p<0,001, grupo quercetina em
relagdo ao grupo “Q Antes”. fp<0,05, grupo acetaminofeno em relagdo ao grupo controle. ¢
p<0,001, grupo “Q Antes” em relagao ao grupo controle. A analise dos niveis de significancia
entre as amostras foi obtida através da Analise de Variancia (ANOVA) e correlagdes entre

as diferengas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através do teste de Tukey.

Foi observado, neste experimento, um aumento significativo nas atividades da
fosfatase acida total (FAT), de baixa massa molecular relativa (FAB) e tartarato-
resistente (FATR), no tratamento com quercetina (Figura 5, 6 e 7 e Tabela 2).
Observou-se também um efeito ativador na FATR do grupo tratado com

acetaminofeno (Figura 7), diferentemente das outras fosfatases FAT e FAB.
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Figura 5: Atividade de fosfatases acidas totais (FAT) hepaticas de camundongos
submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo de milho) e
acetaminofeno. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina 4h antes da
administracdo do acetaminofeno. Todos os animais receberam dose unica de 0,1 mL de
quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administragao i.p. de 0,2 mL de solugao de
acetaminofeno (500 mg/kg), quatro horas apds administragdo do flavondide. Os animais
foram sacrificados 24 horas apds administracao da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinagdo da atividade da
FAT foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estdo representados em unidades de atividade especifica (nmol. min™. mg™).
Os experimentos foram feitos em ftriplicata e as barras representam os desvios padroes
(SD). A andlise dos niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de
Variancia (ANOVA) e correlagdes entre as diferencas minimas entre os grupos analisados

foram obtidas através do teste de Tukey.
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Figura 6: Atividade de fosfatases acidas de baixa massa molecular (FAB) hepaticas de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
de milho) e acetaminofeno. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina 4h
antes da administragdo do acetaminofeno. Todos os animais receberam dose uUnica de 0,1
mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administracao i.p. de 0,2 mL de solucao de
acetaminofeno (500 mg/kg), quatro horas apds administracdo do flavonodide. Os animais
foram sacrificados 24 horas apés administracao da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razido dose-volume/peso corporal. Para determinagdo da atividade da
FAB foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estdo representados em unidades de atividade especifica (nmol min™ mg'1).
Os experimentos foram feitos em triplicata e as barras representam os desvios padrdes
(SD). A analise dos niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de
Variancia (ANOVA) e correlagbes entre as diferengas minimas entre os grupos analisados
foram obtidas através do teste de Tukey.

*p<0,001, grupo quercetina em relagao aos grupos controle, acetaminofeno e “Q Antes”
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Figura 7: Atividade de fosfatase acida tartarato-resistente (FATR) hepatica de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
de milho) e acetaminofeno. “Q Antes” corresponde ao grupo tratado com quercetina 4h
antes da administracdo do acetaminofeno. O grafico representa a atividade da fosfatase
acida tartarato-resistente, FATR. Todos os animais receberam dose unica de 0,1 mL de
quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administracao i.p. de 0,2 mL de solugdo de
acetaminofeno (500 mg/kg), quatro horas apds administragdo do flavondide. Os animais
foram sacrificados 24 horas apds administracdo da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinacdo da atividade da
FATR foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estdo representados em unidades de atividade especifica (nmol min™ mg™). Os
experimentos foram feitos em ftriplicata e as barras representam os desvios padrbes (SD). A
analise dos niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de
Variancia (ANOVA) e correlagdes entre as diferencas minimas entre os grupos analisados
foram obtidas através do teste de Tukey.

***p<0,001, grupo quercetina em relagado ao grupo controle.

*p <0,05, grupo acetaminofeno em relagao ao grupo controle.

p <0,001, “Q Antes” em relagdo ao grupo controle.
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4.2 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando OJleo
mineral (Nujol) como veiculo para a administracao da quercetina

Neste tratamento foi utilizado 6leo mineral (Nujol) como veiculo para a
quercetina, para verificar se existem diferencas nas atividades das enzimas
estudadas, dependendo do veiculo utilizado para a administragcdo do flavondide.
Este experimento visou também verificar se o efeito da quercetina, sobre o dano
hepatico induzido pelo acetaminofeno, é preventivo, terapéutico ou se tem uma acao

conjunta com o acetaminofeno (quando administrados concomitantemente).

4.2.1 Transaminases

O pré-tratamento com a quercetina 4h antes da administragdo do
acetaminofeno (“Q Antes”) e o grupo tratado com acetaminofeno demonstraram um
aumento nas atividades das transaminases TGO e TGP de 1,3 e 1,1 vezes,
respectivamente (para o grupo “Q Antes”) e 1,3 e 1,2 vezes, respectivamente (para o
grupo tratado com acetaminofeno), em relagdao aos valores obtidos com grupo
controle (Figuras 8 e 9)

Os demais grupos: quercetina, acetaminofeno 4h antes da administracédo da
quercetina (“A Antes”) e quercetina e acetaminofeno administrados em conjunto
(Q+A), apresentaram um decréscimo nas atividades da TGO e TGP.

O grupo tratado com quercetina apresentou uma diminui¢do nas atividades da
TGO e da TGP de 1,23 e 1,05 vezes, respectivamente, quando comparado com o
controle (Figuras 8 e 9).

O grupo “A Antes” teve uma diminuicdo na atividade das transaminases TGO e
TGP de 1,33 e 1,25 vezes, respectivamente, em relagdo ao valor obtido com grupo
tratado somente com acetaminofeno (Figuras 8 e 9).

O grupo “Q+A” apresentou um decréscimo bem mais acentuado nas atividades
da TGO e da TGP (Figuras 8 e 9), em comparacao tanto com o grupo tratado com
acetaminofeno (1,92 e 1,31, respectivamente), quanto com o grupo controle (1,43 e

1,13, respectivamente).
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Figura 8: Atividade da transaminase glutamica oxalacética (TGO) hepatica de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
mineral) e acetaminofeno. Q: grupo tratado com quercetina; A: grupo tratado com
acetaminofeno; “Q Antes”: grupo tratado com quercetina 4h antes da administracao do
acetaminofeno; “A Antes”: grupo tratado com acetaminofeno 4h antes da administracao da
quercetina e “Q+A”: grupo tratado com quercetina e acetaminofeno administrados em
conjunto. Todos os animais receberam dose Unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg)
subcutaneamente e administragao i.p. de 0,2 mL de solugédo de acetaminofeno (500 mg/kg).
Os animais foram sacrificados 24 horas apdés administracdo da primeira dose. O grupo
controle recebeu veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinagao
da atividade da TGO foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais.
Os resultados deste grafico estdo representados em unidades de U/L. Os experimentos
foram feitos em ftriplicata e as barras representam os desvios padrées (SD). A analise dos
niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de Variancia (ANOVA)
e correlagdes entre as diferengas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através
do teste de Tukey.

*p<0,05 grupo "Q Antes” e “Q+A” em relagédo ao grupo controle.

***n <0,001 grupo “Q Antes” em relagéo ao grupo Q.

% <0,05; °p <0,001 grupo “Q Antes” em relagdo aos grupos “A Antes’ e “Q+A’
respectivamente.

°p <0,05; %p <0,001 grupo A em relagéo aos grupos “A antes” e “Q+A” respectivamente.
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Figura 9: Atividade da transaminase g¢lutamica piravica (TGP) hepatica de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
mineral) e acetaminofeno. Q: grupo tratado com quercetina; A: grupo tratado com
acetaminofeno; “Q Antes”: grupo tratado com quercetina 4h antes da administracdo do
acetaminofeno; “A Antes”: grupo tratado com acetaminofeno 4h antes da administracao da
quercetina e “Q+A”: grupo tratado com quercetina e acetaminofeno administrados ao mesmo
tempo. Todos os animais receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg)
subcutaneamente e administragdo i.p. de 0,2 mL de solu¢do de acetaminofeno (500 mg/kg).
Os animais foram sacrificados 24 horas apdés administragdo da primeira dose. O grupo
controle recebeu veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinagao
da atividade da TGP foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais.
Os resultados deste grafico estdo representados em unidades de U/L. Os experimentos
foram feitos em ftriplicata e as barras representam os desvios padrées (SD). A analise dos
niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de Variancia (ANOVA)
e correlagdes entre as diferengas minimas entre os grupos analisados foram obtidas através
do teste de Tukey.

***p <0,001 grupo “Q+A” em relagdo ao grupo A.

**p <0,01 grupo “A Antes” em relagéo ao grupo A.

*p<0,05; %p <0,01 grupo “Q Antes” em relagdo aos grupos “A Antes” e “Q+A”

respectivamente.
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4.2.2 Fosfatases

As atividades das fosfatases acidas totais (FAT) e de baixa massa molecular
(FAB) hepaticas s6 foram alteradas significantemente no tratamento com
acetaminofeno 4 h antes da administragdo da quercetina, “A Antes” (Figuras 10 e
11). Neste grupo, a FAT e FAB tiveram uma diminuigdo nas suas atividades de 1,6
e 1,5 vezes, respectivamente, quando comparadas com o controle.

A atividade da fosfatase acida tartarato-resistente (FATR), no grupo tratado
com quercetina 4 h antes da administracdo do acetaminofeno, “Q Antes”, mostra-se
aumentada em comparag&do com os demais grupos (Figura 12).

Podem-se observar na Tabela 3, os valores de atividade especifica dos

diferentes grupos.
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Figura 10: Atividade de fosfatases acidas totais (FAT) hepaticas de camundongos
submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo mineral) e
acetaminofeno. Q: grupo tratado com quercetina; A: grupo tratado com acetaminofeno; “Q
Antes”: grupo tratado com quercetina 4h antes da administracdo do acetaminofeno; “A
Antes”: grupo tratado com acetaminofeno 4h antes da administracdo da quercetina e “Q+A”:
grupo tratado com quercetina e acetaminofeno administrados ao mesmo tempo. Todos os
animais receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e
administracao i.p. de 0,2 mL de solugdo de acetaminofeno (500 mg/kg). Os animais foram
sacrificados 24 horas apdés administracdo da primeira dose. O grupo controle recebeu
veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinacdo da atividade da
FAT foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais. Os resultados
deste grafico estdo representados em unidades de atividade especifica (nmol. min™. mg™).
Os experimentos foram feitos em ftriplicata e as barras representam os desvios padroes
(SD). A andlise dos niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da Analise de
Variancia (ANOVA) e correlagbes entre as diferengas minimas entre os grupos analisados
foram obtidas através do teste de Tukey.

***p <0,001 grupo A Antes em relagao ao grupo Q+A e **p <0,01 em relagdo aos grupos

controle, Q e A;
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Figura 11: Atividade de fosfatases acidas de baixa massa molecular (FAB) hepaticas
de camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em
6leo mineral) e acetaminofeno. Q: grupo tratado com quercetina; A: grupo tratado com
acetaminofeno; “Q Antes”: grupo tratado com quercetina 4h antes da administracdo do
acetaminofeno; “A Antes”: grupo tratado com acetaminofeno 4h antes da administracao da
quercetina e “Q+A”: grupo tratado com quercetina e acetaminofeno administrados ao mesmo
tempo. Todos os animais receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg)
subcutaneamente e administracgao i.p. de 0,2 mL de solugédo de acetaminofeno (500 mg/kg).
Os animais foram sacrificados 24 horas apdés administragdo da primeira dose. O grupo
controle recebeu veiculo na mesma razdao dose-volume/peso corporal. Para determinagao
da atividade da FAB foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais.
Os resultados deste grafico estao representados em unidades de atividade especifica (nmol.
min™. mg™). Os experimentos foram feitos em triplicata e as barras representam os desvios
padrées (SD). A analise dos niveis de significAncia entre as amostras foi obtida através da
Andlise de Variancia (ANOVA) e correlagdes entre as diferengas minimas entre os grupos
analisados foram obtidas através do teste de Tukey.

**p <0,01 grupo A Antes em relagdo aos grupos controle e Q+A e *p<0,05 em relagdo ao

grupo Q e A.
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Figura 12: Atividade de fosfatases acidas tartarato-resistente hepaticas de
camundongos submetidos ao tratamento agudo com quercetina (dissolvida em 6leo
mineral) e acetaminofeno. Q: grupo tratado com quercetina; A: grupo tratado com
acetaminofeno; “Q Antes”: grupo tratado com quercetina 4h antes da administracdo do
acetaminofeno; “A Antes”: grupo tratado com acetaminofeno 4h antes da administracao da
quercetina e “Q+A”: grupo tratado com quercetina e acetaminofeno administrados ao mesmo
tempo. Todos os animais receberam dose unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg)
subcutaneamente e administragdo i.p. de 0,2 mL de solu¢do de acetaminofeno (500 mg/kg).
Os animais foram sacrificados 24 horas apés administragdo da primeira dose. O grupo
controle recebeu veiculo na mesma razdo dose-volume/peso corporal. Para determinacao
da atividade da FAB foi utilizado o sobrenadante obtido das amostras de figados individuais.
Os resultados deste grafico estao representados em unidades de atividade especifica (nmol.
min™. mg™). Os experimentos foram feitos em triplicata e as barras representam os desvios
padrées (SD). A analise dos niveis de significancia entre as amostras foi obtida através da
Analise de Variancia (ANOVA) e correlagdes entre as diferengas minimas entre os grupos
analisados foram obtidas através do teste de Tukey.

*p <0,05, grupo Q Antes em relagcdo ao grupo A Antes; **p<0,01, em relagdo ao grupo
controle e Q; e ***p<0,001, em relagdo ao grupo Q+A.

4p<0,001, grupo Q+A em relagéo ao grupo A.
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Tabela 3: Efeito da quercetina (dissolvida em 6leo mineral) e do acetaminofeno
nas atividades das fosfatases presentes em figado de camundongos
(tratamento agudo).

Atividade especifica
(nmol min mg™)
Condicoes
FAT FAB FATR
M SD M SD M SD
Controle 9,939 + 1,295 8,510 + 10,7489 3,204 + 0,5114
Quercetina 9,868 + 1,179 7,968 + 1,448 3,104 + 10,2531
Acetaminofeno 9,983 + 2,142 8,210 + 1,633 4141 + 0,9298"
Q+A 11,088 + 1,306 8,354 + 10,9616 2,307 + 0,4608
Q Antes 8,726 + 1,798 7,530 + 1,255 4864 + 1,100°"
A Antes 6,193 + 0,84482° 5,653 + 0,7437%%| 3,445 + 0,5860

FAT: fosfatase acida total; FAB: fosfatase acida de baixa massa molecular relativa e FATR:
fosfatase acida tartarato-resistente. “Q+A”, corresponde ao grupo tratado com quercetina e
acetaminofeno administrados ao mesmo tempo; “Q Antes”, ao grupo tratado com quercetina
4h antes da administracdo do acetaminofeno e “A Antes”, ao grupo tratado com
acetaminofeno 4h antes da administracdo da quercetina. Todos os animais receberam dose
Unica de 0,1 mL de quercetina (10 mg/kg) subcutaneamente e administragao i.p. de 0,2 mL
de solucdo de acetaminofeno (500 mg/kg). Os animais foram sacrificados 24 horas apos
administracdo da primeira dose. O grupo controle recebeu veiculo na mesma razao dose-
volume/peso corporal. Os dados apresentados estdo expressos em média + desvio padrao
da média (n=7/grupo). @ p <0,01 grupo “A Antes” em relagcdo aos grupos Controle, Q e A; e °
p <0,001 “A Antes” em relagdo ao grupo “Q+A”; ° p <0,01 grupo “A Antes” em relagdo aos
grupos Controle e “Q+A”; ¢ p<0,05 grupo “A Antes” em relagdo ao grupo Q e A; © p <0,05,
grupo “Q Antes” em relacdo ao grupo “A Antes”; ' p<0,01, grupo “Q Antes” em relacdo ao
grupo Controle e Q; e %<0,001, grupo “Q Antes” em relagdo ao grupo “Q+A”. "p<0,001,
grupo A em relagéo ao grupo “Q+A”. ANOVA; teste de Tukey
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Figura 13: A: figado de camundongo tratado somente com quercetina (hdao ha

diferencas na aparéncia deste figado para o de um camundongo normal, sem

tratamento nenhum); B: figado de camundongo tratado com quercetina e

acetaminofeno, C: figado de camundongo tratado somente com acetaminofeno; % :
zonas hemorragicas
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5 DISCUSSAO

O figado € o principal 6érgao responsavel pela metabolizagcao de xenobiodticos e,
com isto, possui uma elevada taxa metabdlica, estando sujeito a muitos problemas
causados pelo estresse oxidativo. Consequentemente, uma manutencao correta dos
sistemas metabdlicos hepaticos é de grande importancia para a manutengao da
saude. O figado €&, também, o 6rgao principal envolvido no metabolismo de
polifendis junto com a mucosa intestinal e os rins, aos quais chegam, através da
corrente sanguinea apos a absorgédo ao longo do trato gastrointestinal ou por outra
via de administracao (Alia et al., 2003).

Assim, foi avaliado o efeito do flavondide quercetina nas atividades das
transaminases glutdmica oxalacética (TGO) e glutamica pirivica (TGP) e das
fosfatases acidas totais, FAT; tartarato-resistente, FATR e de baixa massa molecular
relativa, FAB em figado de camundongos, tratados ou ndo com acetaminofeno. Com
tais estudos, pretendeu-se uma melhor compreensdo dos efeitos do flavondide
quercetina no organismo e sua possivel acdo hepatica.

Foram realizados dois experimentos para o estudo do efeito protetor da
quercetina sobre 0 dano hepatico induzido por uma dose subletal de acetaminofeno.
Para verificar se ocorriam diferencas nas atividades das enzimas estudadas, de
acordo com o veiculo utilizado para a administragcdo da quercetina, no primeiro
experimento o veiculo utilizado foi 6leo vegetal (de milho) e no segundo, 6leo
mineral (nujol). Verificou-se também se a quercetina possui efeito preventivo,
terapéutico ou se poderia ocorrer uma agao conjunta com o acetaminofeno (quando
administrados concomitantemente).

E importante mencionar que apesar dos flavondides apresentarem diversas
atividades biologicas, existe pouco material disponivel nas bases de dados
eletrénicos, abordando seus efeitos in vivo nas atividades de fosfatases que,
conforme mencionado, sao enzimas que participam de diversos eventos celulares

essenciais ao organismo.
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Experimentos com tratamento agudo de animais sao facilmente encontrados na
literatura cientifica. Por este motivo e, também, por se tratar de um tempo bastante
adequado para estudar efeitos de compostos, esta condicdo foi selecionada para
verificar o efeito da quercetina em animais submetidos a toxicidade aguda por

acetaminofeno.

5.1 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando OJleo
vegetal (de milho) como veiculo para a administracdo da quercetina.

Este experimento foi realizado para analisar o efeito protetor da quercetina
sobre o dano hepatico induzido pelo acetaminofeno. Foi utilizado éleo de milho como
veiculo para a administracao da quercetina.

O acetaminofeno é frequentemente usado como analgésico e antipirético. Em
situacado de overdose ele é responsavel pela producao de necrose hepatica e falha
renal em humanos e animais experimentais. Este composto € o metabdlito ativo
originario da biotransformacao da fenacetina (Figura 2) mediada pelas enzimas do
complexo do citocromo P450 (fase | da bioconjugacéo). As doses terapéuticas deste
farmaco sao biotransformadas com seguranga e eliminadas como conjugados n&o
téxicos de sulfato e do acido glucurénico (Nelson, 1990). Somente uma pequena
fracdo sofre N-hidroxilagdo pelo sistema citocromo P450, formando o N-acetil-
benzoquinoneimina (NAPQI), um metabdlito intermediario extremamente téxico. Sob
condigbes normais, o NAPQI reage com grupos sulfidrilicos da glutationa (GSH)
hepatica (Figura 2) e é destoxificado por ela, sendo eliminado eventualmente na
urina ou bile (Coles et al., 1988).

A hepatotoxicidade é resultado de uma grande ingestao de acetaminofeno e/ou
indugdo do complexo P450, que eleva a formagdo do metabdlito intermediario,
NAPQI. Desta forma, a glucoronidagéo e as rotas de sulfatagdo tornam-se saturadas
induzindo uma deplegao dose-dependente da glutationa intracelular e perturbagdes
da homeostase do caélcio (Lee et al., 1996; Cohen & Khairallah, 1997; Holownia &
Braszko, 2004). A superdosagem de acetaminofeno provoca um aumento do NAPQI,
e uma diminuicdo da GSH por aumento do poder oxidativo. Na auséncia da

glutationa, a reacdo do NAPQI ocorrera principalmente com grupos sulfidrilicos das
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proteinas hepaticas e menos freqientemente em outros 6rgaos, gerando necrose
celular.

Atualmente, o dano hepatico causado pelo uso frequente ou exagerado do
acetaminofeno vem se tornando mais comum. Desta forma, o estudo do papel da
quercetina na reversao dos efeitos hepatotéxicos provocados pelo acetaminofeno é

promissor e de grande importéncia para a clinica.

5.1.1 Transaminases

A fim de verificar a ocorréncia de dano hepatico nos camundongos tratados
com acetaminofeno, foram realizadas dosagens das transaminases glutamica
oxalacética (TGO) e glutamica piravica (TGP), representadas nas Figuras 3 e 4.

A TGO é geralmente encontrada no figado, musculo cardiaco, musculo
esquelético, rins, cérebro, pancreas, pulmbes, leucdcitos, e eritrocitos, assim como a
TGP esta presente em altas concentragbes no figado (Rej, 1978). Desta forma,
pbde-se realizar a dosagem de ambas com facilidade.

Um aumento dos niveis de TGO e de TGP, tanto no plasma quanto nas
amostras de figado, é atribuido a danos na integridade estrutural hepatica
(Chenoweth & Hake, 1962). Este aumento péde ser observado claramente nas
atividades das transaminases do grupo tratado com acetaminofeno, que se
mostraram bastante elevadas.

Estes apontamentos foram confirmados através de observagdes pessoais que
incluiram o comportamento dos animais e aspecto geral do figado (tamanho,
coloracdo e presengca de zonas hemorragica) durante o tratamento de 24 horas
(figura 13). Os camundongos tratados com acetaminofeno apresentaram um
comportamento bem menos agitado que os camundongos dos outros grupos. Eles
se moviam lentamente e, na maior parte do tempo, ficavam agrupados em um canto
da gaiola, com dificuldade de abrir os olhos. Dois camundongos deste grupo
faleceram antes do término do experimento. Pode-se observar também a presenca
de zonas hemorragicas e coloragao esbranquigada nos figados de todos os animais
do grupo onde apenas o acetaminofeno foi administrado (Figura 13-C). Estas
observagbes demonstram que o acetaminofeno altera o metabolismo do animal

como um todo, comprovando a toxicidade do farmaco.
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Os animais do grupo tratado com quercetina 4 horas antes da administragcao do
acetaminofeno (grupo “Q Antes”) apresentaram um comportamento normal,
semelhante ao grupo controle e ao grupo tratado com quercetina, embora alguns
animais tenham apresentado pequenas zonas hemorragicas no figado (Figura 13-B).
A aparéncia dos figados dos animais tratados somente com a quercetina (figura 13-
A) foi muito semelhante a dos figados de camundongos que ndo receberam nenhum
tratamento, ndo sendo possivel verificar a olho nu nenhuma diferenga entre eles.

O pré-tratamento do grupo “Q Antes” com a quercetina (dissolvida em 6leo de
milho) provocou um decréscimo na atividade das transaminases TGO e TGP (1,6 e
1,3 vezes, respectivamente) em relagdo aos valores obtidos com grupo tratado
somente com acetaminofeno (Figuras 3 e 4), confirmando assim o poder do
flavondide associado ao 6leo de milho em proteger o figado do animal da

totoxicidade induzida pelo acetaminofeno.

5.1.2 Fosfatases

As fosfatases acidas, enzimas que hidrolisam ésteres fosfatos em meio acido,
encontram-se amplamente distribuidas no organismo. Estas enzimas s&o
importantes no catabolismo de diversas substancias, acreditando-se que a alteracéo
da atividade destas enzimas esteja relacionada com modificagdes induzidas por
drogas e por varias doencgas.

Como as fosfatases fazem parte de diversos mecanismos de controle celular, e
atuam antagonicamente com as proteinas quinases, estudar o efeito destes
compostos naturais com diferentes efeitos sobre estes sistemas pode ser uma
maneira de compreendé-los e aplica-los no tratamento de diferentes doencas
envolvidas com o desbalangco entre quinases e fosfatases (Cannons &
Schwartzberg, 2004). Desta forma, para verificar se o acetaminofeno ou a quercetina
poderiam modificar as atividades das fosfatases, foram feitas as dosagens das
fosfatases acidas totais (FAT), de baixa massa molecular (FAB) e da tartarato
resistente (FATR), para verificar se a administragdo do acetaminofeno influenciaria a
atividade destas fosfatases e se a presenca do flavondide seria capaz de prevenir os

danos provocados pela droga.
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Neste experimento foi possivel observar um aumento significativo nas
atividades da FAT e da FAB no tratamento com quercetina (Figuras 5 e 6).

O efeito ativador do acetaminofeno na FATR (Figura 7), diferentemente das
FAT e da FAB, poderia ser explicado pela auséncia, nesta enzima, de grupamentos-
SH no sitio ativo.

Comparando-se os resultados obtidos com as trés fosfatases (Tabela 2), a
FATR é a mais suscetivel as mudangas provocadas pela hepatotoxicidade do figado.
Os valores das atividades da FAT e FAB nos tratamentos com acetaminofeno e “Q
Antes”, ndo apresentaram modificagbes consideradas estatisticamente significantes.
Uma possivel explicagéo para os valores das atividades das fosfatases FAT, FAB e
FATR poderia ser a presencga de alfa-tocoferol no 6leo de milho (usado como veiculo
para a administragdo do flavondide), que poderia estar alterando tanto o efeito da

quercetina como do acetaminofeno.

5.2 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno, utilizando OJleo

mineral (Nujol) como veiculo para a administracao da quercetina

Este experimento foi realizado para avaliar se ocorrem diferengcas nas
atividades das enzimas estudadas de acordo com o veiculo utilizado para a
administracao do flavondide. Este experimento visou também verificar se o efeito da
quercetina, sobre o dano hepatico induzido pelo acetaminofeno, € preventivo,
terapéutico ou se tem uma agdo conjunta com o acetaminofeno (quando
administrados concomitantemente). Foi utilizado 6leo mineral como veiculo para a

administragao da quercetina.

5.2.1 Transaminases

Como ja foi explicado anteriormente, um aumento dos niveis de TGO e de
TGP, tanto no plasma quanto nas amostras de figado, € atribuido a danos na
integridade estrutural do figado. Desta maneira, foram determinadas as atividades
de TGO e TGP (Figuras 8 e 9) para verificar a ocorréncia de dano hepatico nos

camundongos tratados com acetaminofeno.
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Diferentemente do resultado observado no experimento com éleo de milho, o
pré-tratamento com a quercetina e posterior administragdo do acetaminofeno (grupo
“Q Antes”), ndo provocou nenhuma mudanga na atividade das transaminases TGO e
TGP, em relagcdo aos valores obtidos com grupo tratado somente com
acetaminofeno (Figuras 8 e 9).

Desta forma, no tratamento que utilizou 6leo de milho como veiculo, a reversao
da ativagdo das transaminases do grupo acetaminofeno pela quercetina (no grupo
“Q Antes”) mais uma vez poderia ser explicada pela presenga do alfa-tocoferol no
6leo de milho, que estaria exercendo um efeito protetor mais evidente que o do
flavondide, alterando, assim, tanto o efeito protetor da quercetina como a
hepatotoxicidade do acetaminofeno. Ja no tratamento que utilizou nujol como
veiculo, os efeitos observados no grupo “Q Antes”, podem ser atribuidos
exclusivamente a quercetina.

Entretanto, tanto no tratamento com éleo de milho quanto com 6leo mineral, o
grupo tratado com o acetaminofeno apresentou um aumento na atividade das
transaminases, em comparagdo com o grupo controle, comprovando que o veiculo
nao influencia na toxicidade do acetaminofeno, apenas na agao do flavondide.

O grupo tratado com a quercetina apresentou uma inibicao significativa das
transaminases, com ambos os veiculos, quando comparado com o grupo tratado

com acetaminofeno.

5.2.2 Fosfatases

Neste experimento, as atividades das fosfatases acidas totais (FAT) e de baixa
massa molecular relativa (FAB) nao apresentaram modificagdes significativas no
tratamento com quercetina (Figuras 10 e 11), comparadas com o grupo controle,
diferentemente do perfil observado no tratamento com 6leo de milho como veiculo.

O efeito ativador da quercetina (dissolvida em 6leo de milho) nas atividades da
FAT e da FAB, nos experimentos anteriores, pode ser atribuido a influéncia do alfa-
tocoferol presente no 6leo de milho, que estaria alterando o efeito da quercetina,
devido a sua grande atividade antioxidante. Neste experimento, que utiliza 6leo
mineral como veiculo, este fator antioxidante estd ausente e os resultados obtidos

sao atribuidos exclusivamente a quercetina.
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Nas amostras do grupo tratado com quercetina (dissolvida em 6leo mineral),
nao se observou nenhuma modificagdo na atividade da fosfatase acida tartarato -
resistente (FATR), em comparagdo com o grupo controle (Figura 12). Ja no
tratamento com éleo de milho como veiculo, observou-se um aumento na atividade
da FATR, do grupo tratado com quercetina, quando comparada com o grupo
controle (Figura 7), o que poderia ter sido atribuido, como ja foi dito, a presencga do
alfa-tocoferol no 6leo vegetal.

A atividade da FATR (Figura 12) foi aumentada nos grupos tratados com
acetaminofeno e com quercetina 4 horas antes da administracido do acetaminofeno
(“Q Antes”), independentemente do veiculo utilizado para a administragcdo do
flavondide.

Comparando-se os resultados obtidos entre fosfatases e transaminases pode-
se observar que a atividade da FATR, no tratamento com nujol, demosntra uma
semelhanga muito grande com os resultados observados nos grafcos das
transaminases e provavelmente pode se considerada uma marcadora de dano
hepatico, necessitando-se de mais estudos para que se possa confirmar esta

hipotese.

5.3 Tratamento agudo com quercetina e acetaminofeno — administracdao

preventiva e terapéutica da quercetina

Este experimento foi realizado para avaliar se o efeito protetor da quercetina,
sobre o dano hepatico induzido pelo acetaminofeno, é preventivo, terapéutico ou se
existe alguma acdo conjunta com o acetaminofeno (quando administrados
concomitantemente). O protocolo experimental € o mesmo descrito no item 5.2.

Os grupos aqui comparados foram: grupo tratado com quercetina 4h antes da
administracdo do acetaminofeno (“Q Antes”), grupo tratado com acetaminofeno 4h
antes da administragdo da quercetina (“A Antes”) e grupo tratado com quercetina e

acetaminofeno administrados ao mesmo tempo (“Q+A”).
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5.3.1 Transaminases

No tratamento com 6leo de milho como veiculo para a quercetina, observou-se
um efeito preventivo da quercetina no grupo “Q Antes”, em comparagao com o grupo
tratado com acetaminofeno (Figuras 3 e 4).

Diferentemente do resultado observado no experimento com 6leo de milho, o
pré-tratamento com a quercetina e posterior administracdo do acetaminofeno (grupo
“‘Q Antes”), ndo provocou nenhuma mudanca nas atividades das transaminases
TGO e TGP, em relagdo aos valores obtidos com grupo tratado somente com
acetaminofeno (Figuras 8 e 9).

Desta forma, no tratamento que utilizou 6leo de milho como veiculo, a reversao
da ativagdo das transaminases do grupo acetaminofeno pela quercetina (no grupo
“‘Q Antes”), como ja mencionado, poderia ser explicada pela presenca do alfa-
tocoferol no 6leo de milho, o qual exerceria um efeito antioxidante, alterando tanto o
efeito protetor da quercetina como a hepatotoxicidade do acetaminofeno.

Ja no tratamento que utilizou nujol como veiculo, os efeitos observados no
grupo “Q Antes”, sdo atribuidos exclusivamente a quercetina. Pode-se verificar que
houve um aumento na atividade da TGO e da TGP sinalizando que o flavonoide nao
reverteu o dano provocado pelo acetaminofeno (Figuras 8 e 9). Esta mudanga na
atividade da TGO e TGP pode ser resultado de alteragbes que ocorreram na
estrutura da quercetina durante o intervalo entre a administragcao do flavondide e o
acetaminofeno. Esta alteragdo pode ser resultado da biotransformacdo da
quercetina pelo sistema microssomal hepatico impedindo que este flavondide seja
capaz de reverter os danos causados pela presenca do acetaminofeno e dos seus
metabdlitos no parénquima hepatico.

No entanto, pode-se observar seu efeito terapéutico (grupo “A Antes”) e
conjunto com o acetaminofeno (“Q+A”), que provoca uma diminui¢do nos niveis das
transaminases, quando comparadas com os demais grupos.

A reversao desta hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno demonstra
claramente que a quercetina preserva a integridade estrutural da membrana
hepatocelular. Este fato pode ser explicado devido a prevencdo da saida das
enzimas intracelulares pela membrana, estabilizando sua atividade. Isto esta de
acordo com a visdo, geralmente aceita, de que o0s niveis plasmaticos das

transaminases voltam ao normal com a regeneragao do parénquima hepatico e dos
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hepatécitos (Thabrew et al.,, 1987). Por ser um polifenol, a quercetina é capaz de
prevenir a peroxidacao lipidica da membrana dos hepatécitos, processo este que é
iniciado pelas espécies reativas do oxigénio produzidas pela presenca do
acetaminofeno (Das & Ray, 1988; Bhatia & Jain, 2004). A peroxidagao lipidica da
membrana € o principal evento responsavel pela destruicdo da membrana celular e,
consequentemente, pela saida de importantes enzimas intracelulares responsaveis
pela manutencao do parénquima hepatico.

Essa diferenca observada nos efeitos da quercetina, dependendo do veiculo
utilizado (6leo de milho ou nujol), mais uma vez poderia ser explicada pela influéncia
do alfa-tocoferol presente no 6leo de milho, fato que foi comprovado pelos

resultados com Nujol.

5.3.2 Fosfatases

Ao analisar o efeito do acetaminofeno administrado antes da quercetina
(dissolvida em 6leo mineral), grupo “A Antes”, observou-se uma diminuicdo nas
atividades das fosfatases acidas totais (FAT) e de baixa massa molecular relativa
(FAB). No grupo tratado com acetaminofeno, ndo houve nenhuma alteragdo na
atividade destas fosfatases. Desta forma, este dado ndo pode ser analisado como
uma “deficiéncia” da quercetina em reverter os danos provocados pelo
acetaminofeno no tecido hepatico em curto prazo (24 horas de tratamento), visto que
0 grupo que recebeu apenas o acetaminofeno ndo apresentou nenhuma alteragéo
na atividade da FAT e da FAB, comparado com o controle. Também ndo se pode
atribuir a diminui¢ao da atividade destas fosfatases aos efeitos diretos da quercetina,
pois, no grupo tratado com este flavondide, também ndo se observou nenhuma
modificacdo nas atividades da FAT e da FAB, comparado com o controle. Desta
forma, pode-se dizer que a FAT e FAB ndo podem ser consideradas marcadoras
diretas de dano hepatico.

Comparando-se os resultados obtidos das fosfatases e das transaminases,
pode-se observar que a FATR, no tratamento com nujol, provavelmente pode se
considerada uma marcadora de dano hepatico, como dito anteriormente, por ter
apresentado uma semelhanga muito grande com o perfil apresentados nos graficos

das atividades das transaminases.
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A maioria dos efeitos da quercetina parece ocorrer em enzimas que participam
da manutencao do funcionamento hepatico e que podem ter o seu funcionamento
alterado pelo acetaminofeno. Quando a quercetina estd presente no meio
intracelular, estas enzimas parecem voltar ao seu funcionamento normal e isto &
refletido através de alteracdes na atividade das fosfatases.

A FATR sofre um aumento significativo na sua atividade, quando a quercetina é
administrada 4 horas antes do acetaminofeno (grupo “Q Antes”), em relagdo aos
outros tratamentos. Neste caso, as alteragdes observadas poderiam ser atribuidas
aos efeitos secundarios da quercetina. Ou seja, durante este periodo de quatro
horas em que a quercetina ficou presente no organismo, o flavonéide sofreu uma
série de transformagdes quimicas na sua estrutura que podem ter influenciado o
ambiente celular. Desta forma, ndo se pode afirmar que o aumento da atividade da
FATR é atribuido exclusivamente a quercetina ou as mudancas que a quercetina
promoveu no ambiente celular, durante este periodo.

O tratamento conjunto da quercetina com o acetaminofeno (“Q+A”), em relagcéo
a FATR, levou a uma diminuicdo significativa na atividade da enzima quando
comparado ao tratamento com acetaminofeno, enquanto que nenhuma diferenca,
estatisticamente significante, foi observada neste tratamento em relagao ao controle.

Este dado mostra que, na administragdo conjunta com o acetaminofeno, a
quercetina inibe a acdo deste no ambiente celular como um todo, impedindo assim
os danos causados por este composto no funcionamento do figado. Entretanto, os
resultados obtidos nao permitem dizer como esta diminuicdo da atividade da
fosfatase pode afetar o funcionamento hepatico, mas acredita-se que esta
diminuicdo possa significar que o funcionamento hepatico esteja sendo
restabelecido, pois a andlise das transaminases mostra que a quercetina pode

reverter os danos causados no figado pela administracao do acetaminofeno.
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5.4 O veiculo utilizado pode influenciar nos resultados — Oleo vegetal X Oleo

mineral

Nos experimentos descritos nesta tese, para a administracdo da quercetina,
foram utilizados dois veiculos, o 6leo vegetal de milho e o 6leo mineral nujol. O 6leo
vegetal, como por exemplo, o 6leo de milho, é bastante utilizado em experimentos in
Vivo; ja o 6leo mineral (nujol) tem sido mais utilizado recentemente. Apesar de existir
também a opcgao de se utilizar o DMSO (dimetil sulfoxido), este ndo foi selecionado
para os experimentos devido a toxicidade, dependendo da concentragdo. Concluiu-
se, com os resultados obtidos, que uma mudanga no veiculo utilizado pode resultar

numa variagao dos resultados.
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6 CONCLUSOES

Embora a literatura a respeito de flavondides seja muito vasta, assim como a
de fosfatases, existem muito poucos trabalhos que relacionem o efeito protetor
preventivo e terapéutico que estes polifendis exercem no figado, com a atividade de
enzimas fosfatases. No sentido de contribuir com resultados que auxiliem na
elucidagdo do mecanismo da acgdo bioldgica destes compostos, este trabalho
verificou a agdo do flavondide quercetina sobre as atividades de fosfatases e

transaminases in vivo.

Assim, dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

e A dosagem da TGO (transaminase glutdmica oxalacética) e da TGP
(transaminase glutdmica pirdvica) confirmou que o acetaminofeno pode
realmente ser considerado hepatotdéxico quando administrado ou ingerido em

grandes concentragcdes no organismo.

e A quercetina, dissolvida em oleo mineral, reverteu a hepatotoxicidade
induzida pelo acetaminofeno nos tratamentos terapéuticos e em conjunto com
acetaminofeno. A quercetina facilita a regeneragao da integridade estrutural

da membrana hepatocelular.

e A quercetina, dissolvida em 6leo de milho, no tratamento preventivo, pode nao
ser a unica responsavel pela reversao da hepatotoxicidade causada pela
administracao do acetaminofeno, uma vez que quando se substituiu o veiculo

utilizado, 6leo de milho pelo 6leo mineral, este efeito ndo foi mais observado.
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Comparando-se os resultados obtidos entre fosfatases e transaminases pode-
se observar que a atividade da FATR, no tratamento com nujol, demosntra
uma semelhanga muito grande com os resultados observados nos grafcos
das atividades das transaminases e provavelmente pode se considerada uma

marcadora de dano hepatico.

O alfa-tocoferol, presente no 6leo de milho, pode ter exercido um efeito
antioxidante, e mascarado o efeito protetor da quercetina e a

hepatotoxicidade do acetaminofeno.

Este estudo foi importante para mostrar que a atividade dos flavondéides no
organismo vivo pode ser influenciada por diversos fatores, como: a natureza
do veiculo utilizado na sua administracdo, ordem de administracdo e o tempo

de permanécia no organismo.
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7 PERSPECTIVAS

Recentemente, muitos estudos tém sido apresentados a comunidade cientifica
sobre a atuacao de fitoquimicos como potenciais auxiliares no tratamento de
diversas doengas, como o cancer. Alguns resultados prévios, obtidos em nosso
laboratdério de enzimologia, indicaram que antocianinas (uma classe de flavondides)

extraidas das cascas dos frutos de “Jambolao” e jabuticaba poderiam ter os efeitos
benéficos descritos na literatura. Um outro aspecto importante que deve ser levado
em consideracdo refere-se a capacidade de sequestramento de radicais livres

apresentada por flavondides em sistemas bioldgicos.

S&o apresentadas, a seguir, algumas perspectivas do presente trabalho.

e Utilizacdo de outros tipos de flavondides, como por exemplo, as antocianinas,

gue possuem uma grande vantagem por serem soluveis em agua.

e Realizacdo de ensaios com enzimas antioxidantes, como catalase, superoxido
dismutase e outras, para estudar a participagao de espécies reativas de oxigénio

no estresse oxidativo induzido pelo acetaminofeno.
e Variacdo nas vias de administracdo do flavondide e do acetaminofeno para
verificar se ha mudancas nos resultados devido a rota de administracdo e,

consequentemente, a forma de absorgao.

e Realizagdo de tratamentos subcronico (30 e 90 dias), e comparagao dos

resultados obtidos, com o tratamento agudo (24 horas).
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