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RESUMO 

MOURÃO, L.R.M.B. Efeito antioxidante do ácido indol-3-acético sobre fígado de 
camundongos submetidos a hepatocarcinogênese induzida. 2007. 105 f. 

Dissertação (mestrado) – Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2007.  

  
O ácido indol-3-acético (AIA) é uma auxina natural, metabólito do triptofano, e é 

produzido em células animal, vegetal e em alguns microrganismos podendo atuar 

como antioxidante. O objetivo do presente estudo foi o de avaliar o poder antioxidante 

do AIA, frente a um estresse oxidativo hepático induzido pelo hepatocarcinógeno 

dietilnitrosoamina (DEN). Foram utilizados camundongos BALB/c com dois meses. 

Em uma primeira etapa do estudo foram utilizados machos e fêmeas com o propósito 

de se avaliar somente o efeito do AIA administrado diariamente por 15 dias nas doses 

de 100, 200 e 500 mg/Kg de peso vivo. Em uma segunda etapa foram utilizados 

somente machos submetidos ao AIA (50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo) por 15 dias 

e no 16o dia foram expostos ao DEN por 4 h ou por 24 h. Foram avaliados os 

seguintes parâmetros: 1) evolução do peso e porcentagem relativa do fígado; 2) 

alterações metabólicas hepáticas avaliadas pelas atividades de alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no soro; 3) perfil 

oxidativo hepático nas atividades das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e dos 

níveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada e 4) fragmentação de DNA 

hepático. Os resultados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) com 

significância de 0,05 usando o teste de Tukey.O AIA não demonstrou efeito tóxico nas 

doses utilizadas tanto para machos quanto para fêmeas em nenhum dos parâmetros 

analisados, pois esses parâmetros não apresentaram diferença significativa em 

relação aos controles (apenas tampão fosfato salina, pH 7,4). A exposição dos 

animais ao DEN por 4 h demonstrou diminuição na atividade da CAT e GR em 30% e 

23%, respectivamente em relação ao controle. O DEN induziu fragmentação de DNA, 

somente após 24 horas, correspondentes a 210, 410 e 610 pares de bases (pb). A 

atividade da CAT e GR nos animais que receberam AIA e expostos ao DEN por 4 h 

não apresentaram alteração significativa em relação aos controles. Porém, a 

administração de AIA protegeu, apenas parcialmente o DNA dos efeitos de 



 

fragmentação causados pela exposição ao DEN por 24 horas, pois se observou uma 

redução dessa fragmentação em 42%, 51% e 48% para os fragmentos de 210 pb, em 

54%, 56% e 55% para os fragmentos de 410 pb e em 51%, 57% e 53% para os 

fragmentos de 610 pb nos animais que receberam AIA nas respectivas doses de 50, 

250 e 500 mg/Kg de peso vivo, em relação aos controles. Concluiu-se que o AIA nas 

doses administradas, não alterou a evolução do peso, massa relativa do fígado, 

atividade de ALT e AST e perfil oxidativo hepático dos animais, sugerindo que esta 

auxina, não é tóxica; e que o AIA promoveu a proteção do fígado dos animais frente 

aos efeitos deletérios causados pelo DEN, baseado na atividade das enzimas CAT e 

GR e fragmentação de DNA, demonstrando um efeito antioxidante dessa auxina. 

 

Palavras-chave: auxina; hepatocarcinógeno; enzimas antioxidantes; fragmentação de 

DNA.  



 

  

ABSTRACT 

 
MOURÃO, L.R.M.B. Antioxidant effect of the indol-3-acetic acid in liver of mice 
submitted to the induced hepatocarcinogenesis. 2007. 105 f. M.Sc. Dissertation 

– Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São Paulo, 

Pirassununga, 2007. 

 
The indol-3-acetic acid (IAA) is a natural auxin, metabolite of the tryptophane, is 

produced in animal cells, vegetable and in some microorganisms being to act like 

antioxidant.  The objective of the present study was to evaluate the antioxidant effect 

of the IAA, facing a liver oxidative stress induced by the hepatocarcinogenic 

diethylnitrosoamine (DEN). Were utilized mice BALB/c with 2 months.  In a first 

phase of the study were utilized males and females with the purpose of to evaluate 

only the effect of the IAA administered daily by 15 days in the doses of 100, 200 and 

500 mg/Kg of body weight.  In a second phase were utilized only males submitted to 

IAA (50, 250 and 500 mg/Kg of body weight) daily during 15 days and in the 16ht day 

the animals were exposed to the DEN for 4 h or for 24 h.  They were evaluated the 

following parameters:  1) evolution of the weight of the animals and the relative 

percentage of the liver; 2)  liver metabolic alterations evaluated by the activities of 

alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in the serum; 

3) liver oxidative stress available by antioxidant enzyme activity as superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione 

reductase (GR) and by levels of the oxidized glutathione and reduced glutathione 

and 4) fragmentation of liver DNA.  The results were analyzed by the analysis of 

variance (ANOVA) with significance at 0.05 using Tukey test. The IAA did not 

showed toxic effect in the doses utilized for both males and females for all analyzed 

parameters, those parameters did not shown significant difference to compare with 

the controls (only phosphate buffer saline, pH 7.4).  The exposition of the animals to 

DEN for 4 h showed a reduction in the CAT and GR activity as 30% and 23%, 

respectively, compared with to the control.  The DEN to induced DNA fragmentation, 

only after 24 hours of exposition, corresponding to 210, 410 and 610 pair of bases 

(pb).  The activity of the CAT and GR in the animal treated with IAA and exposed to 



 

DEN for 4 h did not show significant alteration to compare with the controls.  

However, the IAA administration was shown a partially protection of the DNA 

fragmentation from DEN exposition for 24 hours such as 42%, 51% and 48% for the 

fragments of 210 pb, 54%, 56% and 55% for the fragments of 410 pb and in 51%, 

57% and 53% for the fragments of 610 pb by respectively IAA doses 50, 250 and 500 

mg/Kg of body weight, compared with the controls.  Concluded that the IAA in the 

doses administered, did not alter the evolution of the body weight, relative 

percentage of the liver, activity of ALT and AST and liver oxidative stress in animals, 

suggesting that this auxin is not toxic; and that the IAA promoted the protection of the 

liver of the animal facing the harmful effects caused by the DEN based in the activity 

of the CAT and GR activity and DNA fragmentation, showing an antioxidant effect of 

this auxin. 

 

Keywords: auxin; hepatocarcinogenic; antioxidants enzymes; DNA fragmentation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Atualmente, no âmbito científico, é cada vez mais importante a procura de 

novos compostos com o objetivo de melhorar as defesas antioxidantes de sistemas 

biológicos bem como combater as espécies reativas de oxigênio (ERO), os 

responsáveis no processo de estresse oxidativo que é estabelecido quando a 

geração das ERO passa a ser superior às reservas antioxidantes do organismo. 

A procura desses compostos antioxidantes é bastante intensa principalmente 

em plantas e em matérias primas naturais. Nesse sentido, as pesquisas são 

direcionadas tanto para humanos como também para animais, visando o bem estar 

e beneficiando a qualidade e produtividade dos mesmos. 

Com relação à produtividade animal, o estresse oxidativo produz um 

resultado indesejado no que diz respeito à produtividade em si e à qualidade dos 

produtos gerados, pois nesse estado, há oxidação de moléculas importantes como 

proteínas, lipídios e DNA, além de interferir diretamente na resposta imunológica do 

animal. Esse estado de estresse oxidativo pode ser minimizado com dietas 

suplementadas com antioxidantes naturais ou sintéticos, por isso, há uma constante 

procura por esses compostos, principalmente os naturais, no intuito de diminuir 

essas ocorrências sem que seja tóxico ao animal. 

Neste sentido, o objetivo do estudo apresentado nesta dissertação foi o de 

avaliar o poder antioxidante de um hormônio de crescimento de plantas, o ácido 

indol-3-acético (AIA), frente a um estresse oxidativo hepático induzido por 

dietilnitrosoamina (DEN) sem que o tratamento com esse hormônio apresente, no 

entanto, danos comportamentais ou metabólicos em camundongos; propondo um 
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modelo experimental para se avaliar as propriedades antioxidantes do referido 

produto em animais de laboratório. 

Estudos in vitro mostram que o ácido indol-3-acético possui ação antioxidante 

semelhante a outros compostos indólicos como a melatonina e sua ação 

antioxidante têm demonstrado um papel importante na preservação de sêmen de 

animais, incluindo os animais de produção. 

Em trabalhos recentes avaliaram-se uma possível ação antioxidante do AIA 

em fígado de ratos expostos ao tratamento intragástrico, uma vez que a 

administração de AIA diminuiu a atividade da catalase e glutationa peroxidase no 

fígado e reduziu também o nível de peroxidação lipídica neste órgão.  

Sabe-se que no fígado é onde se encontra o maior arsenal de enzimas 

antioxidantes que são responsáveis por combater os radicais livres ou espécies 

reativas de oxigênio, por isso para o estudo de possíveis compostos antioxidantes é 

importante avaliar sua ação no órgão em questão. 

Estudos mostram que N-dietilnitrosamina induz hepatocarcinogênese 

mediada por espécies reativas de oxigênio e, portanto este composto é largamente 

utilizado como modelo para indução de hepatocarcinogênese experimental. Vários 

antioxidantes são eficientes sobre o estresse oxidativo hepático causado pelo DEN, 

incluindo os naturais como o guaraná (Paullinea cupana Mart. Var. Sorbilis), ginseng 

brasileiro (Pfaffia paniculata), o ácido ascórbico e a melatonia.  

Uma breve revisão bibliográfica abordando os assuntos referentes ao ácido 

indol-3-acético, N-dietilnitrosamina e hepatocarcinogênese, estresse oxidativo e 

antioxidantes naturais, tornou-se necessária para permitir a compreensão dos 

aspectos que se pretende estudar nesta dissertação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1  Ácido Indol-3-acético 

 

 

O ácido indol-3-acético (AIA) é a auxina natural que, produzida pelo vegetal, 

controla muitos de seus processos metabólicos. Como auxina, o AIA é largamente 

distribuído nos brotos, folhas jovens, flores e frutos das plantas. É um metabólico do 

aminoácido triptofano (Figura 1) e é produzido em células, animal, vegetal e em 

alguns microrganismos (GORDON; BARR; FRY 1972; MILLS; FINLAY; HADDAD 

1991). 

Em plantas, as auxinas ligam-se a uma proteína solúvel, e o complexo 

formado associa-se a um receptor de membrana. Os resultados dessa ligação são 

identificados no aumento da plasticidade da parede celular e alteração na 

permeabilidade celular (GALSTON; PURVES, 1960). Em casos de uso inadequado 

de auxinas sintéticas como herbicidas, o mecanismo de ação envolve os sistemas 

carboximetil celulase e RNA polimerase que influenciam respectivamente, na 

plasticidade da membrana celular e o metabolismo de ácidos nucléicos, resultando 

em aumento anormal de DNA, RNA e proteínas que conseqüentemente promovem a 

divisão descontrolada das células e o crescimento anormal das plantas (VARGAS et 

al., 2005). 
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Figura 1. Biossíntese do ácido indol-3-acético a partir do aminoácido triptofano 

(MARCHIORO, 2005). 

 

Esse hormônio vegetal AIA é freqüentemente encontrado na água de coco e 

esta é muito utilizada em áreas como medicina, biotecnologia e nutrição. O AIA 

encontrado na água de coco, pode funcionar, como foi observado em alguns 

estudos, como conservante e diluente de sêmen de cães, pois confere aos 

espermatozóides um aumento na motilidade e vigor espermático (SALLES, 1989). A 

água de coco possui propriedades antioxidantes protetoras, provavelmente pela 

presença de vitamina C em sua composição, embora mais de um princípio ativo 

possa estar envolvido (CARVALHO et al., 2006). Uchoa et al. (2002) relataram a 

ação benéfica do AIA em espermatozóides caprinos, facilitando sua conservação, 

além do aumento da motilidade e, conseqüente, o incremento da fertilidade. Foram 



 23

também encontrados resultados positivos na conservação de sêmen suíno na 

presença de AIA (TONIOLLI et al., 1996), provavelmente por sua ação antioxidante. 

O AIA é encontrado na urina de seres humanos como um produto do 

metabolismo do triptofano e também em líquor cerebrospinal (HU; DRYHURST, 

1997), sangue (MARTINEZ et al., 1983), e em vários órgãos tais como pulmão, rim, 

fígado, e cérebro (WEISSBACH et al., 1959; TUSSELL et al., 1984). É 

predominantemente formado como resultado da ação da monoamina-oxidase 

mediada pela desaminação oxidativa de triptamina, um neurotransmissor ou 

neuromodulador do Sistema Nervoso Central, semelhante ao proposto na figura 

1(ADELL et al. 1983). O AIA em sistemas orgânicos, induz citotoxicidade em 

fibroblastos (FOLKES et al., 1999), neutrófilos (DE MELO; LIMA; CURI 2004), e 

vários tipos de câncer (GRECO et al., 2002).  

Andrade et al. (2005) puderam observar em seus trabalhos com cultivo in vitro 

de folículos pré antrais de ovinos, que há uma relação dose resposta do AIA no 

crescimento desses folículos.  Na dose de 40 ng/mL de AIA, administrado no cultivo 

desses folículos, foi observado ativação e crescimento folicular após dois dias. Essa 

concentração dessa auxina é a mesma encontrada na água de coco (DUA; 

CHANDRA, 1993). Porém, nas concentrações de 500 ng/mL e 1000 ng/mL de AIA, 

houve uma redução da porcentagem de folículos normais cultivados por apenas dois 

dias (ANDRADE et al., 2005). 

Espécies reativas de oxigênio podem se formar durante a peroxidação do AIA 

catalisada por peroxidase, gerando produtos citotóxicos (DE MELO et al., 1992) o 

que pode ocasionar efeitos moderadamente tóxicos em neutrófilos e macrófagos 

cultivados na presença dessa auxina (DE MELO et al., 1998).  
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A citotoxicidade do ácido indol-3-acético (DE MELO et al., 2004a, 2004b e 

1997; FOLKES; WARDMAN, 2001) é totalmente evidente quando na presença de 

peroxidase – seja a peroxidase de raiz forte proveniente de rábano ou a 

mieloperoxidase de neutrófilos - pois age como um proxidante avaliado pelo 

aumento da formação das espécies reativas de oxigênio (CANDEIAS et al., 1995; 

CANDEIAS; WRDMAN; MASON 1997; ESCOBAR; VÁSQUEZ-VIVAR; CILENTO 

1992), e também pela indução da peroxidação lipídica e lesões em ácidos nucléicos 

(FOLKES et al., 1999).  

A ação protetora do ácido indol-3-acético sobre a conservação de sêmen de 

alguns animais ressalta o fato de uma possível ação antioxidante desta auxina, 

quando na ausência de peroxidase (CARVALHO et al., 2006). Estudos realizados 

nessa linha, relataram o efeito da administração de AIA na função e estresse 

oxidativo de neutrófilos e constataram que a atividade fagocitária dessas células por 

partículas de Zymosan aumentou significativamente (51% em relação ao controle) 

em ratos que receberam AIA por via subcutânea ou intragástrica; sendo que a 

geração de H2O2 por essas células não foi alterada pela a administração da auxina 

(LINS et al., 2006; PUGINE et al., 2007). O Zymosan é um polissacarídeo insolúvel 

de parede celular de Saccharomyces cerevisiae que ativa a cascata alternativa de 

complemento e induz citocinas proinflamatórias em células do sistema imune 

(SATO, et al., 2003) e é utilizado para muitos estudos fisiológicos e imunológicos. 

Ainda nessa linha de pesquisa, Oliveira et al., 2007 puderam observar que, 

em fígados de ratos que receberam AIA por via subcutânea ou intragástrica 

(gavagem), essa auxina não produziu nenhuma ação proxidante e nem mesmo 

observaram diferença entre as duas vias de administração. Concomitantemente, 
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observaram uma redução na atividade da enzima catalase, o que sugere uma 

possível ação antioxidante do AIA nesse órgão.  

 

 

2.2  N-dietilnitrosoamina e Hepatocarcinogênese 

 

 

Em uma hepatocarcinogênese experimental, o agente carcinogênico pode ter 

várias origens como vírus, radiação e substâncias químicas. No caso de uma 

carcinogênese química, é durante a biotransformação do carcinógeno que ocorre a 

formação e o aparecimento de espécies reativas de oxigênio pela cadeia respiratória 

mitocondrial, instalando-se então, um estresse oxidativo no órgão alvo. Juntamente 

com a instalação desse estresse, ocorre a metabolização do carcinógeno, causando 

danos adicionais ao DNA (ARRANZ et al., 2006). Com isso, é possível dizer que a 

biotransformação/bioativação de um carcinógeno no organismo, sendo este 

endógeno ou exógeno, é o fator que controla sua atividade carcinogênica. Essa 

atividade carcinogênica altera a expressão de genes e/ou a atividade de enzimas 

relevantes para modificação estrutural e conseqüente inativação desses 

carcinógenos. Esses fatores influenciam diretamente sobre as conseqüências da 

carcinogênese iniciada quimicamente (CHEN; KONG, 2004). 

A carcinogênese química pode ser induzida por carcinógenos diretos ou 

indiretos. Os carcinógenos diretos são substâncias alquilantes ou acilantes com 

atividade eletrofílica intrínseca, enquanto os indiretos são metabolizados para 

compostos ativos eletrofílicos durante o processo de biotransformação (OLIVEIRA, 

2007).   



 26

A carcinogênese química passa por três estágios de transformação celular até 

se instalar completamente: 

Primeiro estágio: é chamada de iniciação e consiste na exposição inicial ao 

carcinógeno, como também a distribuição e transporte a órgãos e tecidos dando 

início a ativação metabólica com formação de espécies reativas e subseqüente dano 

genotóxico (SURH, 2003). 

Segundo estágio: se caracteriza pela promoção do tumor a partir das células 

iniciadas e, agora, geneticamente alteradas com relação a sua expressão gênica e 

que regulam a diferenciação e a proliferação celular, alterando esses eventos. Esse 

estágio pode ser modulado pelo agente promotor, idade do animal usado no 

experimento, composição e quantidade de dieta (DRAGAN; PITOT, 1992). 

Terceiro estágio: chamado de progressão se caracteriza pela sua 

instabilidade genômica e incessante evolução para formação neoplásica, estando 

diretamente ligado ao aumento alterado de crescimento celular, à capacidade 

invasiva, ao crescimento autônomo e às alterações bioquímicas nas células 

malignas (PITOT; DRAGAN, 1991). 

Há muito tempo, pesquisadores vêm utilizando o fígado, como órgão, para 

indução de carcinogênese química experimental (ESPANDIARI et al., 2005). Desde 

então o estudo sobre a etiologia e histopatogênese dos tumores hepáticos 

experimentais tem tido grande importância provavelmente pelo fato de que os 

carcinógenos com ação em humanos, agem também em animas de experimentação 

(CLAYSON; ARNOLD, 1991). Por isso, o uso de carcinógenos químicos em 

roedores para indução de câncer, é considerado um indicador válido de risco de 

câncer para o homem (ENGELBERGS; THOMALE; RAJEWSKY 2000). 
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Os modelos de indução de hepatocarcinoma mais citados na literatura 

utilizam um hepatocarcinógeno químico: dietilnitrosamina ou N-nitrosodietilamina 

(Figura 2) (FAUSTO et al. 1999). Este importante hepatocarcinógeno é um agente 

alquilante do DNA que é rapidamente metabolizado a substâncias reativas que 

interagem com o DNA e dá origem a células que, a partir desse evento, carregam 

alterações genéticas e que se proliferam após o início do processo neoplásico 

(DEAL; RICHARDSON; SWENBERG 1989).  

 

 

Figura 2. Estrutura química do N-nitrosodietilamina (DEN)  

 

Outro ponto importante da utilização do N-nitrosodietilamina (DEN) como 

indutor de hepatocarcinogênese é o fato do mesmo ser encontrado numa larga 

variedade de alimentos como queijo, grão de soja, fumo, peixe salgado e 

desidratado, carne curada e bebidas alcoólicas (LIAO et al., 2001). No processo de 

metabolismo de certas drogas terapêuticas, também acontece a formação de 

dietilnitrosamina (AKINTONWA, 1985), assim como também é encontrado na 

fumaça do tabaco (IARC, 1972). 

O dietilnitrosamina sofre ativação metabólica por isozimas do sistema 

monoxigenase do citocromo P450 formando espécies reativas de oxigênio que 

causam uma tensão oxidativa e pode levar a citotoxicidade, mutagenicidade e 

carcinogenicidade. Esse composto também pode exercer seu poder carcinógeno, 

gerando DNA aductos, que são formas modificadas de DNA que podem voltar a sua 
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estrutura original, porém no momento da regeneração, podem acontecer mutações 

em sua estrutura, o que proporciona à molécula diferenças importantes na 

proliferação e expressão gênica (FUKUMASU et al, 2006). O fato de o 

dietillnitrosamina estar presente em produtos alimentícios comumente consumidos 

se faz necessário o desenvolvimento de drogas efetivamente hepatoprotetoras com 

potente atividade antioxidante (PRADEEP et al, 2007). 

Vários antioxidantes mostram-se eficientes sobre o estresse oxidativo 

causado por agentes carcinógenos químicos como o DEN, incluindo os naturais 

como o guaraná (Paullinea cupana Mart. Var. Sorbilis) (FUKUMASU et al., 2006) e 

ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata) (DA SILVA et al., 2005) e o ácido ascórbico 

(LIU et al., 2006).  O guaraná é citado na literatura como um anti-neoplásico natural, 

uma das hipóteses dessa ação é a presença de substâncias como a cafeína, 

taninos, catequinas e outros (FUKUMASU et al., 2005). 

 

 

2.3  Estresse Oxidativo  

 

 

Os mamíferos possuem uma notável habilidade de adaptação a vários tipos 

de estresse a que são submetidos. Por isso, frente a um estresse oxidativo, o 

organismo lança mão de várias formas de defesa, desenvolvendo um sistema 

antioxidante, uma maneira de se adaptar e manter a homeostase. Nesse sentido, 

qualquer estímulo que leve a produção excessiva de espécies reativas e/ou à 

depleção de antioxidantes, conduz a uma alteração significativa do balanço entre a 
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produção e remoção de espécies reativas como os radicais livres (DRÖGE, 2002; 

URSO; CLARKSON, 2003).  

Um radical livre tem como definição qualquer átomo, grupo de átomos ou 

molécula com um elétron não pareado ocupando uma órbita externa, como ânion 

superóxido (O2
-•), o radical hidroxil (•OH) e o óxido nítrico (NO•), por exemplo. 

Entretanto, ainda existem outros compostos igualmente reativos que não possuem 

um elétron desemparelhado na última camada, que incluem o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o cátion nitrosonium (NO+), o ânion nitroxila (NO-) e o peroxinitrito 

(OONO-); porém, classificando de uma forma mais ampla, tanto um grupo quanto o 

outro podem ser chamados de espécies reativas (DRÖGE, 2002).  

Entre as ERO, o mais potente oxidante em sistemas biológicos é o radical 

hidroxil, com um tempo de vida extremamente curto (1x10-9 s) e com alta reatividade 

a uma grande variedade de moléculas orgânicas, pois necessita somente de mais 

um elétron para se estabilizar (YU, 1994; ROVER JÚNIOR; HÖ; VELLASCO 2001). 

Se o radical hidroxil, for produzido próximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um 

metal, poderão ocorrer modificações de bases purínicas e pirimidínicas levando à 

inativação ou mutação desse DNA, pois esse radical combina com extrema rapidez 

ao metal ou até mesmo a outros radicais. O radical hidroxil pode também iniciar a 

oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das membranas celulares 

(lipoperoxidação) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Os metais de transição, como o ferro e o cobre, tem confirmada ação 

catalítica na formação de lesões oxidativas decorrentes da produção de radical 

hidroxil (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990); sendo que o ferro é o metal mais 

abundante no organismo por atuar como cofator importante para várias proteínas. 

Tanto na reação de Fenton quanto na reação de Haber-Weiss forma o radical 
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hidroxil com a efetiva participação do ferro ou do cobre (FERREIRA; MATSUBARA, 

1997): 

 

Reação de Fenton: 

H2O2    +   Fe2+(Cu+)   →  HO.   +   HO-   +   Fe3+(Cu2+) 

 

Reação de Haber-Weiss: 

1)    Fe3+(Cu2+)  +   O2
-.       →       Fe2+(Cu+)       +     O2  

2)    Fe2+(Cu+)      +    H2O2    →    Fe3+(Cu2+)   +   HO. + HO-  

SSOOMMAA::        O2-.  +    H2O2       →      HO.    +     O2   +     HO- 

 

Quando acontece o desbalanço da quantidade produzida de ERO e a 

remoção destes pelos sistemas antioxidantes, se tem então um estresse oxidativo, 

causador de danos moleculares às estruturas celulares com conseqüente alteração 

funcional e prejuízo das funções vitais (DRÖGE, 2002). Esses danos podem ser 

observados em diversos tecidos e órgãos tais como fígado, músculo e tecido 

adiposo (BARJA DE QUIROGA, 1992; GOLDFARB, 1993), vascular (DUARTE et al., 

1993; FENSTER et al., 2002) e cerebral (SIGNORINI; SIGNORINI, 1993; 

HALLIWEL, 1994; KEYNES; GARTHWAITE, 2004).  

Por um lado as ERO oxidam importantes estruturas celulares como as 

macromoléculas, por outro lado também participam do sistema de defesa contra 

uma infecção em que os fagócitos estimulados produzirem ERO com a finalidade de 

destruir o microrganismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; POULSEN et al., 2000).  

Sabe-se que as ERO estão envolvidas em vários processos fisiológicos, 

assim como em vários eventos patológicos como mutação de DNA, carcinogênese, 



 31

envelhecimento, arterosclerose, danos por radiação, inflamação, diabetes mellitus, 

doenças neurodegenerativas e injúrias tóxicas, incluindo toxicidade aguda e crônica 

por álcool (DAS; VASUDEVAN, 2007). 

O ácido indol-3-acético, em estudos in vitro, mostrou possuir ação 

antioxidante semelhante a outros compostos indólicos (CANO; ALCARAZ; ARNAO 

2003) como a melatonina (KARBOWNIK et al., 2000; CELIK et al., 2006). Ohta et al. 

(2004) observaram que a melatonina pôde prevenir lesões agudas induzidas por 

tetracloreto de carbono (CCl4) em fígado de ratos, atenuando a aumentada 

peroxidação lipídica e reduzindo a depleção da glutationa em sua forma reduzida. 

Esses mesmos autores puderam concluir que, doses terapêuticas de melatonina, 

por uma única vez pós-tratamento com CCl4, atenuaram o decréscimo da 

concentração de ácido ascórbico e da atividade das enzimas superóxido dismutase, 

catalase e glutationa redutase, além de aumentar a atividade de xantina oxidase em 

fígado de ratos submetidos a esse tratamento. Esses dados sugerem que este 

composto indólico exerce um efeito terapêutico antioxidante em danos agudos 

causados no fígado pelo excesso de ERO e peroxidação lipídica induzida.  

As enzimas antioxidantes fazem parte da primeira linha de defesa contra a 

toxicidade das ERO no organismo (RODRIGUEZ et al., 2004). Cada enzima 

antioxidante é responsável por uma ação protetora específica contra as ERO:  

1. Linha de proteção que atua como detoxificadora dos agentes antes de 

causar a lesão; 

• As enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx),  os metabólitos da glutationa reduzida 

(GSH) e Vitamina E; 
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2. Linha de defesa que tem a função de reparar a lesão ocorrida; 

• As enzimas glutationa redutase (GR), GPx, os metabólitos ácido 

ascórbico e GSH (FERREIRA et al., 1997). 

 

Os agentes que protegem as células contra os efeitos das espécies reativas 

de oxigênio podem ser classificados em antioxidantes enzimáticos e não-

enzimáticos (SIES, 1993). O sistema enzimático é constituído por várias enzimas, 

entre elas: SOD, CAT, GPx e GR (HALLIWELL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). O sistema não enzimático pode ser 

classificado em endógeno (bilirrubina, melatonina, ácido úrico, coenzima-Q e outros 

produtos metabólicos) e os exógenos (α-tocoferol, ácido ascórbico, polifenois, 

selênio e outros obtidos através da dieta) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). 

A seguir será apresentado, simplificadamente, como a linha de defesa das 

enzimas antioxidantes pode atuar: 

• A superóxido dismutase é encontrada em duas formas de isoenzimas, 

principais, a Cu-Zn-SOD atuando principalmente no citosol e a Mn-SOD que 

atua na matriz mitocondrial (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2004). A SOD reduz o radical superóxido (O2
-) para formar 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2) (equação 1) (SIES, 1993; 

HALLIWEL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). 

 

2O2
⎯ •  + 2H+   →    H2O2  + O2   (equação 1) 

 

• A catalase é uma enzima encontrada basicamente nos peroxissomas das 

células animais e possui em sua estrutura o Fe3+, que compõem o grupo 
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prostético heme da proteína, importante para efetuar a reação catalítica. A 

função da catalase é reduzir o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 

(equação 2) (SIES, 1993; HALLIWEL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2004). 

2H2O2   →   2H2O   +  O2    (equação 2) 

 

• A glutationa peroxidase e a glutationa redutase agem em conjunto eliminando 

os hidroperóxidos orgânicos e inorgânicos. A GPx e a GR estão distribuídas 

tanto no citosol quanto na mitocôndria das células (JI et al., 1988). A GPx 

possui uma característica importante, apresentando um resíduo de cisteína 

contendo selênio covalentemente ligado.  A atividade da GPx  está 

relacionada ao consumo do co-substrato GSH que é convertido em GSSG. E, 

a regeneração do GSH no meio celular é efetuada pela GR tendo como 

participante o NADPH (Figura 3) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). 

 

 

 

 

Figura 3. Eliminação de hidroperóxidos através das enzimas glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GR) agindo sobre o substrato glutationa. 
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É possível se observar a importância do tripeptídeo glutationa em todo o 

processo de defesa antioxidante envolvendo o ciclo enzimático das glutationas e a 

Figura 4 (explicativa da Figura 3) apresenta como esse importante processo 

acontece simultaneamente:  

 

 

Figura 4. Interconversão de glutationa nas suas formas reduzidas e oxidada pela 

ação das enzimas glutationa peroxidase, glutationa oxidase e glutationa 

redutase (ROVER JÚNIOR; HÖERHR; VELLASCO, 2001). 

 

No momento do estresse oxidativo, com a atividade efetiva das enzimas 

antioxidantes, ocorre produção de GSSG e depleção de GSH. Porém, com o 

excesso de agentes oxidantes e/ou deficiência do sistema antioxidante, haverá um 

desequilíbrio favorecendo a produção de GSSG e consumo de GSH, fato que 

também caracteriza o estresse oxidativo assim como sua magnitude. Por isso, a 

razão GSSG/GSH, deve ser monitorada por sistemas de medição. Beehler et al. 
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(1989), observaram que em pulmões de ratos submetidos à hiperoxia por 48 horas, 

esta razão está significantemente aumentada quando comparada a de grupo 

controle não expostos. 

Em virtude da importante linha de defesa a qual fazem parte essas enzimas 

antioxidantes, é que se faz necessário ressaltar a mensuração de suas atividades 

catalíticas, em conjunto com a mensuração dos níveis de GSH e GSSG. Outros 

parâmetros para se avaliar o estresse oxidativo em material biológico são, dentre 

outros, os conteúdos de peroxidação lipídica e fragmentação de DNA. 

Assim como a relação GSSG/GSH, também há a importância de analisar a 

peroxidação lipídica, já que todos os componentes celulares são suscetíveis à ação 

das ERO, mas a membrana é um dos mais atingidos em decorrência dessa 

peroxidação. Quando a peroxidação lipídica, produzida pelas ERO atinge a 

membrana celular, acarreta alterações na estrutura e na permeabilidade das 

membranas celulares (MELLO-FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI 1983). Em virtude 

disso, há perda da seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de 

organelas, e também formação de produtos citotóxicos (malonaldeído), culminado 

com a morte celular (HERSHKO, 1989). 

Da mesma forma e importância, para a detecção do grau de estresse 

oxidativo causado pelas ERO ou até mesmo pelos tratamentos administrados a um 

animal, se faz necessário também a determinação da fragmentação de DNA. As 

ERO fazem parte da lista de agentes que levam danos ao DNA, assim como 

produtos de peroxidação lipídica ou agentes alquilantes, entre outros. Fujimoto et al. 

(1984), testaram hidroperóxidos resultantes da oxidação do metil linolato e linolenato 

na presença de metais e agentes redutores (cisteína e ácido ascórbico), pois, nessa 

condição, os hidroperóxidos são facilmente decompostos, e observaram como 
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resultado, a formação de uma grande variedade de compostos carbonílicos e 

espécies reativas de oxigênio que podem reagir com o DNA. 

 

 

2.4  Antioxidantes Naturais 

 

 

Em virtude de todos os danos trazidos pelo estresse oxidativo, a procura por 

antioxidantes exógenos que revertam ou protejam esse processo é intensa, 

principalmente se este for componente de alimentos naturais como frutas e plantas. 

Existem vários compostos antioxidantes presentes na dieta que possuem 

importantes funções no processo de retardamento de doenças como câncer, e 

demais doenças crônicas (CHUN et al., 2005). A alimentação rica em vitaminas C e 

E, por exemplo, é um método antioxidante importante de prevenção contra essas 

doenças. 

Os sistemas antioxidantes também estão presentes nas plantas que, através 

de metabolismos especiais, produzem substâncias como: taninos, fenóis, alcalóides, 

lignanas, cafeínas e aminas (LARSON 1988; COTELLE, 1996; OKADA; KANEKO; 

OKAJIMA, 1996). Assim, alguns desses compostos fenólicos de plantas, por 

exemplo, possuem como propriedade antioxidante, eliminar radicais livres e/ou 

espécies reativas e quelar metais reativos (CHUN et al., 2005). 

A própolis é um desses compostos que contém, em sua composição, 

polifenóis que conferem a esse composto, atividade antioxidante. Além dos 

polifenóis, a própolis contêm vários outros compostos com a propriedade de 

removerem radicais livres em excesso (MENEZES, 2005). Outros pesquisadores 
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atribuem a CAPE (Caffeic Acid Phenethyl Ester), um composto fenólico da própolis, 

essa propriedade antioxidante. Porém, Russo , Longo e Vanella (2002) constataram 

que mesmo com a remoção da CAPE, extratos de própolis continuaram a apresentar 

atividade antioxidante.     

Chun et al. (2005) demonstraram em seus estudos que ervas como orégano 

alecrim, tomilho e menta, possuem relevantes aplicações antioxidantes por 

possuírem alto conteúdo de compostos fenólicos e constataram que, utilizando o 

óleo de um tipo específico de orégano, obtiveram ação antimicrobiana a 

Helicobacter pylori, uma bactéria estomacal responsável por um tipo crônico de 

gastrite. 

Demais pesquisadores também no intuito de encontrar compostos 

antioxidantes em matérias primas naturais continuam suas buscas. Melo et al. 

(2003) observaram em seus estudos que o coentro Coriandrum sativum L., uma 

especiaria muito usada no Brasil, possui tanto em seu extrato etéreo como no 

extrato aquoso, um grande potencial antioxidante atribuído principalmente a seus 

compostos fenólicos e seus carotenóides. 

As características estruturais dos compostos orgânicos com atividades 

antioxidantes são os fatores que governam essa atividade e incluem, na maioria dos 

casos, a presença de grupamentos fenólicos como flavonóides, fenilpropanóides e 

outros compostos aromáticos (CHUN et al., 2005). Corsino et al. (2003) observaram 

uma ação antioxidante em infusões de folhas de Maytenus Aquifolium, uma árvore 

selvagem proveniente do cerrado brasileiro que é largamente usada no tratamento 

de úlcera gástrica. Seu poder antioxidante protege a mucosa estomacal das 

espécies reativas de oxigênio formadas no processo crônico da gastrite e posterior 

úlcera gástrica. 
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Várias substâncias também são estudadas para a quimioprevenção do câncer 

e os antioxidantes naturais são regularmente escolhidos como uma dessas 

substâncias. O guaraná Paullinia cupana, uma planta originária do Brasil, possui 

uma alta concentração de taninos, um produto secundário do metabolismo de várias 

plantas (DESHPANDE et al., 1984). Um recente trabalho de Fukumasu et al. (2007) 

demonstrou que o guaraná atua suprimindo a carcinogênese química induzida pelo 

N-nitrosodietilamina.  

Em vários estudos há relatos da suplementação de dietas com antioxidante 

para animais de produção e são apontados melhores resultados na produção e na 

qualidade dos produtos gerados.   

Na dieta de suínos o uso de selênio traz vantagens de comercialização, 

principalmente se o produto for fornecido ao leitão recém nascido, pois no suíno em 

crescimento, a incorporação de selênio aos músculos é muito mais eficiente se for 

fornecido por selênio orgânico. Essa suplementação faz com que os animais 

ganhem uma proteção antioxidante, prolongando a boa coloração da carne e 

aumentando a vida de prateleira (ALVES et al., 2006). 

A adição de antioxidantes como vitamina A, vitamina E (α-tocoferol), vitamina 

D3 e selênio na dieta de bovinos leiteiros reduzem o nível de produtos da 

peroxidação lipídica no leite (CASTILLO et al., 2005; PASCHOAL; ZANETTI; 

CUNHA, 2006). Outros autores observaram que suplementação com vitamina E, β-

caroteno, luteína e zeaxantina são capazes de retardar a oxidação de proteínas no 

leite bovino (HAVEMOSE et al., 2004). Demais trabalhos relatam ainda que, 

novamente, a suplementação com vitamina E para vacas leiteiras, no pré e pós 

parto, melhora a atividade das células fagocitárias, prevenindo a incidência de 

mastite clínica (POLITIS et al. 1995; NDIWENI; FINCH, 1996; VALLE, 2005). 
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Com o objetivo de melhorar a conservação da carne, outros autores 

observaram que o uso de antioxidantes como vitamina E, vitamina C e ácido lipóico, 

entre outros, na dieta de animais de corte, promove maior estabilidade da cor e 

menor oxidação dos lipídeos da carne (LAURIDSEN et al., 1999; HARRIS et al., 

2001; ROWE et al., 2004; RENTFROW et al., 2004; BEKHIT et al., 2005). Ainda com 

relação a conservação da carne, foi relatado que a suplementação com 

antioxidantes na dieta de animais de corte, pode ser uma alternativa viável para 

minimizar a oxidação de lipídios e proteínas induzida pela irradiação da carne 

(DOGBEVI; VACHON; LACROIX, 1999; LACROIX, 2002; AHN, 2003; BREWER, 

2004; PLACEK et al., 2004).  

Com isso, pode-se dizer que a suplementação alimentar com antioxidantes, 

principalmente os naturais, constituem-se em uma linha importante para a pesquisa 

atual e neste contexto a busca por novos compostos com atividades antioxidantes 

adquire relevância. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a influência do ácido indol-3-acético como um antioxidante na proteção do 

fígado submetido a um estresse oxidativo induzido. 

 

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

 

Avaliar a ação não tóxica e antioxidante de diferentes doses de ácido indol-3-

acético com e sem estresse oxidativo induzido por N-dietilnitrosamina através de: 

 

− Análise da atividade das enzimas antioxidantes: superóxido dismutase; 

catalase; glutationa peroxidase e glutationa redutase; 

− Análise da atividade das enzimas alanina aminotransferase e aspartato 

aminotransferase, marcadoras de disfunção hepática; 

− Análise da viabilidade celular através de perfil oxidativo como dosagem de 

glutationa reduzida e glutationa oxidada; 

− Geração de fragmentação de DNA; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1  Reagentes  

 

 

Todos os reagentes são de grau analítico e foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

 

 

4.2  Delineamento experimental – Efeito do AIA em relação dose resposta e 

prevenção de hepatocarcinogênese induzida 

 

 

O experimento foi dividido em duas etapas: 

  1ª etapa - efeito dose-resposta do AIA; 

  2ª etapa - efeito do AIA na prevenção de hepatocarcinogênese induzida 

por N-nitrosodietilamina. 

 

 

4.3  Animais 

 

 

Todos os animais foram da linhagem BALB/c com dois meses de idade, 

mantidos em biotério com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12/12 
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horas. Os animais foram criados e mantidos durante os experimentos no biotério do 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo (FMVZ-USP) em colaboração com a Profa. Dra. Maria 

Lúcia Zaidan Dagli. Os animais foram mantidos sob condições controladas de 

temperatura (20 ± 4ºC) e umidade relativa do ar (45-65%). 

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissão de Bioética da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, em 

agosto de 2006 sob o protocolo no. 952/2006, (projeto: Avaliação dos efeitos 

antioxidantes do ácido indol-3-acético na hepatocarcinogênese induzida) (ANEXO 

1). 

 

 

4.4  Administração de ácido indol-3-acético 

 

 

1ª etapa: os camundongos foram divididos em oito grupos com 5 animas 

cada um sendo 4 grupos de machos e 4 grupos de fêmeas: i) grupo controle que 

recebeu 1mL de tampão fosfato salina, pH 7,4 (PBS); ii) grupo que recebeu solução 

de AIA 100 mg/Kg de peso vivo do animal; iii) grupo que recebeu solução de AIA 

200 mg/Kg de peso vivo do animal e iv) grupo que recebeu solução de AIA 500 

mg/Kg de peso vivo do animal. Os animais foram tratados diariamente por 15 dias; 

2ª etapa: os camundongos macho foram divididos em quatro grupos de 12 

animais cada um, de acordo com a dose administrada de AIA, diariamente por 15 

dias: i) grupo controle que recebeu 1mL de PBS; ii) grupo que recebeu solução de 

AIA 50 mg/Kg de peso vivo do animal; iii) grupo que recebeu solução de AIA 250 
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mg/Kg de peso vivo do animal e iv) grupo que recebeu solução de AIA em PBS 500 

mg/Kg de peso vivo do animal, 

 

 

4.5  Indução da Hepatocarcinogênese 

 

 

 Apenas os animais da segunda etapa foram submetidos à indução de 

hepatocarcinogênese por períodos de quatro horas ou 24 horas. 

O modelo experimental de indução de hepatocarcinogênse foi efetuado por N-

nitrosodietilamina (DEN) na dose de 160 µg/g de peso vivo dissolvido em solução 

salina fisiológica (0,9%) (FUKUMASU et al., 2006) Esta dose promove alta lesão nos 

hepatócitos após três horas (FUKUMASU et al., 2006).   

No 16o dia de experimento, os 12 animais que compuseram cada um dos 

quatro grupos formados de acordo com a dose administrada de AIA foram 

subdivididos da seguinte maneira: quatro animais não foram expostos ao DEN, 

quatro animais foram expostos ao DEN por quatro horas e os outros quatro animais 

foram expostos ao DEN por 24 horas (Tabela 1).  Os grupos formados nesta etapa 

foram: 

1) Grupo controle que recebeu apenas tampão fosfato salina, pH 7,4 

(PBS), ou seja, não receberam nem o AIA e nem o DEN; 

2) Grupo controle exposto ao DEN por 4 horas;  

3) Grupo controle exposto ao DEN por 24 horas;  

4) Grupo que recebeu apenas AIA 50 mg/Kg de peso vivo;  
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5) Grupo que recebeu AIA 50 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 4 horas; 

6) Grupo que recebeu AIA 50 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 24 horas;  

7) Grupo que recebeu apenas AIA 250 mg/Kg de peso vivo; 

8) Grupo que recebeu AIA 250 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 4 horas;   

9) Grupo que recebeu AIA 250 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 24 horas;  

10) Grupo que recebeu apenas AIA 500 mg/Kg de peso vivo;  

11) Grupo que recebeu AIA 500 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 4 horas e 

12) Grupo que recebeu AIA 500 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN 

por 24 horas. 

 

 

Tabela 1. Número de animais na formação dos grupos controle (C) e dos que 

receberam AIA (50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo do animal) na 

ausência e presença de DEN por 4 horas (DEN-4h) ou por 24 horas 

(DEN-24h). 

 
Tratamento AIA mg/Kg de peso vivo 

DEN 
C 50 250 500 

Ausência 4 4 4 4 

Presença 4h 4 4 4 4 

Presença 24h 4 4 4 4 
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4.6  Protocolo Experimental 

 

 

Experimentos da 1ª etapa: Nessa etapa, foi coletado sangue dos animais 

controles e dos que receberam AIA (100, 200 e 500 mg/kg de peso vivo do animal) 

para determinação de atividade da alanina aminotransferase (ALT). Também foram 

coletadas amostras de fígado para a determinação da atividade de enzimas 

antioxidantes e conteúdo de glutationa oxidada e reduzida. 

Experimentos da 2ª etapa: Foi coletado o sangue dos animais controles e dos 

que receberam AIA (50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo do animal) expostos e não 

expostos ao DEN. No soro foi determinada atividade da alanina aminotrasferanse 

(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Foram coletadas amostras de fígado para 

a determinação da atividade de enzimas antioxidantes, conteúdo de glutationa 

oxidada e reduzida e fragmentação de DNA. 

 

 

4.7  Coleta e Processamento das Amostras 

 

 

Amostras de sangue foram obtidas no momento da eutanásia de todos os 

grupos através de punção cardíaca, utilizando-se seringa de 1mL e agulha 12,7 mm 

x 0,33 mm. O sangue foi coletado em tubos plásticos de 2 mL e imediatamente 

acondicionado em gelo. Após o término da coleta foram centrifugadas por 15 

minutos a 800 x g para obtenção do soro. Este último foi aliquotado e armazenado, a 

–40°C, até a realização das análises bioquímicas.  
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As amostras de fígado foram dissecadas, divididas em partes e cada parte 

envolvida em papel alumínio indentificado, para acondicionamento em nitrogênio 

líquido. 

 

 

4.8  Atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato 

aminotransferase (AST) 

 

 

Estas enzimas foram analisadas em amostras de soro usando Kit (BAYER 

ADVIA 165, Lerverkusen, Germany) seguindo as instruções do fabricante. 

Resumidamente, a atividade da ALT e da AST foi determinada com base na taxa de 

consumo de NADH avaliada pelo decréscimo do valor de absorbância acompanhada 

espectrofotometricamente (DU-800, Beckman) a 340 nm. A atividade das enzimas 

foi expressa em unidades internacionais (U) por litro de soro. 

 

 

4.9  Perfil Oxidativo 

 

 

O perfil oxidativo do tecido hepático foi avaliado pelos seguintes parâmetros: 

1) determinação de GSH e GSSG; 2) atividade das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e 

glutationa redutase (GR). Todas as análises foram realizadas em espectrofotômetro 

(DU-800, Beckman) nas condições estabelecidas para cada método. 
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4.9.1 Determinação de GSH e GSSG 

 

 

O conteúdo intracelular de glutationa reduzida (GSH) e de glutationa oxidada 

(GSSG) nos tecidos ou do plasma foi determinado de acordo com Titze (1969).  

 Para determinação do conteúdo de GSH, os tecidos foram triturados em 

homogeneizador tipo "potter" de alta velocidade durante 2 minutos na proporção de 

um grama de tecido para 5 mL da solução de ácido 5-sulfosalicilico (5%, m/v) 

contendo EDTA (5 mmol.L-1) e o plasma homogeneizado em vortex na proporção de 

300 µL de amostra para 70 µL da solução de ácido 5-sulfosalicilico (5%, m/v) 

contendo EDTA (5 mmol.L-1). Ambos foram centrifugados a 10.000 r.p.m. por 5 

minutos.  

O sobrenadante foi utilizado para determinação da glutationa total através da 

reação com o ácido 5,5´-ditiobis-[2-nitrobenzóico] (DTNB). O meio de reação foi 

constituído de tampão fosfato de sódio (100 mmol.L-1) contendo EDTA (5 mmol.L-1), 

DTNB (1,5 mmol.L-1), NADPH (0,2 mmol.L-1) e glutationa redutase (1 UI) em pH 7,5. 

A reação foi iniciada pela adição de NADPH e acompanhada a 412 nm por 4 min a 

25 oC.  

Para determinação do conteúdo de GSSG, foi necessário converter o GSSG 

em GSH através da homogeneização dos tecidos ou o plasma com a solução de N-

etilmaleimida (NEM) (12,5 mmol.L-1) contendo EDTA (5 mmol.L-1) seguido da 

hidrólise alcalina do NEM. Após centrifugação o sobrenadante foi utilizado para 

determinação do conteúdo de GSH como descrito acima.   

O conteúdo de GSH foi obtido pela subtração do valor de GSSG da glutationa 

total. 

O estado reduzido/oxidado do conteúdo intracelular dos tecidos obtidos dos 

camundongos tratados e não tratados foi avaliado pelos conteúdos de GSH e 

GSSG, baseado na reciclagem com o ácido 5,5´-ditiobis-[2-nitrobenzóico] (= DTNB). 
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Os tecidos foram extraídos em tampão fosfato (60 mmol/L, pH 7,8) e macerados. A 

solução foi centrifugada a 800 x g durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado 

para a determinação espectrofotometrica de GSH e GSSG a 412 nm por 3 minutos a 

25ºC (TIETZE, 1969).  

 

 

4.9.2 Extração da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR) 

 

 

 Os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato (0,10 mmol/L) e pH 7,5 

na proporção de 1:10 para proceder a extração das enzimas. Para tal, os tecidos 

foram triturados em homogeinizador tipo "potter" de alta velocidade durante 2 

minutos na proporção de um grama de fígado para 10 mL de tampão de extração 

gelado (4,0 oC). Após homogeinização, centrifugaram-se as amostras a 800 x g 

durante 10 minutos sob refrigeração. O sobrenadante foi retirado, cuidadosamente, 

com uma pipeta Pasteur, transferido para tubos sob gelo e foi utilizado para 

determinar a atividade máxima das enzimas antioxidantes.   

 

4.9.3 Atividade máxima da superóxido dismutase (SOD) 

 

 

A atividade máxima da SOD foi determinada de acordo com a taxa de 

redução Nitro Blue Tetrazolium (NBT) pelo ânion superóxido a 25oC acompanhada 

por 3 minutos espectrofotometricamente a 550 nm (BEUCHAMP; FRIDOVICH,1971) 
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e expressa em µmol de NBT consumido por minuto por miligrama de proteína. O 

sistema xantina-xantina oxidase foi utilizado como fonte de ânion superóxido. A SOD 

da amostra compete pelo ânion superóxido, inibindo a taxa de redução do NBT. O 

meio de ensaio continha NBT (0,1 mmol/L), xantina (0,05 mmol/L), EDTA (0,1 

mmol/L) e tampão fosfato de sódio (53 mmol/L), pH 7,8). Neste ensaio o primeiro 

passo foi adequar a quantidade de xantina oxidase necessária para a redução NBT 

em 0,025 unidades de absorbância por minuto, 1 unidade de atividade de SOD 

correspondeu a  50% deste valor. 

 

 

4.9.4 Atividade máxima da catalase (CAT) 

 

 

 A atividade máxima da CAT foi avaliada pelo consumo de peróxido de 

hidrogênio espectrofotometricamente a 230 nm e 30oC. O meio de ensaio continha 

Tris-aminometano (50 mmol/L) e EDTA (25 mmol/L) e peróxido de hidrogênio (9,0 

mM) (BEERS; SIZER, 1952). A atividade da catalase foi expressa pelo consumo de 

H2O2 por minuto por miligramas de proteína. 

 

4.9.5 Atividade máxima da glutationa peroxidase (GPx) 

 

 

A atividade máxima da glutationa peroxidase foi determinada 

espectrofotometricamente com base no decréscimo da concentração de NADPH a 

340 nm a 37oC (PAGLIA; VALENTINE, 1967) O meio reacional foi constituído de 
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tampão fosfato (64 mmol/L, pH 7,0), NADPH (0,2 mmol/L), GSH (1 mmol/L), t-butil-

hidroperóxido (1 mmol/L) e GR (10 U/mL). A reação foi iniciada pela adição de t-

butil-hidroperóxido e a reação acompanhada por 10 min. A atividade da GPx foi 

expressa pelo consumo de NADPH por minuto por miligramas de proteína. 

 

 

4.9.6 Atividade máxima da glutationa redutase (GR)  

 

 

A atividade máxima da glutationa redutase foi avaliada através da 

mensuração da velocidade de oxidação do NADPH com a concomitante redução da 

glutationa redutase oxidada (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). O meio de ensaio foi 

composto de tampão fosfato de potássio 0,2 mol/L pH 7,0 contendo EDTA 2 mmol/L; 

NADPH 20 mmol/L em Tris-HCl 10 mmol/L pH 7,0; GSSG 20 mmol/L e amostra, a 

leitura é feita em espectrofotômetro por três minutos a 25 ºC.  A atividade foi 

expressa pelo consumo de NADPH por minuto por miligramas de proteína a 340 nm. 

 

 

4.10 Determinação de proteínas totais 

 

 

 O conteúdo de proteínas dos extratos de células foi determinado 

espectrofotometricamente pelo método descrito por Bradford (1976), usando soro 

albumina bovino para construção da curva padrão. 
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4.11 Fragmentação de DNA 

 

 

Para a realização do experimento foram utilizadas amostras de fígado dos 

animais controles e os que receberam AIA 50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo do 

animal, na ausência e presença de DEN, sacrificados após 4 h e 24 h.  

 

 

4.11.1 Extração do DNA 

 

 

Para a extração do DNA foi utilizado o kit (Wizard® Genomic DNA 

Purification) seguindo as instruções do fabricante, que consiste: a) maceração do 

tecido, com o objetivo de aumentar a superfície de contato; b) uso de solução de 

RNAse para romper a membrana celular, e isolar  moléculas do restante celular, 

deixando o DNA no sobrenadante; c) precipitação de proteínas; d) transferência do 

sobrenadante e solubilização com etanol 70%, resultando ao final uma solução do 

DNA, diluída em água mili-Q. O DNA presente na solução obtida foi quantificado 

pelo aparelho BioPhotometer®, sendo utilizado o programa dsDNA (DNA dupla fita). 

Empregou-se a diluição 1:50 de amostra (1µL de amostra + 49µL de água) e o 

resultado obtido foi à concentração de DNA em ng/µL. Estabeleceu-se nas análises, 

a razão A260/280 para as leituras de absorbâncias, que indica um fator de pureza 

na extração. 
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4.11.2  Corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 

 

 

O DNA extraído e quantificado foi submetido à eletroforese vertical em gel de 

poliacrilamina 8% a 100V por aproximadamente 90 minutos e corado com nitrato de 

prata 0,2%. (BASSAM et al., 1991). Os géis foram escaneados e apresentados 

como figuras e submetidos ao programa de computador Image-J, que realiza a 

leitura das bandas de DNA fragmentado em valores numéricos para posterior 

análise estatística. 

 

 

4.12 Análises Estatísticas 

 

 

A comparação entre grupos foi realizada utilizando-se análises de variância 

(ANOVA), ao nível de significância de 5% de probabilidade. Para as diferenças 

significativas foram aplicadas comparações de médias usando o teste de Tukey, 

utilizando-se o software Minitab. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 Inicialmente neste trabalho, procurou-se estabelecer uma dose ideal de ácido 

indol-3-acético para a administração nos camundongos. Esse procedimento foi 

estabelecido para que o AIA pudesse ser utilizado em concentrações seguras, sem 

a possibilidade desta auxina se tornar proxidante, mas com ação suficiente para agir 

como antioxidante. Nesse sentido, o trabalho foi dividido em duas etapas: 1a etapa 

de dose-resposta do AIA e a segunda etapa com indução de um estresse oxidativo 

causado pelo hepatocarcinógeno DEN. 

 

5.1 Primeira Etapa 

 

 Dose Resposta do Ácido Indol-3-Acético 

 

 

Nessa etapa foram realizadas as pesagens dos animais nos dias 1o, 3o, 6o, 9o 

e 15o do tratamento. Essa pesagem foi realizada com o intuito de observar uma 

possível perda ou ganho de peso dos animais em virtude do tratamento com o AIA. 

Nas Figuras 5 e 6 estão apresentadas as evoluções dos pesos individuais dos 

animais machos e fêmeas, respectivamente, em cada grupo de estudo, nos cinco 

dias de pesagem. Observou-se que o tratamento com AIA nas diferentes doses não 

alterou o ganho de peso dos animais, em relação aos controles, igualmente para os 

machos e fêmeas. 
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Figura 5. Evolução individual do peso dos cinco camundongos macho de cada 

grupo, controle e nas três doses de AIA, durante o período de tratamento. 

Os cinco animais foram identificados pelos números 1, 2, 3, 4 e 5 em 

todos os grupos: (A)- animais controles; (B)- animais tratados com AIA na 

dose de 100 mg/Kg de peso vivo; (C)- animais tratados com AIA na dose 

de 200 mg/Kg de peso vivo; (D)- animais tratados com AIA na dose de 

500 mg/Kg de peso vivo. 
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Figura 6. Evolução individual do peso dos cinco camundongos fêmea de cada 

grupo, controle e nas três doses de AIA. Os cinco animais foram 

identificados pelos números 1, 2, 3, 4 e 5 em todos os grupos: (A)- 

animais controles; (B)- animais tratados com AIA na dose de 100 mg/Kg 

de peso vivo; (C)- animais tratados com AIA na dose de 200 mg/Kg de 

peso vivo; (D)- animais tratados com AIA na dose de 500 mg/Kg de peso 

vivo.  



 56

Para avaliar a possível hepatotoxicidade do AIA  foi realizada a pesagem dos 

fígados de todos os animais logo após o sacrifício dos mesmos. Nas Tabelas 2 e 3, 

estão apresentados os valores relativos entre o peso do fígado o peso vivo, 

denominados de porcentagem relativa do fígado, dos camundongos macho e 

fêmeas respectivamente. 

 

Tabela 2. Avaliação individual (1, 2, 3, 4 e 5) dos pesos dos fígados dos 

camundongos macho, controles e tratados com três doses de AIA (100 

mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo), do peso vivo destes 

animais pesados no 16o  dia (antes do sacrifício) e a porcentagem 

relativa do fígado expressa como Fígado/PV(%) e determinada através 

da relação do peso do órgão e o peso vivo do animal. 

 

Machos  Repetição Fígado(g) Peso Vivo(g) Fígado/PV(%) 
1 1,3261 26,0 5,10% 
2 1,2075 25,8 4,68% 
3 1,4360 30,5 4,71% 
4 1,5345 30,5 5,03% 

Controle 

5 1,3698 31,1 4,55% 
1 1,6281 30,7 5,30% 
2 1,4411 28,7 5,02% 
3 1,3862 28,8 4,81% 
4 1,5440 31,8 4,86% 

100mg/Kg 

5 1,5463 31,1 4,97% 
1 1,6544 31,8 5,20% 
2 1,3740 27,3 5,03% 
3 1,4295 30,8 4,64% 
4 1,3284 28,9 4,60% 

200mg/Kg 

5 1,4777 30,8 4,80% 
1 1,4688 25,6 5,74% 
2 1,5282 31,2 4,90% 
3 1,7117 32,1 5,33% 
4 1,4828 30,0 4,94% 

500mg/Kg 

5 1,5978 30,5 5,24% 
 

 



 57

 

Tabela 3. Avaliação individual (1, 2, 3, 4 e 5) dos pesos dos fígados dos 

camundongos fêmea, controles e tratados com três doses de AIA (100 

mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo), do peso vivo destes 

animais e porcentagem relativa do fígado expressa como Fígado/PV(%) 

e calculada pela relação do peso do órgão e o peso vivo do animal.  

 

Fêmeas  Repetição Fígado(g) Peso Vivo(g)/16º dia Fígado/PV(%) 
1 1,2610 25,8 4,89% 
2 1,1785 25,5 4,62% 
3 1,3238 26,9 4,92% 
4 1,1427 25,6 4,46% 

Controle 

5 1,1162 23,9 4,67% 
1 1,3373 25,8 5,18% 
2 1,2024 25,5 4,72% 
3 1,1978 26,9 4,45% 
4 1,1584 25,6 4,53% 

100mg/Kg 

5 1,3176 23,9 5,51% 
1 1,3778 26,4 5,22% 
2 1,2153 25,0 4,86% 
3 1,3253 27,6 4,80% 
4 1,1046 24,6 4,49% 

200mg/Kg 

5 1,0727 22,8 4,70% 
1 1,2026 24,4 4,93% 
2 1,3692 26,3 5,21% 
3 1,3505 25,8 5,23% 
4 1,2164 23,3 5,22% 

500mg/Kg 

5 1,2316 25,9 4,76% 
 

  

Os valores médios da porcentagem relativa do fígado dos camundongos 

machos e fêmeas controles e dos tratados com AIA estão apresentados na Figura 7. 

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 e na Figura 7, observa-

se que não houve alterações nem nos pesos dos fígados, nem na porcentagem 

relativa do fígado dos animais tratados com AIA em relação aos controles. Estes 

resultados sugerem que o tratamento com AIA não induz efeito hepatotóxico, nem 
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quanto à dose desta auxina e nem quanto ao sexo dos animais avaliados 

individualmente ou em grupo.  
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Figura 7. Gráficos com os valores das médias das porcentagens relativas dos 

fígados dos animais calculadas pela relação entre o peso do fígado e o 

peso vivo para os machos e as fêmeas, controle (C) e nas três doses de 

AIA (100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo). Os resultados 

estão expressos como a média e desvio padrão para cinco animais por 

grupo. 

 

Com administração de ácido indol-3-acético via intragástrica em três 

diferentes doses, não foi possível observar alteração do nível de alanina 

aminotransferase avaliada pela atividade desta enzima tanto para os camundongos 

machos e quanto para as fêmeas em relação aos respectivos controles (Tabela 4). 

Estes resultados corroboram com a proposta de não hepatotoxicidade do AIA, uma 

vez que a atividade da enzima ALT sanguínea  atua como marcadora de distúrbios 

metabólicos hepáticos.  
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Tabela 4. Efeito do AIA sobre a atividade da alanina aminotransferase (ALT) 

avaliada no soro de camundongos macho e fêmeas controles (C) e 

tratados com AIA nas doses de 100, 200 e 500 mg/Kg de peso vivo do 

animal. 

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo Sexo C 100mg/Kg 200mg/Kg 500mg/Kg 

Machos 60,5 (6,9) 58,9 (7,0) 59,0 (7,0) 58,9 (6,9) 

Fêmeas 59,7 (7,9) 58,0 (7,3) 58,7 (7,4) 59,0 (6,9) 
Os resultados estão expressos como a média e desvio padrão para 5 animais por grupo e 
experimentos realizados em triplicata. A atividade da ALT está expressa em U.L-1. 
 

 

 Na Tabela 5 encontram-se os resultados da atividade das enzimas 

antioxidantes hepáticas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Observa-se que o AIA atuou 

diminuindo a atividade da SOD em 13% e 33% para os tratamentos 100 mg/Kg e 

200 mg/Kg, respectivamente, em relação ao controle; e também atuou na redução 

da atividade da CAT em 14% e 18% para os tratamentos 200 mg/Kg e 500 mg/Kg, 

em relação ao controle. Porém, nenhuma alteração foi detectada na atividade da 

glutationa redutase no fígado dos camundongos macho tratados com AIA nas três 

doses em relação aos controles. Para as fêmeas submetidas às três doses de AIA 

não houve nenhuma alteração na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, 

GPx e GR, em relação ao controle.  

A redução da atividade de algumas enzimas antioxidantes, pode estar 

relacionada com um possível efeito antioxidante do AIA neste órgão, porém, o 

principal objetivo desta etapa é adequar uma dose ideal do AIA para que o composto 



 60

se mostre ativo como antioxidante sem ser tóxico ao animal. Por isso, não se pode 

afirmar a ação antioxidante do composto sem que os animais tenham sido 

desafiados por um agente oxidativo efetivo. 

 

Tabela 5. Atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) 

avaliadas em fígado de camundongos macho e fêmeas tratados com 

AIA nas doses de 100, 200 e 500 mg/Kg de peso vivo do animal. 

 

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo Enzimas C 100mg/Kg 200mg/Kg 500mg/Kg 
 Machos 

SOD 79,9 (21,1) 69,2 (16,4)* 53,5 (11,1)* 89,7 (19,0) 

CAT 251,5 (24,4) 239,2 (12,0) 215,8 (31,9)* 205,1 (9,1)* 

GPx 1,40 (0,10) 1,20 (0,20) 1,20 (0,20) 1,30 (0,10) 

GR 92,5 (8,3) 76,3 (8,3) 68,8 (6,9) 91,8 (11,8) 

 Fêmeas 

SOD 59,7 (10,9) 44,9 (9,4) 49,9 (33,5) 76,1 (26,4) 

CAT 157,4 (19,7) 188,3 (33,3) 187,2 (38,4) 154,5 (28,0) 

GPx 1,70 (0,30) 1,50 (0,30) 1,70 (0,20) 1,50 (0,20) 

GR 73,2 (4,8) 70,2 (7,5) 67,0 (18,7) 69,7 (15,8) 
*p < 0,05 em relação ao controle. Os resultados estão expressos como a média e desvio padrão para 
5 animais por grupo e experimentos realizados em triplicata. A atividade da SOD, CAT e GPx está 
expressa em µmol.min-1.(miligrama de proteína)-1 e GR expressa em nmol.min-1.(miligrama de 
proteína)-1 

 

 

Foi necessário avaliar também o perfil oxidativo do fígado e, para isso, foram 

determinados os níveis de GSH e GSSG.  



 61

Nesse trabalho não houve alteração do conteúdo de GSH e GSSG no fígado 

dos camundongos macho ou fêmea (Tabela 6). Estes resultados sugerem que o 

tratamento com AIA não alterou o perfil oxidativo do fígado dos animais. 

 

Tabela 6. Efeito do AIA sobre o nível de glutationa reduzida (GSH; mmol/g de tecido 

úmido), glutationa oxidada (GSSG; mmol/g de tecido úmido) avaliado em 

fígado de camundongos macho e fêmeas controles (C) e tratados com 

AIA nas doses de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg  e 500 mg/Kg de peso vivo do 

animal.  

 

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo 
C 100mg/Kg 200mg/Kg 500mg/Kg  

Machos 

GSH 4,8 (0,7) 5,1 (1,0) 4,9 (0,3) 5,8 (1,3) 

GSSG 0,13 (0,07) 0,16 (0,06) 0,23 (0,05) 0,18 (0,08) 

 Fêmeas 

GSH 5,2 (0,7) 6,0 (0,4) 4,9 (0,5) 5,0 (0.7) 

GSSG 0,17 (0,08) 0,16 (0,03) 0,24 (0,03) 0,18 (0,03) 
Os resultados estão expressos como a média e desvio padrão para 5 animais por grupo e 
experimentos realizados em triplicata.   
 

5.2 Segunda Etapa 

 

Avaliação do efeito da administração de AIA sobre a prevenção de 

hepatocarcinogênese induzida por DEN 

 

Nesta etapa do estudo empregaram-se apenas camundongos macho que 

foram pesados semanalmente (resultados não apresentados) com a finalidade de 

adequação das doses de AIA para cada animal em relação ao seu peso. 
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Na Tabela 7 estão os resultados individuais de peso vivo, peso do fígado e a 

porcentagem relativa do fígado dos animais controles e tratados com três doses 

diferentes de AIA determinados no dia do sacrifício. Semelhantemente, foram 

apresentados, respectivamente na Tabela 8 e Tabela 9, os resultados em que os 

animais controles e tratados com AIA foram submetidos por 4 horas ou por 24 horas 

ao DEN, um indutor de hepatocarcinogênese. 

 

Tabela 7. Avaliação individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16o dia, do 

peso do fígado e da porcentagem relativa do fígado (Fígado/PV(%), 

determinada pela relação do peso do fígado e peso vivo) dos animais 

controles (C) e tratados com AIA nas diferentes doses (50 mg/kg, 250  

mg/kg e 500 mg/kg de peso vivo). 

 

  Repetição Peso Vivo(g)  Fígado (g) Fígado/PV(%) 
1 31,2 1,561 5,00% 
2 27,9 1,387 4,97% 
3 28,2 1,326 4,70% 

Controle 

4 25,4 1,178 4,64% 
1 31,1 1,561 5,02% 
2 32,7 1,457 4,46% 
3 32,8 1,527 4,66% 

50mg/Kg 

4 28,0 1,392 4,97% 
1 31,4 1,515 4,82% 
2 28,6 1,341 4,69% 
3 32,0 1,457 4,55% 

250mg/Kg 

4 30,4 1,407 4,63% 
1 30,1 1,391 4,62% 
2 32,1 1,583 4,93% 
3 32,0 1,519 4,75% 

500mg/Kg 

4 --- --- --- 
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Tabela 8. Avaliação individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16o dia, do 

peso do fígado e da porcentagem relativa do fígado (Fígado/PV(%), 

determinada pela relação do peso do fígado e peso vivo) dos animais 

controles (C), dos animais submetidos ao DEN por 4 horas (DEN-4h) e 

dos animais que foram submetidos ao DEN por 4 horas 

subseqüentemente ao tratamento com AIA nas doses de 50 (50 mg/Kg-

DEN 4h), 250 (250 mg/Kg-DEN 4h) e 500 (500 mg/Kg-DEN 4h) 

miligramas de AIA por quilograma de peso vivo. 

 

Tratamento  Repetição Peso Vivo(g) Fígado (g) Figado/PV(%) 

1 31,2 1,561 5,00% 

2 27,9 1,387 4,97% 

3 28,2 1,326 4,70% 
Controle 

4 25,4 1,178 4,64% 

1 30,2 1,461 4,84% 

2 32,9 1,652 5,02% 

3 30,3 1,335 4,41% 
DEN 4h 

4 26,5 1,265 4,77% 

1 29,4 1,396 4,75% 

2 30,6 1,460 4,77% 

3 30,7 1,423 4,64% 
50mg/Kg-DEN 4h 

4 32,3 1,608 4,98% 

1 31,3 1,516 4,84% 

2 32,1 1,608 5,01% 

3 30,6 1,550 5,07% 
250mg/Kg-DEN 4h 

4 29,6 1,582 5,34% 

1 27,2 1,308 4,81% 

2 25,6 1,283 5,01% 

3 26,3 1,412 5,37% 
500mg/Kg-DEN 4h 

4 26,3 1,365 5,19% 
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Tabela 9. Avaliação individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16o dia, do 

peso do fígado e da porcentagem relativa do fígado (Fígado/PV(%), 

determinada pela relação do peso do fígado e peso vivo) dos animais 

controles (C), dos animais submetidos ao DEN por 24 horas (DEN-24h) e 

dos animais que foram submetidos ao DEN por 24 horas (DEN-4h) 

subseqüentemente ao tratamento com AIA nas doses de 50 (50mg/Kg-

DEN 24h), 250 (250mg/Kg-DEN 24h) e 500 (500 mg/Kg-DEN 24h) 

miligramas de AIA por quilograma de peso vivo. 

Tratamento Repetição Peso Vivo(g) Fígado (g) Fígado/PV(%) 

1 31,2 1,561 5,00% 

2 27,9 1,387 4,97% 

3 28,2 1,326 4,70% 
Controle 

4 25,4 1,178 4,64% 

1 25,6 1,230 4,80% 

2 27,4 1,209 4,41% 

3 24,8 1,213 4,89% 
DEN 24h 

4 26,9 1,143 4,25% 

1 25,9 1,229 4,75% 

2 23,5 1,146 4,88% 

3 25,7 1,322 5,14% 

50mg/Kg-DEN  
24h 

4 22,4 1,286 5,74% 

1 24,9 1,186 4,76% 

2 26,5 1,352 5,10% 

3 24,6 1,215 4,94% 
250mg/Kg-DEN 24h

4 25,1 1,189 4,74% 

1 28,4 1,340 4,72% 

2 29,4 1,405 4,78% 

3 26,5 1,294 4,88% 
500mg/Kg-DEN 24h

4 29,6 1,34 4,53% 
  



 65

Foi possível observar que a indução de hepatocarcinogênese e o tratamento 

com AIA em conjunto com exposição ao DEN, não alterou o peso vivo e nem a 

relação fígado e peso vivo dos animais. Para uma maior elucidação desses 

resultados, as médias dos valores da porcentagem relativa do fígado  estão 

apresentadas na Figura 7. 

Os resultados da Tabela 10 apresentam a atividade de alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) avaliada no soro dos 

animais controles e tratados com AIA em três doses. Esses resultados demonstram 

que o AIA não apresentou hepatotoxicidade, uma vez que não houve alteração na 

atividade das enzimas ALT e AST nos animais tratados com AIA em relação aos 

controles, em nenhuma das doses administradas. 

O DEN causou aumento de 2,5 vezes e de 80% no valor da atividade das 

enzimas ALT e AST, respectivamente, somente após 24 horas, em relação ao grupo 

controle. Nenhuma alteração significativa foi detectada na atividade da ALT e AST 

do soro dos animais submetidos por 4 horas ao efeito do DEN, em relação aos 

controles. Com isso, é possível observar que o hepatocarcinógeno escolhido 

instalou seu estresse detectável por estas enzimas, 24 horas após a sua inoculação. 

A administração de AIA não preveniu os efeitos nocivos causados pelo DEN 

sobre a atividade de ALT e AST após 24 horas da administração do referido 

hepatocarcinógeno; visto não haver diferença significativa entre os valores das 

atividades destas enzimas dos animais tratados com AIA e subsequentemente 

submetidos ao DEN por 24 horas e àqueles valores de atividade de ALT e AST dos 

animais que receberam apenas DEN por 24 horas. 
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Figura 8: Gráficos com os valores das médias das porcentagens relativas dos 

fígados dos animais calculadas pela relação entre o peso do fígado e o 

peso vivo para machos. (A)- controle (C) e as três doses de AIA (100 

mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo). (B)- Controle (C), 

exposição ao DEN 4 horas (D4), e as três doses de AIA associadas à 

exposição ao DEN 4 horas (100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso 

vivo); (C)- Controle (C), exposição ao DEN 24 horas (D24), e as três 

doses de AIA associado à exposição ao DEN 24 horas (100 mg/Kg, 200 

mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo). Os resultados estão expressos como 

a média e desvio padrão para quatro animais por grupo. 
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Tabela 10. Valores de atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) avaliada no soro de 

camundongos macho controles (C) e tratados com AIA por via intragástrica nas doses de 50, 250 e 500 mg/Kg de AIA 

por quilograma de peso vivo, na ausência e  presença de DEN por 4 horas (DEN-4h) e 24 horas (DEN-24h). 

 

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo 

Ausência de DEN Presença de DEN-4h Presença de DEN-24h 

 

C 50 250 500 C 50 250 500 C 50 250 500 

ALT 59(3) 51(6) 52(2) 58(10) 65(16) 55(3) 58(12) 50(1) 205(66)* 263(56)* 153(83)* 216(47)* 

AST  109(42) 83(10) 90(9) 86(12) 104(18) 86(10) 91(22) 111(11) 135(45)* 173(48)* 189(45)* 176(45)* 

*p < 0,05 em relação ao controle. Os resultados estão expressos como a média e desvio padrão para 4 animais por grupo e experimentos realizados em 
triplicata. A atividade da ALT e AST está expressa em U.L-1. 
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Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes: superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase e do substrato GSH, Avaliados 

em animais controles e tratados com AIA na ausência e presença de DEN foram 

apresentados na Tabela 11. 

A administração de AIA não alterou a atividade da SOD, CAT, GPx e GR 

avaliada pela comparação entre as atividades destas enzimas nos fígados dos 

animais tratados com AIA e as dos controles.  

 O DEN provocou diminuição na atividade das enzimas CAT e GR em 30% e 

23%, respectivamente, após 4 horas de sua administração em relação aos animais 

controles, ou seja, sem a administração do DEN, indicando estresse oxidativo 

instalado nesse tempo. As enzimas SOD e GPx não sofreram alterações 

significativas em suas atividades após 4 horas da ação do hepatocarcinógeno, em 

relação ao controle. 

O tratamento com o AIA em três doses mostrou ação protetora dos efeitos 

nocivos causados pelo DEN após 4 horas de exposição sobre as enzimas catalase e 

glutationa redutase hepáticas, visto que as atividades destas enzimas nos fígados 

dos animais tratados com AIA e posteriormente submetidos ao DEN por 4 horas, 

não apresentaram diferença significativa  em relação aos animais controles. 

 Por outro lado, o DEN não provocou nenhum efeito nas atividades das 

enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR quando avaliadas após 24 horas de 

sua administração. Estes resultados sugerem que após 24 horas de exposição ao 

DEN ocorreu uma adaptação do organismo ao estresse oxidativo induzido pelo 

hepatocarcinógeno, possivelmente, no sentido de aumentar a expressão gênica da 

CAT e GR que foram as enzimas sensíveis ao efeito do DEN. 



 69

A administração de AIA nas diferentes doses não alterou o conteúdo de GSH 

hepático, avaliada em relação aos animais controles, sugerindo que o AIA não 

alterou o perfil oxidativo hepático. Mas, no entanto, nas condições de estudo, o DEN 

não demonstrou suas propriedades proxidantes, uma vez que não diminuiu os níveis 

de GSH em nenhum dos tempos de exposição ao referido carcinógeno em relação 

aos animais controles.  

O DEN não alterou os níveis nem de GSH e nem de GSSG no conteúdo 

hepático, contrariando a significativa redução de atividade da glutationa redutase, 

após 4 horas de exposição dos animais a este carcinógeno, uma vez que esta 

enzima atua na reposição de GSH no meio celular a partir de GSSG. A 

administração concomitante de AIA e DEN não alteraram o conteúdo de GSH e de 

GSSG nem quando comparados aos níveis basais dos animais controles e nem 

quando comparados aos animais expostos apenas ao DEN. 

Com o intuito de elucidar a ação não tóxica, ou não proxidante, do AIA em 

todas as doses utilizadas neste estudo, foi elaborada uma curva dose-resposta do 

AIA sobre a atividade das enzimas antioxidantes (Figura 9). Nesta Figura estão os 

resultados referentes ao efeito da administração intragástrica de AIA sobre a 

atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GR incluindo todas as doses de AIA 

elaborada pelo agrupamento dos dados da 1a etapa com os dados da 2a etapa dos 

estudos, sendo neste último apenas os controles, ou seja, sem a exposição dos 

animais ao hepatocarcinógeno. As curvas dose-resposta ilustram as inalteradas 

atividades destas enzimas antioxidantes frente à administração de AIA nas quantias 

que variaram de 50 a 500 miligramas por quilograma de peso vivo do animal. 
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Tabela 11. Atividade da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) 

avaliada em fígado de camundongos controles (C) e tratados com  AIA nas doses de 50, 250 e 500 mg/Kg de peso 

vivo, na ausência e na presença de DEN por 4 horas (DEN-4h) e 24 horas (DEN-24h). 

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo do animal 

Ausência de DEN Presença de DEN-4h Presença de DEN-24h Enzimas 

C 50 250 500 C 50 250 500 C 50 250 500 

SOD 80(24) 72(13) 68(15) 96(23) 91(25) 66(9) 76(15) 78(14) 85(11) 58(10) 77(29) 63(17) 

CAT 207(62) 240(49) 225(52) 206(10) 144(35)* 174(30) 223(27) 229(53) 229(26) 195(9) 223(27) 191(14) 

GR 77(19) 87(10) 86(19) 92(10) 59(13)* 82(9) 100(17) 101(13) 90(16) 86(19) 99(11) 87(10) 

GPx 1,5(0,3) 1,9(0,1) 1,8(0,3) 1,6(0,3) 2,0(0,3) 1,4(0,1) 1,9(0,2) 2,2(0,1) 1,7(0,3) 1,8(0,3) 1,9(0,4) 1,5(0,3) 

GSH 5,7(1,7) 7,0(0,9) 7,2(1,6) 5,8(1,2) 7,5(0,9) 5,9(0,9) 7,0(0,9) 7,8(1,4) 8,3(1,5) 6,7(0,9) 9,2(1,9) 8,0(1,2) 

*p < 0,05 em relação ao controle. Os resultados estão expressos como a média e desvio padrão para 4 animais por grupo e experimentos realizados em triplicata. A 

atividade da SOD, CAT e GPx está expressa em µmol.min-1.(miligrama de proteína)-1 e GR expressa em nmol.min-1.(miligrama de proteína)-1 
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Figura 9. Curva dose-resposta de AIA sobre a atividade das enzimas antioxidantes 

superóxidos dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GR). Os valores estão expressos como 

média e desvio padrão. Os resultados de SOD e CAT estão expressos em 

µmol.min-1.(mg de proteína)-1 e GR expressos em  nmol min-1.(mg de 

proteína)-1. Os resultados da atividade da GPx estão multiplicados por dez 

e expressos em µmol.min-1 (mg de proteína)-1. 
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5.3 Fragmentação de DNA 

 

 

Na Tabela 12 estão os resultados referentes à quantificação de DNA 

espectrofotometricamente avaliadas nos fígados dos animais controles e tratados 

com AIA na ausência e presença de DEN.  

Com relação à concentração de DNA, todas as amostras ficaram na faixa 

permitida que é de 1,8 a 2,0, (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Esses valores são 

provenientes da razão entre A260/280, que são as absorbâncias utilizadas para 

quantificar DNA (comprimento de onda = 260 nm) e proteínas (comprimento de onda 

= 280 nm). Quando o resultado da amostra estiver dentro da faixa ideal, indica 

extração adequada, sem contaminação por proteína ou por produtos de extração. 

Na Figura 10 estão os resultados da fragmentação de DNA avaliados em gel 

de poliacrilamida. É possível observar-se que não ocorreu fragmentação de DNA 

hepático dos animais controles ou tratados com AIA em todas as doses 

administradas em relação ao padrão de corrida que contém fragmentos de DNA que 

variam de 100 em 100 até 1000 pares de bases. Esses resultados sugerem que o 

AIA não apresentou efeito tóxico para o animal em termos de fragmentação de DNA. 
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Tabela 12. Quantificação de DNA espectrofotometricamente dada pela absorbância 

em 260 nm (A260 nm) e 280 nm (A280 nm), razão das absorbâncias em 

260 nm e 280 nm (A260/280), concentração de DNA (ng/µL) na amostra 

em fígados de animais controles (0) e tratados com ácido indol-3-acético 

(AIA) nas doses de 50, 250 e 500 miligramas por quilograma de peso 

vivo na ausência e presença de dietilnitrosamina (DEN) por 4 horas e 24 

horas. 

 

DEN AIA (mg/Kg) A260 nm A280 nm A260/280 
Concentração

ng/µL 

0 0,131 0,081 1,75 293 

50 0,158 0,107 1,71 306 

250 0,190 0,135 1,67 339 
Ausência 

500 0,102 0,690 1,67 201 

0 0,155 0,105 1,67 308 

50 0,110 0,074 1,71 221 

250 0,197 0,135 1,72 374 

Presença 
4h 

500 0,177 0,126 1,67 321 

0 0,321 0,266 1,72 570 

50 0,280 0,204 1,71 462 

250 0,162 0,114 1,69 294 

Presença 
24h 

500 0,311 0,233 1,67 486 
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Figura 10. Fragmentação de DNA: (A)- padrão de DNA de 100 a 1000 pares de 

bases (pb); (B)- animal controle tratado com PBS; (C)- Animal tratado 

com AIA 50 mg/Kg de peso vivo; (D)- animal tratado com AIA 250 mg/Kg 

de peso vivo e (E)- animal tratado com AIA 500 mg/Kg de peso vivo. Os 

resultados representados pelas letras C, D e E caracterizam apenas um 

animal do referido grupo de estudo. Os resultados são ilustrativos de três 

repetições (n=3) em que todas apresentaram as mesmas características. 

 

Com a Figura 11 pode-se observar que o indutor de hepatocarcinogênese, 

o DEN, promoveu fragmentação de DNA hepático, apenas após 24 horas de 

exposição do animal a este composto, comparado ao padrão de DNA 

fragmentado nas proximidades das bandas 210, 410 e 610 pares de bases. 

Porém, nenhum efeito na fragmentação de DNA hepático foi observado após 4 

horas de exposição do animal ao DEN. 

  

900pb 
700pb 

A      B      C      D      E

600pb 
800pb 

500pb 
400pb 

300pb 

200pb 

100pb 

1000 pb 



 75

  

 

Figura 11. Efeito do DEN sobre a fragmentação de DNA: (A)- padrão de DNA de 

100 a 1000 pares de bases (pb); (B)- animal controle tratado com PBS; 

(C)- animal submetido ao DEN e sacrificado após 4 horas; (D)- animal 

submetido ao DEN e sacrificado após 24 horas. As setas indicam o 

aparecimento de DNA fragmentado em 210, 410 e 610 pares de bases. 

Os resultados representados pelas letras C, D e E caracterizam apenas 

um animal do referido grupo de estudo. Os resultados são ilustrativos de 

três repetições (n=3) em que todas apresentaram as mesmas 

características. 

  

Ainda com relação à fragmentação de DNA, foi realizada uma corrida de 

eletroforese agrupando no mesmo gel de poliacrilamida os animais tratados com AIA 

nas diferentes doses, os animais que receberam DEN por 24 horas sem tratamento 

com AIA e os animais tratados com AIA nas diferentes doses e subsequentemente 

submetidos ao DEN por 24 horas (Figura 12). O procedimento em questão foi 

realizado no intuito de demonstrar o efeito do AIA sobre a reversão dos efeitos 

nocivos do DEN sobre a fragmentação de DEN hepático.  
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Com base nos resultados apresentados na Figura 12 é possível visualizar o 

efeito parcialmente protetor do AIA sobre a fragmentação de DNA induzida pelo 

DEN, uma vez que o DNA das células dos animais tratados com AIA apresentou 

menor quantidade de fragmentos de DNA  caracterizados em  210, 410 e 610 pares 

de bases. Qualitativamente, a redução da quantidade de DNA é proposta pela 

diminuição na intensidade de cor da banda, que é a região onde o fragmento de 

DNA corado pela prata se encontra. 

A fragmentação do DNA hepático dos animais submetidos aos efeitos do 

DEN foi quantificada utilizando o programa de computador Image-J para três géis de 

poliacrilamida, similares ao exposto qualitativamente na Figura 12, e os resultados 

estão na Figura 13. 

Os fragmentos de DNA causados pela exposição dos animais ao DEN por 

24 horas, foram caracterizados em três tamanhos diferentes, sendo estes em 210, 

410 e 610 pares de bases. As concentrações dos fragmentos avaliadas pelas 

densidades de “pixels” apresentaram características semelhantes aos fragmentos 

padrões, ou seja, maior concentração de fragmentos em 400 pares de bases, 

seguidos dos de 200 pares de bases e por último os fragmentos de 600 pares de 

bases. 

Os fígados dos animais tratados com AIA nas doses de 50, 250 e 500 

miligramas por quilograma de peso vivo do animal e expostos ao DEN por 24 horas 

apresentaram fragmentos característicos ao efeito deste hapatocarcinógeno sobre o 

DNA; porém, a administração de AIA nas respectivas doses (50, 250 e 500 mg/Kg), 

reduziu a fragmentação de DNA em 42%, 51% e 48% para os fragmentos de 210 

pares de bases, em 54%, 56% e 55% os fragmentos de 410 pares de bases e em 

51%, 57% e 53% os fragmentos de 610 pares de bases, em comparação aos 
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respectivos valores da fragmentação de DNA hepático dos animais expostos 

somente ao DEN por 24 horas. Não houve diferença significativa entre as diferentes 

doses utilizadas de AIA quanto aos efeitos protetores do DNA dos animais expostos 

ao DEN. 

 

 

 

 

Figura 12. Ação do AIA sobre o efeito do DEN na fragmentação de DNA expressa 

na região de 200 a 600 pares de bases (pb): (A)- padrão de DNA de 100 

a 1000 pb ; (B)- animal controle tratado com PBS; (C)- animal tratado 

com AIA 50 mg/Kg de peso vivo; (D)- animal tratado com AIA 250mg/Kg 

de peso vivo, (E)- animal tratado com AIA 500 mg/kg de peso vivo; (F)- 

animal exposto ao DEN por 24 horas; (G)- animal tratado com AIA 50 

mg/Kg de peso vivo e expostos ao DEN por 24 horas; (H)- animal tratado 

com AIA 250 mg/Kg de peso vivo e expostos ao DEN por 24 horas, (I)- 

animal tratado com AIA 500 mg/Kg de peso vivo e expostos ao DEN por 

24 horas. As setas indicam o aparecimento de DNA fragmentado em 

210, 410 e 610 pares de bases. Os resultados representados pelas 

letras C, D e E caracterizam apenas um animal do referido grupo de 

estudo. Os resultados são ilustrativos de três repetições (n=3) em que 

todas apresentaram as mesmas características. 
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Figura 13. Fragmentação de DNA expressa pela densidade de “pixel” na banda 

de 200 pares de bases (pb), 400 pb e 600 pb avaliada no DNA 

padrão, no DNA dos animais expostos ao DEN por 24 horas e no 

DNA dos animais tratados com AIA 50 (AIA 50 mg/DEN), 250 (AIA 

250 mg/DEN) e 500 (AIA 500 mg/DEN) mg/Kg de peso vivo e 

expostos ao DEN por 24 horas. As análises foram realizadas 

utilizando o programa de computador Image-J para três géis de 

eletroforese como descrito na Figura 11. Os resultados estão 

expressos como média e desvio padrão para 3 animais de cada 

grupo.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O tratamento dos camundongos com ácido indol-3-acético não alterou a 

evolução do peso dos animais o peso relativo do fígado, mostrando que esta 

auxina, nas condições do estudo, não apresentou efeitos tóxicos tanto para os 

machos quanto para as fêmeas. Discussões semelhantes já foram realizadas por 

Oliveira (2007) ao trabalhar com suplementação de 1,5% de café liofilizado na 

alimentação de ratos Wistar, quando não encontrou diferença nem no ganho de 

peso dos animais e nem no peso relativo do fígado. 

A exposição dos animais aos hepatocarcinógenos pode ocasionar um 

aumento do fígado dependendo da dose administrada e do tempo de indução do 

estresse. Schmähl e Steinhoff (1960) (citado por DILLENBURG et al., 2001) 

provocaram tumores hepáticos em quase todos os ratos de seu experimento, no 

período de 138 ± 10 dias, utilizando a dose de 5 mg/Kg/dia de DEN, ingerida 

diariamente. 

Neste trabalho, os camundongos que receberam o hepatocarcinógeno 

DEN por um período de 4 horas ou por 24 horas, isoladamente ou conjuntamente 

com o tratamento com AIA não alteraram a evolução de peso e o peso relativo do 

fígado dos animais. Estes resultados mostraram que mesmo após 24 horas de 

indução do estresse pelo hepatocarcinógeno não foi detectada alteração no 

volume do fígado em relação ao peso vivo do animal. Esses resultados 

contrapõem em partes os resultados encontrados por Ohta et al., (2000) que 

também não observaram diferenças com relação ao peso relativo do fígado de 

ratos expostos ao tetracloreto de carbono (CCl4) por 6 horas, porém 24 horas 
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após a exposição por CCl4, os pesos relativos dos fígados foram 

significativamente maiores em relação ao controle. Esses mesmos autores 

utilizaram nesse trabalho a melatonina como composto responsável pela 

reversão dos danos causados pelo CCl4 em uma pós administração em três 

diferentes doses, porém também constataram que a melatonina não atenuou o 

aumento do peso relativo do fígado em nenhuma das três doses utilizadas (10, 50 

e 100 miligramas por quilograma de peso vivo). 

Como já foi descrito até agora, o órgão escolhido para a análise de dose 

resposta e de estresse oxidativo, foi o fígado. Com isso foi determinada, em 

ambas as etapas dos experimentos, as atividades das enzimas alanino amino 

trasferase e aspartato aminotransferase no intuito de observar alterações 

causadas pelo tratamento com AIA e pela exposição do animal a 

hepatocarcinogênese, pois são enzimas indicativas de função hepática. 

Miltersteiner et al. (2003) também utilizou a determinação de ALT e AST em ratos 

cirróticos tratados com quercetina, um composto fenólico capaz de reverter a 

cirrose, e constatou um aumento siginificativo dessas enzimas nos animais 

cirróticos em relação aos que receberam o tratamento com quercetina. Por esse 

motivo, a determinação da atividade de ALT e AST, pode elucidar efeitos tóxicos 

ou estresses instalados no órgão.  

Nesse trabalho, a atividade das enzimas ALT e AST dos animais tratados 

com AIA nas diferentes doses (50, 100, 200, 250, 500 miligramas por quilograma 

de peso vivo) não se alteraram, mostrando que as doses escolhidas e 

administradas por via intragástrica não causaram nenhum dano ao fígado durante 

o período de 15 dias do estudo, tanto para machos  quanto para fêmeas. 
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 Em contrapartida, Celik, Tuluce e Isik (2006) trabalharam com outros 

hormônios de crescimento de plantas e analisaram sua influência sobre as 

enzimas, incluindo ALT e AST, de vários tecidos de ratos. Observaram então, que 

os hormônios utilizados (ácido 2,3,5- triiodobenzóico, ácido naftalenoacético e 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético), afetaram a atividade das enzimas ALT e AST, 

alguns diminuindo e outros aumentando a atividade das mesmas. 

Liu et al. (2001) observaram que ratos suplementados com ácido 

salvianólico-A tiveram um relevante efeito reversivo sobre danos fibróticos 

agudos e crônicos induzidos por tetracloreto de carbono, decrescendo 

significativamente a atividade de ALT e AST em comparação com animais 

fibróticos controles.  

No presente estudo, o hepatocarcinógeno DEN aumentou a atividade das 

enzimas ALT e AST após 24 horas de exposição dos animais e não induziu 

alteração significativa na atividade destas enzimas após 4 horas. Entretanto, os 

resultados demonstraram que o AIA não protegeu o órgão desses animais contra 

os efeitos nocivos instalados pelo DEN sobre a atividade de ALT e AST, 

sugerindo que o tempo de 24 horas foi demasiadamente grande para se observar 

a ação desse hormônio de plantas sobre os efeitos do DEN.  

Ohta et al. (2000), utilizaram CCl4 para indução de estresse oxidativo por 

6 e 24 horas e observaram um aumento significante na atividade das enzimas 

AST e ALT em comparação com o grupo controle, sendo que em 24 horas o 

aumento da atividade de ambas as enzimas foi maior do que em 6 horas. No 

entanto, diferentemente do que foi observado nesse trabalho, o uso de um outro 

composto indólico, a melatonina, nas doses de 50 e 100 miligramas por 

quilograma de peso vivo em uma única administração após exposição do animal 
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ao CCl4, foi capaz de reduzir a atividade dessas enzimas proporcionalmente às 

doses, tanto para 6 horas como para 24 horas. 

No presente trabalho o ácido indol-3-acético foi testado como um possível 

antioxidante na proteção de estresse oxidativo hepático administrado por via 

intragástrica. Nesse sentido, foram determinadas as atividade das enzimas 

antioxidantes hepáticas SOD, CAT, GPx e GR dos camundongos. Os resultados 

encontrados demonstraram que os animais que receberam AIA isoladamente não 

aumentaram a atividade das referidas enzimas antioxidantes, o que sugere que a 

auxina não submeteu o órgão a uma ação tóxica por estresse oxidativo em 

nenhuma das doses utilizadas.  

Trabalhos realizados por Ohta et al., (2004) utilizando a melatonina como 

composto indólico antioxidante, constataram que o tratamento com as doses de 

melatonina 10, 50, e 100 miligramas por quilograma de peso vivo em ratos, 

também não alteraram a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GR e 

GPx no fígado.  

No presente estudo foi observado que, nos camundongos macho da 1ª 

etapa dos experimentos, houve uma redução das enzimas SOD, CAT e GPx para 

as doses de 100, 200 e 500 miligramas por quilograma de peso vivo sugerindo 

dessa forma uma provável ação antioxidante do composto. Resultados 

semelhantes, também, foram encontrados em estudos com ratos em que a 

administração de AIA reduziu a atividade de catalase e superóxido dismutase 

(Oliveira et al., 2007; Celik; Tuluce; Turker, 2006; Celik; Tuluce, 2006).  

Porém, os resultados apresentados na 2a etapa dos experimentos desta 

dissertação mostraram que  administração de AIA (50, 250 e 500 miligramas de 

AIA por quilograma de peso vivo) não alterou a atividade de nenhuma das 
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enzimas antioxidantes para os machos controles, contrapondo os resultados 

encontrados na 1a etapa, possivelmente pelo número reduzido de animais 

utilizados na formação dos grupos de estudo visto que houve uma tendência em 

reduzir a atividade de algumas enzimas antioxidantes nos animais tratados com 

AIA. 

Com relação à atividade das enzimas antioxidantes nos machos e nas 

fêmeas, foi observado neste estudo que fêmeas controles apresentaram, em 

todas as enzimas, um perfil de atividade enzimática menor em comparação com 

as enzimas dos machos controles. Entretanto, em contrapartida, Viña et al., 

(2006) relataram que fêmeas possuem longevidade maior que os machos 

provavelmente pela produção de estrógeno, o que faz com que haja uma maior 

expressão gênica de enzimas antioxidantes do que nos machos. Com isso, esses 

autores realizaram testes em machos administrando um fitohormônio, 

estruturalmente semelhante ao estrógeno, e o efeito observado foi que houve 

aumento significativo de expressão gênica das enzimas antioxidantes sem ter 

causado o efeito feminilizante característico do estrógeno.  Talvez com isso, se 

faça necessário ressaltar que, nesses trabalhos onde foi analisada maior 

longevidade feminina associada à maior expressão gênica de enzimas 

antioxidantes, foram realizados com vários animais incluindo ratos, porém não 

camundongos da linhagem BALB/c como os utilizados no presente estudo. 

 Pelo fato de somente os machos terem apresentado sensibilidade quanto 

à atividade de algumas enzimas antioxidantes, esse foi o sexo de escolha para a 

segunda etapa do experimento onde os animais foram submetidos ao estresse 

oxidativo induzido pelo hepatocarcinógeno DEN. 
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Os animais desafiados com o hepatocarcinógeno DEN apresentaram 

redução nas atividades das enzimas catalase e glutationa redutase após 

exposição por 4 horas. Porém, o efeito nocivo do DEN sobre a atividade da CAT 

e GR foi eliminado nos animais que receberam previamente AIA antes da 

exposição destes por 4 horas ao carcinógeno, sugerindo uma ação antioxidante 

do hormônio de plantas ácido indol-3-acético.  

Em relação ao possível efeito protetor do AIA encontrado neste estudo, 

Liu et al., (2001) já haviam constatado que o tratamento com ácido salvianólico-A, 

também um composto natural, protegeu hepatócitos em cultura, do estresse 

oxidativo induzido por CCl4, avaliado pelas atividades das enzimas SOD, CAT, 

GR e GPx. Também com relação à atividade das enzimas antioxidantes 

associadas ao estresse oxidativo induzido pelo DEN juntamente com CCl4, 

Dakshayani et al., (2005) observaram que o uso da melatonina, um outro 

composto indólico, reverteu a atividade das enzimas GR e GPx aos níveis 

normais, níveis esses que se encontravam aumentados pela indução do estresse.  

Após 24 horas de exposição dos camundongos ao DEN não se observou 

alteração significativa nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx 

e  GR. Isso pode ter ocorrido por uma possível adaptação do organismo ao 

estresse oxidativo, no sentido de aumentar a expressão gênica das enzimas 

antioxidantes no intuito de reverter os danos causados pelo DEN.  Comprovando 

esse fato, Montera (2007) relata em seu trabalho que o estado redox mantido 

pelas enzimas antioxidantes, reduzem o aminoácido cisteína presente na 

molécula de Fatores de Transcrição, estimulando a ligação destes ao DNA e 

permitindo assim o desencadeamneto de uma resposta gênica. 
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 Porém, resultados observados por Fukumasu et al., (2006) contrapõe os 

resultados encontrados nesse trabalho, onde camundongos BALB/c submetidos 

ao hapatocarcinógeno DEN e sacrificados após 24 horas, tiveram o mRNA das 

enzimas antioxidantes hepáticas SOD, CAT e GR regulados para baixa 

expressividade na porcentagem de -38,2%, -78.6% e -72.9% respectivamente. 

O perfil de adaptação foi discutido, também, por Tunali et al. (2005)  em 

que foi detectada redução significativa nos níveis de GSH após 3 horas da 

ocorrência de queimadura em ratos e nenhum efeito nos níveis deste metabólito 

após 24 horas de queimadura. 

Para que houvesse uma melhor elucidação das características não 

oxidantes do AIA foi avaliado também o perfil oxidativo hepático dos animais que 

receberam a auxina através da determinação da concentração de GSH e GSSG 

e pela relação GSH/GSSG. Os resultados mostraram que a suplementação dos 

animais com AIA não alterou nem nos níveis de GSH e GSSG e nem na relação 

entre as concentrações destes metabólitos, tanto para machos e quanto para 

fêmeas, o que confirma a ação não tóxica do AIA para as doses administradas 

por via intragástrica.  

Em nenhum dos tempos de exposição, 4 horas ou 24 horas, dos animais 

ao hepatocarcinógeno DEN foram detectadas alterações significativas dos níveis 

hepáticos de GSH e GSSG, bem como na relação entre as suas concentrações. 

Esses resultados contrariam os resultados encontrados por Jaeschke, Knight e 

Bajt (2003) que observaram uma depleção celular do conteúdo de GSH em 

animais com hepatotoxicidade causada por overdose Acetaminofen. A 

metabolização desse fármaco gera um metabólito reativo (peroxinitrito) que causa 

a depleção de GSH hepática chegando a exaurir seus níveis, estabelecendo 
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estresse oxidativo extremo. Estes resultados controversos podem ser explicados 

pelo fato de que o Acetaminofen é uma droga sintética que foi utilizada em dose 

muito maior que a considerada terapêutica, ao contrário da auxina utilizada nesse 

trabalho que é um composto natural onde foram determinadas doses aceitáveis 

pelo animal utilizado. 

No presente estudo verificou-se que o AIA agiu sobre os efeitos deletérios 

causados pelo DEN eliminando totalmente a ação deste sobre a redução da 

atividade de catalase e glutationa redutase e parcialmente sobre a fragmentação 

de DNA. Almeida et al. (2006), relataram a intensa fragmentação de DNA em 

ratos submetidos a estresse oxidativo por ferro, pois essa indução causa a 

geração excessiva de radical hidroxil, mostrando danos até mesmo no DNA 

mitocondrial desses animais.  

No presente estudo avaliou-se a ação não oxidante do AIA através da 

integridade de DNA das células hepáticas dos animais tratados com esta auxina. 

Similarmente, não se observou fragmentação de DNA em neutrófilos e linfócitos 

de ratos tratados com AIA (40 miligramas de AIA por quilograma de peso vivo) 

(PUGINE et al., 2007; BRITO, 2006); contrariando os resultados de trabalhos 

anteriores em que mostraram que o AIA administrado in situ promoveu a 

fragmentação de DNA de neutrófilos ou de linfócitos na presença de peroxidase 

de raiz forte (DE MELO; LIMA; CURI, 2004).   

Nesse estudo constatou-se que o hepatocarcinógeno DEN induziu 

fragmentação de DNA, cujos tamanhos dos fragmentos foram determinados em 

210, 410 e 610 pares de bases após 24 horas de exposição do animal ao DEN. 

Enzmann et al. (2007) também encontraram resultados semelhantes ao realizar a 

fragmentação de DNA mitocondrial de fígado de peru que receberam DEN na 
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dose de 25 mg. Esses autores observaram fragmentos de DNA similares a 400 

pares de bases encontrados nesse trabalho.   

No presente estudo verificou-se que o DEN provocou a fragmentação de 

DNA sendo que este efeito foi significativamente reduzido quando os animais 

foram tratados, previamente,  com a auxina ácido indol-3-acético. Esse resultado 

sugere que o AIA promoveu uma proteção parcial dos animais frente à ação 

nociva do DEN sobre a fragmentação de DNA. Resultados similares ocorreram 

em trabalhos realizados por Sivalokanathan, Ilayaraja e Balasubramanian; (2005) 

onde o extrato etanólico de Terminalia arjuna, uma planta rica em compostos 

polifenólicos, restaurou as vias antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas, 

alteradas por indução do DEN sendo comprovado então, seu efeito antioxidante 

parcial também sobre a fragmentação de DNA. 

Os mecanismos de ação do DEN na indução da hepatocarcinogênese 

ocorrem de outras formas além da geração de ERO. Arranz et al. (2006) 

relataram que a classe das N-nitrosaminas, requer ativação metabólica para 

exercer seus efeitos carcinogênicos e que a chave da via de ativação é catalisado 

por citocromo P450 ocorrendo a hidroxilação do carbono α do grupo nitroso. 

Relataram ainda, que os intermediários reativos do metabolismo das 

nitrosaminas, também tem a habilidade de alquilar sítios nucleofílicos de DNA. 

Assim, é esperado que a administração de um possível antioxidante atue 

parcialmente sobre os efeitos do DEN no fígado dos animais. Por esse motivo, é 

possível sugerir que o AIA somente foi capaz de proteger os danos do DEN no 

que diz respeito à formação de ERO, comprovando sua ação antioxidante. 

Similarmente a esses resultados, Fukumasu et al. (2007) demonstraram em seus 

estudos o efeito do guaraná (Paullinia cupana) em três doses, sobre danos 
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causados pelo DEN em fígados de camundongos e constataram que o guaraná 

promoveu um decréscimo em danos no DNA. 

Para finalizar, com base nos resultados apresentados, é possível 

constatar que a realização deste trabalho contribuiu para testar a viabilidade da 

administração intragástrica do ácido indol-3-acético no que diz respeito à 

aceitação desse composto pelo sistema gastrintestinal, além de simular uma 

possível suplementação de antioxidantes naturais na alimentação, principalmente 

de animais de produção, no intuito de melhorar essa produção. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 Com a realização deste trabalho foi possível concluir que o ácido indol-3-

acético não possui efeito tóxico nas doses escolhidas (50, 100, 200, 250 e 500 

mg/Kg de peso vivo) pois não alterou a evolução do peso, massa relativa do fígado, 

atividade de ALT e AST e perfil oxidativo hepático dos animais. 

  Frente a um estresse oxidativo induzido por DEN, avaliado pela redução da 

atividade das enzimas antioxidantes catalalase e glutationa redutase e indução da 

fragmentação de DNA, conclui-se que ácido indol-3-acético promoveu um efeito 

antioxidante no fígado eliminando os efeitos deletérios causados pelo DEN sobre 

essas enzimas e DNA. 
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ANEXO 1. Protocolo da Comissão de Bioética da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Universidade de São Paulo, 

referente ao projeto envolvendo camundongos BALB/c. 
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