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RESUMO

Awaliamos o efeito da administracdo do extrato aquoso (EA) do Croton cajucara Benth (CcB) sobre
os niveis plasmadticos de glicose, trigliceridios (TG) e colesterol, assim como as enzimas séricas marcadoras
de funcdo hepdtica, a lipoperoxidacao e a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD). Foram utilizados ratos machos Wistar (300g) divididos em 4 grupos (n=5): CO 7D-
controle, 1,5 mL de dgua (i.g) por 7 dias; CcB- 1,5 mL (i.g) de extrato aquoso (EA) por 7 dias; CO
14D- controle 1,5 mL i.g de dgua por 14 dias e CcB 14D- 1,5 mL i.g. do EA por 14 dias. Os animais
foram anestesiados e foi coletado sangue do plexo retro-orbital para dosagem de glicemia, triglicerideos e
colesterol e andlises das enzimas séricas (AST, ALT, FA, A e dGT). Apés, os animais foram sacrificados,
os figados foram retirados e homogeneizados para avaliacdo da LPO e da atwidade das enzimas antioxidantes
CAT ¢ SOD. A andlise estatistica foi realizada através do teste “t” de Student sendo significativo p<0,05.
Os dados obtidos sugerem que o uso de EA de CcB em animais normais, durante os periodos estudados,ndo
altera a glicemia, triglicerideos, colesterol, enzimas séricas e ndo apresenta atividade pré-oxidante.

' Académica do Curso de Biologia/ULBRA - Bolsista PIBIC/CNPQ  “ Professora do Curso de Fisioterapia e do PPG Diagndstico

2Bjdloga Genético e Molecular /JULBRA
s Académica do Curso de Biologia/ULBRA — Bolsista PROICT/ ~ ° Professora - Orientadora do Curso Medicina e do PPG Diag-
ULBRA néstico Genético e Molecular/ULBRA (nmarroni@terra.com.br)

Revista de Iniciagcao Cientifica da ULBRA - n.3 - 2004




126

Palavras-chave: Croton cajucara Benth, estresse oxidativo, enzimas antioxidantes.

ABSTRACT

We evaluated the effect of the administration of the aqueous extract (EA) of the Croton cajucara
Benth (CcB) on the plasmatic levels of glucose, triglycerides (TG) and cholesterol, as well as the seric, the
lipid peroxidation (LPO) and activities of the antioxidant enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) catalase in normal rats. As male rats Wistar (300g) were used and divided into 4 groups (n=5):
CO 7D - control, received 1,5 mL of water distilled intragastriccally (i.g) during 7 days; CcB - received
1,5 mL (i.g) of the aqueous extract (EA - extract of the leaves 1g/20mL) during 7 days; CO 14D -
control, received 1,5 mL i.g of water distilled by 14 days and CcB 14D - received 1,5 mL i.g. do EA during
14 days. The animals were anesthetized and blood was collected from the retro-orbital plexus for glycemia
dosage. triglycerides and cholesterol and analyses of the seric enzymes (AST, ALT, FA, A and aGT).
Afterwards, the animals were sacrificed, the liver isoleted and homogenized for LPO evaluatin and activities
of the antioxidant enzymes. Statistical analysis was done using the Student “t” test with a significance p <
0,05. Our date suggest that the uses of EA of CcB in normal animals, during the studied periods, does not
alter glycemia, triglycerides, cholesterol, seric enzymes s and does not show present pro oxidant activity.

Key words: Croton cajucara Benth, oxidative stress, antioxidant engymes.

INTRODUCAO TA etal., 1999; MACIEL, PINTO, VIEGA, 2001;
HIRUMA-LIMA et al., 2000).

A espécie Croton cajucara Benth, pertence a
familia Euphorbiaceae, é uma planta arbustiva
de casca purulenta com folhas alterna,
lanceoladas e olentes. E encontrada
freqiientemente na regido Norte do Brasil. Na
AmazoOnia é popularmente conhecida como
Sacaca e representa um recurso medicinal de
grande importancia no tratamento de vdrias

doencas. (VAN DEN BERG, 1982; DI STASI
et al., 1989).

Estudos mostram que vérias doencas tém sido
freqiientemente associadas com danos
oxidativos, o que est4 diretamente envolvido na
formacio de espécies ativas de oxigénio (EAO)
e outros radicais livres que podem ser produzi-
dos por fontes exdgenas ou enddgenas. Uma for-
ma adequada de combater esta situacio é o uso
de substancias antioxidantes.

Em organismos aerdbios, a producdo normal

No estado do Pari as folhas e as cascas do
caule dessa planta sio utilizadas pela populagio
na forma de ch4, para o tratamento da diabetes,
diarréia,  malaria, febre,  distdrbios
gastrointestinais, renais e hepdticos e no contro-

le de niveis elevados de colesterol (LUNA COS-

de EAQO ¢ balanceada pela atividade das defe-
sas antioxidantes endégenas. Quando esse ba-
lango é rompido em favor dos agentes oxidantes,
diz-se que a célula ou organismo encontra-se
sob estresse oxidativo. Essa condigio pode levar
o organismo a desenvolver respostas adaptativas
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ou provocar danos como lipoperoxidagio das
membranas celulares, degradacéo de proteinas
e lesio ao DNA (SALO et al,, 1991).

Os antioxidantes podem ser definidos como subs-
tAncias que, presentes em concentragbes relativa-
mente baixas, inibem significativamente a taxa de
oxidacio sobre locais alvos. Como antioxidantes nao
enzimaticos existem as vitaminas A e E, o 4cido
ascérbico, o 4cido trico, a glutationa, a melatonina,
certos flavondides, entre outros. Dentre os
antioxidante enziméaticos responsaveis pela
detoxificacio das EAO podemos citar a catalase, a
superéxido dismutase e a glutationa peroxidase

(HALLIIWEL, GUTTERIDGE, 1989).

Os extratos de plantas, praticamente todas
as que contém bioflavondides apresentam uma
significativa acio antioxidante, capaz de dimi-
nuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais li-
vres e, conseqiientemente, o surgimento das
doengas associadas a eles.

A Sacaca também ¢é comercializada em far-
mécias de manipulagdo e neste caso o pé das
cascas do caule é vendido em cédpsulas. J4 as
folhas sdo comercializadas livremente, para dis-
tarbios do figado e auxilio na digestao de ali-
mentos gordurosos. O pé das folhas é vendido
também em farmécias de manipulagio, com in-
dicacdo hepatoprotetora e, para dietas de ema-
grecimento, em alguns casos o p6 é misturado

com pé do boldo do Chile.

O uso freqiiente dessa planta pela popula-
¢do do Norte do pafs foi um importante incenti-
vo para os estudos da Sacaca, visando compro-
var se os efeitos do uso prolongado da mesma
estio relacionados com os casos de hepatite t6-

xica ocorridos em Belém. (MACIEL, 1997,
MACIEL et al., 1998).

IntGmeros casos de hepatite téxica foram no-
tificados em hospitais ptblicos da regiio Ama-
zOnica devido ao uso prolongado dessa planta
(MACIEL, PINTO, VIEGA, 2001). A dissemi-
nacdo de uso tem chegado a lugares distantes
do pafs, como em nosso estado, na cidade de

Caxias do Sul.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar
o efeito da administragio do extrato aquoso (EA)
do Croton cajucara em ratos normais sobre os ni-
veis plasméticos de glicose, trigliceridios e
colesterol, determinar os niveis séricos das enzimas:
ALT, AST, A, FA e dGT e avaliar o estresse
oxidativo através das medidas de LPO e a ativida-
de das enzimas antioxidantes: CAT e SOD.

MATERIAL E METODOS

Procedimento experimental

Os animais eram provenientes do Biotério do
Instituto de Ciéncias Basicas da Satde da UFRGS.
Durante o experimento os animais foram mantidos
no Biotério de Farmacologia, em caixas plasticas de
47x34x18cm forradas com maravalha, em ciclo de
12 horas claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C.
Agua e a racfo foram administradas ad libitum.

Foram utilizados ratos machos Wistar (300g).
Esses animais foram divididos em 4 grupos, cada
grupo contendo 5 animais:

- CO 7D - controle, receberam 1,5mL de 4gua
destilada intragéstrica (i.g.) durante 7 dias;

- CcB 7D- receberam 1,5 mLi.g. do EA (ex-
trato aquoso das folhaslg/20mL H,O)
durante 7 dias;
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- CO 14D - controle receberam 1,5 mL i.g.
dgua destilada durante 14 dias;

- CcB 14D - receberam 1,5mL i.g. do EA
durante 14 dias.

A concentragio do extrato aquoso de Croton
cajucara: 1grama de folhas secas (provenientes de
Santarém, Pard) em 20 mL de 4gua destilada.

Processamento dos tecidos

Ap6s cada periodo (7 e 14 dias), os animais
foram anestesiados através da administragio das
drogas de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg
de peso corporal e Cloridrato de Cetamina
100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente.

Foi coletado sangue do plexo retro orbital para
determinacéo dos niveis plasmaticos de glicose,
triglicerideos e colesterol e das enzimas séricas
(ALT, AST, A, FA e dGT. Ap6s foi realizada uma
laparotomia e retirado o figado, separado em por-
coes e congelado em nitrogénio liquido. Os teci-
dos foram mantidos & -70°C para posterior anali-
se. Para andlise das provas de lipoperoxidagio
(TBARS e QL) e atividade da enzimas (CAT e
SOD), os tecidos foram pesados e colocados em
solugio de tampio fosfato 20mM (KCI 140mM)
na propor¢ao de 9ImL por grama de tecido. Os
tecidos foram homogeneizados em ULTRA-
TURRAX (IKA-WERK) durante 80 segundos, a
temperatura de 0-22C. Os homogeneizados fo-
ram centrifugados em centrifuga refrigerada
(SORVALL ® RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge), durante 10 minutos a 4000 rpm
(LLESUY et. al., 1985). Retirou-se o sobrenadante
que foi utilizado para dosagem de proteina, de-
terminagio da lipoperoxidagio e atividade das
enzimas CAT e SOD.

Quantificacao de proteinas

A proteina dos tecidos homogeneizados foi
quantificada, segundo o método de Lowry et.
al., (1951). Este método utiliza como padrio
uma solu¢io de albumina bovina (SIGMA) 1mg/
ml (no caso, utilizam-se volumes de 50, 100 e
150 microlitros). Coloca-se uma aliquota do
homogeneizado (20 microlitros) em 0,8 ml de
agua destilada e 2,0 ml do reativo C. Este dlti-
mo preparado no momento e consistia na mistu-
ra de 50,0 ml do reativo A (NaHCO3 2% em
NaOH 0,10N), 0,5 ml do reativo B1 (CuSO,. 5
H,O 1%) e 0,5 ml do reativo B2 (tartarato de
sédio e potdssio 2%). Ap6s a adig¢io do reativo
C, aguarda-se 10 minutos e, apds este periodo,
coloca-se 0,2 ml de Reativo de Folin-Ciocalteau
2N (Laborclin), na concentracio de 1:3 em 4gua
destilada. Apés 30 min, desenvolvia cor azul. A
leitura foi realizada a 625nm em
espectrofotdmetro (UV Vis Spectrophotometer
METROLAB 1700).

Quantificacao da glicemia

Para determinagio da glicemia em plasma foi
utilizado o teste enzimatico colorimétrico des-
crito no Kit LABTEST. A leitura da absorbéncia
da amostra foi realizada em espectrofotdmetro a
505nm. Os valores foram expressos em miligra-
mas por decilitro (mg/dL).

Quantificacao dos triglicerideos

Para a determinagdo de triglicerideos em
plasma foi utilizado o método enzimético-
colorimétrico (GPO/POD), descrito no Kit
CELM. Como padrio utilizou-se a solugao esta-
bilizada glicerol. A leitura da absorbincia da
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amostra foi realizada em espectrofotdometro a
505nm. Os valores foram expressos em miligra-
mas por decilitro (mg/dL).

Quantificacao do colesterol

Para a determinagio de colesterol em plas-
ma foi utilizado o método enziméatico-
colorimétrico (COE/COD/POD), descrito no Kit
CELM. Como padrio utilizou-se a solucéo tam-
pao Tris e Fenol. A leitura da absorbancia da
amostra foi realizada em espectrofotdmetro a
505nm. Os valores foram expressos em miligra-
mas por decilitro (mg/dL).

Avaliacao da lipoperoxidacao
(LPO):

a) Método de substincias que reagem ao
acido tiobarbitirico (TBARS)

A técnica de TBARS foi realizada conforme
o método de BUEGE & AUST, (1978). Utili-
zou-se solugio de acido triclorodcetico 10%, o
homogeneizado obtido de cada tecido de rato,
4cido tiobarbittrico 0,67% e dgua destilada. Essa
mistura foi aquecida a 100°C, em banho-maria,
durante 15 minutos e resfriada em gelo por apro-
ximadamente 10 minutos. Apds, acrescentou-
se alcool n-butilico, agitando por 40 segundos
em VORTEX, e centrifugado por 10 minutos a
3000 rpm. Assim obteve-se um sobrenadante
corado, resultante da reagdo de malondialdeido
e outros subprodutos liberados na LPO. O
sobrenadante foi retirado e colocado em cubeta
de vidro para leitura a 535 nm em
espectrofotdmetro. Os resultados foram expres-
sos em nanomoles por miligrama de proteina
(nmoles/mg prot.).

b) Determinac¢ao da quimiluminescéncia

por hidréxido de tert-butila (QL)

O método consiste em adicionar um
hidroperéxido orginico de origem sintética
(hidroperoxido de tert-butila) ao homogeneizado
dos tecidos em estudo. Avalia-se a capacidade
de resposta mediante a determinacio de
quimiluminescéncia (QL) produzida por amos-
tra. Em tecidos submetidos a estresse oxidativo,
o valor da QL iniciada por hidroperéxido de tert-
butila (c-BOOH) é maior que o valor corres-
pondente a esse tecido em condicdes fisioldgi-
cas (pré-estresse). A QL foi medida em um con-
tador com o circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de tritio
(Liquid  Scintilation  Corenter, 1209
RACKBETA, LKB Wallar). Os homogeneizados
de tecido serdo colocados em viais de vidro. Para
evitar a fosforescéncia dos viais ativada pela luz
fluorescente, estes serdo protegidos da luz até o
momento do uso e as determinacdes feitas em
sala escura. O ensaio sera realizado num meio
de reacdo consistindo numa solugio reguladora
de tampio fosfato e utilizando-se o t-BOOH
3mM. Para célculo de QL iniciada por t-BOOH,
foi considerada a emissdo maxima, descontada
a emissdo basal (a QL do vial mais o tampio).
Os resultados serdo expressos em contas por se-
gundo (cps) por mg de proteina (GONZALEZ-
FLECHA, LLESUY, BOVERIS, 1991).

Atividade das enzimas
antioxidantes:

Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi avaliada,
conforme descrito por Boveris & Chance (1973),
através da determinagio em espectrofotdmetro
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da velocidade de decomposi¢io do perdxido de
hidrogénio (0,3 M), adicionado a amostra. Sen-
do a decomposi¢ido do peréxido de hidrogénio
diretamente proporcional 2 atividade da CAT.
Sio colocados em cubeta de quartzo o tamp?o
fosfato 50mM com pH 7, o homogeneizado e o
peréxido de hidrogénio. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 240nm e os dados ex-
pressos em pico moles por miligrama de proteina
(pmoles/mg prot.).

Superodxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima antioxidante SOD,
foi avaliada segundo a técnica descrita por
MIRSA & FRIDOVICH (1983) para determi-
nacdo em espectrofotdmetro da capacidade da
SOD em inibir a rea¢do do radical superéxido
com adrenalina. Na cubeta de quartzo, coloca-
se tampio glicina 50mM com pH 11, uma
aliquota de homogeneizado e adrenalina. Apds

agitagdo é realizada leitura a 480 nm em
espectrofotdmetro. Os dados sdo expressos em
Unidades de SOD por miligrama de proteina
(USOD/ mg prot.).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com média
+ EP de n valores. A comparacio entre os gru-
pos foi realizada através do teste “t” de Student
(In Stat Program) com p<0,05 considerado sig-
nificativo.

RESULTADOS

A glicemia, triglicerideos e colesterol dos ani-
mais medida apds 7 e 14 dias de tratamento com
o extrato de Croton Cajucara nao apresentou di-
ferenga significativa entre os grupos (Figura 1).

mgldL

COo7D

GLICEMIA

COo7D Cecl

TRIGLICERIDEOS

CO7D CcB 7D

CO 14D CcB 14D
COLESTEROL

Figura 1 - Determinagdo dos niveis plasmaticos de glicemia (A), triglicerideos (B) e colesterol (C).
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Os valores plasmaticos das enzimas séricas  teracdes com o uso do Croton cajucara Benth
ALT, AST, A, FA e dGT nio apresentaram al- nos periodos estudados (Figura 2).
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Figura 2 - Valores plasmaticos ALT, AST e FA (A), valores plasmaticos 4GT e A (B).

A avaliacido de dano oxidativo medido pelas  teracio na lipoperoxidacio no figado dos ratos
técnicas de TBARS e QL indicaram que o tra- nos periodos estudados (Figura 3).
tamento com Croton cajucara nao provocou al-
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Figura 3 - Determinacao dos niveis de lipoperoxidagao, pelo método de TBARS (A) e QL (B).

A medida da atividade da CAT e SOD ndo  grupos (Figura 4)

apresentaram alteracdes significativas entre os
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Figura 4 - Medida e desvio padrao da atividade da enzima CAT (A) e da SOD (B).

DISCUSSAO

Alguns trabalhos experimentais tém sido re-
alizados a fim de investigar a ag¢io farmacoldgica
do Croton cajucara Benth, pois ela vem sendo
utilizada de forma aleatéria, principalmente no
Norte do Brasil, muitas vezes levando ao ébito
por efeitos hepatotdxicos.

Intmeros casos de hepatite toxica foram no-
tificados em hospitais ptblicos devido ao uso
prolongado dessa planta (MACIEL, PINTO,
VIEGA, 2001).

O Croton cajucara Benth, tem importancia
na medicina popular, sendo utilizada no trata-
mento do diabetes, reducdo do colesterol, ema-
grecimento, distirbios hepaticos e doencas re-
nais (LUNA COSTA et al., 1999; MACIEL,
PINTO, VIEGA, 2001; HIRUMA-LIMA et al.,
2000) e é administrada através de cha ou cap-
sulas feitos com as folhas ou com a casca

(MACIEL, PINTO, VIEGA, 2001).

No presente trabalho a administracio croni-
ca do extrato aquoso de C. cajucara em ratos

normais nfdo mostrou alteragdes nos niveis de
glicemia, triglicerideos e colesterol total, suge-
rindo que em animais normais esse extrato niao
interfere de forma significativa, modificando o
metabolismo de carboidratos e gorduras.

Em relagio 2 avaliagio da integridade hepa-
tica, todos os animais tiveram os niveis séricos
de AST, ALT, FA, A e 4GT sem alteracio signi-
ficativa. Esses resultados indicam que o trata-
mento por 7 ou 14 dias com o extrato aquoso de
folhas do C. cajucara nio altera a fungio hepa-
tica nesse modelo estudado.

A avaliagio da lipoperoxidagio pode ser re-
alizada através da medida de substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) o
qual verifica a formagao de malondialdeido,
que é um subproduto do processo de oxidacio
das membranas lipidicas celulares (BUEGE,
AUST, 1978).

Outro método de verificacio da lipoperoxidagio
de maior sensibilidade e especificidade é a
quimiluminescéncia (QL) iniciada por
hidroperéxido de tert-butil.
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A avaliagdo da lipoperoxidacio através das
técnicas de TBARS e QL, em homogeneizado
de figado de ratos Co e CcB (7 e 14 dia) nio
mostrou alterac@o significativa na peroxidacio
lipidica pelas técnicas estudadas.

As medidas de atividades enzimaticas da
SOD e CAT também nio apresentaram altera-
¢Oes significativas entre os grupos estudados.

As enzimas antioxidantes estdo distribuidas
por todo o organismo e dependem do consumo
de oxigénio, da taxa metabdlica, da concentra-
¢io de fons metalicos e da quantidade de 4ci-
dos graxos presentes, sendo a primeira linha de
defesa contra acoes oxidantes do organismo. Em
nosso trabalho o uso do Croton cajucara Benth,
nas doses utilizadas nfo interferiu no equilibrio
redox celular.

Dessa maneira, pelos resultados obtidos nes-
te trabalho, a sacaca administrada nos periodo
de 7 e 14 dias ndo ocasionou diferenca signifi-
cativa os parAmetros estudados.

CONCLUSOES

Pelos dados obtidos neste trabalho podemos
concluir que a administracio do extrato aquoso
da folha do Croton cajucara Benth em ratos nor-
mais por 7 e 14 dias:

- n#do apresentou diferenca os niveis
plasmético da glicemia, triglicerideos e
colesterol.

- ndo apresentou diferenca significativa na
avaliacio das enzimas séricas hepaticas.

- nio apresentou dano oxidativo nas mem-

branas lipidicas avaliadas por TBARS e
QL.

- nfo apresentou alteracio na atividade das
enzimas antioxidantes CAT e SOD.

Com base nesses dados, podemos sugerir que
o uso do extrato aquoso da Sacaca nfo apresenta
atividade pré-oxidante nos periodos estudados.
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