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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA BIXINA SOBRE OS DANOS CAUSADOS
PELO TETRACLORETO DE CARBONO NO FIGADO DE RATOS

RESUMO - O figado possui grande importancia no organismo animal, pois
realiza a biotransformacao de substancias exégenas (xenobidticos) e por esse
motivo, o tecido hepatico acaba sendo alvo potencial de substancias toxicas. A
bixina, proveniente das sementes de urucum (Bixa orellanal.) é um
antioxidante que pode contribuir para a protecdo das células e tecidos contra
os efeitos deletérios dos radicais livres e também possui efeitos farmacologicos
como antiinflamatério, antibacteriano e antitumoral. No presente trabalho foi
avaliado o efeito protetor da bixina sobre os danos hepaticos provocados pelo
tetracloreto de carbono (CCls) em ratos. Os animais foram divididos em quatro
grupos de seis animais cada. A dose de CCl; (0,125 mL/kg de peso corporal)
foi injetada por via intraperitoneal (i.p.) e a bixina (5,0 mg/kg de peso corporal)
foi administrada por gavagem por 7 dias antes da injecdo do CCls. Apds a
eutanasia, o sangue de cada animal foi colhido e foram analisadas a atividade
sérica das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). O figado foi removido e apdés a preparagdo do
homogenato foi analisada a atividade da enzima glutationa redutase (GR), os
niveis de glutationa reduzida (GSH) e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato na forma reduzida (NADPH), além da peroxidagdo dos lipidios de
membrana e alteragbes histopatoldgicas. A bixina protegeu os danos hepaticos
provocados pelo CCls conforme observado pela diminuicdo da liberacao das
enzimas ALT e AST. A bixina também protegeu o figado contra os efeitos
oxidantes do CCl4, uma vez que impediu a diminuigdo da atividade da enzima
GR e dos niveis de GSH e NADPH. A peroxidacao dos lipidios de membrana
também foi inibida pela bixina. Além disso, o dano histopatologico do figado foi
significativamente reduzido pelo tratamento com a bixina. Portanto, pode-se
concluir que o efeito protetor da bixina contra a hepatotoxicidade causada pelo

CCl, esta relacionado com a atividade antioxidante da substancia.

Palavras-chave: Agentes oxidantes, hepatotoxicologia, radicais livres

(Quimica), antioxidantes, urucum



PROTECTIVE EFFECT OF BIXIN AGAINST THE HEPATOTOXICITY
INDUCED BY CARBON TETRACHLORIDE IN RATS

ABSTRACT - The liver has a great importance in the animal body since it is
responsible to the biotransformation of exogenous chemicals (xenobiotics),
making the liver tissue a potential target for toxic substances. The carotenoid
bixin from annatto seeds (Bixa orellana L.) is an antioxidant that can contribute
to protecting cells and tissues against the deleterious effects of free radicals
and also has pharmacological effects such as anti-inflammatory, antibacterial
and antitumoral activities. In the present study we evaluated the protective
effect of the bixin on liver damage caused by carbon tetrachloride (CCls) in rats.
The animals were divided in four groups of six rats in each. The dose of CCl4
(0.125 mL kg™ body wt.) was injected i.p. and bixin (5.0 mg kg™ body wt.) was
given by gavage 7 days before the CCl, injection. After euthanasia, the blood of
each animal was collected and the serum activities of alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were analyzed. The livers were
removed and after preparation of the homogenate the activity of the enzyme
glutathione reductase (GR), the levels of reduced glutathione (GSH) and
NADPH, as well as the peroxidation of membrane lipids and histopathological
changes were determined. Bixin reduced the liver damage caused by CCl, as
noted by the significant decrease of the release of the enzymes ALT and AST.
Bixin also protected the liver against the oxidizing effects of CCly, since it
prevented the decrease in GR activity and levels of GSH and NADPH. The
peroxidation of membrane lipids was also inhibited by bixin. Moreover, the
histopathological damage of liver was also significantly reduced by bixin
treatment. Therefore, we can conclude that the protective effect of bixin against
hepatotoxicity caused by CCls is related to the antioxidant activity of the

compound.

Keywords: Oxidative agents, hepatotoxicology, free radicals, antioxidants,

annatto
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1 INTRODUCAO

O figado é o principal 6rgao envolvido na biotransformacdo de
substancias exégenas (xenobidticos), com capacidade de converter compostos
hidrofébicos em hidrossoluveis, mais facilmente eliminados pelo organismo
(GUILLOUZO, 1998).

A atividade do figado no metabolismo de substancias exdgenas é
mediada principalmente pelo citocromo P450 (CYP 450). Embora as reacdes
de biotransformacao estejam associadas ao processo de desintoxicagéo, em
alguns casos o metabolismo do xenobidtico é prejudicial as células devido a
producdo de metabdlitos altamente reativos, mais téxicos do que o composto
de origem, entre eles, eletrofilos, radicais e espécies reativas de oxigénio
(ERO); estes, por sua vez, podem reagir diretamente com macromoléculas
celulares ou iniciar reacbes em cadeia. Apesar deste processo de ativagao ser
o evento central em diversos fenbmenos toxicos, os hepatdcitos possuem
mecanismos de defesa efetivos para minimiza-los, de tal forma que é o balanco
entre a bioativacdo, a desintoxicacdo e os mecanismos de defesa que
determina se um composto ird ou ndo apresentar toxicidade (GOMEZ-LECHON
et al., 2001).

A espécie Bixa orellana L. pertence a familia Bixaceae, sendo
popularmente conhecida como urucum, acafroa, acgafroeira-da-terra, achiote,
annatto(conforme a regido). O seu produto € a semente, que apresenta
cobertura rica em bixina, um corante do grupo dos carotenoides, de grande
interesse nos mercados nacional e internacional. As folhas sao utilizadas
terapeuticamente para afecgdes do estbmago e intestino, doencas
coronarianas, respiratérias e urinarias e ainda, como afrodisiaco (COELHO et
al., 2003).

O tetracloreto de carbono (CCls), um solvente usado na industria, € uma
molécula pequena e lipofilica que se distribui facilmente nos compartimentos
lipidicos do corpo. E metabolizado no figado onde para o mecanismo para a
sua toxicidade ocorrer envolve a bioativagdo mediada pelo CYP 450 formando

—_—
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o radical livre triclorometil (CCl3") (CCly + € CCl3" + CI') o qual induz a
peroxidacéo dos lipidios de membrana (BOELSTERLI, 2007).

Para proteger-se dos danos causados por agentes oxidantes a célula
possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua
como detoxificadora do agente antes que ele cause a lesdo. Esta linha é
constituida por glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidase (GPx) e vitamina E. A outra linha de defesa tem
a funcéo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico
(Vitamina C), pela glutationa redutase (GR) e pela glutationa peroxidase (GPx),
entre outros (ROSS; MOLDEUS, 1991).

O desequilibrio entre a formacédo e a remoc¢do dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endoégenos ou do
aumento da geragado de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares, inclusive podendo resultar na morte celular (GUTTERIDGE, 1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Este tipo de lesdo oxidativa é definida
como estresse oxidativo, que segundo Sies (1986), designa uma condi¢ao na
qual ocorre um desequilibrio entre as concentracbes de espécies proé e
antioxidantes.

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ERO,
porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao
lipidica, que acarreta alteracbes na sua estrutura e permeabilidade (MELLO
FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI, 1983).

Uma vez que a bixina € um dos mais eficazes supressores bioldgicos de
oxigénio molecular e pode contribuir para a protecdo das células e tecidos
contra os efeitos deletérios dos radicais livres, sendo também um inibidor eficaz
da peroxidacéo lipidica (Di MASCIO et al., 1990; SILVA; ANTUNES; BIANCHI,
2001), no presente estudo, avaliou-se a capacidade da bixina em reduzir os
danos no figado de ratos tratados com CCl,4 para avaliar o seu uso potencial no

tratamento ou prevencéo de doencas hepaticas.
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1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito protetor da bixina sobre os danos hepaticos provocados

pelo tetracloreto de carbono em ratos.

1.1.2 Objetivo especifico

Determinar o efeito da bixina sobre os parametros relacionados ao
estresse oxidativo, visando contribuir para o conhecimento do mecanismo de
protecdo do composto contra a toxicidade em figados de ratos.

Foram avaliados os seguintes parametros: dosagem sérica das enzimas
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); dosagem
da atividade da enzima Glutationa Redutase (GR), além do nivel de GSH e
NADPH presente no homogenato de figado de rato; efeito protetor da bixina

contra a lipoperoxidagao e analise histopatoldgica das estruturas hepaticas.

1.2 Hipétese
A bixina atua como protetor da funcdo hepatica frente a toxicidade

induzida pelo tetracloreto de carbono.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Figado e hepatotoxicidade

Devido a sua interposicao entre o trato digestivo e a circulagao geral do
organismo, o figado desempenha uma fungédo central no metabolismo. Ele
recebe grandes quantidades de nutrientes e xenobibticos que sao absorvidos
por meio do trato digestivo e veia porta. Entre as principais fungdes hepaticas
estdo a captacdo de aminodcidos, lipidios, carboidratos e vitaminas, com
subseqiente armazenamento, conversao metabdlica e liberacdo no sangue e
bile (GUILLOUZO, 1998).

Muitos xenobidticos sdo biotransformados e eliminados pelo figado por
meio do citocromo P450, principalmente na forma de conjugados sem que esse
processo acarrete qualquer dano hepatico. No entanto, alguns xenobidticos sdo
concentrados a niveis téxicos, enquanto outros sao bioativados a reativos
intermediarios como eletréfilos, radicais e espécies reativas de oxigénio, os
quais podem lesar o figado de diversas maneiras, inclusive por indugdo do
cancer (PARK et al.,, 2005; WALGREN; MITCHELL; THOMPSON, 2005;
UETRECHT, 2007).

Apesar deste processo de ativacdo ser o evento central em diversos
fendbmenos téxicos, os hepatocitos possuem mecanismos de defesa efetivos
para minimiza-los, de tal forma que é o balangco entre a bioativagdo, a
desintoxicacéo e os mecanismos de defesa que determina se um composto ira
ou no apresentar toxicidade (GOMEZ-LECHON et. al, 2001).

Os diversos aspectos da lesdo quimica ao figado incluem a natureza
dos agentes hepatotoxicos, a caracteristica da lesdo, o mecanismo para os
efeitos hepatotoxicos, as circunstancias de exposicéo e a importancia médica e
social. Algumas hepatotoxinas encontradas na natureza sdo produtos de
plantas, metabolismo de fungos e bactérias ou s&do minerais (SCHOENTAL,
1963). Muitos agentes hepatotdxicos sdo produtos da industria quimica ou
farmacéutica (TOLMAN; SIRRINE, 1998). Outros ainda s&o subprodutos ou
residuos de materiais industriais que, por poluir o ambiente, podem ter acesso

a humanos e animais.
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A lesdo hepatotoxica pode ter varias formas. Alguns agentes levam a
necrose, esteatose, cirrose ou carcinoma (SCHOENTAL, 1963; TOLMAN;
SIRRINE, 1998; ZIMMERMAN, 1998). Outros levam apenas a interferéncias na
secrecao biliar e ictericia, com pequena ou nenhuma lesdo evidente ao
parénquima hepatico (ROUILLER, 1964; ZIMMERMAN, 1998). Alguns

produzem curiosas lesdes degenerativas ou vasculares.

2.2 Bixina

A espécie Bixa orellana L. pertence a familia Bixaceae, sendo
popularmente conhecida como urucum, acafroa, acafroeira-da-terra, achiote,
annatto, conforme a regidao (COELHO et al., 2003). Tribos indigenas da floresta
tropical tém usado o urucum para pintura do corpo e como medicamentos ha
séculos. Em uma suspensao de 6leo € usado como um remédio popular para
os indios Ocidentais. (GOVINDARAJAN et al., 2003).

O principal produto é a semente, que apresenta cobertura rica em bixina,
um corante do grupo dos carotenoides, de grande interesse nos mercados
nacional e internacional. As folhas s&o utilizadas terapeuticamente para
afeccbes do estdbmago e intestino, doencas coronarianas, respiratorias e
urinarias e ainda, como afrodisiaco (COELHO et al., 2003).

A bixina possui uma cadeia isoprénica de 24 carbonos, contendo um
acido carboxilico e um éster metilico nas extremidades, perfazendo assim a
férmula molecular C,sH3004. Representa 80% dos pigmentos da Bixa orellana
L., ocorrendo apenas nesta espécie e em Aristolochia cymbifera Mart.
(FERNANDES, et al., 2002; ARAUJO, 1999). A bixina ocorre naturalmente na
forma 16-Z, porém durante o processo de extracéo é isomerizada conduzindo a
forma 16-E, denominada isobixina (Figura 1) (SOUSA et al., 1991).

Z-Bixina

COOMe

MEGOGWMGWF
(¥ 3

E-Bixina
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Figura 1. Estruturas da Z-bixina e E-bixina

Muitos estudos vém sendo dirigidos para caracterizacdo das
propriedades antioxidantes de plantas, e identificagdo dos constituintes
responsaveis por estas atividades (GOVINDARAJAN et al., 2003;
MAHAKUNAKORN et al., 2004;).

O mecanismo exato de acdo dos carotendides como antioxidantes in
vivo ainda ndo esta determinado, porém acredita-se que esteja relacionado a
sua capacidade de interagir eficientemente com ions radicais e com espécies
reativas do oxigénio (CARDOSO, 1997).

Entre os carotendides naturais, bixina é um dos mais eficazes
supressores bioldgicos de oxigénio molecular e pode contribuir para a protecao
das células e tecidos contra os efeitos deletérios dos radicais livres, sendo
também um inibidor eficaz da peroxidacao lipidica (Di MASCIO et al., 1990;
SILVA; ANTUNES; BIANCHI, 2001).

Lima et al. (2001) desenvolveram pesquisas com bixina, norbixina e
quercetina e avaliaram seus efeitos no metabolismo lipidico de coelhos. A
bixina apresentou o maior valor na redugédo do colesterol total. Com relagéo a
concentragéo de triacilglicerdis, a quercetina obteve a maior percentagem de
reducédo e a associacao bixina + quercetina demonstrou uma percentagem de
reducao de 38,92%, valor maior que o da bixina isoladamente.

A literatura relata ainda que os carotendides apresentam efeito
antioxidante, sendo de importdncia na prevencdo da aterosclerose. A
lipoproteina LDL, quando oxidada, danifica o endotélio e, por conseguinte, a
acdo antioxidante dos carotendides, entre os quais se incluem a bixina e a
norbixina, protegeria o endotélio dos danos desta lipoproteina. As lesbes
ateroscleréticas iniciam-se apos algum tipo de dano ao endotélio normalmente
causada pela LDL oxidada. Os carotenodides sao captados neste processo e
impedem esta oxidagdo. Assim, considerando que estas substancias possam
ser viabilizadas, no futuro, como medicamentos no controle do metabolismo
lipidico, testes toxicoldgicos tornam-se necessarios (PERES, 2000).

Em estudo realizado por Silva; Antunes; Bianchi (2001), no qual foi
avaliado o efeito protetor da bixina contra os danos causados pela cisplatina,

um dos agentes citotdxicos mais usados no tratamento de cancer, tendo efeitos
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colaterais graves como nefrotoxicidade, indugao e aberragbes cromossémicas,
foram utilizadas duas doses de bixina via gavagem (2,5 e 5,0 mg/ kg de peso
corporal), sendo que a maior dose mostrou-se mais efetiva na diminui¢cado dos

danos causados ao DNA e contra a lipoperoxidagao.

2.3 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

O elemento oxigénio (O) pode ser considerado um radical livre, ja que
apresenta desemparelhamento de elétrons na sua ultima camada eletrbnica,
conferindo a ele uma alta reatividade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). As
espécies reativas ao oxigénio (ERO) incluem todos os radicais derivados do
oxigénio e encontrados em todos os sistemas bioldgicos. Segundo Nordberg e
Arnér (2001), em condigbes fisiolégicas, o O, sofre uma redugao tetravalente
com aceitagdo de quatro elétrons, resultando em formacado de agua. Durante
esta reagdo sao formados reativos intermediarios como os radicais superoxido
(O27) e hidroxila (OH’). Além destes, temos o ndo radical, peréxido de
hidrogénio (H203).

Uma inibicdo na cadeia transportadora de elétrons desencadearia um
aumento na meia-vida de intermediarios com elétrons desemparelhados,
capazes de reduzir oxigénio molecular a ions superoéxidos. A reducgéo parcial
do oxigénio molecular, por adicdo de um elétron, gera ion superdéxido que
reage com outro elétron, originando o ion perdxido que se protona gerando
peréxido de hidrogénio. Este, embora ndo seja um radical livre, € um potente
oxidante podendo gerar um radical muito reativo, a hidroxila (Figura 2)
(MARZZOCO; TORRES, 2007).

N
e- e- 2H e-
O, —> 0" —> 022- —> H.0, W OH°®
Oxigénio Superéxido Peréxido Peréxido H' H,0 Radical
) de ) Hidroxila
Hidrogénio

Figura 2. Formagao das espécies reativas de oxigénio.

De acordo com Marzzoco e Torres (2007), a cadeia transportadora de

elétrons € considerada a maior fonte endogena de espécies reativas de
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oxigénio, além dos peroxissomos, reticulo endoplasmatico e células do sistema
imunolégico (onde a produgcédo é fundamental para combater agentes
agressores externos como as bactérias, por exemplo). Estas espécies reativas
interagem com proteinas e DNA modificando suas estruturas e com lipidios,
transformando-os em peroxidos, por reagédo com duplas ligagdes pertencentes
as moléculas dos acidos graxos componentes das membranas, podendo
desencadear lise celular.

O radical hidroxila € considerado o mais reativo em sistemas biolégicos
e € formado a partir do peréxido de hidrogénio em uma reacgao catalisada por
ions metais (Fe™ ou Cu™), denominada de reacdo de Fenton e de Haber-

Weiss, como representada na Figura 3:

Fe™ + O, «—» Fe™ + Oy
205, +2H" «— O, + Hy0,

Fe™ + H,O, «—» Fe™ + OH + OH’

Figura 3. Reacéo de Fenton e de Haber-Weiss

O peroxido de hidrogénio (H202) é extremamente danoso, pois tem vida
longa e é capaz de atravessar membranas biolégicas. Uma vez produzido, o
H>O, é removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes como a
catalase, a glutationa peroxidase e peroxiredutases (NORDBERG; ARNER,
2001).

Em sistemas aerobicos, € essencial o equilibrio entre agentes oxidantes,
como as ERO, e o sistema de defesa antioxidante. Como citado anteriormente,
esses agentes sdo gerados endogenamente como consequéncia direta do
metabolismo do O, e também em situagbes néo fisioldgicas, como a exposi¢cao
da célula a xenobidticos que provocam a reducgédo incompleta de O,. Para
proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas
linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause a
lesdo. Esta linha € constituida por glutationa reduzida (GSH), superéxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e a vitamina E. A
outra linha de defesa tem a funcéo de reparar a lesdo ocorrida, sendo

constituida pelo acido ascérbico (Vitamina C), pela glutationa-redutase (GSH-
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Rd) e pela glutaiona peroxidase (GSH-Px), entre outros (ROSS; MOLDEUS,
1991).

O desequilibrio entre a formacédo e a remoc¢do dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endbégenos ou do
aumento da geragado de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares, inclusive podendo resultar na morte celular (GUTTERIDGE, 1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Este tipo de lesdo oxidativa é definida
como estresse oxidativo, que segundo Sies (1986), designa uma condi¢cao na
qual ocorre um desequilibrio entre as concentracbes de espécies proé e

antioxidantes.

2.4 Lipoperoxidagao

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das EROS,
porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao
lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares (MELLO FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI, 1983).
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e liberagcdo do
conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e
formacéao de produtos citotdxicos, (como o malonaldeido), culminando na morte
celular (HERSHKO, 1989). A lipoperoxidagdo também pode estar associada
aos mecanismos do envelhecimento, de cancer e a exacerbacgao da toxicidade
de xenobidticos (SHAN; AW; JONES, 1990). Assim como na formacdo das
EROS, nem sempre os processos de lipoperoxidagao sao prejudiciais, pois
seus produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do acido
aracdénico (formacéao de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria.
Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS; MOLDEUS, 1991).

A lipoperoxidacado € uma reagao em cadeia, representada pelas etapas
de iniciagao, propagacéo e terminagcao. Estas etapas estdo apresentadas nas
reacdes seguintes (Figura 4), onde L representa o lipidio (GARDES-ALBERT;
JORE; FERRADINI, 1991).
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LH + OH’ (ou LO") > L'+ H,O (ou LOH) Iniciacdo

L'+ O, > LOO’ Propagacao
LH + LOO’ > L'+ LOOH Propagacéao
LOO™ +L° > LOOL Terminacgéo
LOO" + LOO’ >LOOL + O, Terminacao

Figura 4. Etapas da Lipoperoxidacao

A reacgdo acima se inicia com o sequestro do hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo
OH’" ou pelo LO" (radical alcoxila), com consequente formacédo do L° (radical
lipidico). Na primeira equacdo de propagacdo, o L’ reage rapidamente com o
O,, resultando em LOO" (radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo
hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o L" na segunda
reacao de propagacao. O término da lipoperoxidagao ocorre quando os radicais
(L* e LOO’) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem a si

proprios.

2.5 Tetracloreto de Carbono

O tetracloreto de carbono (CCls) € uma molécula pequena e lipofilica e,
portanto, distribui-se facilmente nos compartimentos lipidicos do corpo. E
metabolizado no figado, e 0o mecanismo para a sua toxicidade envolve a
bioativacdo do CCl, mediada pelo CYP e indugéo de peroxidagéo dos lipidios
de membrana (BOELSTERLI, 2007).

O tetracloreto de carbono é um xenobidtico que apresenta efeitos
devastadores sobre o figado, tais como: aparéncia inchada e macia, elevacao
dos niveis séricos de bilirrubina e enzimas hepaticas como aspartato-
aminotransferase (AST), e diminuicdo dos niveis séricos de proteinas como
albumina e fibrinogénio. Além desses efeitos, doses agudas podem causar
necrose e esteatose hepatica, cirrose e fibrose no tecido formador do érgéo.

O metabolismo do tetracloreto de carbono nos animais de acordo com

Recknagel et al. (1989) realizado pela desalogenacéo redutiva dependente do
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citocromo P450, acontecendo assim a bioativacdo. A enzima CYP2E1 é a
principal responsavel pela metabolizagdo do CCl4, mas existem outras enzimas
que realizam essa fungéo, porém em menor proporgao, como a CYP3EA.
Muitos estudos indicam que a primeira etapa de sua bioativagcdo envolve
clivagem homolitica de uma ligagéo cloro-carbono no CCl4 para gerar o ion
cloreto (CI) e o radical triclorometil (CCls). Anaerobicamente, o radical do
triclorometil pode submeter-se a diversas reagdes, como a ligacao direta aos
lipideos e as proteinas microssomais; adigdo de um préton e um elétron para
formar cloroformio; dimerizacdo para formar hexacloroetano; e descloragéo
redutiva para formar mondxido de carbono. Aerobicamente o radical
triclorometil pode ser oxigenado pelo sistema oxidase de funcdo mista para
formar o triclorometanol, um precursor do fosgénio, e esse quando sofre
clivagem hidrolitica representa, provavelmente, a principal via metabdlica pela
qual o diéxido de carbono é formado a partir de tetracloreto de carbono.

Acredita-se que a clivagem homolitica mediada pelo citocromo P450, da
ligacdo do carbono-cloro no tetracloreto de carbono, seja seguida pela
abstracao do hidrogénio de um grupo metileno de um &cido graxo poliénico nos
lipideos microssomais, pelo radical triclorometil, formando-se assim, radicais
livres organicos. Estes radicais livres orgéanicos (peréxi) sdo altamente instaveis
e clivam-se homoliticamente para formar novos radicais livres, que atacam os
grupos metileno dos lipideos poliénicos presentes na membrana. Este
processo ocorre muito rapidamente e associados a presenca de radicais livres
podem causar a degradacao de organelas existentes nas células, o que leva a
perda de sua funcao e até mesmo a morte celular.

O efeito téxico do tetracloreto de carbono portanto € decorrente de sua
conversdo pelo citocromo P450, no radical livre triclorometil (CCl3’)
(CCly + e —>» CCl3" + CI). Os radicais livres produzidos causam auto-
oxidacdo dos acidos graxos poliénicos presentes nos fosfolipidios da
membrana do reticulo endoplasmatico e nos peroxidos organicos. Essa reagao
€ auto catalitica, pois novos radicais sao formados a partir dos préprios radicais
do peréxido. Por conseguinte, ndo €& de surpreender que a leséao celular
hepatica induzida por CCl, seja intensa, como demonstrado na (Figura 5) e de
inicio, extremamente rapida (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).
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Figura 5. Efeito do tetracloreto de carbono sobre as células hepéticas. Fonte:

Dominio Publico

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliagao ética

A Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Campus
Experimental da UNESP de Dracena certificou que os procedimentos utilizando
animais estdo de acordo com os “Principios Eticos na Experimentagéo Animal”
(Protocolo n°. 20/2010).

3.2 Animais

Ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central da Unesp
(Campus de Botucatu), ficaram alojados no Biotério do Campus Experimental
de Dracena, em niumero de seis animais por caixa, com cobertura metalica e
serragem de madeira. As caixas plasticas, com dimensdes (CxLxA) 41x34x16
cm, foram armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente
22°C e os animais receberam alimento e agua ad libitum, sendo divididos em

quatro grupos:
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Grupo 1 (controle): recebeu 6leo de canola por gavagem gastrica
durante 7 dias e 6leo mineral (0,5 mL/kg de peso vivo, por via intraperitoneal)
no ultimo dia de tratamento.

Grupo 2: recebeu a bixina dissolvida em 6leo de canola por gavagem
gastrica (5 mg/kg de peso vivo) durante 7 dias e 6leo mineral no ultimo dia de
tratamento.

Grupo 3, recebeu 6leo de canola por gavagem gastrica durante um
periodo de 7 dias e uma dose unica de CCly diluido em 6leo mineral (0,125
mL/kg de peso vivo, por via intraperitoneal) no ultimo dia de tratamento.

Grupo 4, recebeu bixina por gavagem gastrica (5 mg/kg de peso vivo)
durante 7 dias e uma dose unica de CCl, diluido em 6leo mineral (0,125 mL/kg

de peso vivo, por via intraperitoneal) no ultimo dia de tratamento.

3.3 Obtengao da bixina

A bixina foi obtida por meio de doagdo da empresa Christian Hansen

Industria e Comércio Ltda (Valinhos, SP, Brasil).

3.4 Danos hepaticos induzidos pelo tetracloreto de carbono

Apds 24 horas da administracdo do veiculo ou do CCl4 os animais foram
eutanasiados por decaptacao sob anestesia com éter onde foram avaliados os
seguintes parametros: dosagem sérica das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST); dosagem da atividade da enzima
Glutationa Redutase (GR), além do nivel de GSH e NADPH presente no
homogenato de figado de rato; efeito protetor da bixina contra a

lipoperoxidacao e analise histopatoldgica das estruturas hepaticas.

3.5 Analise das enzimas indicadoras de fungées hepaticas

Apds a decapitacdo, o sangue dos animais dos grupos foi coletado
individualmente em tubos tipo “Falcon” de 15 mL, e mantidos em temperatura
ambiente por 15 minutos para coagulacdo. O soro foi separado por
centrifugagéo, com velocidade de 3000 g por 15 minutos. A atividade das

enzimas indicadoras de func¢des hepaticas (ALT e AST) foi dosada por meio de
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kits comerciais de dosagem enzimatica (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) de

acordo com as instrug¢des do fabricante.

3.6 Preparagcao do homogenato de figado de rato

Os ratos dos grupos tratados e controle foram eutanasiados por
decapitacdo sob anestesia com éter e o figado foi retirado e colocado em
aproximadamente 50 mL de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 1 mM e
HEPES 10 mM com pH 7,2 a 4°C, onde foi picado e levado para um
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen e homogeneizado 3 vezes por 15 s
com intervalos de 1 minuto.

A determinagado de proteina foi realizada através da reacao do biureto,
de acordo com Cain; Skilleter (1987) usando-se albumina de soro bovino (BSA)

como padréo.

3.7 Determinagao do nivel de GSH

A determinacao do nivel de GSH no homogenato do figado dos animais
tratados e controle foi realizada de acordo com Hissin e Hilf (1976) utilizando-
se tubos do tipo “eppendorf’ de 2 mL. Colocado o homogenato (1 mg de
proteina), adicionou-se meio contendo sacarose 125 mM, KCI, 65 mM e
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4 para completar 1 mL e apdés uma leve
homegeneizagao foram adicionados 500 yL de acido tricloroacético 13%. A
mistura foi agitada e centrifugada a 9000 g por 3 min. Em tubos de ensaio de 5
mL foram adionados 1800 uL de tampao contendo NaH,PO, 0,1 M, pH 8,0,
com EDTA 5 mM, 100 pL do sobrenadante obtido da centrifugacédo e 100 uL de
OPT (o-ftalaldeido) 1mg/mL. Em seguida os tubos foram agitados e mantidos
por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Foi efetuada a leitura em
espectrofluorimetro RFPC 5301 (Shimadzu, Japao) com comprimento de onda
de 350 e 420 nm para emissao e excitagcao, respectivamente, com abertura de
fenda 5 em ambos os casos. Os dados foram representados em unidades

relativas de fluorescéncia.

3.8 Determinacgao do nivel de NADPH
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O homogenato (1mg de proteina/mL) foi adicionado ao meio padréo
(volume final de 1,5 mL) contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, EGTA 0,5
mM, HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, e centrifugado a 8000 g por 3 min. Em
seguida o sobrenadante foi coletado e a fluorescéncia determinada em
espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Tokyo, Japdo) com
comprimento de onda de 366 e 450 para excitacao e emissao respectivamente
(LUND; MILLER; WOODS, 1993). Os dados foram representados em unidades

relativas de fluorescéncia.

3.9 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

Em cubetas de quartzo de volume de 4 mL foram adicionados, 1 mL de
tampao fosfato de sédio 0,1 mM, pH 7,6, contendo EDTA 0,5 mM, 10 uyL de
triton X-100 a 10%, homogenato do figado dos animais tratados ou controle
(1mg de proteina) e 10 yL de GSSG 100 mM. Em seguida as amostras foram
incubadas a 30°C por 5 minutos. Logo apés foram adicionados 10 uL de
NADPH 10 mM e a variagado da absorvéancia foi determinada no comprimento
de onda de 340 nm em um espectrofotdmetro Beckman-Coulter modelo DU-
800 (Fullerton, CA, USA).

3.10 Avaliagao da lipoperoxidacgao

A protecado contra lipoperoxidagcédo foi determinada utilizando o método
do TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico). O homogenato do
figado (5 mg de proteina/mL), foi colocado em tubo de ensaio e foram
adicionados 0,2 mL de SDS (8,1%), 1,5 mL de acido acético (20%), 1,5 mL de
acido tiobarbiturico (TBA) (solugéo aquosa a 0,67%), e o volume foi completado
até 4 mL com agua deionizada (milli-Q) e a mistura colocada em banho-maria a
95°C por 60 min. Apos o periodo de incubacgido os tubos foram retirados e
resfriados em banho de gelo e adicionado 1 mL de agua milli-Q e o complexo
malondialdeido (MDA)-TBA extraido com 5 mL de n-butanol. Em seguida os
tubos foram centrifugados a 2000 g por 10 minutos, a parte organica foi
coletada e a absorvancia medida a 535 nm (BUEGE; AUST, 1977). A
concentragédo de lipoperdxidos foi determinada utilizando-se o coeficiente de

extingdo molar de 1,56 x 10° M.
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3.11 Analise histopatolégica

Um fragmento do figado dos animais tratados e do grupo controle foi
colhido e fixado em formol 10% tamponado, pH 7,4 por 24 horas. Apds esse
periodo, foram realizadas lavagens para a remoc¢éo do fixador e o tecido foi
submetido ao processo de desidratagdo em alcool e xilol e embebidos em cera
de parafina. Cortes de 5 ym foram montados em Iaminas de vidro e corados
com hematoxilina e eosina, para avaliagdo das alteracbes histopatoldgicas
(HUMASON, 1972).

3.12 Analise estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais foi determinada pelo
teste de anadlise de varidancia (ANOVA), seguido do teste de comparagdes
multiplas de Tukey, sendo considerados estatisticamente significantes
resultados com valores de P < 0,05. As analises foram realizadas por meio do
programa GraphPad Prism, versdao 4.0 para Windows, GraphPad Software
(San Diego, CA, USA 03/04/2003).

4 RESULTADOS

4.1 Analise da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST)

Conforme observado nas Figuras 6 e 7 o tratamento com CCl4 promoveu
um aumento significativo da atividade sérica da ALT e da AST, as quais foram
utilizadas como parametro da intensidade de lesdo hepatica. A comparacgéo
entre os grupos 3 e 4 mostra que o tratamento prévio com a bixina protegeu o

figado dos danos provocados pelo CClg.
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Figura 6. Efeito protetor da bixina sobre a hepatotoxicidade induzida pelo CCl4
avaliada pela liberagdo da enzima alanina aminotransferase (ALT) no soro de
ratos conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados representam a
média + EPM de 6 animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle bixina; G3 =
CCly; G4 = bixina + CCly. *Significativamente diferente do controle (G1) (P <
0,05). *Significativamente diferente do grupo tratado com CCl4 (G3) (P < 0,05).
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Figura 7. Efeito protetor da bixina sobre a hepatotoxicidade induzida pelo CCl4
avaliada pela liberagdo da enzima aspartato aminotransferase (AST) no soro
de ratos conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados representam
a média £ EPM de 6 animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle bixina; G3
= CCly; G4 = bixina + CCl,. *Significativamente diferente do controle (G1) (P <
0,05). *Significativamente diferente do tratado com CCl, (G3) (P < 0,05).
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4.2 Determinagao do nivel de GSH no homogenato

Ocorreu uma reducao do nivel de GSH do homogenato de figado dos
animais tratados com CCls (G3) indicando que o tetracloreto de carbono
induziu a oxidacdo da glutationa presente no homonegato (Figura 8). O
tratamento prévio dos animais com a bixina (G4) protegeu o figado do efeito

provocado pelo CCly .
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Figura 8. Efeito protetor da bixina sobre a oxidagdo de GSH induzida pelo CCl4
no homogenato de figado de ratos conforme descrito em Material e Métodos.
Os resultados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. G1 =
controle; G2 = controle bixina; G3 = CCls; G4 = bixina + CCls.
*Significativamente diferente do controle (G1) (P < 0,05). *Significativamente
diferente do tratado com CCl4 (G3) (P < 0,05).
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4.3 Determinacgao do nivel de NADPH

Ocorreu uma redugao do nivel de NADPH no grupo tratado com CCl4
(G3) em relagéo ao controle, demonstrando que o CCl, promoveu a oxidagéo
do composto. O tratamento prévio dos animais com a bixina (G4) protegeu o

figado do efeito provocado pelo CCl4 (Figura 9).
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Figura 9: Efeito protetor da bixina sobre a oxidacdo de NADPH induzida pelo
CCls no homogenato de figado de ratos conforme descrito em Material e
Métodos. Os resultados representam a média £+ EPM de 6 animais por grupo.
G1 = controle; G2 = controle bixina; G3 = CCls; G4 = bixina + CCla.
*Significativamente diferente do controle (G1) (P < 0,05). *Significativamente
diferente do tratado com CCl4 (G3) (P < 0,05).
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4.4 Analise da atividade da Glutationa Redutase

A andélise da atividade da enzima Glutationa Redutase demonstra que
houve uma reducédo da significativa no grupo tratado com o CCls (G3) em
relacdo ao controle. O tratamento prévio dos animais com a bixina (G4)

protegeu contra o efeito provocado pelo CCl4 sobre a enzima (Figura 10).
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Figura 10: Efeito protetor da bixina sobre a diminuicdo da atividade da enzima
Glutationa Redutase induzida pelo CCl; no homogenato de figado de ratos
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados representam a média
+ EPM de 6 animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle bixina; G3 = CCly;
G4 = bixina + CCl,. *Significativamente diferente do controle (G1) (P < 0,05).
*Significativamente diferente do tratado com CCl, (G3) (P < 0,05).
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4.5 Lipoperoxidagao

Em relacdo a concentracédo de malonaldeido (MDA), os resultados
demonstram que o tratamento com CCls (G3) estimulou significativamente o
aumento na produgao desse composto em relagdo ao grupo controle, indicando
uma peroxidagao dos lipideos de membrana. O tratamento prévio com a bixina

protegeu o figado da oxidagao dos lipideos provocada pelo CCl4 (Figura 11).
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Figura 11: Efeito protetor da bixina sobre o aumento no nivel de malonaldeido
(MDA\) induzido pelo CCl4 no homogenato de figado de ratos conforme descrito
em Material e Métodos. Os resultados representam a média + EPM de 6
animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle bixina; G3 = CCls; G4 = bixina
+ CCls. *Significativamente diferente do controle (G1) (P < 0,05).
*Significativamente diferente do tratado com CCl, (G3) (P < 0,05).
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4.7 Alteragdes histopatoldgicas

N&o houve alteragcéo histoldégica aparente no figado dos ratos controle
tratados com 6leo (G1) ou bixina (G2) (Fig. 12A e 12B, respectivamente). A
administracdo do CCls (G3) provocou danos no figado dos ratos, conforme
demonstrado por necrose dos hepatécitos e degeneracao hidrépica (Fig. 12C)
enquanto que o tratamento prévio com a bixina protegeu parcialmente o figado

das lesdes induzidas pelo composto (Fig. 12D).

Figura 12. Efeito da bixina na caracterizacado histopatoldgica de figado de
ratos tratados com CCls (200x). A, G1 = controle; B, G2 = controle bixina; C,
G3 = CCly4; D, G4 = bixina + CCls.
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5. DISCUSSAO

O figado tem wuma importante funcdo no metabolismo e na
biotransformacgédo de substancias exdgenas. Devido a sua interposi¢cao entre o
trato digestivo e o sistema circulatorio, ele recebe grandes quantidades de
nutrientes e xenobibticos que sdo absorvidos por meio do trato digestivo e veia
porta, tornando-se 6rgao alvo de varias classes de toxicantes e toxinas naturais
ou sintéticas (GUILLOUZO, 1998).

O CCls € uma toxina que causa lesao no figado e tem sido utilizado
como agente téxico em varios estudos para indugdo de danos hepaticos
(PAVANATO et al, 2003; LEE et al, 2007; SHANKAR et al, 2008;
SRIVASTAVA; SHIVANANDAPPA, 2010; CEBOVIC; MAKSIMOVIC, 2012). As
caracteristicas patoldégicas mais marcantes na hepatotoxicidade induzida pelo
CCl4 sao esteatose hepatica, cirrose e necrose, que resultam da formacao de
intermediarios reativos, tais como radicais triclorometil (CCl3’), gerados pela
sua biotransformacdo mediada CYP450 induzindo assim a peroxidacdo dos
lipidios de membrana (RECKNAGEL et al., 1989; JIMENEZ et al., 1992;
BOELSTERLI, 2007).

A bixina é um caroten6ide com dois grupos de acido carboxilico em sua
estrutura e é o pigmento mais importante encontrado no urucum,
correspondendo a cerca de 80% dos carotendides presentes na semente da
planta (PRESTON; RICKARD, 1980; SCOTTER, 2009). Este composto tem
sido apresentado como um agente protetor de células e tecidos contra os
efeitos deletérios de espécies reativas de oxigénio e radicais livres e ainda, tem
efeito de reducado do colesterol (Di MASCIO et al., 1990; ZHANG, et al., 1991;
LIMA et al., 2001; BARCELOS, 2012; SANTOS et al., 2012). Em um estudo
realizado por SILVA et al., 2001, os autores avaliaram o papel da bixina contra
o estresse oxidativo induzido pela cisplatina em rins de ratos Wistar, nas doses
de 2,5 e 5,0 mg/kg de peso corporal, por meio de gavagem. O pré-tratamento
com a dose mais elevada de bixina resultou na redugdo do numero total de
aberragdes cromossémicas e da peroxidacgao lipidica, além de inibir a deplecéo
de glutationa reduzida induzida pela cisplatina, justificando-se assim o uso da a
bixina 5,0 mg/kg de peso corporal em nosso estudo.

As atividades séricas da alanina aminotransaminase (ALT) e da

aspartatotransaminase (AST), séo utilizadas como uma indicagéo da extensao
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de dano no figado devido a liberagdo de grandes quantidades dessas enzimas
para a corrente sanguinea (KAPLOWITZ, 2001). A AST é distribuida nos
tecidos do corpo, incluindo os musculos e coracdo, e no figado esta
principalmente presente na mitocondria dos hepatdcitos, enquanto a ALT é
encontrada principalmente no figado, no citosol. O CCls induz a peroxidagéo
lipidica danificando assim as membranas das células e organelas do figado,
resultando em liberacdo de ALT e AST no sangue circulante (SHANKAR et al.,
2008). Assim, nossos resultados mostraram que o tratamento com CCl,4
promoveu um aumento significativo das atividades séricas da ALT e AST
conforme observado nas Figuras 6 e 7. O pré-tratamento com bixina protegeu o
figado dos danos causados pelo CCls, uma vez houve reducédo na liberacao
das enzimas.

Como mencionado acima, os efeitos hepatotoxicos do metabolismo de
CCl4 sao principalmente devido ao seu metabolito ativo, o radical triclorometil.
O radical ativado liga-se covalentemente a macromoléculas e induz a
peroxidacdo dos lipidios de membrana que s&o ricos em acidos graxos
poliinsaturados. Isto leva a formacao de peréxidos de lipidios que por sua vez
formam produtos, tais como o malonaldeido (MDA), que causam danos as
membranas (ESTERBAUER et al., 1991; GUERAUD et al., 2010). O contetido
de MDA do figado aumentou em ratos tratados com CCls sugerindo que o
mecanismo de defesa natural antioxidante para eliminar excesso de radicais
livres foi comprometido. Porém, o tratamento prévio com a bixina restaurou o
nivel do MDA a valores proximos aos do grupo controle (Figura 11). Nossos
resultados estdo de acordo com o encontrado por Silva; Antunes; Bianchi
(2001).

Para se proteger contra danos causados pela oxidagao a célula possui
um sistema de defesa que inclui a glutationa reduzida (GSH), nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida (NADPH), enzimas como a
superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR). O desequilibrio entre a formagcdo e remocédo de
radicais livres no corpo, devido a reducdo de antioxidantes endoégenos ou
aumento da geracdo de espécies oxidantes, gera um estado pr6-oxidante
conhecido como estresse oxidativo, o que favorece a ocorréncia de lesbes

oxidativas em macromoléculas e em estruturas celulares, possivelmente,
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resultando em morte celular (ROSS; MOLDEUS, 1991). Sob condi¢des de
estresse oxidativo, pode ocorrer a redugcao de alguns dos fatores enddégenos de
protecdo. Por conseguinte, o tratamento de animais com CCls causou uma
diminuic&o significativa nos niveis de GSH, conforme observado na Figura 8, e
NADPH, como demonstrado na Figura 9, e ainda, na atividade da GR (Figura
10). No entanto, observou-se um efeito protetor da bixina contra o estresse
oxidativo causado por CCl4, uma vez que o pré-tratamento dos animais com o
carotendide impediu a oxidacao de GSH e NADPH e promoveu um aumento da
atividade da GR, indicando uma propriedade antioxidante do composto.

As observacgdes histologicas de amostras de figado suportam fortemente
o efeito hepatoprotetor da bixina (Figura 12). O tetracloreto causou varias
alteracbes histologicas no figado, incluindo a necrose celular, inflamacéo e
degeneracdo hidropica das células hepaticas. Estas alteragbes foram
atenuadas pela bixina, observando-se diminuicdo da necrose hepatocelular e

menor infiltracao de células inflamatorias.

6. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a bixina protegeu o figado de rato dos
efeitos oxidativos provocados pelo CCls;, uma vez que ela diminuiu a
lipoperoxidacao, juntamente com a elevagao nos niveis de GSH e NADPH e da
atividade da enzima Glutationa redutase. Além disso, a bixina protegeu o
figado dos danos hepaticos causados pelo CCls, conforme demonstrado pela
redugdo da atividade sérica da ALT e AST e pela melhoria das alteragbes
histopatoldgicas. Esta protegcdo pode estar principalmente relacionada com a
atividade antioxidante da bixina e seu uso terapéutico poderia ser considerado

em situagdes clinicas.
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