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Resumo

Foi estudada a atividade antiulcerogénica, a toxicidade aguda e
subcrdnica e a citotoxicidade da trans-desidrocrotonina (DHC) um diterpeno isolado
da arvore Croton cajucara Benth. As propriedades antiulcerogénmcas da DHC foram
estudadas em quatro modelos de Glcera gastrica induzida em rato. A administragio
oral de DHC 100 mg/Kg mostrou um significativo efeito antiulcerogénico nos modelos
de dlcera induzida por estresse hipotérmico, etanol e ligadura do piloro. Ndo foram
observados efeitos significativos sobre as lesdes gastricas induzidas pela indometacina
nem modificagSes em alguns pardmetros gastricos como conteido de muco, taxa de
secrecdo gastrica, pH e contetdo de acido depois do tratamento com DHC. Os efeitos
toxicologicos agudos da DHC foram avaliados em camundongos. Os valores das LDs
foram 876,0 mg/Kg e 47,2 mg/Kg para as administragdes oral e intraperitoneal

respectivamente.

No experimento de toxicidade subcronica ratos machos e fémeas Wistar
foram tratados oralmente durante 35 dias com doses de DHC 25, 50 e 100 mg/Kg. Ao
término do tratamento foi observado aumento significativo, do peso dos figados, dose-
dependente nos ratos de ambos os sexos e redugdo significativa do nivel plasmatico da
fosfatase alcalina e do colesterol além do aumento da enzima gama glutamil
transpeptidase na dose alta (100 mg/Kg) em ratos fémeas. A administragio subcrdnica
de DHC também induziu alteragBes histopatologicas do figado notadas como
tumefagdo turva, degeneracdo microvacuolar e altera¢des nucleares. Apesar da boa
atividade antiulcerogénica observada, nossos resultados sugerem que o uso da DHC

por longos periodos pode induzir dano hepatico.

Culturas semiconfluéntes de células V79 foram tratadas com DHC com
doses de 80 - 400 uM em quadruplicata, durante 24 h. Foram realizados os ensaios de
incorporagio do vermelho neutro, redugio do MTT e conteddo de DNA. Também foi
avaliado o efeito do tempo de exposi¢do & droga e a capacidade de recuperagdo das
células depois do tratamento com DHC. Como esperado para efeitos de citotoxicidade

basal, nossos resultados mostraram uma citotoxicidade leve e semelhante para os trés



alvos celulares estudados, com valores de ICsy variando entre 230 - 360 pM. A
citotoxicidade observada foi dependente da dose e do tempo de exposi¢do & droga. Foi
observada uma reduzida capacidade de recuperagdo das células apds tratamento com a
DHC. Em outro experimento culturas primarias de hepatécitos de ratos machos Wistar
adultos foram incubados durante 20 h com meio sem soro, contendo varias diluigGes
de DHC. A citotoxicidade da DHC foi avaliada sobre trés alvos celulares
independentes: reducdo do MTT, incorporagdo do vermelho neutro e conteddo de
DNA. Também foi determinada a capacidade de reduzir MTT de hepatdcitos com
diferentes idades pos-isolamento (4, 24 e 48 h). Uma toxicidade elevada (ICs 5 uM)
foi observada para o teste do MTT. Para a incorporagio do vermelho neutro ¢ o
contetdo de DNA a toxicidade da DHC foi menor (ICsp 300 - 400 uM) e semelhante a
observada nos experimentos com células V79. Estes resultados sugerem um efeito
toxico especifico da DHC sobre os hepatécitos. A observagdo de uma citotoxicidade
marcadamente dependente da idade da cultura sugere que a biotransformagio hepatica

da DHC pelo citocromo P-450 pode gerar metabohitos mais toxicos.



Abstract

The major diterpene isolated from Croton cajucara Benth frans-
Dehydrocrotonin  (DHC), was assayed for antiulcerogenic activity, acute and
subchronic toxicity and cytotoxicity. The antiulcerogenic properties of DHC were
studied on four induced gastric ulcer models in rat. The oral dose of 100 mg/Kg DHC
showed a significant antiulcerogenic effect on hypothermic restraint stress, ethanol and
pylorus ligature induced ulcers. No significant changes were found after DHC
treatment on indomethacin-induced gastric lesions or on some gastric parameters such
as wall mucus, secretion rate, pH and total acid content. Acute toxicological effects of
DHC were assessed in mice. The LDs, values were 876.0 mg/Kg and 47.2 mg/Kg for

oral and intraperitoneal administrations, respectively.

In the subchronic toxicity experiment rats were orally treated for 35
days at doses of 25, 50 and 100 mg/Kg. At the end of treatment a significant dose-
dependent increase in liver weight was observed in both male and female rats. Whereas
in female rats a significant reduction in plasma alkaline phosphatase and cholesterol
levels and an increase of gamma glutamyl transpeptidase was found only at high doses
(100 mg/Kg). The subchronic administration of DHC also induced histopathological
alterations of the liver, noted by turbid tumefaction, microvacuolate degeneration and
nuclear alterations Despite the good anti-ulcerogenic activity observed, our results

suggest that the long term use of DHC may induce liver damage.

V79 cells were plated and 48 h after grown period were incubated with
DHC at doses of 80 - 400 uM in quadruplicate, during 24 h. Assays of neutral red
uptake, MTT reduction and DNA content were performed. In another experiments, the
effect of drug exposition time and the cell recovery capability after DHC treatment
were assayed. As expected for basal cytotoxicity effects our results showed a slight
and similar cytotoxicity for the three studied cellular endpoints with an 1Cs, ranging
between 230 - 360 uM. The cytotoxicity had a dose and exposition time dependent
effect. A reduced cell recovery capability after drug treatment was found. Hepatocytes

from adult male Wistar rats were incubated for 20 h with serum free medium



containing various dilutions of DHC. Three independent endpoints, MTT reduction,
neutral red uptake and DNA content were measured for relative toxicity assessment.
We also determine the capability of primary cultured rat hepatocytes with 4, 24 and 48
h old to reduce MTT. A very high toxicity (ICsy 5 uM) was afforded by MTT test,
nevertheless for DNA content and neutral red uptake was only slight (ICs 300 - 400
uM} and similar that found in V79 cytotoxicity experiments. A marked age culture
dependent decrease of DHC cytotoxicity was observed suggesting a P-450 mediated

DHC biotransformation leading to more toxic metabolites.
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1. Introducio

No estémago dos anmimais ocorrem fendmenos de motilidade, secregdo
e digestdo enzimética necessarios para a manutengdo da funcionalidade do aparelho
digestivo. A existéncia destas capacidades, deve-se a caracteristicas estruturais e agdo
coordenada de diversos elementos de regulagiio intrinseca e extrinseca (Johnson,

1997a; Weisbrodt, 1997).

O estémago pode ser dividido em quatro regides anatomo-funcionais:
cérdia, fundo, corpo e antro que sio revestidas por uma mucosa (Figura 1). A mucosa
gastrica € constituida principalmente por depressdes e glindulas. As depressdes
encontram-se revestidas pelas células epiteliais superficiais, enquanto que as glandulas
sdo formadas por células mucosas (produtoras de muco), parietais (produtoras de
acido cloridrico e fator intrinseco), principais (produtoras de pepsinogénio) e, apenas
na regido antropilorica, estdo presentes células endocrinas, encarregadas da produgio
de gastrina. As células parietais e principais encontram-se primariamente no fundo e no

corpo gastrico (Forte, 1986).

O chamado “suco gastrico”, ¢ composto de uma mistura das secregdes
parietais (acido cloridrico e fator intrinseco) e ndo parietais {muco, bicarbonato, sodio,

potassio e pepsinogénio) (Johnson, 1997b).
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Figura 1. Anatomia do Estémago.

1.1 A Secrecio Acida Gastrica

A produgio e secrecdio de acido no estdmago possui grande
importancia, pois permite a destrui¢do de microrganismos presentes nos alimentos e,

ativa a pepsina, enzima encarregada de iniciar a digestfio das proteinas.

Os mecanismos que levam & secregdo acida pelas células parietais
envolvem o AMPc como mediador intracelular da secrecfio estimulada pela histamina,
enquanto que a elevagdo da concentragio de célcio citosdlico, como consegiiéncia da

sintese de inositol trifosfato, facilitaria aquela estimulada pela acetilcolina e gastrina. A



etapa final da secre¢do dos ions H', envolve a participagio de uma H'-K'-ATPase
(bomba de protons) localizada na superficie luminal das células parietais (Lind et al.,

1983).

Trés substincias quimicas endogenas possuem capacidade de estimular

a secre¢do de acido cloridrico no estdmago: acetilcolina, histamina e gastrina.

A acetilcolina ¢ secretada por neurdnios eferentes vagais (estimulados
pelo olfato, visdo, paladar ou mastigacio) e neurdnios locais da parede gastrica
(estimulados por distensdo do estdmago). A acetilcolina liga-se a receptores
muscarinicos M3, localizados na membrana das células parietais que estimulam a
sintese intracelular de inositol trifosfato o que provoca a elevagio do conteiido
citosolico de calcio e a estimulagdo da secregdo acida (Sachs et al., 1988; Hersey e

Sachs, 1995; Johnson, 1997b).

A histamina estd contida em células semelhantes aos mastocitos,
existentes na ldmina propria do estdmago, em intimo contato com as células parietais e
nas células ECL (enterochromaffin-like cells). Quando liberada, esta substancia liga-se
a receptores H, presentes na superficie das células parietais, ativando o sistema
enzimdtico que leva a formagfo de AMPc intracelular e a conseqiiente estimulagiio da

secre¢do de acido cloridrico (Sachs et al., 1988).

A gastrina ¢ um hormdnio peptidico, secretado por células enddcrinas
localizadas na mucosa da regido antropilorica do estdmago, em resposta a presenga de

proteinas provenientes dos alimentos no lume gastrico. Além disso, a estimulagio



vagal, alcalinizagio do antro e os fons Ca™, Mg ¢ Al” sio também estimulos para a
secrecdio de gastrina. Este horménio liga-se a receptores de colecistocinina (CCK-B)
presentes na membrana da célula parietal, ativando o sistema enzimatico que leva a
formagdio intracelular de inositol trifosfato (IP:), o que promove a elevagio do
conteado de calcio na célula parietal, estimulando a secregfio de acido cloridrico.

(Sachs et al., 1988; Hersey e Sachs, 1995; Dockray et al., 1996; Johnson, 1997b).

Embora as células parietais possuam receptores para acetilcolina e
gastrina, o0 maior efeito estimulatorio da secre¢o acida induzida por estas substéncias
ocorre através da ativagio das células ECL. Estas células possuem receptores para
acetilcolina e gastrina que quando estimulados provocam a liberagdo de histamina, que
por sua vez ira estimular a secrecdo de acido nas células parietais (Hersey e Sachs,
1995; Johnson, 1997b). Isso poderia explicar os efeitos inibitorios dos anti-

histaminicos H, sobre a secregfio 4cida basal ou estimulada pela acetilcolina ou

gastrina.

A capacidade de secretar H™ da mucosa gastrica, deve-se a presenga de
uma proteina carregadora chamada H'-K’-ATPase Jocalizada na membrana luminal das
células parietais e que promove a troca de H' por K' (Demarest, 1990). Esta proteina é
uma enzima que possui um alto grau de homologia de seqiiéncia com as Na'-K” e Ca’-
ATPases, em comparagdo a outras ATPases transportadoras de prétons obtidas de
mitocOndrias e lisossomas. A H'-K'-ATPase do estdmago tem massa molecular de 114
kd e atravessa a membrana em 7 regides (Rabon e Reuben, 1990). Estudos

eletrofisioldgicos concluiram que o carregador troca H' por K* com estequiometria



1:1. Outros estudos permitiram inferir que a cada molécula de ATP consumida 2

protons sdo secretados ao lume gastrico (Rabon e Reuben, 1990).

A H-K'-ATPase gastrica estd contida em vesiculas membranosas
dentro das células parietais. Quando ocorre estimulagio da secregiio acida, as vesiculas
se fundem com a membrana luminal aumentando a capacidade de transporte de ions H'

(Sachs et al., 1988).
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Figura 2 Mecanismo da inibic3o da H', K'-ATPase pelo omeprazol (Brunton, 1996).



Existem diversos compostos que possuem capacidade de inibir a bomba
protonica géstrica. O vanadato inibe a H-K'-ATPase gastrica ¢ em geral todas as
ATPases que tém estrutura de fosfoenzima durante a reagiio de transporte. Os
benzimidazois substituidos representam outro grupo de inibidores da H'-K'-ATPase.
O omeprazol é o composto da familia dos benzimidazois mais representativo, do ponto
de vista da terapéutica. Este composto precisa de um pH acido para reagir com a H'-
K'-ATPase, formando pontes dissulfeto o que leva i jnativagdo da bomba (Brunton,

1996) (Figura 2).

As aminas protonaveis constituem outro grupo de inibidores da enzima.

Neste grupo, o composto SCH 28080 tem demonstrado possuir capacidade inibitéria

competitiva na bomba prot6nica gastrica (Rabon ¢ Reuben, 1990).

1.2 Mecanismos de Prote¢io da Mucosa Gastrica

A mucosa do estdmago encontra-se permanentemente exposta a acgio
do 4cido cloridrico e pepsina, sem chegar a ser danificada. Parece evidente, que a
mucosa gastrica tem que possuir mecanismos fisioldgicos eficientes, que permitam a
defesa contra estes agressores endogenos. A capacidade auto-protetora da mucosa do
estémago, resulta da combinagio de fatores pré-epiteliais (fluxo sangiineo, secregio
de muco ¢ bicarbonato) com fatores epiteliais (rapida regeneragio e reparo do epitélio

mucoso) (Lewis e Hanson, 1991).

Nos dltimos anos o estudo dos fatores envolvidos na protecio da

mucosa gastrica tem sido estimulado devido a sua relagdo com a etiologia da tlcera



gastrica, uma das doengas mais comuns dos paises desenvolvidos. No inicio do
presente século ja tinha sido reconhecida a importancia da secreglo acida gastrica no
aparecimento de ulceragdes no estdmago. Com o decorrer do tempo, novas pesquisas
deixam claramente estabelecido que, além da secre¢iio acida, existem outros elementos

que poderiam provocar o aparecimento da tlcera gastrica.

1.2.1 Muco Gastrico

O muco gastrico encontra-se distribuido em 3 setores: a) no muco pré-
secretado, localizado dentro de vesiculas intracelulares das células epiteliais, b) na
camada continua de gel mucoso aderido firmemente a superficie epitelial e ¢} no muco

luminal mobil, altamente soliivel, misturado com o contetido luminal.

A camada de gel aderida & mucosa, constitui uma barreira fisica que
mantém separada a superficie apical das células dos componentes do suco géstrico,
dissolvidos no lume do estdmago. A espessura da camada do gel mucoso aderida a
mucosa gastrica foi estimada em valores médios de 180 pm no homem, 70 - 80 pm em
ratos € 90 um em cobaias. O gel mucoso estda formado, principalmente, por
glicoproteinas do tipo mucina (50 mg/mL) ¢ outras proteinas, lipidios e acidos
nucleicos, a maioria provenientes da descamagio de células epiteliais desprendidas e de
bactérias. Estes componentes proporcionam ao muco a viscosidade e capacidade de

formar e manter estrutura de gel (Bell et al. 1985).

As mugcinas gastrointestinais sfo glicoproteinas de alta massa molecular

(~10 x 10* Da), que possuem um contedo de carboidratos superior a 80 %. Estas



proteinas apresentam carga elétrica negativa, devido & presenca de acido sialico e
sulfato nas cadeias de agucar. A unidade estrutural das mucinas esta composta de um
corpo central protéico com regides glicosiladas e ndo glicosiladas. As regides
glicosiladas sdo resistentes a enzimas proteoliticas, enquanto que as regides ndo
glicosiladas formam pontes dissulfeto com outras moléculas de mucina, originando
grandes agregados poliméricos com capacidade formadora de gel. E baixa a velocidade
de degradacdo do gel mucoso gastroduodenal por agentes endogenos, como a pepsina,

devido a uma penetragio lenta no gel do agente mucolitico (Allen et al., 1993).

1.2.2 Secreciio de Bicarbonato Gastrico

A mucosa gastrica em todas as espécies estudadas possui a capacidade
de secretar bicarbonato em um processo dependente do metabolismo energético.
Assim, a secre¢iio de bicarbonato é estimulada por fatores fisiolégicos como a
presenca de acido ou alimento no lume gastrico, enquanto que ¢ inibida por ativagio

simpatica no estresse.

A acidificagio do lume gastrico é um poderoso estimulo para a
secregdo de bicarbonato. Esta estimulagdo de secregdo deve-se 4 produgdo local de
prostaglandinas, principalmente PGE,, pela mucosa do estdmago. A estimulagio da
secregdo gdstrica alcalina pode ser suprimida, no homem, por vagotomia proximal
seletiva ou administragdo de antagonistas muscarinicos, como brometo de benzilénio e
atropina. A resposta aos antagonistas muscarinicos ndo muda na presenga da

indometacina um inibidor da sintese de prostaglandinas, o que permite supor que a



acdo colinérgica estimulante da secrec@o de bicarbonato gastrico seja independente das

prostaglandinas (Aly et al., 1985).

Foi também observado que antagonistas adrenérgicos seletivos oy,
como a clonidina, inibem a secregdo basal de bicarbonato no estdmago de ratos e
gatos, enquanto drogas seletivas B-adrenérgicas ndo mudam essa secre¢o. Todas as
observa¢les feitas no estudo da regulagdo nervosa da secregdo de bicarbonato,
permitem supor que o sistema simpatico inibe a secregdo basal por ativagio de
receptores o, enquanto a ativagio parassimpdtica, por via vagal, estimula a secregio

alcalina no estdmago (Allen et al., 1993).

Diversas drogas e hormdnios possuem a capacidade de modular a
velocidade da secre¢dio de bicarbonato no estdmago. As principais substdncias
estimulantes da secrecdo sdo: prostaglandinas E, agonistas muscarinicos, polipeptidio
pancreatico, compostos que contém aluminio na estrutura e fons aluminio
administrados diretamente no lume gastrico {Crampton et al., 1988; Shorrock et al,
1990). Por outro lado, os principais inibidores da secre¢o gastrica de bicarbonato sdo:
antagonistas muscarinicos, agonistas o, adrenérgicos, inibidores da ciclo oxigenase €

acetazolamida (Allen et al., 1993).

A secregdo de bicarbonato no estémago alcaliniza o gel mucoso
constituindo a primeira linha de defesa contra a agdo do 4cido cloridrico luminal. A

secregdo de bicarbonato neutraliza a acidez do contetido gastrico dentro da matriz do

gel mucoso aderido as células epiteliais, estabelecendo-se um gradiente de pH desde

um valor acide no lume (£ pH 2), até um valor proximo a neutralidade na interface
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muco-epitelial. A existéncia destes gradientes de pH tém sido demonstrada tanto in
vitro quanto in vivo, na mucosa gastrica de diversas espécies como coelhos, anfibios,
ratos, cdes e homem (Allen et al., 1993). Quando a mucosa sofre qualquer dano, o
fluido intersticial, incluindo o bicarbonato, difunde-se através da mucosa alcalinizando

a fibrina, o que estimula os processos de reparo celular (Allen et al., 1993).

1.2.3 Fluxo Sanguineo na Mucosa Gastrica

Quando a mucosa gastrica é exposta a uma acidez elevada, pode-se
observar um aumento do fluxo sangiiineo na mucosa sem variagdo do pH no tecido
intramucosal. Tem sido proposto que esta resposta vasodilatadora ¢ mediada por
nervos sensitivos intramucosais. Sob condigdes de isquemia, pequenas sobrecargas
acidas podem induzir o aparecimento de ulceras gastricas. A isquemia da mucosa
gastrica contribui para a ulceragio gastrica produzida por diversas formas de estresse:
rotacional, de retengdo, queimadura, choque séptico e imersdo na dgua. Além disso, a
isquemia seguida de reperfusdo promove o aparecimento de radicais livres que
induzem a formagdo de lesdes ulcerosas mesmo na auséncia do acido cloridrico no

lume gastrico (Allen et al., 1993).

Muitas vezes o aparecimento da Ulcera na mucosa gastrica nio € devida
a alteragdes na secreglo de acido ou de pepsina, mas sim pela incapacidade da mucosa
dispor da sobrecarga intramucosal de H'. O fluxo sangiiineo protege a mucosa
retirando os H' intramucosais e, provavelmente, aumentando a oferta de bicarbonato
(Lewis ¢ Hanson, 1991; Johnson, 1997b). A quantidade de oxigénio e nutrientes

metabolicos sdo também de grande importdncia para a prevengido da Ulcera (Hersey e
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Sachs, 1995), como também o sfo as prostaglandinas que agem como citoprotetores
por aumento do fluxo sangiineo da mucosa gastrica em repouso e sob diversas

condi¢Oes ulcerogénicas (Lewis ¢ Hanson, 1991).

1.2.4 Proliferaciio e Reconstrucio do Epitélio da Mucosa Gastrica

A proliferagéo ¢ a reconstrugdo sio os dois processos encarregados de
manter a barreira celular epitelial no estdbmago (Lewis e Hanson, 1991). A proliferacio
cefular da mucosa gastrica ocorre na regido do istmo das glandulas do estdmago. A
maioria das celulas novas migram até a superficie da mucosa, enquanto que as
restantes penetram nas glandulas para substitui¢iio das células parietais e principais.
Devido a este fato, a reepitelizacio superficial da mucosa gastrica é rapida, enquanto
que a reepitelizacio glandular pode levar meses. A vida média dessas células epiteliais

superficiais € de 1 - 2 dias (Allen et al., 1993).

O fator mais importante que estimula a prolifera¢io celular na mucosa
gastrica € o peptidio EGF conhecido como fator de crescimento epidérmico
(Epidermal Growth Factor). O EGF ¢ secretado pelas glandulas salivares e de Brunner
no interior do lume digestivo. Este peptidio possui uma poderosa atividade mitogénica
que atua ndo apenas nas células epiteliais géstricas mas numa ampla variedade de
outras células. Além da mitogénese, o EGF ajuda no reparo da mucosa produzindo
uma rapida inibigdo da secregdo acida o que ird reduzir a extensiio do dano (Allen et

al., 1993).
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O processo de reconstrugio depende da migragdo das células pela
lAmina basal do epitélio permitindo uma rapida restauragdo do epitélio (minutos ou

horas), apds um trauma leve, por exemplo, durante a digestdo (Lacy, 1987).

1.3 A Etiologia da Ulcera Gastrica

As Ulceras gastricas e duodenais sdo doengas crdnicas que afetam de 8
a 10 % da populacio dos paises industrializados (Pezard, 1995), e sio definidas como
defeitos da mucosa gastrointestinal que penetram na muscular da mucosa (Richardson,

1993).

Originalmente acreditava-se que todas as ulceras do trato
gastrointestinal alto eram causadas pela agfo agressiva do acido cloridrico e da pepsina
sobre a mucosa. Assim, tornaram-se conhecidas como “Ulceras pépticas”. Embora a
maioria dos pacientes com Ulceras benignas secretem acido ¢ pepsina, estas ndo sdo as
Gnicas causas das ulceras. As ulceras provavelmente resultam de varios diferentes
mecanismos (Richardson, 1993). Atualmente sabe-se que a uicera péptica gastrica
ocorre como conseqiiéncia do desequilibrio entre os fatores agressivos da mucosa do
estdmago (acido cloridrico, pepsina, infecgdo por Helicobacter pylori) e os fatores de
defesa da mucosa (secregdo de muco, bicarbonato e prostaglandinas) (Brunton, 1996;

Johnson, 1997).

As llceras pépticas geralmente ocorrem no estémago, no piloro ou no
bulbo duodenal, mas também podem desenvolver-se no esdfago e no duedeno pods-

bulbar (Richardson, 1993). As dlceras de tipo I ocorrem principalmente no estdmago ¢
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ndo se encontram associadas com hipersecrecdo de acido cloridrico, sugerindo o
envolvimento de alteragdes dos fatores de defesa da mucosa. As tulceras de tipo 11
ocorrem no antro distal (regido pré-pilorica) ¢ no duodeno, e estdo associadas com
hipersecregdo de acido cloridrico e alteragdo do mecanismo que inibe a secregdo de

gastrina quando o contedo gastrico ¢ acidificado (Brunton, 1996).

De acordo com Richardson (1993) os fatores que podem induzir ou
facilitar o aparecimento da ulcera péptica siio: 1) Predisposi¢io genética, 2)
Anormalidades na secregio de acido e pepsina, 3) Refluxo de bile € suco pancreatico,
4) Anormalidades da defesa da mucosa, 5) Estressc emocional, 6) Retardo do
esvaziamento gastrico e 7) Fatores exdgenos como: tabagismo, uso de
antiinflamatorios nio-esteroidais ¢ terapia adrenocorticosterdide, presenga de agentes
infecciosos (citomegalovirus, Candida albicans e Helicobacter pylori) e uso de

bebidas contendo alcool ou cafeina.

A bactéria Helicobacter pylori, um bacilo gram negativo que possue a
capacidade de colonizar o muco produzido pela mucosa géstrica, tem recebido atengio
especial como um contribuinte putativo para o aparecimento de tlcera péptica, linfoma

gastrico e adenocarcinoma (Blaser e Parsonnet 1994, NIH, 1994; Pezard, 1995).

Foi observado que 70 a 90 % dos pacientes com Ulcera gastrica ou
duodenal se encontram infestados pela A. pylori e que o tratamento combinado
utilizando antibidticos (amoxicilina ¢ claritromicina) ¢ um antisecretor {omeprazol)
produz a erradicagdo do microorganismo em 90 % dos casos (NIH, 1994; Pezard,

1995; Brunton, 1996). Contudo, a infecglo com H. pylori é comum entre pessoas
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sadias 0 que leva a pensar que a bactéria sozinha ndo é suficiente para induzir o

aparecimento das Glceras (Pezard, 1995; Brunton, 1996).

1.4 Terapéutica da Ulcera Gastrica

O tratamento farmacologico da ulcera gastrica, esta baseado no uso de
substincias que inibem a secregdo acida no estdmago ou que promovam o estimulo
dos mecanismos protetores da mucosa gastrica, como por exemplo, o aumentc do

fluxo sangiliineo e a secregiio de muco e bicarbonato.

1.4.1 Antiacidos

Estas substdncias sdo compostos basicos que negtraiizam 0 acido
cloridrico no iuﬁle gastrico. Entre os antiacidos utilizados dispomos dos anions basicos
(carbonato, bicarbonato, citrato, fosfato e trisilicato), além dos hidroxidos de cations
metalicos (aluminio e magnésio). Ja foi demonstrado que o aluminio pode estimular a

secregdo de muco, reforgando a barreira mucosa {Caspary, 1982).

1.4.2 Antagonistas Muscarinicos

Além dos efeitos sobre a secre¢do da gastrina, a estimulagdo vagal
produz aumento da secregdo de histamina e acido cloridrico, efeitos que podem ser
bloqueados por antagonistas nicotinicos ou muscarinicos M, como a pirenzepina

(Brunton, 1996). Os antagonistas colinérgicos muscarinicos podem reduzir em 40 a
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50 % a secregio basal de acido gastrico, enquanto que a secrecdo estimulada € inibida

em menor grau (Allen et al., 1993).

1.4.3 Antagonistas dos Receptores H;

A ativagdo dos receptores Hj, nas células parietais do estGmago,
provoca um estimulo da secre¢iio acida. Embora existam mastdcitos na mucosa
gastrica, a histamina parece provir de células endocrinas ou parécrinas presentes nas
glindulas oxinticas. Estas células tanto possuem receptores colinérgicos muscarinicos
para a gastrina como também secretam histamina em resposta a ativagdo desses
receptores (Wolfe e Soll, 1988). Os antagonistas H; inibem & secregio acida induzida
pela histamina e outros agonistas Hj, assim como, pela gastrina € em menor grau pelos
agonistas muscarinicos. As principais drogas deste grupo de compostos sdo a

cimetidina e a ranitidina (Brunton, 1996).

1.4.4 Citoprotetores

A secregio de muco e bicarbonato estimulada pela secre¢do de acido é
uma conhecida resposta citoprotetora. As prostaglandinas E; e I, sintetisadas pela
mucosa gastrica apresentam propriedades citoprotetoras, Como fol demonstrado que
as prostaglandinas protegem a mucosa gastrica em animais contra varios agentes
ulcerogénicos e, considerando que sua vida média é extremamente curta, foram
desenvolvidos alguns analogos estruturais das prostaglandinas. O misoprostol € a

principal droga deste grupo (Brunton, 1996).
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1.4.5 Inibidores da H-K'-ATPase

O composto mais conhecido deste grupo, o omeprazol, que ¢ um
derivado benzimidazdlico. Este composto contém um grupo sulfinil, o qual, apds
protonagdo 4acida origina um 4cido sulfénico e uma sulfenamida, que por sua vez,
reagem com os grupos sulfidrila da H'-K'-ATPase através da formagdo de pontes
dissulfeto, inativando-a (Sachs et al., 1988; Brunton, 1996). O omeprazol produz
inibi¢do da secrecdio acida, que persiste ainda apos o desaparecimento da droga no
plasma. Seu uso prolongado conduz a um aumento da secrecdo de gastrina e

hiperplasia das células mucosais oxinticas (Brunton, 1996).

1.4.6 Outros Agentes Antiulcerogénicos

a) Compostos derivados do bismuto: estes compostos sdo coldides
utilizados na terapia dos distirbios gastrointestinais, que provocam a retirada da
Helicobacter pylori do epitélio gastrico (bactéria envolvida na etiologia de algumas

formas de ulcera gastrica) e sua posterior lise (Elder, 1986).

b} Carbenoxolona: € um extrato da Glycyrrhiza glabra ou alcaguz, cujo
efeito antiulcerogénico é mediado por varios processos enzimaticos: inibigdo das
enzimas que inativam as prostaglandinas, supressdo da ativagdo de pepsinogénio e

estimulagdo da secre¢io de glicoproteinas na mucosa gastrica (Lewis e Hanson, 1991).

¢) Sucralfato: é um sal de aluminio de um dissacaridio sulfatado

(octasulfato de sacarose), que possui efeito curativo nas lesSes ulcerosas da mucosa
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gastrica. O mecanismo da agdo antiulcerogénica do sulcrafato ¢ desconhecido e
poderia envolver a formagdo de uma barreira mecénica sobre a lesdo ulcerosa ¢ a

estimulagdio local da sintese de prostaglandinas (Romano et al., 1990; Brunton, 1996).

1.5 Plantas Medicinais com Acio Antiulcerogénica

Nos dltimos anos muitas substincias puras ou extratos fracionados de
origem vegetal, tém sido citados como fontes de atividade antiulcerogénica (Lewis e

Hanson, 1991).

Os compostos obtidos de plantas que possuem atividade
antiulcerogénica apresentam os mais variados tipos de estruturas quimicas e tem sido
propostos para eles diferentes mecanismos de agdo. Entre os principais grupos destes
compostos se encontram 0s triterpenos, terpenos, flavondides, alcaldides e glicosidios

(Lewis e Hanson, 1991).

Em geral, os compostos antiulcerogénicos obtidos de material vegetal
exercem seu efeito estimulando os fatores de protegdo da mucosa do estomago, como
por exemplo, aumentando o contetido de prostaglandinas ou estimulando a secregio de
muco (Rafatullah et al., 1990; Lewis e Hanson, 1991; Souza-Formigoni et al., 1991,

Kiyohara et al., 1994; Takase et al., 1994; Rafatullah et al., 1994).

A espécie Croton cajucara Benth da familia Euphorbiaceae, fonte do
produto deste estudo, conhecida popularmente sob o nome de “sacaca”, €¢ um arbusto

de até 6 metros de altura e somente ¢ encontrada em Belém do Para, na regidc norte
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do Brasil. Nessa regiio, as folhas e as cascas sfo utilizadas na forma de cha para tratar
problemas hepaticos e intestinais e também como hipoglicemiante (Aradjo et al,, 1971;

Simdes et al., 1979; Itokawa et al., 1989; Kubo et al., 1991).

Os relatos da literatura para o género Crofon mostram que as
diterpenolactonas obtidas da espécie C. sublyraius apresentam atividade antitlcera
gastrica (Kitazawa et al., 1979) e que os compostos presentes na C. cajucara possuem
semelhanca estrutural. Diferentes diterpenolactonas foram isoladas da espécie Crofon
cajucara Benth (Simdes et al., 1979; Ttokawa et al., 1989; Itokawa et al., 1990; Kubo
et al, 1991; Ichihara et al, 1992) e o composto presente em maior quantidade
corresponde 4 #rans-desidrocrotonina (Spiro [furan-3(2H), 1°(7’H)-naftaleno}-2,7°-
diona, 5-(3-furanil)-2°, 3°, 4, 4°, 4’a, 5, 8’,8%a-octaidro-2’, 5”-dimetil-[1’a(R"), 2°a,

4’aa, 8’af]) (Figura 3 ).

CH,

H

Figura 3. Estrutura quimica da trans-desidrocrotonina (Kubo et al., 1991).

Nio ha relatos sobre estudos posteriores com os produtos isolados por

Kitazawa et al., (1979), provavelmente devido ao pequeno rendimento (1,5 - 4,5 g/85
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Kg de material vegetal seco). No entanto, para a Crofon cajucara o rendimento da

(rans-desidrocrotonina ¢ de 8,2 g/Kg de cascas secas do caule (Kubo et al., 1991).

Algumas atividades biologicas da trans-desidrocrotonina foram

.....

al., 1991) e também como anti-inflamatério e anti-nociceptivo (Carvalho et al., 1996).

1.6 Modelos Experimentais para o Estudo da Aftividade
Antiulcerogénica

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos visando estudar o
possivel efeito antiulcerogénico, curativo e preventivo, de extratos de plantas e
compostos puros com suposta atividade farmacoldgica. Inicialmente estes modelos
foram baseados na indugdo de tlcera gastrica utilizando diferentes procedimentos em

animais como roedores e cies (Evans, 1996).

Os modelos disponiveis de indugio experimental de Ulcera gastrica em
animais sdo multiplos, podem ser conduzidos de diferentes modos e utilizam diversos

agentes indutores (Lewis e Hanson, 1991).

Segundo Shay e colaboradores (1945), ha trés diferentes tipos de lesSes
gastricas induzidas pelos modelos experimentais. O primeiro tipo se caracteriza por ser
inicialmente proliferativo e secundariamente ulcerativo, sendo encontrado
principalmente no fundo gastrico. Um segundo tipo de lesdo, somente ulcerativa, €

observado exclusivamente na porgdo glandular do estdmago, predominantemente no
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corpo. O terceiro tipo de lesio desenvolve-se habitualmente no fundo e menos
freqiiéntemente no antro, correspondendo ao tipo de lesdo produzida pela ligadura do
piloro. Este tltimo modelo experimental de tlcera foi desenvolvido no laboratoério do

Shay e colaboradores (1945).

Quase todos os modelos experimentais de uUlcera para testar novas
drogas, utilizam a abordagem de determinagio da eficiéncia na prevengio do
aparecimento das lesdes gastricas. No entanto, Takagi ¢ Okabe (1968} reportaram um
modelo de dlcera induzida por estresse onde a administragio das substincias com
possivel atividade antiulcerativa se faz ap6s a indugdo das lesdes, podendo avaliar
assim as propriedades curativas e ndo as preventivas das substincias. O modelo de

aleera induzida por acido acético (Takagi et al., 1969) também segue este protocolo.

Nos Gltimos anos, devido a razdes de ordem econdmica (a manutengiio
de grande nimero de animais em biotérios com padrdes internacionais é cara), ética (as
pressdes de grupos sociais protetores de animais) e cientifica (a possibilidade de
minimizar efeitos interferentes), tem sido desenvolvidas metodologias in vizro. Elas se
apoiam em culturas de células animais com o intuito de avaliar efeitos
antiulcerogénicos de compostos ou extratos assim como estudar seus mecanismos de
agdo (Terano et al., 1982; Romano et al., 1990; Kinoshita et al., 1995; Murai, et al.,

1996; Glavin et al., 1996).



1.7 Justificativa para Avaliacio de Toxicidade através de Ensaios
com Células em Cultura

A avaliacio da atividade bioldgica de compostos obtidos de plantas
medicinais deve incluir, além dos testes farmacologicos, um completo estudo da
toxicologia dos compostos. Isto permitira ou ndo, sua utilizagio sem risco para a
populagdo. A pesquisa de novos compostos quimicos com atividade farmacologica é
de grande relevincia tanto do ponto de vista cientifico quanto econdmico, devido a
obtengido de patentes e a conseqiiente fonte de recursos financeiros para quem as

possui.

Obter a autorizagfio para comercializar uma nova droga € um processo
longo, trabalhoso e dispendioso que pode demorar 5 - 12 anos ¢ ter um custo estimado
de 10 - 230 milhdes de dolares (Mackler et al., 1996). O FDA (Food and Drug
Administration) é o organismo responsével pelo controle do comércio de drogas,
aparelhos médicos, cosméticos e aditivos de alimentos no mercado dos Estados Unidos

de América (Klaassen, 1996).

Segundo determinagdes do FDA, todo composto da érea bio-
farmacéutica deve passar por varias etapas de estudo antes de ser autorizada sua

comercializagio (Figura. 4).
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Figura 4. Etapas na aprovacio de um novo medicamento pelo FDA nos Estados Unidos (Nies e

Spielberg, 1996).
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A primetra destas etapas é a fase pré-clinica, que compreende a
pesquisa basica da substincia e estudos de curto prazo com animais. O intuito €
estabelecer condigdes que garantam seguranga para seu uso, além de demonstrar seu
efeito farmacoldgico potencial no tratamento de alguma doenga. Nesta fase sdo
realizados estudos de caracterizagio quimica do composto, otimizacio de sua
produgdo, atividades farmacologicas, metabolizagdo, cinética, toxicologia e seguranga,
0 que ird ou ndo permitir 0 passo para a etapa seguinte sem riscos para os voluntarios.
Esta fase pré-clinica pode durar até cinco anos e demanda a utilizagio de um grande
namero de animais experimentais (Garthoff, 1995). Se aprovada esta etapa, o
composto passara a fase clinica que inclui estudos de longo prazo com animais,

produgio piloto do composto ¢ as fases 1, 11 e 111 de estudos em humanos.

No Brasil, o estudo toxicolégico pré-clinico para drogas sintéticas,
semi-sintéticas ou fitoterdpicas encontra-se sujeito as recomendac¢des da Resolugio N°
1/88 do Conselho Nacional de Saude (1988). Essa resolugdo estabelece o tipo de
estudo toxicologico que deve ser realizado com a droga, dependendo do periodo de
exposi¢iio previsto para o homem. Assim, para drogas que serdo empregadas em dose
tnica deverfo ser realizados estudos de toxicidade aguda, enquanto que aquelas que
serio administradas até sete, até 30 dias ou além de 30 dias, terdo que passar por
estudos de toxicidade aguda e subcrdnica, aguda e crénica (90 dias) e aguda e cronica

(seis meses a um ano) respectivamente.

Uma substituigdc efetiva dos animais de experimentagdo por técnicas
alternativas seja total ou parcial (cultura celular, por exemplo} deve passar

necessariamente pela aceitagdo das técnicas e sua incorporacdo nos protocolos de
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avaliagdo das agéncias que, como o FDA, sdo responsaveis pela aprovagdo de novos
produtos para comercializagdo. Infelizmente, estas agéncias de controle se mostram
extremamente conservadoras, ¢ somente incorporaram um pequeno namero de testes

in vitro e, quase sempre, com o respaldo dos testes in vivo (Rajner, 1990).

InOmeros trabalhos tem sido desenvolvidos para padronizar as novas
técnicas de toxicologia in vitro e torna-las mais reprodutiveis (Clemedson et al., 1996).
Em 1988 o MEIC elaborou uma lista de 50 compostos quimicos para serem testados,
com um protocolo padrio, imicialmente por vinte laboratorios associados, utilizando
técnicas de toxicidade in vifro, nas quais foi incluida a cultura celular (Bassi et al,,
1993; Roguet et al., 1993; Rasmussen, 1993). Estes compostos foram escolhidos
porque havia dados e informagGes suficientes sobre seus efeitos tOxicos em humanos
(Seibert et al., 1996). Os primeiros 30 compostos da lista do MEIC apresentaram
resultados similares entre os diferentes laboratérios participantes embora fossem

usadas 68 metodologias diferentes (Clemedson et al., 1996 ).

A utilizagdo da cultura celular como técnica alternativa na avaliagio de
toxicidade apresenta vantagens ¢ desvantagens. A possibilidade de utiliza¢io de
material humano, a escolha de alvos especificos, a realizagdo de varios protocolos
experimentais como a determinacdo de faixas de concentragdo, doses repetidas e
combina¢des e adigdes de drogas em um sistema relativamente livre de influéncias de
outros tecidos ou 6rgaos sdo as principais vantagens. Como desvantagem ¢ critica ao
uso ou substituicdo por cultura de células dos ensaios com animais € afirmado que o

ensaio /n vilro nio reflete necessariamente a resposta de um organismo completo com
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maltiplos tecidos alvo e diversas interagSes biologicas (Robinson, 1991; Roberfroid,

1995).

Varios fatores relativos a4 padronizagiio das técnicas de citotoxicidade
estdo em estudo. Encontram-se em permanente revisio o tipo celular empregado, o
uso de culturas primarias ou estabelecidas e os testes de citotoxicidade mais
apropriados para avaliar a toxicidade sobre alvos celulares determinados (Garthoff,
1995; Fry et al., 1995; Frazier, 1995; Ponsoda et al., 1995; Seibert, 1996; Broadhead e
Combes, 1996). Na atualidade estio sendo intensamente estudadas as possivels
correlagdes existentes entre os dados obtidos para a toxicidade in vitro € in vivo (Halle
e Spielmann, 1992; Fautrel et al, 1993; Roguet et al., 1993; Garle, et al, 1994;

Ponsoda et al., 1995; Ponsoda et al., 1997, Waterfield et al., 1997).

Fazendo regressdo linear entre os valores de LDsq e ICso encontrados
na literatura para diferentes tipos de células, Halle e Spielmann (1992) determinaram a
equagdo da reta que permite predizer os valores de toxicidade in vivo a partir dos
dados da citotoxicidade. Conseguir estabelecer a correlagio in vivolin vitro é de
grande importancia, jA que o sucesso da substituigio dos animais pelos testes de
citotoxicidade dependerd da existéncia ou nfio da correlagdo procurada (Roberfroid,

1995).

1.8 Modelos Celulares para Estudos de Citotoxicidade

Nos ensaios de citotoxicidade podem ser empregados diferentes tipos

de células. Existem linhagens celulares de animais e de humanos estabelecidas a partir
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de células normais ou tumorais. Entre as células normais, estabelecidas como linhagem,
sio mais utilizadas em testes de citotoxicidade os fibroblastos V79 (Clemedson et al.,
1996). Estas células sdo clonadas a partir de pulmio de hamster chinés por uma
meodificagdo genética introduzida pelo virus do sarcoma 40 (SV 40) (Freshney, 1994).
A célula V79, como todos os fibroblastos, ¢ dependente de ancoragem e possui um
tempo de duplicagio de aproximadamente 14 horas (Cingi et al, 1991). Qutra
caracteristica importante destas células é que apresentam um genoma diploide e estavel
(Cernakova et al., 1993). Apesar de serem muito utilizadas, as células V79 oferecem
bons resultados nos testes de citotoxicidade somente quando os efeitos toxicos
observados s3o provocados diretamente pela droga em estudo e ndo por seus
metabdlitos, j4 que os microssomas destas células nfo possuem expressio do
citocromo P-450, principal sistema responsavel pela metabolizagdo de xenobiéticos
(Fentem et al., 1992; Fry et al., 1993). Por este motivo, os ensaios de citotoxicidade
empregando células V79 representam um bom modelo para avaliar efeitos citotoxicos
inespecificos causados por a¢des diretas das drogas sobre as células (Clemedson et al.,

1996).

Quando se deseja estudar efeitos citotdxicos mais especificos induzidos
pela metabolizagdo das drogas, s3o utilizadas culturas de hepatécitos (Ponsoda et al.,
1995; Rogiers et al., 1995; Hammond e Fry, 1996, Walum et al., 1996). A cultura de
células hepaticas mais empregada na atualidade ¢ a cultura primaria de hepatocitos de
rato ou de humano, por apresentarem melhor correlagdo com os dados da toxicidade
in vivo (Clemedson et al.,, 1996, Ponsoda et al., 1997 ). Os hepatocitos sdo células
dependentes de ancoragem que nfo proliferam em cultura priméria (Fry e Hammond,

1993) e normalmente apresentam um ou dois nucleos (Berthiaume et al., 1996).
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A cultura primaria de hepatocitos deve ser utilizada levando em
consideragdo que, apds isolamento, as células comegam a perder diferenciagdo em
forma répida e logo apés um certo periodo sua funcionalidade fica alterada (Roguet et
al., 1993; Fry et al., 1995; Hammond e Fry, 1996). Foi estabelecido, por exemplo, que
nas 48 horas apos isolamento, os hepatocitos humanos e de rato perdem 85 % do valor
total da atividade inicial de citocromo P-450, sendo que as diferentes isoformas deste
citocromo apresentam decrescimentos individuais varidveis {(Roguet et al., 1993;
Hammond e Fry, 1996). Por estas razbes, os experimentos de citotoxicidade com
culturas primérias de hepatocitos habitualmente sdo realizados poucas horas apods
isolamento das células. Na procura de manter a funcionalidade dos hepatocitos em
cultura primaria, sdo usadas diversas metodologias, tais como a utilizagdo de meio de
cultura sem soro, a suplementacdo do meio com hormonios e fatores de crescimento, a
co-cultura com outros tipos celulares ¢ a utilizagdo de biomatrizes extracelulares

(Blaauboer et al., 1994; Rogiers et al., 1995; Berthiaume et al., 1996).

1.9 Os Testes de Citotoxicidade

O efeito toxico de um composto sobre um tecido ou orgdo ¢ devido a
acdo direta da droga ou metabolitos nos diferentes alvos celulares (Seibert et al,
1996). A necessidade de caracterizar um efeito toxico levou ao desenvolvimento de

varios testes de citotoxicidade (Freshney, 1994).

Os testes de citotoxicidade podem ser classificados em quatro
categorias, dependendo do alvo celular avaliado (Cook e Mitchell, 1989). A primeira

categoria pertencem os ensaios que avaliam alteragdes da permeabilidade da membrana
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celular. Neste grupo se encontram os testes de inclusdo e exclusio de corantes, os de
liberagdo intracelular de substincias exégenas como o *'Cr ou I-UDR e de
substéncias endogenas como a enzima lactato desidrogenase (Cook e Mitchell, 1989;
Freshney, 1994). A segunda categoria reune os testes que avaliam funcdes metabolicas
da célula. Pertencem a este grupo os ensaios que detectam niveis celulares de ATP,
ADP, AMP, DNA e proteinas, assim como os que medem os gradientes de ions e
aminoacidos, a atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase e a
incorporagdo do corante vermelho neutro pelos lisossomas (Cook e Mitchell, 1989,
Freshney, 1994). Na terceira categoria estdo agrupados os ensaios que avaliam
alteragbes morfologicas das células, como vesiculamento da membrana ce}uiér,
mudanga do volume da célula ¢ modificagGes do citoesqueleto (Cook e Mitchell, 1989;
Freshney, 1994). No quarto grupo encontramos os testes que avaliam os efeitos da
droga sobre a reprodugdo celular. Sdo os ensaios de formagdo de colonias e de

velocidade de crescimento (Cook e Mitchell, 1989; Freshney, 1994).

Enire os testes de citotoxicidade de utilizagio mais comum se
encontram o da redugdo do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]
(MTT) (Figura 5), que avalia a atividade da enzima succinato desidrogenase e o da
incorporagdo do corante hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina]
(Vermelho Neutro) (Figura 6), que avalia a fun¢do dos lisossomas (Clemedson et al.,

1996).
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Figura 5. Estrutura quimica do brometo de {3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio] (MTT).
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Figura 6. Estrutura quimica do corante hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-ruetitfenazina]

(Vermelho Neutro),

O ensaio da redugdo do sal hidrosolavel MTT pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase, originando como produto o formazan, um composto azul e
soluvel em solventes organicos, foi desenvolvido por Mosmann (1983) para estimar o
namero de células viaveis e se mostra apropriado para avaliar efeitos citotdxicos
(Clemedson et al., 1996). Apesar disso, deve-se levar em consideragio que o grau de
redugdo do MTT pode ser modificado por varios outros fatores além do numero de

células (Vistica et al., 1991; Fry et al., 1995).

O teste da incorporagio do corante vital vermelhe neutro foi

desenvolvido por Borenfreund e Puerner (1984) para avaliar a quantidade de células
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vidveis. O corante ¢ um composto fracamente catiénico e hidrossoltivel que atravessa
as membranas celulares por difusdo ou micropinocitose e ¢ concentrado nos lisossomas
funcionais, onde estabelece ligagGes com grupos carboxilicos ou fosforicos da matriz
lisossomal (Repetto e Sanz, 1993). Contudo, deve-se considerar que a quantidade de
corante incorporado nas células pode variar nfio apenas devido ao diferente nmero de
células mas também a mudanca do tamanho e do namero de lisossomas presentes nas

células (Olivier et al., 1993).

Quando se trabalha com cultura de linhagens celulares que possuem um
genoma homogéneo e estdvel, por exemplo o fibroblasto V79 que ¢ dipldide
(Cernakova et al., 1993) ou no caso de culturas estaticas (ndo proliferativas) de curta
duragdo (alguns dias), mesmo que ndo sejam células de genoma homogéneo, o niumero
de células apos tratamento com a droga pode ser estimado a partir do conteido de
DNA na cultura (Cingi et al., 1991). Com este fim, as células sdo lisadas com uma
solugdo de NaOH e sua absorbancia lida a 260 nm, comprimento de onda que

corresponde majoritariamente a DNA (Cingi et at., 1991; Bianchi e Fortunati, 1990).

Para se obter uma melhor caracterizagdio da toxicidade de um
composto, 08 testes de citotoxicidade incluem a avaliagio de multiplos alvos celulares
(Renzi et al., 1993; Rodriguez-Farre et al., 1993, Phillips, 1996) assim como a
utilizagdo de células que posuem diferentes capacidades de metabolizacio de
xenobidticos (Jover et al., 1992; Fentem et al., 1992; Fry et al., 1993; Ponsoda et al.,

1995).
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Neste trabalho, a avaliagdo da citotoxicidade em diferentes modelos de
cultura de células contribuiu para reforcar a utilizagdo da cultura celular, substituindo
0s testes em animais na primeira etapa (testes pré-clinicos) da aprovagdo de um novo

medicamento.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Implantar no laboratério a metodologia para a obtengio de culturas primarias de rato

2.2 Especificos

a) Avaliar a atividade antiulcerogénica da trans-desidrocrotonina, em quatro modelos

de dlcera experimental.

b) Determinar a toxicidade subcrdnica oral (35 dias) da frans-desidrocrotonina em

ratos.

c) Estudar a citotoxicidade da frans-desidrocrotonina em culturas de células V79 e

hepatocitos de rato.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obten¢io da frans-Desidrocrotonina (DHC)

3.1.1 Isolamento e Purificacio da DHC

A coleta da C. cajucara (sacaca) foi efetuada em Benfica, proximo a cidade
de Belém, Paré, Brasil. A planta foi identificada pelo Dr. Nelson A. Rosa e uma amostra do
material vegetal foi depositada no herbario do Museu Paranaense Emilio Goeldi sob o
nimero 247. Foram coletados 25 Kg de planta seca (cascas do caule) os quais foram
moidos e posteriormente pulverizados e extraidos em aparelho Soxhlet durante duas
semanas, com 150 litros de hexano. Ao final da extrag@io o volume de hexano foi reduzido
em rotavapor para 20 litros e, ao final deste procedimento houve deposigio de um
precipitado castanho que foi separado e recristalizado com isopropanol, obtendo-se 85 g de
DHC. Logo ap6s a DHC foi submetida a 4 recristalizagdes com isopropanol:cloroformio
(15:1) e mais 4 com isopropanol, até obter um grau de pureza = 98 % estimado através da
determinagdo do ponto de fusdo, do espectro de absorgiio UV e do espectro de ressonincia

magnética nuclear (RMN) de prétons e carbono 13 (Kubo et al., 1991).

O volume de hexano que restou (20 litros) foi reduzido a metade e mais
30 g de DHC foram separados e recristalizados seguindo o mesmo procedimento
anterior. Novas reducdes do volume de hexano foram feitas levando a obtengdo de
mais 20 g da substincia. Assim, apés o término do trabalho quimico de extra¢io e

purificacfio foram obtidos cerca de 130 g de DHC com pureza de > 98 %.
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3.1.2 Caracterizacido Quimica da DHC

A caracterizago quimica da DHC foi feita por determinagdo do ponto
de fusdo e espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de protons (‘'H RMN) e

carbono (C RMN), infra-vermelho (IV) e ultra-violeta (UV).

Os espectros de absor¢io (UV/Vis) foram registrados em
espectrofotdmetro Beckman modelo DU-640 B, utilizando metanol como solvente. Os
espectros de infra-vermelho (IV) foram obtidos em pastilhas de KBr em
espectrofotometro Perkin-Elmer modelo 180 e as frequéncias de absor¢Bo expressas
em cm’. Os espectros de ressondncia magnética nuclear de protons ('H RMN) e
carbono (°C RMN) foram registrados em aparelhos Varian-Gemini (80 e 300 Mhz)
utilizando como solvente cloroformio deuterado (CDCl;) e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos estio expressos em ppm, a
multiplicidade indicada como singlete (s), dubleto (d), tripleto (t), quarteto (q) e

multipleto (m).

Todos os espectros de infra~-vermelho, de ressondncia magnética nuclear
protonica e de carbono foram analisados com base na literatura (ftokawa et al.,1989;

Kubo et al., 1991).
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3.2 Estudo da Atividade Antiulcerogénica da DHC em Modelos de
Ulcera Experimental

No nosso trabalho foram utilizados 4 modelos experimentais de Glcera
gastrica induzidas por: a) antiinflamatorio ndo esteroidal (indometacina), b) ligadura do
piloro, ¢) estresse hipotérmico e d) etanol. Este modelos foram selecionados porque
eles reproduzem os efeitos mais comuns de tlcera gastrica no homem (Souza Brito et

al., 1997).

3.2.1 Ulcera Gistrica Induzida por Indometacina

Um total de 21 ratos Wistar, machos, com pesos entre 250 a 300 g,
foram separados aleatoriamente em 3 grupos, submetidos a jejum de 24 horas e
mantidos em gaiola sem maravalha. Posteriormente, os animais foram tratados
oralmente (por intubagdo gastrica), com o antiulcerogénico cimetidina (anti-
histaminico H) na dose de 100 mg/Kg, com 12 % Tween 80 (10 mL/Kg) o veiculo
utilizado para a dissolugdo da amostra (controle) e com a amostra de DHC na dose de
100 mg/Kg, dissolvida em 12 % Tween 80, 1 hora antes da administragio do inibidor
da sintese de prostaglandinas indometacina (agente ulcerogénico) na dose de 30
mg/Kg, por via subcutinea, na pele da regifo posterior do pescogo, de acordo com a

metodologia descrita por Hayden e colaboradores (1978).

Apos 4 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e

os estdmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura. As lesdes ulcerativas
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foram contadas utilizando uma lupa binocular ¢ classificadas de acordo com sua area

(+ pequena, até¢ 1 mm, ++ média, de 1 a 3 mm e +++ grande, maior de 3 mm).

Os resultados foram expressos como indice médio de lesdes ulcerativas
(IMLU), conforme a metodologia descrita por Basile e colaboradores (1990) e

calculados do modo seguinte:

IMLU=(3x A)+ (2 xB)+ (C) 6

A = N° de tlceras +++ B =N°deGlceras ++ C =N° de tlceras +

3.2.2 Ulcera por Ligadura do Piloro

Este modelo, além de permitir determinar o IMLU, permite também a
avaliagio do efeito de drogas sobre outros pardmetros, como volume do conteido

estomacal e pH do suco gastrico.

Um total de 21 ratos Wistar, machos, com pesos de 250 a 300 g foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos e submetidos a jejum de 24 horas, sendo
mantidos em gaiola sem maravalha de acordo com a metodologia descrita em 1945 por
Shay e colaboradores. Apds este tempo, Os animais foram tratados por via oral
(intubagio gastrica) com o anti-histaminico H, cimetidina (100 mg/Kg), com uma
solugdo de 12 % Tween 80 (10 mL/Kg) para o grupo controle € com DHC na dose de
100 mg/Kg, dissolvida em 12 % Tween 80. A indugio da lesdo ulcerativa foi feita

através de procedimento cirGirgico, 30 minutos apds o tratamento, pela ligadura do
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piloro. Os animais foram anestesiados com éter etilico, sendo realizada uma tricotomia
da regifo cirtrgica e logo uma incisdio abaixo da apéfise xiféide do esterno, em sentido
longitudinal ao corpo do animal. Apés localizagiio do estémago e da identificagdo do
piloro, se procedeu a sua ligadura. A incisdo foi entdo suturada para posterior

observagdo dos animais.

Trés horas apés a cirurgia, os animais foram sacrificados com éter
etilico, ¢ 0o mesmo local da cirurgia foi novamente aberto. Depois de amarrar a
abertura gastroesofagica os estdbmagos foram retirados e lavados externamente com
solugdo de soro fisiologico ¢ o contetido gastrico coletado com o auxilio de uma
seringa. O IMLU foi determinado como descrito anteriormente. Apds determinar o
volume e o pH da secrecdo gastrica, a mesma foi colocada num baldio volumétrico,
sendo o volume completado para 10 mL com Agua bidestilada. Esta solugdo foi
titulada com NaOH 0,05 M, utilizando-se fenolftaleina como indicador. A
concentragdo hidrogenidnica do conteido gastrico foi calculada usando a formula

seguinte:

[H'] mg/mL = 1,825 x Vol NaOH (mL)/ Vol géstrico (mL)

3.2.3 Ulcera Induzida por Estresse Hipotérmico

Neste estudo foram utilizados 19 ratos Wistar, machos, com pesos
variando entre 250 a 300 g, submetidos a jejum prévio de 48 horas. Os animais foram

divididos aleatériamente em 3 grupos. Os animais foram tratados previamente por via
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oral 18 horas e 90 minutos antes da indugio de ulceragdo por estresse hipotérmico,
com o antiulcerogénico cimetidina (100 mg/Kg), com uma solugio de 12 % Tween 80
(10 mL/Kg) como controle ¢ com DHC na dose de 100 mg/Kg, dissolvida em 12 %
Tween 80, de acordo com a metodologia de Levine (1971). Posteriormente, os animais
foram colocados numa caixa de contengiio e mantidos a 4 ‘C. Apos 3 horas os animais

foram sacrificados e o IMLU determinado como descrito anteriormente.

Em outro experimento de estresse hipotérmico, 3 grupos de 7 ratos
machos Wistar, foram tratados como descrito anteriormente porém substituindo o uso
de cimetidina por carbenoxolona (extracto da G. glabra que estimula a secregiio de
muco gastrico) na dose de 200 mg/Kg. A dose de 200 mg/Kg de carbenoxolona
corresponde a um valor farmacoldgico padrio empregado habitualmente nos
experimentos de Ulcera com animais (Lewis e Hanson, 1991). No final do periodo de
contenclio de 3 h a 4 °C, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
estbmagos retirados e abertos no sentido da maior curvatura. Os segmentos
glandulares do estdomago foram removidos e pesados. Cada segmento foi transferido
imediatamente para um tubo contendo 10 mL de azul de alciano 0,1% (em solugfio de
sacarose 0,16 M tamponada com acetato de sodio 0,05 M, pH 5). Apos imersdo por 2
horas nesta soluc¢io, o excesso de corante foi removido em duas lavagens sucessivas
com 10 mL de solugdo de sacarose 0,25 M, primeiro por 15 minutos e depois por 45

minutos.

O corante complexado com o muco da parede gastrica foi extraido com
10 ml de MgCl; 0,5 M por agitagdo intermitente por 1 minuto, a intervalos de 30

minutos, durante 2 h. Uma aliquota de 4 mL do extrato azul fot vigorosamente agitada
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com um volume igual de éter dietilico. A emulsdo resultante foi centrifugada a 950 g
por 20 minutos ¢ a absorbdncia da camada aquosa foi determinada a 580 nm. A
quantidade de azul de alciano extraida por grama de tecido glandular foi entdio
calculada e expressa como concentragdo do corante em pg/mlL por grama de porgdo
glandular. Este valor foi utilizado para estimar o conteudo de muco presente na parede

gastrica (Rafatullah et al. 1990).

3.2.4 Ulcera Induzida por Etanol

Neste modelo, a indugdo das lesbes ulcerativas ¢ feita pela
administracio via oral de etanol 99,5 % (Soldato et al., 1984; Morimoto et al., 1991).
Ratos Wistar, machos, (21 no total) com pesos de 250 a 300 g, foram dividos
aleatoriamente em 3 grupos, mantidos em gaiola sem maravalha e submetidos a jejum
de 24 horas. Apos jejum, os animais foram tratados por intubagfio gastrica com o
antiulcerogénico, inibidor da H'-K'- ATPase, omeprazol (20 mg/Kg), com uma
solugdo de 12 % Tween 80 (10 mL/Kg) como controle ¢ com DHC na dose de 100
mg/Kg, dissolvida em 12 % Tween 80. Apds 1 hora, todos os grupos receberam a
administracdo de 1 mL de etanol 99,5% também através de intubagfio gastrica.
Imediatamente apos 1 hora da indugdio de dlcera pelo etanol, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estdmagos retirados e calculado o IMLU

como descrito antenormente.
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3.3 Estudos da Toxicidade da DHC IN VIVO

3.3.1 Toxicidade Aguda Intraperitoneal

Os efeitos toxicos da administragdo intraperitoneal da DHC foram
avaliados em camundongos machos adultos Swiss albino, com 12 horas de jejum

prévio, como descrito por Souza Brito (1995).

Quatro grupos de 10 animais por nivel de dose receberam uma inje¢io
intraperitoneal de DHC suspensa em uma solugiio aquosa de 12 % Tween 80 nas
seguintes doses: 31,25; 62,5; 125 e 250 mg/Kg. Um grupo controle de 10
camundongos recebeu a administragio de 12 % Tween 80. Apos tratamento 0s animais
foram observados a 0, 30, 60, 120, 180, e 240 min e posteriormente 2 vezes ao dia

durante duas semanas, registrando durante o periodo os camundongos mortos.

Os resultados estdo expressos como a dose que provocou a morte do
cinglienta por cento dos animais (L.Dsg), valor calculado dos dados experimentais

utilizando o método de regressdo de Litchfield e Wilcoxon (1949).

3.3.2 Toxicidade Aguda Oral

A toxicidade aguda de uma administragio oral de DHC foi avaliada em
camundongos machos adultos Swiss albino, com 12 de jejum prévio, como descrito

por Souza Brito (1995).
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Os animais foram separados aleatoriamente em grupos de 10 por nivel
de dose de DHC (250, 500, 750 e 1000 mg/Kg) preparada em suspensdo aquosa de
12 % Tween 80 ¢ administrada por intubagdo gastrica. Um grupo controle recebeu a
administragdo de 12 % Tween 80 (10 mL/Kg). Os animais foram observados durante

14 dias, seguindo o protocolo anterior.

A partir dos dados experimentais foi calculada a LDs, como descrito

por Litchfield € Wilcoxon (1949).

3.3.3 Toxicidade Suberdnica Oral

Ratos Wistar jovens, adultos e sadios, foram aclimatados as condigbes
do laboratorio durante 7 dias. O ensaio foi iniciado antes que os animais completassem
6 semanas. Foram utilizados 20 animais (10 fémeas e 10 machos) por nivel de dose,
alocando 5 animais por gatola. Além do controle (12% Tween 80) foram administrados
por via oral 3 niveis de dose da DHC (25, 50 ¢ 100 mg/Kg) suspensa em 12 % Tween
80. A administragio foi feita 7 dias por semana, durante um periodo de 35 dias

(OCDE, 1981; Souza Brito, 1994).

No decorrer do periodo de administragdo da DHC, os animais foram
examinados uma vez ao dia (Wilson ¢ Hayes, 1994). Duas vezes por semana foram
efetuadas medidas do peso corporal e de excretas. Além disso, foram realizadas as
determinagdes do consumo de ragdo e de 4gua a cada 24 horas. Os animais que
morreram durante a experiéncia foram autopsiados para a determinagio da causa

mortis.
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No final do periodo de tratamento e estando em jejum de 12 horas, uma
amostra de urina foi obtida de cada animal e analisados os seguintes parametros: pH,
densidade, conteiido de proteina, presenca de corpos cetdnicos, glicose e hemacias
uttlizando o kit fita de urina tipo I (Ames). Posteriormente, os animais foram pesados e
retiradas duas amostras de sangue por pungdo do plexo retro-orbital, como descrito
por Kraus (1980). Uma das amostras (aproximadamente 3 mL), foi colocada na estufa
a 37° C durante uma hora para acelerar o processo de coagulagdo. Logo apos, as
amostras foram centrifugadas a 1000 g, durante 5 minutos, para separar o soro dos
outros componentes sangiiineos. O soro foi usado para dosagem de glicose, proteinas
totais, albumina, globulina, colesterol, trigliceridios, lipidios totais, acido fdrico,
fosfatase alcalina, vy-glutamil transpeptidase (G-GT), aspartato aminotransferase
(AsAT) e alanina aminotransferase (ALAT), empregando um analisador bioquimico
automatico {(SBA-200, CELM, Brasil). Para cada animal foi feito um esfregago desta
amostra de sangue sem anticoagulante, deixado secar ao ar e fixado imediatamente
com metanol durante 10 minutos, ¢ entdo corado com Giemsa 5 % para contagem
diferencial de leucdcitos. A contagem das células brancas foi realizada utilizando um

microcopio optico comum, com aumento final de 1000 vezes.

A outra amostra de sangue (aproximadamente 1 ml), fot coletada em
tubos de ensaio tratados previamente com uma solugio aquosa de EDTA 2 %. Este
sangue foi imediatamente utilizado para a determinagdo de: concentragio de hemacias
e leucdeitos, hematocrito, volume corpuscular médio e contetdo de hemoglobina,

empregando um contador automatico de células (CC-510, CELM, Brasil),
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Apoés a obtengdo das amostras de sangue, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical ¢ perfundidos, por pun¢do cardiaca, com uma solugdo de
soro fisioldgico, para retirar o sangue residual dos 6rgdos, seguida imediatamente por
uma solugdo aquosa de formol 10 %, para fixar os tecidos. Os animais foram abertos
para retirar e pesar os seguintes 6rgdos: coragdo, bago, figado, pulmdo, rins, supra-
renais, pancreas, estdmago e o conjunto ovario e utero ou vesiculas seminais (WHO,

1978; Souza Brito, 1994).

Devido a diferengas observadas no peso dos figados dos animais
tratados com DHC em relagdo aos controles, foi retirado um pedaco do érgio para
estudo histopatologico. Foi efetuado um corte do Iobulo médio do figado dos animais
(4 machos e 4 fémeas de cada grupo) desde o hilio até a periferia tanto para os
controle como para os tratados com a dose média (DHC 50 mg/Kg) e alta (DHC 100
mg/Kg). Os cortes dos figados foram fixados em uma solug@io neutra de formol 10 % ¢
incluidos em parafina solida. Em seguida foram cortados num micrétomo convencional
(Leitz-Wetzlar) em ldminas de 4 um de espessura e corados com hematoxilina-eosina
(Yoshitake et al., 1991). Os cortes histologicos dos figados foram analisadas utilizando
um microscopio oOptico Leitz, com aumento total de 720 vezes. Na analise
histopatologica foram observadas possiveis alteragdes ocorridas no citoplasma e
nicleo dos hepatocitos. Para a quantificagio do dano observado foram avaliados
campos de aproximadamente 200 células por laminula, utilizando-se o sistema de
cruzes: de 0 até 20 % de dano (-), 20 ~ 40 % (+), 40 - 60 % (++), 60 - 80 % (+++) e

80 - 100 % (++++).
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3.4 Estudo da Citotoxicidade da DHC

3.4.1 Cultura de Células V79

Foram utilizados clones de células V79, de fibroblastos de pulméo de
hamster chinés, obtidas de uma linhagem oriunda do laboratorio do Prof. Rogério
Meneghini, Instituto de Quimica, USP, SP. Estas células sdo uma linhagem dependente
de ancoragem ¢ tém um tempo de duplicagdo de aproximadamente 14 horas (Cingi et
al., 1991). As células V79 em cultura ndo possuem expressdo do citocromo P 450
(citocromo envolvido no processo de detoxificagdo de drogas) (Fentem et al., 1992;

Fry et al., 1993),

As células foram cultivadas em meio DMEM (meio Eagle modificado
por Dulbecco), suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10 %, penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). A incubagio foi sempre realizada em estufa de
cultura (Forma Scientific, Inc., modelo 3158) a 37 ° C, sob atmosfera imida contendo
5 % de CO,, até a semiconfluéneia das células (metade da populagdo na area

disponivel).

A manutengio da cultura foi feita por repiques periodicos (cada repique
corresponde a uma passagem) dur.ante a fase de crescimento logaritmico, utilizando
uma solugio de associagio tripsina versene {ATV) (Solugdo ATV: 1 volume de
solugdo 0,25 % de tripsina (1 : 250, Sigma, dissolvida em PBS-A} ¢ 4 volumes de
soluglio versene, Composigio da solugio PBS-A em mM: 136,9 NaCl; 2,68 KCI, 7,99

NaHPO;; 1,47 KH,PQ4; pH 7,2. Composigdo da solugdo Versene em mM: 136,9
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NaCl; 2,68 KCI; 8,1 Na;HPOy, 1,47 KH,PO,, mais 0,02 % EDTA e 0,0015 %
vermelho fenol) transferindo as células para uma garrafa de leite de menor densidade.
Todos os experimentos de citotoxicidade com células V79 foram feitos antes das

células atingirem a passagem (nimero de repique) 60.

Nos experimentos de citotoxicidade descritos nos itens 3.4.1.1 a3.4.1.3

o protocolo de tratamento das células com a DHC foi de acordo com o esquema

seguinte.
Plagqucamento Tratamento Avaliagdo da
3 x 10% cel/pogo (semiconfluéneia) Citotoxicidade
Gh 48 h 72h

As células V79 foram plaqueadas a densidade de 3 x 10* células/pogo
em placas de cultura de 24 pocinhos (Corning, N° 25820-24) e cultivadas em estufa
nas condicdes descritas anteriormente. Apos atingirem o estado de semi-confluéncia

(48 horas), as células foram tratadas, durante 24 horas, em quadruplicata, com

diferentes concentragdes de DHC dissolvida em meic DMEM contendo 10 % SFB e 1
% metanol, previamente esterilizada por filtragio em membrana de poro 0,22 pm

(Millipore).

3.4 1.1 Contetdo de DNA

Apos o tratamento e remogdo do meio com a droga, as células foram

lavadas com PBS - Ca®* (PBS-Ca® em mM: 136,9 NaCl; 2,68 KCl; 7,99 Na,HPOy;
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1,47 KH,PO;; 1,24 CaCly; 0,5 MgCl; » 6 H,O0) .ﬁxadas com solugdo aquosa de acido
tricloroacético (TCA) 5 %, lavadas 2 vezes com etanol (todas as solugdes geladas) e
deixadas secar ao ar. Posteriormente, as células foram lisadas com NaOH 0,5 M
(imL/pog¢o) durante 1 hora a 37° C ¢ a absorbancia da solugdo de NaOH dos pocinhos
lida em espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU 640B) a 260 nm (Cingt et al,
1991). Como controles foram utilizadas células de pocinhos contendo a mesma
porcentagem de metanol presente nos pocinhos das células tratadas com DHC. Visto
que a relagdo entre os valores de absorbincia a 260 nm e o nimero de células V79 no
lisado descrevem uma fungio linear (Bianchi ¢ Fortunati, 1990) pode-se expressar a
porcentagem de redugdo no namero de células relativa aos efeitos da droga. O
experimento foi repetido 3 vezes, com células provenientes de passagens diferentes,

observando como limite a passagem (namero de repique) 60.

A concentragio de metanol presente na solugdo de DHC nunca foi
maior a 1 %. Apesar da literatura relatar auséncia de efeito toxico nessa concentragdo,

foi feita uma curva conirole variando-se de 0,025 a 3 % a concentragio do solvente.

3.4.1.2 Incorporagio do hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-
meftilfenazinaj (Vermelho Neutro)

O ensaio foi preparado de acordo com o protocolo j& descrito. Depois
da incubagdo com a droga o meio foi retirado e trocado por uma solugfio estéril de
vermelho neutro (VIN, 50 ug/mL) dissolvido em meio DMEM sem soro, preparada 12
horas antes e filtrada imediatamente antes de usar. Apds 3 horas de incubagdo, as

células foram lavadas com uma solugdio de PBS-Ca®" a 37° C para retirada do excesso
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de corante ndo incorporado pelos lisossomas. Posteriormente, foi acrescentado 1 mL
de uma solug@o aquosa, composta por 1 % acido acético glacial e 50 % etanol, a cada
pocinho para extrair o corante incorporado pelas células. As placas foram agitadas por
10 minutos num agitador de placas (Lab-Line, modelo 4625) e a absorbéncia da
solugdo presente nos pocinhos lida a 540 nm (Borenfreund e Puerner, 1984; Riddell et
al., 1986; Forsby et al., 1991; Renzi et al., 1993). O experimento foi repetido 3 vezes,
com células provenientes de passagens diferentes. Os resultados foram expressos como

porcentagem de absorbdncia em relagdo ao controle.

3.4.1.3 Reducio do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(MTT)

O ensaio foi preparado de acordo com o protocolo ja descrito. Depois
de tratadas as células foram lavadas com PBS - Ca® e incubadas com 1 mL de uma
solugdo de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) (0,5
mg/mL meio DMEM, sem soro) por pocinho durante 4 horas em estufa de cultura a
" 37° C. Logo apds a remogio do meio, as células foram lavadas com PBS - Ca® ¢ os
cristais de formazan produzidos foram dissolvidos acrescentando-se 1ml de etanol a
cada pocinho. As placas foram agitadas durante 5 min em um agitador de placas e a
absorbiancia da solugdo de etanol lida em espectrofotémetro a 570 nm (Denizot e
Lang, 1986; Fentem et al., 1992; Jover et al., 1992). A viabilidade das células V79 foi
estimada comparando os valores de absorbincia dos pocinhos tratados em relagio aos
valores de absorbincia dos controles. Os resultados foram expressos como

porcentagem de absorbincia em relagio ao controle (100 %).
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3.4.1.4 Efeito do Tempo de Exposicio 2 DHC sobre a Viabilidade das Células
V79

Células V79 provenientes de uma cultura semiconfluente foram
plaqueadas em trés placas de 24 pocinhos (2 x 10* células/mL/pocinho) e incubadas a
37° C, em atmosfera imida com 5% de CO; por 24 horas. Logo ap06s, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de DHC durante 24, 48 e 72 horas. Apds 0s
periodos de tratamento de 24 e 48 horas, 0 meio com a droga foi removido e trocado
por meio fresco (sem droga) e as placas foram incubadas por mais 24 e 48 horas
respectivamente. Completado o periodo de incuba¢iio de cada placa, o meio foi

removido e determinado o contetido de DNA como descrito no item 3.4.1.1.

3.4.1.5 Recuperacio das Células V79 apos Tratamento com DHC

Células V79 provenientes de uma cultura semiconfluente foram
plaqueadas em trés placas de 24 pocinhos (2 x 10" células/mL/pocinho) e incubadas a
37° C, em atmosfera umida com 5% de CO, por 24 horas. Logo apos, as células foram
tratadas com diferentes concentra¢des de DHC por um tempo fixo de 24 horas. Apos
tratamento, o meio com a droga foi removido, trocado por meio fresco € as placas
foram incubadas por mais 24, 48 ou 72 horas. Ao término do respectivo periodo de
incubagdo, o meio foi removido e o conteido de DNA nos pocinthos determinado

como descrito no item 3.4.1.1.
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3.4.1.6 Citotoxicidade da Cimetidina

O efeito citotoxico da cimetidina, um conhecido farmaco anti-
ulcerogénico, foi estudado em células V79 como descrito no item 3.4.1. Duas placas
de cultura de 24 pocinhos com células V79 em estado de semiconfluéncia, foram
tratadas em quadruplicata durante 24 horas com diferentes concentragdes (0,3 - 1,5
mM) de cimetidina (Sigma) dissolvida no meio de cultura. Imediatamente apds o
tratamento, em uma placa foi determinado o conteido de DNA como descrito no item
3.4.1.1 e na outra a capacidade de reduzir o MTT como descrito no item 3.4.1.3. Os

resultados esto expressos como porcentagem de absorbancia em relagio ao controle.

3.4.2 Cultura Primaria de Hepatocitos

Os hepatécitos utilizados nestes experimentos, foram obtidos do figado
de ratos Wistar machos (200 - 250 g), fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB), Para o isolamento das células hepaticas, utilizou-se a técnica da
perfusio do figado em duas etapas, com colagenase, como descrito por Seglen (1976)
¢ modificado por Guguen-Guillouzo e Guillouzo (1986). Os animais foram
anestesiados com éter ¢ a pele do abdomen lavada com uma solugio de etanol 70 %.
Imediatamente foi realizada uma incisdo na linha média do animal, desde a porgio
inferior do abdome até a base do pescogo. Apds identificar e isolar a veia jugular, foi
administrada uma dose intravenosa de heparina de sodio (Liquemine, Roche) na
proporgdo de 100 Ul/100 g de peso corporal. Rapidamente foi aberta a parede

muscular do abdomen e identificada ¢ isolada a veia porta hepatica.



A veia porta foi amarrada em seu extremo distal em relagiio ao figado e
canulada apas efetuar-se um pequeno hemicorte perpendicular a seu eixo. A canula foi
amarrada e 0s outros vasos sanguineos do orgdo secionados (artéria e veias hepaticas),
iniciando-se rapidamente a perfusdo /n situ do figado com 500 mL de uma solugio de
tamp&o Hepes sem célcio (Tampdo Hepes sem calcio em mM: 160,8 NaCl; 3,15 KCl,
0,7 Na,HPOQO4 ¢ 12 H,0; 20 Hepes) pH 7,65 a 37 °C, com um fluxo de 25 mbi/min
utilizando uma bomba peristaltica (Cole-Parmer, modelo Masterflex 7518-10). Todo o
procedimento cirurgico foi efetuado em condigbes estéreis. Apds 20 minutos a
perfusio do figado foi continuada com 300 mL de uma solugiio de tampio Hepes pH
7,65 contendo 25 mg/100 mL de colagenase (Tipo 1V, Sigma) e CaCl, 5,1 mM com

fluxo de 15 mL/min.

Ao fim da perfusio o figado foi retirado ¢ levado para a capela de fluxo
laminar, onde rapidamente foi picotado varias vezes com uma tesoura e suspendido em
meio Leibovitz (L-15) sem soro. Apos breve homogeneizagdo por agitagiio, a
suspensdo de figado foi filtrada em gaze estéril e deixada repousar por 20 minutos. Foi
descartado 50 % do volume e o sedimento centrifugado 3 vezes sucessivas a 50 g por
45 segundos, trocando cada vez o meio para lavar ¢ eliminar das células a colagenase.
A viabilidade dos hepatocitos apos isolamento, avaliada pelo método de exclusio do

azul de tripan, nunca foi inferior a 90 %.

Para o plaqueamento dos hepatécitos foi seguido o seguinte protocolo:
As células foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos em densidade de 3 x 10°
células/pogo/mL meio Ham F-12. O meio foi suplementado com soro fetal bovino SFB

(10 %), albumina de soro bovino (0,2 %) (Fragdo V, Sigma), insulina bovina (0,1
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Ul/mL), dexametasona (1 uM), penicilina (50 Ul/mL}), estreptomicina (50 ug/mL.) e
incubado em estufa de cultura a 37 °C, em atmosfera humidificada contendo 5 % de

CO, (Jover et al., 1992).

3.4.2.1 Ensaios de Citotoxicidade em Cultura Primiria de Hepatocitos

Ap6s o plaqueamento, esperou-se 4 horas para as células aderirem e
entdio 0 meio foi trocado, para a remogio das células ndo aderidas, por meio sem soro,
contendo diferentes concentragdes de DHC. As células foram tratadas durante 20
horas e cada concentragdo de DHC testada em quadruplicata. O experimento foi
repetido 3 vezes, usando hepatocitos isolados de animais diferentes. Os estudos de
citotoxicidade foram realizados dentro das 24 horas seguintes ao isolamento para
reduzir a influéncia das alteragdes funcionais que sofrem os hepatécitos em cultura
primaria (Guguen-Guillouzo et al., 1988; Roguet et al., 1993; Blaauboer et al., 1994,
Rogiers et al, 1995; Hammond e Fry, 1990). Nos itens 34.2.1.1 - 34213 a

avaliagio da citotoxicidade da DHC foi realizada de acordo com o esquema seguinte.

Plaqueamento Avaliacio da
3x 103 cel/pogo Tratamenio Citotoxicidade

! ! |

\ Y Y

Oh 4h 24 h




3.4.2.1.1 Reducio do brometo de [3~(4,5-dimetiltiazoi-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]
(MTT)

O ensaio da redugdo do MTT foi realizado de acordo com Denizot e
Lang (1986). Apds tratamento, as células foram lavadas com uma solugfo de tampéo
fosfato (PBS) gelado e incubadas com 1 mL de meio sem soro contendo MTT (0,5
mg/mL) por pogo. Apds 4 horas de incubagio o sobrenadante foi retirado e foi
colocado 1 mL de etanol em cada pogo para dissolver o formazan formado. Apos 15
minutos de agitagdo, foi registrada a absorbincia da solugdo de etanol em um

espectrofotdémetro a 570 nm.

3.4.2.1.2 Incorporagio do hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina}
(Vermelho Neutro)

O ensaio da incorporagio do corante vermetho neutro (VN) foi
realizado de acordo com o método de Borenfreund e Puerner (1984). Este teste tem
apresentado uma maior capacidade de expressar efeitos citotoxicos do que testes de
liberagio de LDH, de conteddo de proteina ¢ de redugdo do MTT na determinagio de

hepatotoxicidade em cultura primaria (Roguet et al., 1993; Fautrel et al., 1993).

Depois do tratamento com DHC as células foram lavadas com PBS-
Ca®' gelado e incubadas durante 4 horas com uma solugdo de meio sem soro contendo
50 pg/mL de vermelho neutro. Logo apds o periodo de incubagdo, o meio foi
descartado e as células lavadas com PBS-Ca®". Finalmente, o PBS foi descartado ¢

adicionado 1 mL de uma solugio aquosa contendo 1 % de acido acético glacial e 50 %
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de etanol por pogo, para dissolver o vermelho neutro incorporado nos lisossomas.

Apds uma breve agitagiio, a absorbancia da solugdo foi lida a 540 nm.

3.4.2.1.3 Contetido de DNA

O namero de células nos pogos tratados e nos controles foi estimado a
partir do contetdo de DNA (Cingi et al., 1991). Apos o tratamento, as células foram
lavadas duas vezes com PBS-Ca’" gelado e fixadas durante 5 minutos com 1 mL de
uma solugio aquosa 5 % de acido tricloroacético (TCA) por pogo. O TCA foi
descartado e adicionado 1 mL de etanol gelado por pogo. O etanol foi deixado durante
S minutos para lavagem e descarte dos nucleotideos soltveis. Finalmente, as células
foram dissolvidas com 1 mL de solu¢fio 0,5 M NaOH por pogo, durante 1 hora a 37°
C e a absorbdncia lida em um espectrofotdmetro a 260 nm. A absorbéncia a 260 nm da
fragio de NaOH ¢ utilizada como indice do nimero de células (Bianchi e Fortunati,
1990). A diferenca das células V79, os hepatocitos em cultura primaria ndo proliferam
(Fry e Hammond, 1993, Rogiers et al., 1995), e por isso as leituras de DNA

correspondem somente as células que sobreviveram ao tratamerto.

3.4.2.1.4 Efeito da Idade da Cultura de Hepatocitos sobre a Citotoxicidade da DHC

Para estudar a rela¢@o entre a idade da cultura ¢ o efeito toxico da DHC
sobre a cultura primaria de hepatocitos, as células foram plaqueadas em 3 placas de
cultura de 24 pocinhos como descrito anteriormente no item 3.4.2 e o meio trocado
apos 4 horas por meio sem soro. As 3 placas foram tratadas durante 20 horas com uma

dose fixa de 8 uM DHC adicionada a 4, 24 ou 48 horas ap6s o plaqueamento. A dose
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fixa de 8 uM DHC utilizada neste experimento, foi escolhida por estar proxima do
valor da ICsy obtido no experimento apresentado no item 3.4.2.1.1. Em todos os
experimentos, células tratadas com meio sem soro e sem DHC contendo I % de
metanol (meio em que foi dissolvida a DHC) foram usadas como controle. Depois dos
respectivos periodos de tratamento foi avaliada a capacidade das células em reduzir o

MTT como descrito no item 3.4.2.1.1. O experimento seguiu o seguinte esquema:

Plagueamento Tratamento  Ensaio do MTT
3 x 10% cel/pogo

| | !

v Y Y

Oh 4h 24h

Plagueamento Troca meio Tratamento Ensaio do MTT
3x 10%cel/pogo  sem soro

v v ! v

Oh 4h 24h 44 h

Plaqueamento Troca meio Tratamento Ensaio do MTT
3 x 10%cel/fpogo  sem soro

l I | l

v Y Y

Oh 4h 48 h 63 h

3.4.2.1.5 Capacidade de Recuperagio dos Hepatocitos apos Tratamento com DHC

Os hepatocitos de rato foram isolados e cultivados em 4 placas de 24
pocinhos como descrito anteriormente no item 3.4.2. Quatro horas apds o
plaqueamento as células foram iratadas com diferentes concentragdes de DHC durante

20 horas. Apds o tratamento, o meio com a droga foi removido e duas placas foram
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utilizadas para determinar conteGdo de DNA e capacidade das células em reduzir o
MTT. Nas outras duas placas o meio de tratamento foi trocado por meio fresco e
incubadas por mais 24 horas para permitir uma possivel recuperagio das células apos
retirada da DHC. Completado o periodo de recuperagio, o meio foi removido € o
conteado de DNA nos pocinhos assim como a capacidade de reduzir o MTT foram

determinados segundo ja descrito nos itens 3.4.2.1.3e3.4.2.1.1.

3.4.3 Co-Cultura de Hepatécitos e Células V79

Visando avaliar o possivel efeito citotéxico do (s) composto (s)
produzidos durante a metaboliza¢do hepatica da DHC, foi realizado um experimento
de co-cultura de hepatocitos e células V79 como sugerido por Walum et al., (1996) e

Seibert et al., (1996).

Os hepatocitos de rato foram isolados e cultivados em placas de 24
pocinhos como descrito anteriormente no item 3.4.2. Quatro horas apos plaqueamento
as células foram tratadas com diferentes concentragdes de DHC durante 20 horas.
Apbs o tratamento, o meio foi removido e utilizado para tratar culturas
semiconfluentes de células V79 durante 24 h, como descrito no item 3.4.1. Os efeitos
citotoxicos dos produtos da metabolizagdo hepatica da DHC sobre as células V79

foram avaliados pelos testes de redugdo do MTT e conteudo de DNA.



36

3.5 Analise Estatistica

A avaliagdio estatistica dos resultados foi realizada empregando-se
analise de varidncia de uma via (ANOVA), com nivel critico igual ou menor a 0,05
para rejeicio da hipotese de nulidade. Na presenca de significincia procedeu-se 3
analise de contraste entre as médias aplicando-se os testes pos-foc de Duncan ou de
Fisher com nivel critico igual ou menor a 0,05 como descrito por Gad e Weil (1994).
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional

Estatistica, versdo 5 produzido por Statsoft, Inc., 1995.



4. Resultados e Discussdo

4.1 Caracterizacio da DHC

Os resultados dos dados espectroscopicos obtidos a partir dos
espectros de RMN de 'H e °C, UV/Vis, o ponto de fusdo da DHC isolada e purificada
no nosso laboratério, assim como os valores que tém sido relatados por outros grupos

de trabalho estdo apresentados no anexo N° 1,

Os dados obtidos com o composto purificado foram analisados
cuidadosamente ¢ comparados com os valores encontrados na hiteratura, em relagdo as
caracteristicas quimicas da DHC, concluindo-se que trata-se do composto frams-
desidrocrotonina. Os possiveis contaminantes que poderiam ter aparecido juntamente
com a DHC so o isGmero cis-desidrocrotonina e a crotonina (Itokawa et al., 1989,
Kubo et al., 1991). No entanto, o sinal obtido para o préton la da DHC purificada
neste trabatho aparece como duplo dubleto a 2,53 ppm e ndo a 3,36 ppm que seria o
esperado para a presenga da cis-desidrocrotonina. Por outro lado, o sinal do proton 10
do nosso composto, encontra-se como triplo dupleto a 1,80 ppm e nfo aparece sinal
registrado a 1,47 ppm que seria indicador da presen¢a da crotonina. Além disso, o
composto por nos purificado apresenta o carbono 3 a 126,27 ppm e nfio aparece sinal

a 49,64 ppm que seria caracteristica da presenca da crotonina.
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Estas observaghes permitem afirmar que © composto isolado e
purificado correponde a frans-desidrocrotonina ¢ que seu grau de pureza encontra-se

em niveis superiores a 98 % (Itokawa et al., 1989; Kubo et al., 1991).

4.2 Atividade Antiulcerogénica da DHC

A atividade antiulcerogénica da DHC foi estudada em quatro modelos
experimentais de Glcera induzida em ratos. Os modelos selecionados foram os das
tlceras induzidas por ligadura do piloro (Shay et al, 1945), administragdo de
indometacina (Hayden et al., 1978), estresse hipotérmico (Levine et al., 1971) ¢ etanol

(Morimoto et al, 1991).

Os quatro modelos de ulcera induzida que foram estudados neste
trabalho exercem sua ac¢do de ulcerogénese por mecanismos diferentes (Desai e
Parmar, 1993). O etanol atua como um fator agressor necrotizante da mucosa gastrica
independentemente da secregfio acida (Lewis ¢ Hanson, 1991; Cho e Ogle, 1992;
Takase et al.,, 1994; Evans, 1996). A ligadura do piloro entretanto, induz lesdes pelo
estimulo e acumulagio da secrecdo acida no lume do estémago (Shay et al., 1945,
Lewis ¢ Hanson, 1991; Rafatullah et al., 1994). A indometacina, assim como em geral
todos os anti-inflamatérios ndo esterdides, como por exemplo a aspirina, atuam
inibindo a sintese de prostaglandinas e conseqiientemente, os mecanismos de
citoprotecdo da mucosa gastrica que sdo mediados por estas moléculas (Lewis e
Hanson, 1991; Morimoto et al., 1994, Takase et al., 1994; Evans, 1996). Por outro
lado, as alteragBes circulatorias da mucosa géstrica e a estimulag@o da secregio acida

tém sido apontadas como fatores reponsaveis pelo aparecimento das tlceras no modelo
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do estresse hipotérmico (Yano et al., 1978; Raffatullah et al., 1990; Cho ¢ Ogle, 1992;

Allen et al.,, 1993; Evans, 1996).

Os efeitos antiulcerogénicos da administragdo por via oral em dose
tnica de DHC 100 mg/Kg estdo apresentados na Figura 7 . Nesta figura € possivel
observar que a DHC foi efetiva como antiulcerogénico nos modelos de tlcera induzida
pela ligadura do piloro, pelo estresse hipotérmico e pelo etanol, e pouco efetiva na
prevencdo da Ulcera induzida pela indometacina. O melhor efeito preventivo foi
observado nos modelos do estresse hipotérmico (64,8 %) e do etanol (54 %)

(Figura7).

105 -
] I DHC {100 mg/Kg)
Controle Positivo
90 - T [T Controle
5. |

indice Médio de Lesdes Ulcerativas

Indometacina ligadura Etanol Estresse
Modelo de Ulcera

Figura 7 . Efeito antiulcerogénico da DHC (100 mg/Kg) sobre as flceras gastricas induzidas por
indometacina (Controle positivo: cimetiding 100 mg/Kg, N= 21}, igadura do pilore {controle positivo:
cimetidina 100 mg/Kg, N= 21), ctanol {conirole positivo: omeprazol 20 mg/Kg, N= 21) ¢ cstresse
hipotérmico (controle positivo: cimctidina 100 mg/Kg, N= 19) em ratos. Os resultados estio expressos
como médias + DP. Os asteriscos indicam diferenga significativa em relagio ao controle
correspondente (ANOVA seguido do teste de Duncan). " P < 0,05, " P< 0,01
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A cmetidina ¢ uma droga anti-histaminica que foi projetada
especificamente para inibir os receptores histaminicos do tipo H, e exerce seus efeitos
antiulcerogénicos inibindo a secregdo acida estimulada pela histamina (Johnson,
1997a). Em todos os modelos onde utilizamos cimetidina como droga antiulcerogénica
de referéncia, ela inibiou o aparecimento de dlceras em forma estatisticamente
significativa. Sabe-se que a cimetidina possui efeito antiulcerogénico nos modelos de
tlcera experimental induzida por estresse, ligadura do piloro, agonistas de receptores
H,, aspirina e analogos da acetilcolina (Brunton, 1996), enquanto que ndo ¢ efetiva na
prevengdo das Glceras induzidas por etanol (Cho e Ogle, 1992). Por esse motivo a
cimetidina foi substituida por omeprazol como antiulcerogénico de referéncia no
modelo do etancl. A DHC empregada na mesma dose da cimetidina teve efeitos de
grandeza similar, exceto no modelo da ulcera induzida pela indometacina, onde foi
observada uma tendéncia, nfio significativa, 4 diminuicdo do nimero de tlceras nos

animais tratados com DHC.

J4 que tem sido observado que a maioria dos compostos de origem
vegetal com atividade antiulcerogénica exerce seu efeito estimulando os mecanismos
de protegdo da mucosa gastrica (Lewis e Hanson, 1991), foi estudado o efeito da
administragd@o oral Gnica de DHC (100 mg/Kg) sobre a producio de muco géstrico no
modelo de estresse hipotérmico assim como sobre o pH e volume do conteudo
gastrico no modelo de ligadura do piloro. A administragio da DHC ndo provocou
mudancas estatisticamente significativas na secregdo/retencdo de muco gastrico
(Tabela 1), pelo contrario, observou-se uma tendéncia a diminuicdo do conteudo de
muco nos estomagos dos animais tratados com DHC. A carbenoxolona, um extrato

vegetal utilizado comercialmente como droga antiulcerogénica, estimulou a secregio
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de muco no estdmage dos animais (Tabela 1). Foi determinado que a carbenoxolona
exerce uma parte de seu efeito antiulcerogénico estimulando a secregio de
glicoproteinas na mucosa gastrica (Lewis ¢ Hanson, 1991), estando assim os nossos
resultados em concordéncia com os efeitos esperados para essa droga. Nos animais
tratados com DHC, para os valores de pH, contetdo acido total e volume géastrico
(Tabela 2) tampouco foram observadas diferengas estatisticamente significativas em
relagdo ao controle, em adigdo, foi observada uma tendéncia & diminuig3o do pH e do
volume gastrico. Podemos afirmar por tanto que os efeitos antiulcerogénicos da DHC
ndo sio devidos a estimulagdo da secregio de muco, quando usamos o modelo do
estresse, nem a estimulagdo da secre¢fio de agua e bicarbonato no modelo de ligadura

do piloro.

Tabela 1. Efeitos da DHC e carbenoxolona no conteado gastrico de muco em ratos
submetidos a estresse hipotérmico.

Tratamento Dose n Muco na parede gastrica
{mg/Kg) (g Azul Aleiano /g tecido glandular)
DHC 160 7 101,74+ 8.8
*
Carbenoxolona 200 7 2673 42438
Controle . 7 188,4 £32.0

Os resultados sdo expressos como média & EP. ANOVA, Fio g = 11,90 P <0,01 Teste de Duncan (em

*
relaciio ao grupo controle): P <0,05
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Tabela 2 . Efeitos da DHC e cimetidina na secre¢dio gastrica, volume gastrico, pH e
conteudo acido total no modelo de tlcera gastrica induzida por ligadura do piloro em
ratos.

Tratamento Dose n Volume Gastrico pH Gastrico Acido Gastrico

(mg/Kg) (ml) Total (mwEq/mL)
DHC 100 6 3,2+£0,9 1,3+0,3 0,9+0,1
Cimetidina 100 7 51+0,7 21404 0,5+02
Controle - 7 46£0,7 26+07 0,9+0,1

Os resultados sdo expressos como média + EP, ANOVA F aan volume gastrico = 2,12 P>0,05, pH =
2,13 P>0,05 e acido gastrico total = 2,98 P >0,05

Os animais tratados com cimetidina apresentaram uma tendéncia &
diminuigdo do conteldo Aacido gastrico total. Os efeitos da cimetidina estdo
relacionados com sua capacidade de inibir a a¢dio da histamina sobre os receptores H;
na mucosa gastrica. A diminui¢@o do conteudo acido gastrico total que foi observada
neste experimento, estd em completa concordincia com os resultados esperados de

acordo com dados da literatura (Brunton, 1996).

E sabido que as prostaglandinas inibem o aparecimento das lesdes
gastricas nos modelos da ligadura do piloro, do etanol, da indometacina e do estresse
(Lewis e Hanson, 1991; Rafatullah et al, 1994; Evans, 1991). A DHC mostrou-se
efetiva como antinlcerogénico no modelo da ligadura, do etanol e do estresse
hipotérmico. Apesar de ser objetivo deste trabalho demonstrar apenas o efeito
antiulcerogénico da DHC, ¢ nfio determinar seu mecanismo de agdo farmacologica,
estes resultados permitem supor que, pelo menos em parte, o efeito antiulcerogénico
da DHC poderia estar relacionado com a estimulagio da sintese de prostaglandinas na

mucosa gastrica. O menor efeito observado na prevengio das Glceras induzidas pela
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indometacina pode ser explicado como uma conseqiiéncia da inibicdo da sintese de
prostaglandinas provocada pela propria indometacina (Rafatullah et al, 1994). Os
efeitos ndo significativos da DHC sobre o volume, pH e produgdo de muco gastrico
ndo sdo incompativeis com a hipotese de uma participagio das prostaglandinas no
mecanismo antiulcerogénico. As prostaglandinas estimulam a secrecio gastrica de
agua, bicarbonato e muco, mas também possuem outras agdes citoprotetoras da
mucosa gastrica tais como a prevengiio do éstase microvascular, a manutencio do
fluxo sangiiineo e a recuperagfio do epitélio gastrico apds o dano (Lewis e Hanson,

1991; Allen et al,, 1993), efeitos que poderiam estar sendo estimulados pela DHC.

4.3 Toxicidade Aguda Oral e Intraperitoneal

A toxicidade aguda oral e intraperitoneal da administracio de DHC foi
avaliada em camundongos machos Swiss albino. Os valores da dose letal 50 % (LDsg)
obtidos pelo método de regressdio linear de Litchfield e Wilcoxon (1949) foram 876
mg/Kg e 47,2 mg/Kg para a administragdo oral e intraperitoneal (ip), respectivamente.
Estes valores de toxicidade sdo altos quando comparados com as LDsp da toxicidade
para algumas drogas utilizadas habitualmente no tratamento da Glcera gastrica como,
por exemplo, cimetidina (oral 5 g/Kg, ip 650 mg/Kg), carbenoxolona (oral 3,2 g/Kg),
omeprazol (oral > 4 g/Kg), e menos toxica que outras como a prostaglandina sintética

musoprostol (oral 81 mg/Kg) (Budavari, 1989).
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4.4 Toxicidade Oral Subcrénica (35 dias)

Os efeitos toxicos da administracio oral da DHC durante 35 dias
(toxicidade subcrénica) foram estudados em ratos machos e fémeas Wistar. Esta forma
de estudo ¢ empregada na avaliagdo da toxicidade de drogas e produtos quimicos em
animais (Szymanska, 1996; Levine et al., 1997, Poon et al., 1997, Koskelo et al.,

1997).

Na Tabela 3 e Figuras 8 a 15 podem ser observados os efeitos do
tratamento subcrénico com DHC sobre o ganho de peso corporal, eliminacio de fezes
e urina ¢ consumo de dgua e ra¢io ao longo do periodo de tratamento. Através da
analise destas figuras parece evidente que o tratamento ndo induziu diferengas entre os

grupos tratados e seus respectivos controles, nos parimetros avaliados.

Tabela 3. Peso corporal (g) em ratos Wistar depois de tratamento oral com DHC
durante 35 dias.

Tratamente  Dose Machos Fémeas
(mg/Kg)
i} inicial final n inicial final
Controle 10 12774104 2800147 9 105381 194396
DHC 25 10 1239£83 2823+137 8  1044£83 18564103
50 10 1201147 26644102 9  102,0+103 178,64 15,5
160 10 1216472 26604177 10 1048+73 1858124

Valores expressos como médias + DP. ANOVA Machos Fis 36 Para inicial = 0,989 P > 0,05; Para
final = 1,713 P > 0,05 ANOVA Fémeas F (335, Para inicial = 0,271 P > 0,05; Para final = 2,504 P >
0,05
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Figura 8. Evolugdo do peso corporal em ratos fémeas Wistar durante o tratamento oral de 35 dias com
DHC. Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n= 8; grupo 50 mg/Kg
n= 9; grupo 100 mg/Kg n= 10).
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Figura 9. Evolugiio do peso corporal em ratos machos Wistar durante o tratamento oral de 35 dias com
DHC. Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos n= 10).
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Figura 10. Evolugio do consumo de dgua em ratos fémeas Wistar, durante o tratamento oral de 35
dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grapo 25 mg/Kg n= 8; grupo 50

mg/Kg n= 9 grupo 100 mg/Kg n= 10). ANOVA ¥, Para dia 1 = 0,48395 P > 0,05; Para dia 32 =
001391 P> 003
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Figura 11. Evolugdo do consumo de 4gua em ratos machos Wistar, durante o tratamento oral de 33
dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos n= 10). ANOVA Fi3:6) Para
dia 1 =0,61311 P> 0,05; Para dia 32 = 4,1715 P> 0,05
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Figura 12. Evolucio do consumo de raglio em ratos Bmeas Wistar, duranie o tratamento oral de 35
dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n= 8; grupo 50

mg/Kg n= 9; grupo 100 mg/Kg n= 10). ANOVA F33y Paradia 1 = 02185 P > 0,03; Para dia 32 =
1,9918 P> 0,03
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Figura 13. Evolugiio do consumo de ragio em ratos machos Wistar, duranic o tratamento oral de 35

dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos n= 10). ANOVA F3,35 Para
dia 1 =0,54934 P> 005, Para dia 32 = 1,1296 P> 0,05



68

oy

T 24+

o

8) —&— Controle
o —&— 25 magl/Kg
— =7~ 100 mg/Kg
o

ol

= e

: !

D 124 1

wn /;%’a\\ -

D e ;

N 7

[£]

LL.

Q5.

S

3]

£ ]

£

Eﬂ {) H H T ¥ H T T ¥ H 1 ¥ ¥ H

0 ' 5 ‘ 10 15 20 25 30 35
Tempo (dias)
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Figura 13. Evolugio da eliminaciio de fezes e urina em ratos machos Wistar, durante o tratamento oral
de 35 dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos o= 10). ANOVA
Fis36 Para dia 1 = 025142 P > 0,05; Para dia 32 = 3,2539 P > 0,05
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Estes resultados que demonstram auséncia de efeitos sobre o peso
corporal, consumos de dgua e ragio e eliminag3o de urina e fezes apds o tratamento
subcrdnico com DHC, sdo similares aos resultados obtidos durante tratamentos de
longa duragdo com drogas antiulcerogénicas conhecidas. Nos estudos realizados pelo
grupo de Crean et al, (1981), do tratamento oral com 144 mg/Kg de cimetidina
durante 54 meses em cdes, ndo provocou diferengas entre os grupos tratados e os
controles. Leslie et al., (1981) demonstraram que o tratamento oral com cimetidina nas
doses de 150, 378 ¢ 950 mg/Kg durante dois anos, tampouco induzia alteracbes nesses
parimetros em ratos. Além disso, o tratamento oral subcronico com extratos
etandlicos que possuem atividade antiulcerogénica, obtidos das plantas Styrax
camporum e Caesalpinia ferrea, ndo provoca alteragdes de peso nem do consumo de

agua e ragdo em ratos (Bacchi et al., 1995).

No final do periodo de tratamento os animais foram pesados,
autopsiados ¢ seus 6rgdos vitais retirados e pesados para observar possiveis efeitos de

atrofia ou hipertrofia induzidos pela droga.

Nas Figuras 16 ¢ 17 estdo apresentados os pesos dos oOrgldos apos
tratamento, expressos em relagdo a 100 g do peso corporal de cada animal. Em ambos
0s sexos foi encontrado um aumento no peso dos figados que mostrou-se dependente
da dose, enguanto que os outros 6rgdos ndo apresentaram diferengas de peso em

relacdo a seus controles.
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Figura 16. Pesos dos orgios vitais em ratos fémeas Wistar, apds tratamento oral de 33 dias com DHC.
Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n= 8; grupo 50 mg/Kg n= %,
grupo 100 mg/Kg n= 10). Os asteriscos indicam diferenga significativa em relagiio ao controle
(ANOVA seguido do teste de Fisher), * P < 0,05; ** P < 0,01
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Figura 17. Pesos dos 6rgdos vitais em ratos machos Wistar, apos tratamento oral de 35 dias com DHC.
Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos n= 10). O asterisco indica diferenga
significativa em relagic ao controle (ANOVA seguido do teste de Fisher). * P < 0,05
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O aumento no peso do figado (hepatomegalia) dos animais tratados ¢
uma das caracteristicas da hepatotoxicidade induzida por drogas (Lalwani et al., 1997,
Poon et al, 1997). A hepatomegalia que foi encontrada nos nossos estudos apds o
tratamento suberbnico com DHC, ndo foi observada pelo grupo de Crean (1981)
depois de 54 meses de tratamento oral com 144 mg/Kg de cimetidina em cées, nem
apos dois anos de tratamento oral com cimetidina nas doses de 150 e 378 mg/Kg em
ratos (Leslie et al., 1981). Na dose de 950 mg/Kg o tratamento de dois anos provocou
aumento no peso dos figados dos ratos que foi estatisticamente significativo somente

nas fémeas (Leslie et al., 1981).

O tratamento crdnico de ratos com cimetidina provocou também uma
diminuicio do peso dos testiculos , das vesiculas seminais e da prostata que foi
dependente da dose. Estes efeitos foram explicados pela atividade antiandrogénica da

cimetidina (Leslie et al., 1981).

Na avaliagdo dos pardmetros bioquimicos ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos tratados e seus controles nas concentragdes

séricas de acido drico, albumina, globulina, uréia e glicose (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. ParAmetros bioquimicos avaliados no soro de ratos fémeas Wistar, apos tratamento oral de
35 dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n= 8; grupo
50 mg/Kg n=9; grupo 100 mg/Kg n= 10). ANOVA sem diferengas significativas.
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Figura 19. ParGmetros biogquimicos avaliados no soro de ratos machos Wistar, apds tratamento oral de
35 dias com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Em todos os grupos n= 10). ANOVA sem
diferencas significativas.
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Uma diminuicio estatisticamente significativa nos niveis séricos da
enzima fosfatase alcalina e do colesterol, acompanhados por um aumento da atividade
da enzima gama glutamil transferase (G-GT), foram observados nas fémeas (Figuras
20 e 22). Os niveis das enzimas aspartato amino transferase (ASaT) e alanina amino
transferase (ALAT) assim como dos lipidios totais e trigliceridios ndio sofreram
modificagdes. Nos machos tratados estas alteragGes bioquimicas ndo foram
observadas, exceto uma elevagio da atividade da enzima G-GT que ndo foi

estatisticamente significativa (Figuras 21 e 23).

M Controle
25 mg/Kg
50 mg/Kg
2 100 mgfKg

F.ALC  AsAT  ALAT G-GT

Figura 20. Atividade da enzima fosfatase alcalina (F. ALC), aspartato amino-transferase (AsAT),
alanina amino-transferase (ALAT) ¢ y-glutamil transpeptidase (G-GT). no soro de ratos fémeas
Wistar, apds tratamento oral de 35 dias com DHC. Cada ponto representa a média + EP (Controle n=
9; grupo 25 mg/Kg n= 8; grupo 50 mg/Kg n= 9, grupo 100 mg/Kg n= 10). Os asteriscos indicam
diferenga significativa em relagio ao controle (ANCVA seguida do tesic de Figsher), ¥ P < 0,05, ** P <
0,01
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Figura 21. Atividade da enzima fosfatase alcalina (F. ALC), aspartato amino-transferase (AsAT),
alanina amino-transfcrase (ALAT) e y-glutamil transferase (G-GT), no soro de ratos machos Wistar,
apos tratamento oral de 35 dias com DHC. Cada ponto representa a média + EP (Em todos os grupos
n= 10). ANOVA sem diferengas significativas.
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Figura 22. Concentragio de lipidios no soro de ratos f8meas Wistar apés tratamento oral de 35 dias
com DHC na dose de 100 mg/Kg. Cada ponto representa a média + EP (Controle n= 9; grupo 100
mg/Kg n= 10). O asterisco indica diferenca significativa em relagfio ao controle (ANOVA seguido do
teste de Fisher), * P < 0,05
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Figura 23, Concentracdo de lipidios no soro de ratos machos Wistar apos tratamento oral de 35 dias
com DHC na dose de 100 mg/Kg. Cada ponto representa a média + EP (Em todos os grupos n= 10).
ANOVA sem diferencas significativas.

No tratamento oral cronico de dois anos, ratos tratados com cimetidina
nas doses de 150 e 378 mg/Kg ndo evidenciaram efeitos sobre os parimetros
bioquimicos do soro. Na dose de 950 mg/Kg alguns ratos machos apresentaram uma
elevacio da atividade das enzimas aspartato amino-transferase e alanina amino-
transferase (Leslie, et al., 1981). Tampouco foram observadas alteragdes bioquimicas
no soro de ces tratados durante 54 meses com cimetidina na dose de 144 mg/Kg
(Crean et al, 1981). Apés o tratamento com o antiulcerogénico omeprazole por
periodos de dois ou mais anos, um baixo niimero de pacientes apresentou aumento da

atividade plasmatica das amino-transferases hepaticas (McTavish et al., 1991),

O estudo dos pardmetros hematologicos nio mostrou diferengas
estatisticamente significativas para o numero de globulos vermelhos, concentragio de

hemoglobina, hematoerito, volume corpuscular médio, niimero de glébulos brancos
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nem para a contagem diferencial de globulos brancos entre os diferentes grupos de

ratos fémeas tratados com a droga e seus controles (Tabela 4 e Figura 24).

Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos de ratos fémeas Wistar apos tratamento oral de
35 dias com DHC.

Tratamentio Dose a1 GV Hb HCT VM GB
(mg/Kg) (x10% (g% (%) ) (x 101

Controle 9 75+08 149+135 38,1+38 56,6 +0.9 11,029

DHC 25 b 79407 155409 400+26 50,1 £ 1,1 11,4+30
50 9 79%04 157407 391+%23 497+0.8 11,8434
100 10 75+0,7 48+16 374+36 499+ 1,0 103 +1.7

Os valores estdo expressos como média + DP. ANOVA F (5 35, Para Glébulos Vermethos (GV) =
1.,259 P > 0,05; Para Hemoglobina (Hb) = 1,306 P > 0,03; Para Hematécrito (Hto) = 1,462 P > 0,05;
Para Volume Corpuscular Médio (VCM) = 1,285 P > 0,05; Para Globulos Brancos (GB) = 0,511 P >
0,05
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Figura 24. Contagem diferencial de globulos brancos em ratos fémeas Wistar apds tratamento oral de
35 com DHC. Cada ponio representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n= 7; grupo 50
mg/Kg 1= 8; grupo 100 mg/Kg n= 7). ANOVA sem difcrengas significativas.

Resultados similares aos anteriores foram encontrados nos grupos de

ratos machos, excetuando uma diminui¢o no ntimero de globulos vermelhos, na
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concentragio de hemoglobina e hematocrito no grupo tratado com a dose de 100

mg/Kg (Tabelas 5 e Figura 25).

Tabela 5. Pardmetros hematologicos de ratos machos Wistar apds tratamento oral de
35 dias com DHC.

Tratamento Dose n GV b HCY VCM GB
(mg/Kg) (x10%  (g%) (%) %) (x 10%

Controle 10 84+04 168+09 434+24 51,1+08  11,5+25

DHC 25 10 83407 16109 429+32 512409 11,2420
50 10 81+07 159+10 422+32 509+08  120+27
100 10 7,7+07 153+15 381441  501+09 114 +23

Os valores estfio expressos como média £ DP. ANOVAF (; 5, Para Gl6bulos Vermelhos (GV) = 3,102
P < 0,03; Para Hemoglobina (Hb) = 3,175 P < 0,05; Para Hematocrito (HCT) = 5,524 P < 0,05; Para
Volume Corpuscular Médio (VCM) = 1,38007 P > 0,03; Para Glébulos Brancos (GB) = 0,225 P >
0,05 Teste de Fisher: ~ P < 0,005
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Figura 25. Contagem diferencial de glébulos brancos em ratos machos Wistar apds tratamento oral de
35 com DHC. Cada ponto representa a média + DP (Controle n= 9; grupo 25 mg/Kg n=9; grupo 50
mg/Kg n=10; grupo 100 mg/Kg n= 10). ANOVA sem diferengas significativas.
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No tratamento oral crénico com cimetidina ndo foram observados
efeitos sobre os parimetros hematologicos de ratos (150, 378 e 950 mg/Kg) nem de

ciies (144 mg/Kg) (Leslie et al., 1981; Crean et al., 1981).

Na anélise da urina apos tratamento tampouco foram observadas
diferencas entre os ratos machos ou fémeas tratados e seus respectivos controles. Os
valores de proteinas, pH e densidade dos animais tratados foram iguais aos controles
(Tabelas 6 e 7), e ndo foi detectada a presenga de glicose, bilirrubina, corpos cetdnicos

nem hemacias na urina dos animais.

O tratamento oral cronico de ratos (150, 378 e 950 mg/Kg) e cies (144
mg/Kg) com cimetidina nfio provocou alteragBes dos parimetros da urina dos animais
(Leslic et al., 1981; Crean et al., 1981).

Tabela 6. Caracteristicas da urina de ratos fémeas Wistar apés tratamento oral de 35
dias com DHC.

Dose n Proteina pH Densidade
(mg/Kg) (mg/dD)

Controle 8 65+ 37 6,37+ 0,4 1,028 + 0,003
25 8 73 £36 6,25+ 0.3 1,026 + 0,004
50 8 65 + 37 6,68 + 0.4 1,026 + 0,005
100 10 51433 6,55 % 0,4 1,026 + 0,005

Os valores estde expressos como média = DP. ANOVA F 35 Para Profeina = 0,6214 P > 0,05; Para
pH = 2.5270 P > 0,03; Para Densidade = 0,8486 P > 0,05.
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Tabela 7. Caracteristicas da urina de ratos machos Wistar apds tratamento oral de 35
dias com DHC.

Dose n Proteina pH Densidade
(mg/Kg) (mg/dD)

Controle 10 58 £36 6354072 1,029 + 0,001
25 10 44 + 30 6,45 £ 0,3 1,029 + 0,001
50 10 58 + 36 6,45+ 0.4 1,028 + 0,003
100 9 45 +31 6,55+ 0.4 1,027 + 0,004

Os valores estio expressos como média + DP. ANOVAF 3 35, Para Proteina = 0,5164 P> 0,05; Para
pH = 0,63177 P> 0,05; Para Densidade = 1,2643 P > 0,053,

Devido as diferengas de peso encontradas nos figados dos animais
tratados, quatro destes Orgdos de cada grupo foram retirados para analise
histopatologica, dos animais controle e dos tratados com DHC na dose de 50 mg/Kg e
100 mg/Kg. Os resultados desta avaliaglo, registrados de acordo com sua intensidade:
de 0 até 20 % de dano (=), 20 - 40 % (+), 40 - 60 % (++), 60 - 80 % (+++) ¢ 80 - 100
% (++++), estdo apresentados na Tabela 8 Pode ser observado que o tratamenio
provocou alteragdes degenerativas das células hepaticas caracterizadas como
tumefacdo turva (turbid swelling), vacuolizagdo citoplasmatica e alteragdes nucleares
definidas. Ha nlcleos condensados e densos (picnose), micleos quebrados em
pequenos fragmentos (kariorexsis) engrossamentos da membrana nuclear e nicleos
vazios. Estes efeitos toxicos mostraram-se dependentes da dose e do sexo do animal,

sendo mais pronunciados nas fémeas.
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Tabela 8. Histopatologia dos figados de ratos Wistar apos tratamento oral de 35 dias

com DHC.

(mg/Kg) Citoplasmatica ' S
-+ 2+ 34 4+ -

Machos -

Controle 4 4

30 1 3

100 4 4

Fémeas 0 iimiieaemio 0 h e

Controle 4

50 4 1 3

100 4 4 r; 4 .

No tratamento oral crénico (dois anos) com cimetidina os ratos que
receberam doses de 150 e 378 mg/Kg nio apresentaram alteracdes histopatologicas
hepaticas. No grupo de animais que recebeu a dose de 950 mg/Kg foi observada
vacuolizagdo citoplasmatica e necrose dos hepatocitos. Estes resultados foram mais
freqiientes nos machos, e concordam com a elevagio da atividade das enzimas
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase nessas condigdes experimentais

(Leslie et al., 1981).

Os achados no tratamento subcrdnico com DHC tais como o aumento
no peso dos figados dos animais tratados, conjuntamente com as alteragdes séricas das
enzimas fosfatase alcalina e G-GT e do nivel de colesterol, assim como a diminuco
dos gloébulos vermelhos, devem ser considerados como uma clara evidéncia de dano
hepatico (Szymanska, 1996; Lalwani et al., 1997; Poon et al., 1997, Henry et al., 1997;

Crowell et al., 1997, Tillman et al., 1997). A analise histopatolégica nio deixa dividas
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em relagdo ao efeito hepatotoxico do tratamento com DHC. As alteragbes
morfoldgicas a nivel celular sdo comuns nos casos de hepatotoxicidade induzida por
compostos quimicos ¢ geralmente se expressam como vacuolizagdo citoplasmatica,
tumefacgdo turba e alteragdes do nucleo celular (Yoshitake et al., 1991; Corcuera et al.,

1996; Rogiers et al., 1997; Poon et al, 1997, Crowell et al., 1997, Kleiner, 1997).

E sabido que muitos compostos sdo biotransformados no figado
originando metabodlitos que podem ser menos toxicos (destoxificaciio) ou mais toxicos
(bioativac@o) (Van Iersel et al., 1986; Roguet et al., 1993; Fry et al., 1995; Ponsoda et

al., 1995; Klaasen, 1996; Lieber, 1997a).

H3 diferentes etapas na metabolizagio hepatica de drogas e produtos
quimicos e tém sido classificadas em duas fases. A fase I, que envolve reacdes
catalizadas pelas diversas isoformas do citocromo P-450 e a fase II, que corresponde a
reacdes nas quais os metabolitos gerados na fase 1 sdo conjugados com glutationa,
sulfeto e acido glucurdnico, entre os mais importantes, para facilitar sua eliminagdo
(Roguet et al., 1993; Klaasen, 1996; Allameh et al., 1997). Os compostos que sofrem o
fendmeno de bicativagdo habitualmente sio produzidos na fase I; e dependera do nivel
hepatico das enzimas transferases e substratos que participam na fase Il se estes
metabolitos toxicos provocario algum dano no figado. Por exemplo, é comum
observar que compostos que sdo bioativados no figado, primeiramente esgotam a
reserva de glutationa para em seguida exercer seu efeito hepatotoxico (Carvalho et al,,
1996; Lekehal et al., 1996; Gao et al., 1996; Allameh et al., 1997) Esta toxicidade
pode ser inibida experimentalmente elevando o contetdo celular de glutationa reduzida

{Gao et al., 1996), ou empregando mibidores do citocromo P-450 o que impediria a
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bioativagdo (Hammond et al., 1996 ; Fransson-Steen et al., 1997; Rodriguez e Acosta,

1997).

Uma das principais causas da grande hepatotoxicidade encontrada para
diferentes drogas e compostos quimicos que sio bioativados € que a maioria das
isoformas conhecidas do citocromo P-450 pode ser induzida no contato do figado com
as diferentes drogas (Bernhart, 1995; Klaasen, 1996; Lieber 1997a). Desta forma cria-
se um ciclo de intoxicagiio onde a indugio do citocromo P-450 pela droga amplifica o
efeito toxico dos metabdlitos reativos gerados na fase 1 durante sua metabolizagdo ou
mesmo de outros compostos bioativados, que em condigdes de ndo indugdo,

apresentariam niveis menores de toxicidade (Lieber, 1997b).

Atualmente sabe-se que em muitos casos a hepatotoxicidade produzida
pela bioativagdo de drogas e compostos quimicos ocorre devido a formagdo de adutos
covalentes entre o metabdlito reativo que foi formado na fase I e as macromolécuias
do proprio hepatacito (Klassen, 1996; Kim e Cho, 1997, Njoku et al., 1997; Pumford
et al, 1997). Entre os casos melhor documentados podemos citar o analgesico
acetaminofeno {paracetamol) e o anestésico halotano, cujos metabolitos produzidos na
fase I sdo capazes de ligar-se covalentemente as proteinas dos hepatocitos induzindo
hepatotoxicidade (Madan e Parkinson, 1996; Matthews et al., 1996; Landin et al.,
1996; Njoku et al., 1997). Foi demonstrado que o metabélito do acetaminofeno se liga
covalentemente a residuos de cisteina das proteinas do hepatocito (Matthews et al,,
1996). Um mecanismo similar de intoxicagdo por metabolitos da fase 1 tem sido

descrito também para outros compostos quimicos tais como bromodiclorometano,
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anfetamina e dicloropropanois (Gao et al., 1996; Carvalho et al., 1996; Hammond et

al., 1996; Kim e Cho, 1997).

Entre as proteinas alvo para a formagdo de adutos covalentes com os
metabolitos da fase I tém sido encontradas proteinas do citoesqueleto e da membrana
celular (Lekehal et al., 1996), enzimas citosolicas (Pumford et al.,, 1997) proteinas
microssomais {Madan e Parkinson, 1996) e enzimas mitocondriais (Landin et al., 1996;
Hammond et al., 1996). Por outro lado, Gao e colaboradores (1996) tém referido a
formacdo de adutos covalentes entre os metabolitos do composto bromo
biclorometano e os lipidios microssomais, sendo o efeito revertido pela glutationa
reduzida, o que permite pensar que, além das proteinas, outras moléculas do
hepatocito poderiam participar na formag3o de adutos covalentes com os metabolitos

produzidos na bioativagdo.

Outros diterpenos provenientes de plantas causam efeitos hepatotoxicos
pela formacdo de adutos covalentes entre seus metabélitos da fase | e as proteinas dos
hepatéceitos (Lekehal et al., 1996). Os diversos tipos de alteragbes encontradas apos
tratamento oral de 35 dias com a diterpenolactona frans-desidrocrotonina, sdo
encontrados na literatura como evidéncia incontestivel de mtoxicagdo quimica do
figado (Szymanska, 1996; Lalwani et al., 1997, Poon et al., 1997; Henry et al., 1997,
Crowell et al., 1997; Tillman et al., 1997), e podem ser explicados por um mecanismo
similar onde a DHC ¢ bioativada na fase I e seus metabdlitos reativos formam adutos
covalentes com as proteinas do hepatocite induzindo a toxicidade observada. Esta
hipétese encontra-se fundamentada e apoiada pelos achados experimentais do estudo

da citotoxicidade da DHC em culturas primarias de hepatocitos de rato, onde foi
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observado que a citotoxicidade do composto ¢ diminuida quando as células expressam

niveis menores de atividade do citocromo P-450.

As diferentes intensidades da intoxicagdo hepatica observada entre as
fémeas e o0s machos, para alguns dos pardmetros avaliados, reflete as diferengas no
nivel de expressio das diversas isoformas do citocromo P-450. Sabe-se que na
regulac@o da expressdo do citocromo P-450 existem diferencas devidas ao sexo dos
animais (Legraverend et al, 1992; Bernhardt, 1995; Lieber, 1997a) e tém sido
descritos diferentes niveis de hepatotoxicidade dependentes do sexo dos animais
expostos a0 mesmo composto quimico em iguais condigdes experimentais (Carfagna et

al., 1996).

Embora a DHC tenha apresentado efeitos hepatotdxicos no tratamento
subcronico, sua possivel utilizagio como droga antiulcerogénica ndo pode ser
completamente  descartada. Diversas drogas comerciais s3o indutoras de
hepatotoxicidade, dependendo da dose e do tempo de administracdo (Rogiers et al,,
1997; Allameh et al, 1997, Bauer e Bircher, 1997; Rodriguez ¢ Acosta, 1997).
Conhecidos antiulcerogénicos como a cimetidina e outros anti-histaminicos H;
encontram-se sob suspeita de serem hepatotdxicos potenciais (Garcia-Rodriguez et al.,
1997). Por outro lado, deve-se considerar que habitualmente estes quadros de dano
hepatico induzido por agentes quimicos se revertem gradualmente apos o término do
tratamento, devido ao reparo do tecido hepatico (Kulkarni et al., 1996; Levine et al,,

1997; Bruccoleri et al., 1997).
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4.5 Citotoxicidade em Culturas de Células V79

Na Figura 26 estdo apresentados os efeitos do metanol, sobre a
viabilidade de culturas de células V79. Para a concentragio de 1 %, correspondente a
0,246 M, que foi a concentragio final de metanol empregada em todos os
experimentos de citotoxicidade, nfo sfo observados efeitos toxicos. Os valores de ICsg
que sdo encontrados na literatura para o tratamento de 24 h com metanol estabelecem
concentragdes de 1,445 M para as células V79 ¢ 1,230 M para cultura primaria de

hepatdcitos de rato {Clemedson et al., 1996).
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Figura 26. Citotoxicidade do metanol sobre cultyras de células V79 apos tratamento de 24 horas,
avaliada pelo contetado de DNA (Abs 260 nm). Cada ponto representa a média de 3 experimentos +
Dp.

De acordo com estes resultados, nos experimentos de citotoxicidade da
DHC, onde a droga foi sempre dissolvida inicialmente em metanol, para dar uma

concentragdo final no meio de tratamento de 1% de metanol, nfo é esperado encontrar
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efeitos toOxicos causados pelo solvente. Embora exista uma margem de seguranga

grande, os testes de citotoxicidade foram sempre realizados mantendo a concentragdo

de metanol em 1 %.

Os efeitos citotoxicos da DHC sobre culturas de células V79 foram
avaliados pelo contetido de DNA, incorporagio do vermelho neutro e redugio do
MTT apds 24 h de tratamento. Na Figura 27 pode ser observado que o efeito téxico
mostrou-se dependente da dose e que os valores das ICsp obtidas pelos trés métodos

sdo proximos, dentro de uma faixa que abrange desde 230 puM para o conteido de

DNA até 360 uM para a redugdo do MTT.

% do Controle

280

T T ¥ T T T T v
0 100 200 300 400

DHC (M)

Figura 27. Viabilidade celular de culturas de células V79 apds tratamento de 24 horas com DHC,
avaliada pelo contelido de DNA (Abs 260 nm), pela incorporagio de Vermelho Neutro (VN) (Abs 540
nm)} ¢ pela reducio do MTT {Abs 570 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos + DP.

Se considerarmos que o conteudo de DNA permite estimar o nimero

de células (Bianchi e Fortunati 1990) e, que o valor da ICs para a incorporacio do
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vermelho neutro encontra-se préximo, € possivel afirmar que a menor incorporagdo do
corante vermelho neutro, observado como conseqiiéncia do tratamento com a droga, ¢
proporcionalmente menor devido ao menor nimero de c¢élulas presentes na cultura e

ndo a efeitos tdxicos especificos da DHC sobre os lisossomas.

E interessante destacar que a curva da redugdo do MTT apresentou um
deslocamento a direita, em relagdo ao contedo de DNA e & incorporagdo de vermelho
neutro (Figura 27). Este resultado indica que as células V79 que sobreviveram ao
tratamento com DHC possuem uma maior capacidade de reduzir o MTT. A redugfo
do MTT ocorre nas mitocondrias, ¢ catalisada pela enzima succinato desidrogenase e
permite estimar a viabilidade celular (Mosmann, 1983). Nos ultimos anos foi
estabelecido que a capacidade das células para reduzir o MTT depende nfio apenas da
enzima succinato desidrogenase mas também do balango NAD'/NADH (Fry et al,,
1995). Pode-se especular que o tratamento com a DHC alterou esse balango ou entdo,
de alguma forma, aumentou a atividade dessa enzima mitocondrial por um mecanismo

ainda desconhecido por nos.

Recentemente os efeitos citotoxicos dos produtos quimicos tém sido
classificados em trés categorias (Clemedson et al., 1996; Seibert et al., 1996). A
citotoxicidade geral ou basal que esta referida a efeitos adversos sobre a integridade
das membranas ou do citoesqueleto, metabolismo, sintese, degradacgio ou liberagdo de
componentes ou produtos celulares, a regulaciio dos ions e a divisdo celular, emn
células pouco o nédo diferenciadas (Clemedson et al., 1996, Seibert et al., 1996). Nos
fendmenos de citotoxicidade basal todos os tipos celulares apresentam uma

sensibilidade similar, e os valores das ICs, obtidos nos ensaios de citotoxicidade,
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avaliando diferentes alvos celulares, geralmente se encontram préximos (Clemedson et

al., 1996).

Por outro lado, a citotoxicidade seletiva ou drgio especifica é
referida a situagBes onde alguns tipos de células diferenciadas (por exemplo
hepatocitos ou neurdnios) sdo mais sensiveis que outros aos efeitos toxicos de um
produto quimico. Isso pode ocorrer como conseqiiéneia da biotransformacgdo do
composto ou sua interagdo com receptores especificos das células ou ainda a presenga
de carregadores especificos de incorporagdo do composto, localizados na membrana

celular (Seibert et al., 1996).

A terceira categoria ¢ chamada de citotoxicidade especifica de
funcdes celulares ou toxicidade de organizaciio, e corresponde a efeitos toxicos que
afetam estruturas ou processos comuns das celulas em geral e, conseqiientemente,
envolvem todo o organismo. S#o exemplos deste tipo de toxicidade as altera¢des das
comunicagdes entre as células que ocorrem a nivel de sintese, liberacio, degradagiio e
unifio com seus respectivos receptores das citoquinas, neurotransmissores ¢ hormonios

(Seibert et al., 1996).

De acordo a estes critérios, os resultados obtidos no estudo da
citotoxicidade da DHC sobre as células V79 devem ser classificados como fendmenos
de citotoxicidade basal. Segundo Clemedson e colaboradores (1996) a toxicidade basal
pode ser testada empregando linhagens de células ndo diferenciadas, como a V79, ja
que a maioria destas células possue uma resposta similar, independentemente da

linhagem ou do alve celular avaliado no ensaio.
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Outra idéia importante que deve ser discutida nesta parte do trabalho ¢é
a relagdo in vivo - in vitro dos resultados obtidos no estudo da DHC. Como foi dito na
introducdo, um dos objetivos fundamentais no desenvolvimento dos testes in vitro é
conseguir estabelecer correlagdes com os valores de toxicidade in vive o que permitira
reduzir o consumo de animais de experimentagdo. Apds estudar as correlagdes entre as
toxicidades in vivo (LLDsg) e as citotoxicidades (1Cso) de 44 compostos quimicos, Halle
e Spielmann (1992) graficando todos os valores de LDs e 1Csy obtidos por diferentes
técnicas para os 44 compostos criaram uma equacdo que relaciona os valores de ICsq
obtidos nos ensaios com células V79 e as L.Ds; esperadas para testes de toxicidade oral
aguda em ratos. A relagiio matematica proposta por estes autores estabelece que Log
LDs = a + b Log 1Cs , onde a ¢ o intercepto em y ¢ b é a inclinacdo da reta de
regressdo, valores que para as células V79 correspondem a 0,577 e 0,485
respectivamente. De acordo com esta equacio e utilizando os trés valores das 1Csp
obtidas nos testes de citotoxicidade com células V79 (230 - 360 uM), a LDso esperada
na toxicidade oral aguda para a DHC em ratos seria de aproximadamente 600-800
mg/Kg. Este valor encontra-se muito proximo dos 876 mg/Kg que foram encontrados
nos testes com animais ¢ que estdo detalhados no item 4.3. Isto apoia e justifica
continuar o desenvolvimento de técnicas in vitro visando a substituiclio gradual dos

testes com animais.

O valor da ICsy para a DHC em culturas de células V79 encontra-se na
mesma faixa de algumas drogas de uso comum, como por exemplo diazepam (ICsp 209
uM, propranolol (ICsp 120 uM), indometacina (ICsy 170 uM) e fenilbutazona (ICsp
660 uM) (Halle e Spielmann, 1992; Clemedson et al., 1996). Apesar do anterior, a

citotoxicidade da DHC parece como extremamente alta quando comparada com a
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cimetidina que na concentracio de 1,5 mM provocou sO leves efeitos toxicos nas

culturas de células V79 (Figura 28).
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Figura 28. Viabilidade celular de culturas de células V79 apds tratamento de 24 horas com cimetidina,
avaliada pelo contendo de DNA (Abs 260 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos =
DF.

Outros dois pardmetros que permitem caracterizar o efeito citotoxico
de um composto sdo o tempo de exposigio a droga (Clemedson et al, 1996) e a
capacidade de recuperagdo das células apds tratamento (Walum et al, 1996). Nas
Figuras 29 ¢ 30 ¢ possivel observar que o efeito toxico da DHC sobre as células V79 é
dependente do tempo de exposigio e que apds tratamento as células nio apresentam

capacidade de recuperagio do dano produzido pela droga.
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Figura 29. Efeito do tempo de exposigio & DHC sobre culturas de células V79 avaliada pelo conteado
de DNA {Abs 260 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos + DP.
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Figura 30. Recuperagio de culturas de células V79 apds iratamento com DHC durante 24 horas
avaliada pelo conteiido de DNA (Abs 260 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos +

bBp.
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Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as células V79
em cultura ndo apresentam expressio do sistema microsomal de metabolizagio de
drogas (Fry et al,, 1993) e consequentemente a DHC, uma molécula pouco polar, se
acumula nas c€lulas provocando alteracdes que serdo dependentes do tempo de
tratamento. Deve-se lembrar que nos compostos com efeitos de citotoxicidade basal,
foi encontrada uma correlagio entre sua lipofilicidade e a toxicidade celular. E sabido
que os compostos mais lipofilicos apresentam uma maior citotoxicidade (Rosenkranz
et al., 1992). Os efeitos toxicos dos compostos lipofilicos estio em geral intimamente
relacionados com as alteragGes que eles induzem na estrutura das membranas celulares.
McKarns et al., {1997) demonstraram que existe correlagio positiva (r = 0,993) entre a
hidrofobicidade de vérios élcoois de cadeia curta e sua citotoxicidade, avaliada pela
liberagdo da enzima lactato desidrogenasse. Esse ensaio permite estimar a integridade

da membrana plasmatica.

Num sistema de cultura como o nosso, onde ndo existe metabolizagio
da droga nem troca permanente do meio, um composto lipofilico permanecera um
tempo maior incorporado nas membranas das células, prolongando seus efeitos

tOXIcos.

4.6 Citotoxicidade em Culturas Primarias de Hepatdcitos

As Figuras 31 e 32 apresentam os efeitos citotoxicos da DHC sobre
culturas primarias de hepatocitos de rato, avaliados pelo contelido de DNA,
incorporagio do corante vermelho neutro e a reducio do MTT. E possivel observar

que os valores das ICsy obtidas nos testes de conteido de DNA (300 uM) e
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incorporagio do vermelho neutro (400 nM) encontram-se préximos € sio similares aos
valores obtidos nos ensaios de citotoxicidade utilizando células V79, enquanto que
pelo teste do MTT (Figura 32) a DHC mostrou-se extremamente toxica, com uma ICsp
de 5 uM. E claro que o efeito citotoxico encontrado no ensaio do MTT nio pode ser
atribuido a um menor nimero de células j& que o contetido de DNA demonstra que o
nimero de células ndo foi alterado. Em outras palavras, as células estéio vivas, ja que
se mantém aderidas e incorporam vermelho neutro, mas apresentam alteragdes na

capactdade mitocondrial para reduzir o MTT.
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Figura 31. Viabilidade celular de culturas primarias de hepatécitos de rato apés tratamento de 20
horas com DHC, avaliada pelo contefido de DNA (Abs 260 nm) e pela incorporagio de Vermelho
Neutro (VN) (Abs 540 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos + DP,

Estes resultados nos permitem propor que a biotransformagio hepética
da DHC produz um ou mais metabolitos com efeito toxico a nivel mitocondrial, o que
poderia ser classificado como uma citotoxicidade seletiva (Seibert et al., 1996; Walum

et al., 1996).
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Figura 32. Viabilidade celular de culturas primdrias de hepatécitos de rato apds tratamento de 20
horas com DHC, avaliada pela reducio do MTT (Abs 570 nm). Cada ponto representa a média de trés

experimentos + DP.

Landin et al., (1996) demonstraram que existe liga¢do covalente entre o
produto da metabolizagfio hepética do acetaminofeno e a enzima mitocondrial aldeido
desidrogenase, e que como conseqiiéncia dessa ligagdo a atividade da enzima diminui
rapidamente apos o tratamento com a droga. Hammond et al., (1996) observaram que
a metabolizagdo dos dicloropropanois pelo citocromo P-450 induz deplecio da
glutationa reduzida e do ATP e diminuigio da diferenga de potencial da membrana

interna das mitocdndrias de hepatdcitos em cultura primaria.

Um dos principais problemas encontrados na utilizagdo de culturas
primarias de hepatdcitos para o estudo da biotransformagiio de drogas e
citotoxicidade, ¢ que apos isolamento ocorre uma rapida perda da diferenciagio das

células hepaticas caracterizada por uma queda gradual do conteddo de citocromo P-



450, embora as atividades das enzimas da fase Il permanegam estaveis por um periodo

mais longo (Roguet et al., 1993; Fry et al., 1995; Hammond e Fry 1996).

Visando manter as caracteristicas funcionais dos hepatécitos em cultura
primaria diversas estratégias experimentais foram desenvolvidas. Elas incluem a
utilizagdo de meio sem soro, suplementacdo do meio de cultura com hormémnios e
fatores de crescimento, co-cultura dos hepatdcitos com outros tipos celulares do
proprio figado e o emprego de biomatrizes extracelulares (Blaauboer et al, 1994,
Berthiaume et al., 1996). Mesmo assim, tem sido demonstrado que nas primeiras 24 h
de cultura, o conteGdo de citocromo P-450 cai para 60 a 80 % do valor inicial
enquanto que apoés 48 h esse valor ja ¢ somente de 15 % (Roguet et al., 1993;

Hammond e Fry, 1996).

Aproveitando estas caracteristicas das culturas primarias de
hepatocitos, € possivel estudar a participacdo do citocromo P-450 na metabolizagdo de
um determinado composto (Hammond e Fry, 1996). Com o intuito de avaliar o
envolvimento do citocromo P-450 na citotoxicidade hepatica observada no ensaio do
MTT, culturas primarias de hepatocitos de rato foram tratadas durante 20 horas com
uma concentrag¢do fixa de DHC 8 uM as 4, 24 ou 48 horas apds isolamento. Na Figura
33 pode ser observado que na medida em que os hepatocitos possuem uma idade
mator, o efeito citotdxico da DHC a nivel mitocondrial é revertido. As células com 48
horas de cultura, que apresentam niveis minimos de expressdo dos citocromos P-450,
mas possuem valores similares aos dos hepatdcitos recém isolados das enzimas da fase
il (Roguet et al., 1993), ndo evidenciaram efeitos citotdxicos apds tratamento com

DHC.
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Figura 33. Viabilidade celular de culturas primdrias de hepatédcitos de rato, com diferentes idades de
preparagdo, apds tratamento de 20 horas com DHC 8 pM, avaliada pela redugio do MTT. Cada ponto
representa a média de dois experimentos = DP. (ANOVA P <0.01).

Estes resultados nfo deixam dividas em relagiio ao envolvimento do
citocromo P-450 na metabolizagdo da DHC. Por outro lado, estes achados nos estudos
da citotoxicidade da DHC em culturas de hepatocitos, encontram-se em concordéncia
com o que foi observado na toxicidade subcrdnica em ratos onde o tnico 6rgio que

apresentou alteragGes foi o figado.

Na Figura 34 podem ser observados os resultados obtidos no estudo da
capacidade de recuperacdo das culturas de hepatécitos 24 horas depois do tratamento
com DHC, avaliada pela redugio do MTT. Quatro horas apoés isolamento os
hepatocitos foram tratados com a droga durante 20 horas logo apés o meio de

tratamento foi trocado por meio sem DHC e as células incubadas por mais 24 horas
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(periodo de recuperacio). Hepatocitos que nfio foram submetidos a esse periodo de
recuperagdo apOs tratamento aparecem nas Figuras 34 e 35 como sem periodo de

recuperacgio.

A Figura 35 mostra que na mesma faixa de concentragiio empregada
para o experimento do MTT o nimero de células ndo foi modificado pelo tratamento
com DHC independentemente de se houve o ndo esse periodo de recuperacio,
enquanto que na Figura 34 sio observados efeitos toxicos no ensaio do MTT que apos
recuperagdo do tratamento apresentam algum grau de recuperagdo em relagdo aos

hepatdcitos nfo recuperados.
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Figura 34. Capacidade de recuperagio de culturas de hepatdcitos 24 horas apds tratamento de 20
horas com DHC, avaliada pela redugfio do MTT {(Abs 570 nm). Cada ponto representa a média de dois
experimentos = DP.
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Figura 35. Capacidade de recuperagiio de culturas de hepatdcitos 24 horas apés traiamento de 20
horas com DHC, avaliada pelo conteiido de DNA {Abs 260 nm). Cada ponto representa a média de
dois experimentos + DP.

4.7 Citotoxicidade em Co-Cultura de Hepatécitos e Células V79

Até esta parte do trabalho pode-se supor que a DHC possue um efeito
citotdxico basal (pouco especifico) e que a biotransformagdo da DHC pelo citocromo
P-450 no figado estaria gerando um metabolito (s) toxico para as mitocdndrias, como

mostra o ensaio do MTT (Figura 33).

Antes de ingressar na circulacdo geral do organismo, toda substincia
que seja ingerida pela via oral deve passar pela circulagio portal hepatica. E devido a
isto que esse Orglo sofre o maior impacto dos agentes téxicos (Jover et al., 1992).

Como foi dito, ¢ a propria biotransformagio que ird gerar metabolitos potencialmente
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ainda mais toxicos que o composto original (Van Iersel et al,, 1986; Roguet et al.,
1993, Fry et al., 1995; Ponsoda et al., 1995; Klaasen, 1996) podendo intoxicar outros
orgdos. E por essa causa que alguns autores tém proposto realizar ensaios de co-
culturas onde os hepatocitos sdo cultivados conjuntamente com outras células e
tratados com a droga em estudo, permitindo avaliar os efeitos dos metabolitos sobre as
células ndo hepaticas (Walum et al., 1996, Seibert et al., 1996). Outra proposta € usar
o meio de cultura apos tratamento com hepatécitos, meio este que contém os produtos
da biotransformacéo, para em seguida tratar culturas de outros tipos celulares (Walum
et al., 1996; Seibert et al., 1996). Desta maneira pode ser avaliado facilmente o efeito
toxico produzido pela metabolizagdo hepatica das drogas e produtos quimicos sobre

outros Orgios.

Na Figura 36 estdo apresentados os efeitos citotdxicos do tratamento
de células V79 durante 24 h com o meio proveniente do tratamento de culturas
primérias de hepatocitos com DHC durante 20 horas, avaliados pelo conteido de
DNA, incorporagdo do vermelho neutro e a redugio do MTT. Nesta Figura pode ser
observado que ndo foram evidenciados efeitos citotoxicos nas células V79 tratadas
com 0 meio de pods-tratamento dos hepatocitos. O namero de células permanece igual
¢ as células apresentam uma funcionalidade mitocondrial e lisossomal similar. Como foi
observado nos ensaios de citotoxicidade com células V79 apresentados no item 4.5, os
valores de ICs determinados pelo contelido de DNA, incorporagio do vermelho
neutro e redu¢do do MTT se encontram localizados numa faixa de DHC 230 - 360 uM

(Figura 27).
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Figura 36. Viabilidade celular de culturas de células V79 apos tratamento de 24 horas com o meio
proveniente do {ratamento de culturas de hepatécitos que por sua vez foram tratados com DHC
durante 20 horas, avaliada pelo conteido de DNA {(Abs 260 nm), pela incorporagio de Vermelho
Neutro (VN) (Abs 540 nm) e pela reducdo do MTT (Abs 570 nm). A conceniracio da DHC ¢ referida
ao valor de concentragio no meio de tratamento dos hepatdcitos. Cada ponto representa a média de
trés experimentos + DP.

O fato de n#o serem detectados efeitos toxicos até 380 uM (Figura 36)
para nenhum dos alvos celulares avaliados permite pensar que a DHC foi metabolizada
pelos hepatécitos, ndo encontrando-se a molécula original ou estd em baixas
concentragdes no meio empregado para tratar as células V79. Por outro lado, a
auséncia de toxicidade observada na Figura 36 permiter supor que o metabélito (s) da
DHC produzido durante a biotransformagio da droga pelos hepatdcitos ndo € toxico
para os fibroblastos V79 e, consequentemente, a toxicidade mitocondrial que foi
observada nas culturas de hepatdcitos corresponde a uma citotoxicidade orgio
especifica deste composto (Clemedson et al, 1996, Seibert et al, 1996). Esta
afirmagiio esta apoiada pelos resultados da toxicidade oral subcrdnica com animais,

onde ndo foram observados efeitos toxicos em outrps drgdos além do figado.
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Os resultados obtidos no estudo da citotoxicidade da DHC sobre
cultura primaria de hepatocitos e co-cultura de hepatocitos com fibroblastos V79,
sustenta fortemente a hipotese de que a DHC ¢ bioativada pelos hepatocitos durante a
fase 1 e um das interpretagdes possiveis ¢ que um ou mais metabdlitos reativos

poderiam estar formando adutos covalentes com proteinas das células hepaticas.

A observagio de uma toxicidade especifica a nivel mitocondrial dos
hepatécitos, como foi observado no teste de reducdo do MTT, é compativel com
resultados obtidos por outros grupos que tém relatado a formagdo de adutos entre
metabolitos da fase I e enzimas mitocondriais, com alteragBes da funcdo mitocondrial
(Landin et al., 1996 ; Hammond et al., 1996). A auséncia de citotoxicidade encontrada
quando as células V79 foram tratadas com o meio proveniente do tratamento dos
hepatocitos ¢ um reflexo da metabolizacdo da DHC pelas células hepaticas, e também

que o metabdlito (s) produzido ndo conseguiu intoxicar as células V79,

Por que motivo ndo foi observada citotoxicidade do metabdlito (s) para
os fibroblastos V79 ? Uma possibilidade ¢ que o composto (s) formado simplesmente
ndo seja toxico para as células V79 ¢ consequentemente sua toxicidade basal € baixa.
Outra possibilidade é que o composto (s) formado ndo se encontra presente no meio
pos-tratamento dos hepatécitos que foi utilizado para tratar as células V79, devido a
formagfio dos adutos com as proteinas intracelulares dos hepatocitos permanecendo no
interior das células hepaticas. Neste ditimo caso observariamos um efeito toxico
especifico a nivel hepético, como foi observado, e poderiamos especular com que a

leve tendéncia & recuperacio dos hepatocitos depois da retirada da droga do meio de
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cultura (Figura 34 ), reflete a capacidade de renovagio (turnover) das proteinas que

foram alteradas pela formacio dos adutos covalentes.
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5. Conclusdes

Apos estudar o efeito antiulcerogénico da DHC em quatro modelos de
Glcera experimental em ratos pode-se concluir que o composto possue atividade
antiulcerogénica quando administrado pela via oral, com uma eficicia similar a outras

drogas utilizadas atualmente na terapéutica da alcera gastrica.

Elucidar o mecanismo de agio da atividade farmacolégica
antiulcerogénica da DHC ndo foi objetivo deste trabalho, porém seu efeito protetor da
mucosa gastrica ndo pode ser atribuido a mudangas no volume nem na composigio da

secrecdo gistrica,

Os estudos da toxicidade in vivo da DHC demonstraram que na
administragio oral unica o valor da LDs, corresponde a oito vezes a dose
farmacologica efetiva. O tratamento oral de 35 dias evidénciou um efeito hapatotoxico
da DHC caracterizado por alteragdes bioquimicas, hematologicas e histopatologicas,

que foram dependentes da dose e do sexo dos animais.

Na avaliagio dos efeitos citotoxicos da DHC sobre fibroblastos V79 foi
observada uma citotoxicidade de tipo basal enquanto que em culturas primarias de

hepatocitos de rato, foi confirmado um efeito citotdxico seletivo.
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Existe uma boa correlag@o entre as toxicidades in vive e in vitro para a
DHC. Os valores de ICs, obtidos para as células V79 permitem predizer o valor da

LDs, para a administragdo oral de dose Gnica.
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6. Perspectivas

Em fun¢do dos resultados obtidos neste trabalho, novos experimentos
poderdo ser desenvolvidos visando obter uma droga antiulcerogénica com potencial
terapéutico. Resulta de grande importdncia, por exemplo, tentar esclarecer o
mecanismo celular € molecular da atividade antiulcerogénica do composto DHC. Além
disso, a modificaciio da estrutura da molécula pode permitir melhorar sua agio

farmacologica e/ou reduzir sua hepatotoxicidade.

Por outro lado, as caracteristicas da citotoxicidade da DHC que foram
observadas durante o nosso trabalho, permitem pensar que o composto pode-se tornar

um modelo interessante para estudos de hepatotoxicidade in vitro.
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8. Anexo N° 1

Tabela 1a. Dados Espectroscopicos UV/Vis, [V ¢ ponto de fusdo da DHC.

DHC apos purificagio DHC dados na literatura

(Itokawa et al., 1989)

Ponto de fusdo 139-141°C 138,5-140,5°C

UV/Vis (MeOH) nm A max 239 A max 239

1V (KBr) em™ v max 29597, 17592 (C=0), v max 2970; 1760 (C=0);
1657,1 (C=0); 1507; 872,1 1660 (C=0);, 1620 (C=C),
(furano) 1510; 875 (furano)

i

3
CHs

Figura la. Estrutura quimica da trams-desidrocrotonina (Kubo et al., 1991),
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Tabela 2a. 'H RMN e *C RMN da DHC ap6s purificagio, comparada com os dados

de Kubo e colaboradores (1991).

H DHC DHC (Kubo C DHC DHC (Kubo
ctal, 199D etal., 1991)
lo 2.51dd 2,53 dd 1 399 39,9
1B 2,17dd 2.17dd 2z 198,1 1977
3 585brs 5,88 brs 3 1269 126,38
5 3,15brt 3,16brt 4 166,2 163,9
6ot 1,15dq 1,16 dg 5 397 39.7
6B 2,25dq 2,25 dg 6 28,3 28.4
Tt 1G5 7 1,65+ 7 30,2 303
B 1,83 1 185¢ 8 418 419
3 [,69m L70m 9 216 516
10 1,81 ddd 1,79 ddd 1G 46,2 40,3
11 2,30 - 246 230-246 i1 40.6 40,6
12 5,451 5421 i2 72,5 724
{4 6,39 dd 6,39 ad 13 1253 1252
15 7,43 d 7,434d 14 1G8,2 108,1
6 745brs 744 brs 15 1446 1444
17 i,i4d 1,14d 16 1397 1395
18 1,95 brs 1,95brs 17 17,7 17,7
18 2.0 22,0
19 177.4 1771

T Superposigio de sinais,
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