Luciana Regina Mangeti Barreto Mourao

Efeito antioxidante do Acido Indol-3-acético sobre figado de camundongos

submetidos a hepatocarcinogénese induzida.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sao Paulo, como parte dos
requisitos para a obtencdo do Titulo de

Mestre em Zootecnia.

Area de Concentracdo: Qualidade e
Produtividade Animal

Orientadora: Profa. Dra. Mariza Pires de Melo

Pirassununga

2007



“Nunca deixe que alguém lhe diga que ndo pode fazer
algo... Se tem um sonho, deve protegé-lo... Quando
alguém néo pode fazer algo, diz que VOCE néo pode...
Se quiser algo, va atras...Ponto final.”

(retirado do filme “A procura da Felicidade”)



Dedico esta conquista a...

Meu marido, meu cumplice, companheiro e grande
amor... Meu filho, meu anjo, minha forca maior pra continuar
lutando... Meus queridos e amados pais que estdo vendo nessa
minha conquista o resultado do que eles mesmos construiram,
minha dignidade... Toda minha familia, que de uma maneira ou
outra, torceram por mim... Todos 0s meus amigos de verdade,
que estavam sempre por perto e que, na verdade, sdo 0s irmaos

gue biologicamente ndo tive.



AGRADECIMENTOS

Ao nosso grande Pai Deus e ao Mestre Jesus por tanto amor e luz em todos

0S momentos.

A minha pequena grande familia, Gerson, Gabriel, vé Toninha e vo Jair pela

paciéncia e amor incondicional.

A minha orientadora e amiga Prof2 Dr2 Mariza Pires de Melo, por todos os

ensinamentos, pela paciéncia e pela compreenséao.

A amiga e colega de mestrado Silvana Marina Piccoli Pugine, pela ajuda, pelo

profissionalismo, pelas experiéncias e pelo prazer de me tornar sua amiga.

As estagiarias do laboratorio de Quimica Bioldgica, Livia e Roberta pela

grande ajuda e cumplicidade.

A equipe do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), pela ajuda,
pela concessdo dos animais, pelo uso do biotério e por todo apoio técnico. Um
agradecimento em especial ao Lucas e ao Heidge, que com muita paciéncia, me

ajudaram muito no meu experimento.

A Prof2 Dr2 Maria Lucia Zaidan Dagli pelo apoio ao projeto e pela concess&o

dos laboratorios e apoio técnico.



Ao Prof. Dr. Flavio Meirelles por disponibilizar o espectro de dosagem de

DNA.

A todos os amigos que felizmente fiz no decorrer do curso de mestrado.

A minha amiga Ana Luiza (Tia Ana banana) por toda a ajuda nos momentos

de sufoco e nos momentos de alegria.

A CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado e & FAPESP pelo apoio

financeiro.

A todos aqueles que ajudaram direta ou indiretamente.

Obrigada por tudo!!!



RESUMO

MOURAO, L.R.M.B. Efeito antioxidante do acido indol-3-acético sobre figado de
camundongos submetidos a hepatocarcinogénese induzida. 2007. 105 f.
Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2007.

O acido indol-3-acético (AIA) € uma auxina natural, metabdlito 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 hepatico induzido pelo hepatocarcinGgeno
dietilnitrosoamina (DEN). Foram utilizados camundongos BALB/c com dois meses.
Em uma primeira etapa do estudo foram utilizados machos e fémeas com o propdsito
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 AlA (50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo) por 15 dias
e no 16° dia foram expostos ao DEN por 4 h ou por 24 h. Foram avaliados os
seguintes parametros: 1) evolucdo do peso e porcentagem relativa do figado; 2)
alteracbes metabolicas hepaticas avaliadas pelas atividades de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no soro; 3) perfil
oxidativo hepatico nas atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e dos
niveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada e 4) fragmentacdo de DNA
hepatico. Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) com
significancia de 0,05 usando o teste de Tukey.O AIA ndo demonstrou efeito tdéxico nas
doses utilizadas tanto para machos quanto para fémeas em nenhum dos parametros
analisados, pois esses parametros ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo aos controles (apenas tampédo fosfato salina, pH 7,4). A exposi¢cdo dos
animais ao DEN por 4 h demonstrou diminui¢do na atividade da CAT e GR em 30% e
23%, respectivamente em relagao ao controle. O DEN induziu fragmentagdo de DNA,
somente apos 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
ndo apresentaram alteracdo significativa em relacdo aos controles. Porém, a

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



fragmentacao causados pela exposicdo ao DEN por 24 horas, pois se observou uma
reducao dessa fragmentacao 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 0s
fragmentos de 610 pb nos animais que receberam AIA nas respectivas doses de 50,
250 e 500 mg/Kg de peso vivo, em relacdo aos controles. Concluiu-se que o AlA nas
doses administradas, ndo alterou a evolucdo do peso, massa relativa do figado,
atividade de ALT e AST e perfil oxidativo hepatico dos animais, sugerindo que esta
auxina, nao é toxica; e que o AlA promoveu a protecdo do figado dos animais frente
aos efeitos deletérios causados pelo DEN, baseado na atividade das enzimas CAT e

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

Palavras-chave: auxina; hepatocarcin6geno; enzimas antioxidantes; fragmentacéo de
DNA.



ABSTRACT

MOURAO, 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 Sao 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 16™ 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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Gréaficos com os valores das médias das porcentagens relativas dos
figados dos animais calculadas pela relacdo entre o peso do figado e o
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Efeito do DEN sobre a fragmentacdo de DNA: (A)- padrdo de DNA de
100 a 1000 pares de bases (pb); (B)- animal controle tratado com PBS;
(C)- animal submetido ao DEN e sacrificado apos 4 horas; (D)- animal
submetido ao DEN e sacrificado ap6s 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 séo ilustrativos de
trés repeticbes (n=3) em que todas apresentaram as mesmas
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Acao do AIA sobre o efeito do DEN na fragmentagdo de DNA expressa
na regido de 200 a 600 pares de bases (pb): (A)- padrédo 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
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Figura 13.

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 sdo ilustrativos de trés
repeticbes (n=3) em que todas apresentaram as mesmas caracteristicas
Fragmentacdo de DNA expressa pela densidade de “pixel” na banda de
200 pares de bases (pb), 400 pb e 600 pb avaliada no DNA padrédo, 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 andlises foram realizadas utilizando o programa de computador
Image-J para trés géis de eletroforese como descrito na Figura 11. Os
resultados estdo expressos como média e desvio padrdo para trés
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1 INTRODUCAO

Atualmente, no ambito cientifico, é cada vez mais importante a procura de
novos compostos com o objetivo de melhorar as defesas antioxidantes de sistemas
biolégicos bem como combater as espécies reativas de oxigénio (ERO), os
responsaveis no processo de estresse oxidativo que € estabelecido quando a
geracdo das ERO passa a ser superior as reservas antioxidantes do organismo.

A procura desses compostos antioxidantes é bastante intensa principalmente
em plantas e em matérias primas naturais. Nesse sentido, as pesquisas sao
direcionadas tanto para humanos como também para animais, visando o bem estar
e beneficiando a qualidade e produtividade dos mesmos.

Com relacdo a produtividade animal, o estresse oxidativo produz um
resultado indesejado no que diz respeito a produtividade em si e a qualidade dos
produtos gerados, pois nesse estado, ha oxidacdo de moléculas importantes como
proteinas, lipidios e DNA, além de interferir diretamente na resposta imunologica do
animal. Esse estado de estresse oxidativo pode ser minimizado com dietas
suplementadas com antioxidantes naturais ou sintéticos, por isso, ha uma constante
procura por esses compostos, principalmente os naturais, no intuito de diminuir
essas ocorréncias sem que seja toxico ao animal.

Neste sentido, o objetivo do estudo apresentado nesta dissertacdo foi o de
avaliar o poder antioxidante de um horménio de crescimento de plantas, o acido
indol-3-acético (AIA), frente a um estresse oxidativo hepatico induzido por
dietilnitrosoamina (DEN) sem que o tratamento com esse horménio apresente, no

entanto, danos comportamentais ou metabdlicos em camundongos; propondo um
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modelo experimental para se avaliar as propriedades antioxidantes do referido
produto em animais de laboratorio.

Estudos in vitro mostram que o acido indol-3-acético possui acdo antioxidante
semelhante a outros compostos inddlicos como a melatonina e sua acéo
antioxidante tém demonstrado um papel importante na preservacdo de sémen de
animais, incluindo os animais de producéao.

Em trabalhos recentes avaliaram-se uma possivel acdo antioxidante do AIA
em figado de ratos expostos ao tratamento intragastrico, uma vez que a
administracdo de AIA diminuiu a atividade da catalase e glutationa peroxidase no
figado e reduziu também o nivel de peroxidacéao lipidica neste érgéo.

Sabe-se que no figado é onde se encontra o maior arsenal de enzimas
antioxidantes que sdo responsaveis por combater os radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio, por isso para o estudo de possiveis compostos antioxidantes é
importante avaliar sua acdo no 6rgao em questao.

Estudos mostram que N-dietilnitrosamina induz hepatocarcinogénese
mediada por espécies reativas de oxigénio e, portanto este composto € largamente
utilizado como modelo para inducédo de hepatocarcinogénese experimental. Varios
antioxidantes séo eficientes sobre o estresse oxidativo hepatico causado pelo DEN,
incluindo os naturais como o guarana (Paullinea cupana Mart. Var. Sorbilis), ginseng
brasileiro (Pfaffia paniculata), o acido ascoérbico e a melatonia.

Uma breve revisdo bibliografica abordando os assuntos referentes ao acido
indol-3-acético, N-dietilnitrosamina e hepatocarcinogénese, estresse oxidativo e
antioxidantes naturais, tornou-se necessaria para permitir a compreensao dos

aspectos que se pretende estudar nesta dissertacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acido Indol-3-acético

O acido indol-3-acético (AlA) € a auxina natural que, produzida pelo vegetal,
controla muitos de seus processos metabdlicos. Como auxina, o AlA é largamente
distribuido nos brotos, folhas jovens, flores e frutos das plantas. E um metabélico do
aminoacido 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 proteina soluvel, e o complexo
formado associa-se a um receptor de membrana. Os resultados dessa ligacdo séo
identificados no aumento da plasticidade da parede celular e alteracdo na
permeabilidade celular (GALSTON; PURVES, 1960). Em casos de uso inadequado
de auxinas sintéticas como herbicidas, 0 mecanismo de acdo envolve os sistemas
carboximetil celulase e RNA polimerase que influenciam respectivamente, na
plasticidade da membrana celular e 0 metabolismo de &cidos nucléicos, resultando
em aumento anormal de DNA, RNA e proteinas que consequentemente promovem a
divisdo descontrolada das células e o crescimento anormal das plantas (VARGAS et

al., 2005).
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Figura 1. Biossintese do acido indol-3-acético a partir do aminoacido triptofano

(MARCHIORO, 2005).

Esse horménio vegetal AIA é freqlientemente encontrado na agua de coco e
esta € muito utilizada em &areas como medicina, biotecnologia e nutrigdo. O AIA
encontrado na &gua de coco, pode funcionar, como foi observado em alguns
estudos, como conservante e diluente de sémen de cdaes, pois confere aos
espermatozoides um aumento na motilidade e vigor espermatico (SALLES, 1989). A
dgua de coco possui propriedades antioxidantes protetoras, provavelmente pela
presenca de vitamina C em sua composi¢cdo, embora mais de um principio ativo
possa estar envolvido (CARVALHO et al.,, 2006). Uchoa et al. (2002) relataram a
acdo benéfica do AIA em espermatozéides caprinos, facilitando sua conservacao,

além do aumento da motilidade e, conseqiiente, o incremento da fertilidade. Foram
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também encontrados resultados positivos na conservacdo de sémen suino na
presenca de AIA (TONIOLLI et al., 1996), provavelmente por sua acao antioxidante.

O AIA é encontrado na urina de seres humanos como um produto do
metabolismo do triptofano e também em liquor cerebrospinal (HU; DRYHURST,
1997), sangue (MARTINEZ et al., 1983), e em varios 6rgdos tais como pulmao, rim,
figado, e cérebro (WEISSBACH et al., 1959; TUSSELL et al., 1984). E
predominantemente formado como resultado da acdo da monoamina-oxidase
mediada pela desaminacdo 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 organicos, induz citotoxicidade em
fibroblastos (FOLKES et al., 1999), neutréfilos (DE MELO; LIMA; CURI 2004), e
varios tipos de cancer (GRECO et al., 2002).

Andrade et al. (2005) puderam observar em seus trabalhos com cultivo in vitro
de foliculos pré antrais de ovinos, que ha uma relacdo dose resposta do AIA no
crescimento desses foliculos. Na dose de 40 ng/mL de AlA, administrado no cultivo
desses foliculos, foi observado ativacdo e crescimento folicular apos dois dias. Essa
concentracdo dessa auxina € a mesma encontrada na agua de coco (DUA,;
CHANDRA, 1993). Porém, nas concentracdes de 500 ng/mL e 1000 ng/mL de AlA,
houve uma reducédo da porcentagem de foliculos normais cultivados por apenas dois
dias (ANDRADE et al., 2005).

Espécies reativas de oxigénio podem se formar durante a peroxidacédo do AIA
catalisada por peroxidase, gerando produtos citotéxicos (DE MELO et al., 1992) o
que pode ocasionar efeitos moderadamente toxicos em neutrofilos e macréfagos

cultivados na presenca dessa auxina (DE MELO et al., 1998).
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A citotoxicidade do &cido indol-3-acético (DE MELO et al., 2004a, 2004b e
1997; FOLKES; WARDMAN, 2001) é totalmente evidente quando na presenca de
peroxidase — seja a peroxidase de raiz forte proveniente de radbano ou a
mieloperoxidase de neutrofilos - pois age como um proxidante avaliado pelo
aumento da formacao das espécies reativas de oxigénio (CANDEIAS et al., 1995;
CANDEIAS; WRDMAN; MASON 1997; ESCOBAR; VASQUEZ-VIVAR; CILENTO
1992), e também pela inducéo da peroxidacao lipidica e lesées em acidos nucléicos
(FOLKES et al., 1999).

A acéo protetora do acido indol-3-acético sobre a conservacédo de sémen de
alguns animais ressalta o fato de uma possivel acdo antioxidante desta auxina,
quando na auséncia de peroxidase (CARVALHO et al., 2006). Estudos realizados
nessa linha, relataram o efeito da administracdo de AIA na funcdo e estresse
oxidativo de neutrofilos e constataram que a atividade fagocitaria dessas células por
particulas de Zymosan aumentou significativamente (51% em relacdo ao controle)
em ratos que receberam AIA por via subcutanea ou intragastrica; sendo que a
geracao de H,O, por essas células ndo foi alterada pela a administracao da auxina
(LINS et al., 2006; PUGINE et al., 2007). O Zymosan é um polissacarideo insoluvel
de parede celular de Saccharomyces cerevisiae que ativa a cascata alternativa de
complemento e induz citocinas proinflamatérias em células do sistema imune
(SATO, et al., 2003) e é utilizado para muitos estudos fisioldgicos e imunoldgicos.

Ainda nessa linha de pesquisa, Oliveira et al., 2007 puderam observar que,
em figados de ratos que receberam AIA por via subcutanea ou intragastrica
(gavagem), essa auxina nao produziu nenhuma acdo proxidante e nem mesmo

observaram diferenca entre as duas vias de administracdo. Concomitantemente,
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observaram uma reducdo na atividade da enzima catalase, 0 que sugere uma

possivel acdo antioxidante do AIA nesse Orgao.

2.2 N-dietilnitrosoamina e Hepatocarcinogénese

Em uma hepatocarcinogénese experimental, 0 agente carcinogénico pode ter
varias origens como virus, radiacdo e substancias quimicas. No caso de uma
carcinogénese quimica, € durante a biotransformacéo do carcinégeno que ocorre a
formacéo e o aparecimento de espécies reativas de oxigénio pela cadeia respiratéria
mitocondrial, instalando-se entdo, um estresse oxidativo no 6rgao alvo. Juntamente
com a instalacdo desse estresse, ocorre a metabolizacdo do carcindgeno, causando
danos adicionais ao DNA (ARRANZ et al., 2006). Com isso, € possivel dizer que a
biotransformacao/bioativacdo de um carcin6geno no organismo, sendo este
endoégeno ou exogeno, é o fator que controla sua atividade carcinogénica. Essa
atividade carcinogénica altera a expressado de genes e/ou a atividade de enzimas
relevantes para modificacdo estrutural e consequente inativacdo desses
carcinogenos. Esses fatores influenciam diretamente sobre as consequéncias da
carcinogénese iniciada quimicamente (CHEN; KONG, 2004).

A carcinogénese quimica pode ser induzida por carcinGgenos diretos ou
indiretos. Os carcindgenos diretos sdo substancias alquilantes ou acilantes com
atividade eletrofilica intrinseca, enquanto os indiretos sdo metabolizados para
compostos ativos eletrofilicos durante o processo de biotransformacéao (OLIVEIRA,

2007).
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A carcinogénese quimica passa por trés estagios de transformacao celular até
se instalar completamente:

Primeiro estagio: € chamada de iniciacdo e consiste na exposicao inicial ao
carcindbgeno, como também a distribuicdo e transporte a 6rgdos e tecidos dando
inicio a ativacdo metabdlica com formacéo de espécies reativas e subseqiente dano
genotoxico (SURH, 2003).

Segundo estagio: se caracteriza pela promoc¢ao do tumor a partir das células
iniciadas e, agora, geneticamente alteradas com relacdo a sua expressédo génica e
que regulam a diferenciacdo e a proliferacdo celular, alterando esses eventos. Esse
estagio pode ser modulado pelo agente promotor, idade do animal usado no
experimento, composicao e quantidade de dieta (DRAGAN; PITOT, 1992).

Terceiro estagio: chamado de progressdo se caracteriza pela sua
instabilidade gendmica e incessante evolucdo para formacédo neoplasica, estando
diretamente ligado ao aumento alterado de crescimento celular, a capacidade
invasiva, ao crescimento autbnomo e as alteracbes bioquimicas nas células
malignas (PITOT; DRAGAN, 1991).

Ha muito tempo, pesquisadores vém utilizando o figado, como o6rgao, para
inducdo de carcinogénese quimica experimental (ESPANDIARI et al., 2005). Desde
entdo o estudo sobre a etiologia e histopatogénese dos tumores hepéaticos
experimentais tem tido grande importancia provavelmente pelo fato de que os
carcindbgenos com acao em humanos, agem também em animas de experimentacao
(CLAYSON; ARNOLD, 1991). Por isso, o uso de carcinébgenos quimicos em
roedores para inducdo de cancer, € considerado um indicador valido de risco de

cancer para o homem (ENGELBERGS; THOMALE; RAJEWSKY 2000).
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Os modelos de inducdo de hepatocarcinoma mais citados na literatura
utiizam um hepatocarcinégeno quimico: dietilnitrosamina ou N-nitrosodietilamina
(Figura 2) (FAUSTO et al. 1999). Este importante hepatocarcin0geno é um agente
alquilante do DNA que é rapidamente metabolizado a substancias reativas que
interagem com o DNA e da origem a células que, a partir desse evento, carregam
alteracbes genéticas e que se proliferam apos o inicio do processo neoplasico

(DEAL; RICHARDSON; SWENBERG 1989).

CH3-CH2 x

N-NO
CH3-CH2

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

Outro ponto importante da utilizacdo do N-nitrosodietilamina (DEN) como
indutor de hepatocarcinogénese é o fato do mesmo ser encontrado numa larga
variedade de alimentos como queijo, grdo de soja, fumo, peixe salgado e
desidratado, carne curada e bebidas alcoodlicas (LIAO et al., 2001). No processo de
metabolismo de certas drogas terapéuticas, também acontece a formacdo de
dietilnitrosamina (AKINTONWA, 1985), assim como também ¢é encontrado na
fumaca do tabaco (IARC, 1972).

O dietilnitrosamina sofre ativacdo metabdlica por isozimas do sistema
monoxigenase do citocromo P450 formando espécies reativas de oxigénio que
causam uma tensdo oxidativa e pode levar a citotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade. Esse composto também pode exercer seu poder carcindgeno,

gerando DNA aductos, que sdo formas modificadas de DNA que podem voltar a sua
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estrutura original, porém no momento da regeneracdo, podem acontecer mutacées
em sua estrutura, 0 que proporciona a molécula diferencas importantes na
proliferacdo e expressdo génica (FUKUMASU et al, 2006). O fato de o
dietillnitrosamina estar presente em produtos alimenticios comumente consumidos
se faz necessario o desenvolvimento de drogas efetivamente hepatoprotetoras com
potente atividade antioxidante (PRADEEP et al, 2007).

Varios antioxidantes mostram-se eficientes sobre o estresse oxidativo
causado por agentes carcinégenos quimicos como o DEN, incluindo os naturais
como o guarana (Paullinea cupana Mart. Var. Sorbilis) (FUKUMASU et al., 2006) e
ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata) (DA SILVA et al., 2005) e o acido ascérbico
(LIU et al., 2006). O guarana é citado na literatura como um anti-neoplasico natural,
uma das hipéteses dessa acdo é a presenca de substancias como a cafeina,

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

2.3 Estresse Oxidativo

Os mamiferos possuem uma notavel habilidade de adaptacdo a varios tipos
de estresse a que sdo submetidos. Por isso, frente a um estresse oxidativo, o
organismo lanca mao de varias formas de defesa, desenvolvendo um sistema
antioxidante, uma maneira de se adaptar e manter a homeostase. Nesse sentido,
qualquer estimulo que leve a producdo excessiva de espécies reativas e/ou a

deplecdo de antioxidantes, conduz a uma alteracéo significativa do balanco entre a
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producdo e remocéo de espécies reativas como os radicais livres (DROGE, 2002;
URSO; CLARKSON, 2003).

Um radical livre tem como definicdo qualquer atomo, grupo de atomos ou
molécula com um elétron ndo pareado ocupando uma Orbita externa, como anion
superéxido (O27), o radical hidroxil (OH) e o 6xido nitrico (NO"), por exemplo.
Entretanto, ainda existem outros compostos igualmente reativos que ndao possuem
um elétron desemparelhado na dudltima camada, que incluem o peroxido de
hidrogénio (H.0), o cation nitrosonium (NO™), o anion 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 (DROGE, 2002).

Entre as ERO, o mais potente oxidante em sistemas biolégicos € o radical
hidroxil, com um tempo de vida extremamente curto (1x10° s) e com alta reatividade
a uma grande variedade de moléculas organicas, pois necessita somente de mais
um elétron para se estabilizar (YU, 1994; ROVER JUNIOR; HO; VELLASCO 2001).
Se o radical hidroxil, for produzido proximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um
metal, poderdo ocorrer modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas levando a
inativacdo ou mutacdo desse DNA, pois esse radical combina com extrema rapidez
ao metal ou até mesmo a outros radicais. O radical hidroxil pode também iniciar a
oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidacédo) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os metais de transicdo, como o ferro e o cobre, tem confirmada acao
catalitica na formacdo de lesGes oxidativas decorrentes da producdo de radical
hidroxil (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990); sendo que o ferro € o metal mais
abundante no organismo por atuar como cofator importante para varias proteinas.

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

1997):

Reacdo de Fenton:

H,0, + Fe*(Cu’) —» HO + HO + Fe*(Cu®)

Reacéo de Haber-Weiss:
1) Fe**(cu®) + 0,7 -5  Fe*(Cuh) + O

2) Fe**(Cu’) + H,0, — Fe*(Cu®*) + HO +HO

SOMA: 02 + H202 - HO + 02 + HO

Quando acontece o desbalanco da quantidade produzida de ERO e a
remocao destes pelos sistemas antioxidantes, se tem entdo um estresse oxidativo,
causador de danos moleculares as estruturas celulares com conseqlente alteracao
funcional e prejuizo das fungées vitais (DROGE, 2002). Esses danos podem ser
observados em diversos tecidos e oOrgaos tais como figado, musculo 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 infec¢cdo em que os fagdcitos estimulados produzirem ERO com a finalidade de
destruir o microrganismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; POULSEN et al., 2000).

Sabe-se que as ERO estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos,

assim como em varios eventos patolégicos como mutacdo de DNA, carcinogénese,
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envelhecimento, arterosclerose, danos por radiacéo, inflamacédo, diabetes mellitus,
doencas neurodegenerativas e injurias toxicas, incluindo toxicidade aguda e cronica
por alcool (DAS; VASUDEVAN, 2007).

O acido indol-3-acético, em estudos in vitro, mostrou possuir acao
antioxidante semelhante a outros compostos indolicos (CANO; ALCARAZ; ARNAO
2003) como a melatonina (KARBOWNIK et al., 2000; CELIK et al., 2006). Ohta et al.
(2004) observaram que a melatonina pdde prevenir lesdes agudas induzidas por
tetracloreto de carbono (CCl;) em figado de ratos, atenuando a aumentada
peroxidacao lipidica e reduzindo a deplecdo da glutationa em sua forma reduzida.
Esses mesmos autores puderam concluir que, doses terapéuticas de melatonina,
por uma unica vez poés-tratamento com CCls, atenuaram o decréscimo da
concentracdo de acido ascorbico e da atividade das enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa redutase, além de aumentar a atividade de xantina oxidase em
figado de ratos submetidos a esse tratamento. Esses dados sugerem que este
composto inddlico exerce um efeito terapéutico antioxidante em danos agudos
causados no figado pelo excesso de ERO e peroxidacao lipidica 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 responsavel por uma acao protetora especifica contra as ERO:

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

causar a lesao;
e As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), os metabdlitos da glutationa reduzida

(GSH) e Vitamina E;
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2. Linha de defesa que tem a funcédo de reparar a lesdo ocorrida;
e As enzimas glutationa redutase (GR), GPx, os metabdlitos acido

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

Os agentes que protegem as células contra os efeitos das espécies reativas
de oxigénio podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos e néo-
enzimaticos (SIES, 1993). O sistema enzimético é constituido por varias enzimas,
entre elas: SOD, CAT, GPx e GR (HALLIWELL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). O sistema ndo enzimatico pode ser
classificado em enddgeno (bilirrubina, melatonina, acido urico, coenzima-Q e outros
produtos metabdlicos) e os exdégenos (a-tocoferol, acido ascérbico, polifenois,
selénio e outros obtidos através da dieta) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004).

A seguir serd apresentado, simplificadamente, como a linha de defesa das
enzimas antioxidantes pode atuar:

e A superoxido dismutase € 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 superoxido (O2) para formar
peréxido de hidrogénio (H.O,) e oxigénio (O,) (equacdo 1) (SIES, 1993;

HALLIWEL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004).

20, " +2H" — H,0, +0, (equacdo 1)

e A catalase € uma enzima encontrada basicamente nos peroxissomas das

células animais e possui em sua estrutura o Fe®*, que compdem o grupo
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prostético heme da proteina, importante para efetuar a reacdo catalitica. A
funcdo da catalase € reduzir o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(equagédo 2) (SIES, 1993; HALLIWEL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2004).

2H,0, — 2H,0 + O (equacao 2)

¢ A glutationa peroxidase e a glutationa redutase agem em conjunto eliminando
os hidroperéxidos organicos e inorganicos. A GPx e a GR estao distribuidas
tanto no citosol quanto na mitocéndria das células (JI et al., 1988). A GPx
possui uma caracteristica importante, apresentando um residuo de cisteina
contendo selénio covalentemente ligado. A atividade da GPx esta
relacionada ao consumo do co-substrato GSH que é convertido em GSSG. E,
a regeneracdo do GSH no meio celular é efetuada pela GR tendo como

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

Hidroperdxido 2GSH NADP*
(ROOH)
GPx GR
ROH + H,0 GSSG NADPH

Figura 3. Eliminacdo de hidroperéxidos através das enzimas glutationa peroxidase

(GPx) e glutationa redutase (GR) agindo sobre o substrato glutationa.
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E possivel se observar a importancia do tripeptideo glutationa em todo o
processo de defesa antioxidante envolvendo o ciclo enzimatico das glutationas e a
Figura 4 (explicativa da Figura 3) apresenta como esse importante processo

acontece simultaneamente:

8]
o
Hood N L-Glutationa reduzida
2 H (GSH)
Hz COOH
H
NADP* Glutationa Glufafiona 20z
redulase peroxidase
(GR) (GSH-Px) )
NADEH + HY 2H;0
_ o -
N O
HODC//\N = L-Glutationa oxidada
H (GSSG)
g
/f
Hz CO0H

Figura 4. Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzidas e oxidada pela
acado das enzimas glutationa peroxidase, glutationa oxidase e glutationa

redutase (ROVER JUNIOR; HOERHR; VELLASCO, 2001).

No momento do estresse oxidativo, com a atividade efetiva das enzimas
antioxidantes, ocorre producdo de GSSG e deplecdo de GSH. Porém, com o
excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema antioxidante, havera um
desequilibrio favorecendo a producdo de GSSG e consumo de GSH, fato que
também caracteriza o estresse oxidativo assim como sua magnitude. Por isso, a

razdo GSSG/GSH, deve ser monitorada por sistemas de medicdo. Beehler et al.
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(1989), observaram que em pulmdes de ratos submetidos a hiperoxia por 48 horas,
esta razdo esta significantemente aumentada quando comparada a de grupo
controle ndo expostos.

Em virtude da importante linha de defesa a qual fazem parte essas enzimas
antioxidantes, é que se faz necessario ressaltar a mensuracdo de suas atividades
cataliticas, em conjunto com a mensuracdo dos niveis de GSH e GSSG. Outros
parametros para se avaliar o estresse oxidativo em material bioldégico sao, dentre
outros, os conteudos de peroxidacao lipidica e fragmentacédo de DNA.

Assim como a relacdo GSSG/GSH, também ha a importancia de analisar a
peroxidacao lipidica, ja que todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acao
das ERO, mas a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia dessa
peroxidacdo. Quando a peroxidacdo lipidica, produzida pelas ERO atinge a
membrana celular, acarreta alteragcbes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares (MELLO-FILHO; HOFFMAN; MENEGHINI 1983). Em virtude
disso, ha perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de
organelas, e também formacéo de produtos citotoxicos (malonaldeido), culminado
com a morte celular (HERSHKO, 1989).

Da mesma forma e importancia, para a deteccdo do grau de estresse
oxidativo causado pelas ERO ou até mesmo pelos tratamentos administrados a um
animal, se faz necessario também a determinacdo da fragmentacdo de DNA. As
ERO fazem parte da lista de agentes que levam danos ao DNA, assim como
produtos de peroxidacéo lipidica ou agentes alquilantes, entre outros. Fujimoto et al.
(1984), testaram hidroperoxidos resultantes da oxidacdo do metil linolato e linolenato
na presenca de metais e agentes redutores (cisteina e acido ascorbico), pois, nessa

condicdo, os hidroperoxidos séo facilmente decompostos, e observaram como
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resultado, a formacdo de uma grande variedade de compostos carbonilicos e

espécies reativas de oxigénio que podem reagir com o DNA.

2.4 Antioxidantes Naturais

Em virtude de todos os danos trazidos pelo estresse oxidativo, a procura por
antioxidantes exdgenos que revertam ou protejam esse processo € intensa,
principalmente se este for componente de alimentos naturais como frutas e plantas.

Existem varios compostos antioxidantes presentes na dieta que possuem
importantes funcbes no processo de retardamento de doencas como céancer, e
demais doencas crénicas (CHUN et al., 2005). A alimentacéo rica em vitaminas C e
E, por exemplo, € um método antioxidante importante de prevencéo contra essas
doencas.

Os sistemas antioxidantes também estdo presentes nas plantas que, através
de metabolismos especiais, produzem substancias como: taninos, fendis, alcaldides,
lignanas, cafeinas e aminas (LARSON 1988; COTELLE, 1996; OKADA; KANEKO;
OKAJIMA, 1996). Assim, alguns desses compostos fendlicos de plantas, por
exemplo, possuem como propriedade antioxidante, eliminar radicais livres e/ou
espécies reativas e quelar metais reativos (CHUN et al., 2005).

A propolis € um desses compostos que contém, em sua COmposicao,
polifendis que conferem a esse composto, atividade antioxidante. Além dos
polifendis, a propolis contém varios 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 fendlico da prépolis,
essa propriedade antioxidante. Porém, Russo , Longo e Vanella (2002) constataram
gue mesmo com a remocao da CAPE, extratos de propolis continuaram a apresentar
atividade antioxidante.

Chun et al. (2005) demonstraram em seus estudos que ervas como orégano
alecrim, tomilho e menta, possuem relevantes aplicacbes antioxidantes por
possuirem alto contetdo de compostos fendlicos e constataram que, utilizando o
O0leo de um tipo especifico de orégano, obtiveram acdo antimicrobiana a
Helicobacter pylori, uma bactéria estomacal responsavel por um tipo crénico de
gastrite.

Demais pesquisadores também no intuito de encontrar compostos
antioxidantes em matérias primas nhaturais 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 atribuido principalmente a seus
compostos fendlicos e seus carotendides.

As caracteristicas estruturais dos compostos organicos com atividades
antioxidantes sao os fatores que governam essa atividade e incluem, na maioria dos
casos, a presenca de grupamentos fendlicos como flavonoides, fenilpropandides e
outros compostos aromaticos (CHUN et al., 2005). Corsino et al. (2003) observaram
uma acao antioxidante em infusées de folhas de Maytenus Aquifolium, uma arvore
selvagem proveniente do cerrado brasileiro que é largamente usada no tratamento
de Ulcera gastrica. Seu poder antioxidante protege a mucosa estomacal das
espécies reativas de oxigénio formadas no processo crénico da gastrite e posterior

Ulcera gastrica.
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Vérias substancias também sdo estudadas para a quimioprevencao do cancer
e 0s antioxidantes naturais sao regularmente escolhidos como uma dessas
substancias. O guarana Paullinia cupana, uma planta originaria do Brasil, possui
uma alta concentracéo de taninos, um produto secundario do metabolismo de varias
plantas (DESHPANDE et al., 1984). Um recente trabalho de Fukumasu et al. (2007)
demonstrou que o guarana atua suprimindo a carcinogénese quimica induzida pelo
N-nitrosodietilamina.

Em varios estudos ha relatos da suplementacdo de dietas com antioxidante
para animais de producdo e sao apontados melhores resultados na producéo e na
qualidade dos produtos gerados.

Na dieta de suinos o uso de selénio traz vantagens de comercializacao,
principalmente se o produto for fornecido ao leitdo recém nascido, pois no suino em
crescimento, a incorporacdo de selénio aos musculos é muito mais eficiente se for
fornecido por selénio organico. Essa suplementacdo faz com que o0s animais
ganhem uma protecdo antioxidante, prolongando a boa coloracdo da carne e
aumentando a vida de prateleira (ALVES et al., 2006).

A adicdo de antioxidantes como vitamina A, vitamina E (a-tocoferol), vitamina
D3 e selénio na dieta de bovinos leiteiros reduzem o nivel de produtos da
peroxidacdo lipidica no leite (CASTILLO et al.,, 2005; PASCHOAL; ZANETTI;
CUNHA, 2006). Outros autores observaram que suplementacdo com vitamina E, -
caroteno, luteina e zeaxantina sdo capazes de retardar a oxidacdo de proteinas no
leite bovino (HAVEMOSE et al.,, 2004). Demais trabalhos relatam ainda que,
novamente, a suplementacdo com vitamina E para vacas leiteiras, no pré e pos
parto, melhora a atividade das células fagocitarias, prevenindo a incidéncia de

mastite clinica (POLITIS et al. 1995; NDIWENI; FINCH, 1996; VALLE, 2005).
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Com o objetivo de melhorar a conservacdo da carne, outros autores
observaram que o uso de antioxidantes como vitamina E, vitamina C e acido lipoico,
entre outros, na dieta de animais de corte, promove maior estabilidade da cor e
menor oxidacdo dos lipideos da carne (LAURIDSEN et al., 1999; HARRIS et al.,
2001; ROWE et al., 2004; RENTFROW et al., 2004; BEKHIT et al., 2005). Ainda com
relacdo a conservacdo da carne, foi relatado que a suplementacdo com
antioxidantes na dieta de animais de corte, pode ser uma alternativa viavel para
minimizar a oxidacdo de lipidios e proteinas induzida pela irradiagdo da carne
(DOGBEVI; VACHON; LACROIX, 1999; LACROIX, 2002; AHN, 2003; BREWER,
2004; PLACEK et al., 2004).

Com isso, pode-se dizer que a suplementacédo 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 relevancia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do acido indol-3-acético como um antioxidante na protecéo do

figado submetido a um estresse oxidativo induzido.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a acdo nao toxica e antioxidante de diferentes doses de acido indol-3-

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

— Analise da atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase;
catalase; glutationa peroxidase e glutationa redutase;

— Andlise da atividade das enzimas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase, marcadoras de disfuncao hepética;

— Analise da viabilidade celular através de perfil oxidativo como dosagem de
glutationa reduzida e glutationa oxidada;

— Geragéao de fragmentacao de DNA,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Todos os reagentes sdo de grau analitico e foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.2 Delineamento experimental — Efeito do AIA em relacdo dose resposta e

prevencao de hepatocarcinogénese induzida

O experimento foi dividido em duas etapas:
12 etapa - efeito dose-resposta do AlA;
22 etapa - efeito do AlIA na prevencéo de hepatocarcinogénese 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 Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&ao Paulo (FMVZ-USP) em colaboracdo com a Profa. Dra. Maria
Lucia Zaidan Dagli. Os animais foram mantidos sob condicbes controladas de
temperatura (20 £ 4°C) e umidade relativa do ar (45-65%).

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Bioética da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, em
agosto de 2006 sob o protocolo n® 952/2006, (projeto: Avaliagdo dos efeitos
antioxidantes do acido indol-3-acético na hepatocarcinogénese induzida) (ANEXO

1),

4.4 Administracao de acido indol-3-acético

12 etapa: os camundongos foram divididos em oito grupos com 5 animas
cada um sendo 4 grupos de machos e 4 grupos de fémeas: i) grupo controle que
recebeu 1mL de tampéo fosfato salina, pH 7,4 (PBS); ii) grupo que recebeu solugéo
de AIA 100 mg/Kg de peso vivo do animal; iii) grupo que recebeu solucédo de AIA
200 mg/Kg de peso vivo do animal e iv) grupo que recebeu solucdo de AIA 500
mg/Kg de peso vivo do animal. Os animais foram tratados diariamente por 15 dias;

22 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 solucdo de

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

mg/Kg de peso vivo do animal,

4.5 Inducao da Hepatocarcinogénese

Apenas o0s animais da segunda etapa foram submetidos a inducédo de
hepatocarcinogénese por periodos de quatro horas ou 24 horas.

O modelo experimental de induc&o de hepatocarcinogénse foi efetuado por N-
nitrosodietilamina (DEN) na dose de 160 ug/g de peso vivo dissolvido em solugéo
salina fisioldgica (0,9%) (FUKUMASU et al., 2006) Esta dose promove alta lesdo nos
hepatdcitos apoés trés horas (FUKUMASU et al., 2006).

No 16° dia de experimento, os 12 animais que compuseram cada um dos
guatro grupos formados de acordo com a dose administrada de AIA foram
subdivididos da seguinte maneira: quatro animais ndo foram expostos ao DEN,
guatro animais foram expostos ao DEN por quatro horas e 0s outros quatro animais

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

foram:
1) Grupo controle que recebeu apenas tampéao fosfato salina, pH 7,4
(PBS), ou seja, ndo receberam nem o AlIA 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 AlIA 50 mg/Kg de peso vivo;
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6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)
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Grupo que recebeu AIA 50 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN
por 4 horas;

Grupo que recebeu AIA 50 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN
por 24 horas;

Grupo que recebeu apenas AlA 250 mg/Kg de peso Vvivo;

Grupo que recebeu AIA 250 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN
por 4 horas;

Grupo que recebeu AIA 250 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN
por 24 horas;

Grupo que recebeu apenas AlA 500 mg/Kg de peso Vvivo;

Grupo que recebeu AIA 500 mg/Kg de peso vivo e exposto ao DEN
por 4 horas e

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

por 24 horas.

Tabela 1. Numero de animais na formacdo dos grupos controle (C) e dos que

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

auséncia e presenca de DEN por 4 horas (DEN-4h) ou por 24 horas

(DEN-24h).
DEN Tratamento AIA mg/Kg de peso vivo
50 250 500
Auséncia

Presenca 4h

Presenca 24h

ININENNG
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4.6 Protocolo Experimental

Experimentos da 12 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 determinacdo de atividade da alanina aminotransferase (ALT). Também foram
coletadas amostras de figado para a determinacdo da atividade de enzimas
antioxidantes e contetdo de glutationa oxidada e reduzida.

Experimentos da 22 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 nao
expostos ao DEN. No soro foi determinada atividade da alanina aminotrasferanse
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Foram coletadas amostras de figado para
a determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes, conteudo de glutationa

oxidada e reduzida e fragmentacao de DNA.

4.7 Coleta e Processamento das Amostras

Amostras de sangue foram obtidas no momento da eutanasia de todos os
grupos através de puncéo cardiaca, utilizando-se seringa de 1mL e agulha 12,7 mm
x 0,33 mm. O sangue foi coletado em tubos plasticos de 2 mL e imediatamente
acondicionado em gelo. Apés o término da coleta foram centrifugadas por 15
minutos a 800 x g para obtencao do soro. Este ultimo foi aliquotado e armazenado, a

—40°C, até a realizacao das analises bioquimicas.
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As amostras de figado foram dissecadas, divididas em partes e cada parte
envolvida em papel aluminio indentificado, para acondicionamento em nitrogénio

liquido.

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 instrucbes 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 absorbancia 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 hepatico foi avaliado pelos seguintes parametros:
1) determinacdo de GSH e GSSG; 2) atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR). Todas as analises foram realizadas em espectrofotdmetro

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

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

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

Para determinacdo do contetdo de GSH, os tecidos foram triturados em
homogeneizador tipo "potter” de alta velocidade durante 2 minutos na proporcao de
um grama de tecido para 5 mL da solucdo de acido 5-sulfosalicilico (5%, m/v)
contendo EDTA (5 mmol.L™) e o plasma homogeneizado em vortex na proporcdo de
300 puL de amostra para 70 uL da solucdo de é&cido 5-sulfosalicilico (5%, m/v)
contendo EDTA (5 mmol.L™"). Ambos foram centrifugados a 10.000 r.p.m. por 5

minutos.

O sobrenadante foi utilizado para determinacéo da glutationa total através da
reacdo com o acido 5,5 -ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB). O meio de reacao foi
constituido de tampé&o fosfato de sédio (100 mmol.L™) contendo EDTA (5 mmol.L™),
DTNB (1,5 mmol.L™"), NADPH (0,2 mmol.L™) e glutationa redutase (1 Ul) em pH 7,5.
A reacéo foi iniciada pela adicdo de NADPH e acompanhada a 412 nm por 4 min a
25 °C.

Para determinacédo do conteudo de GSSG, foi necessario converter o GSSG
em GSH através da homogeneizagdo dos tecidos ou o plasma com a solug¢édo de N-
etilmaleimida (NEM) (12,5 mmol.L") contendo EDTA (5 mmol.L™) seguido da
hidrolise alcalina do NEM. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi utilizado para

determinacao do conteddo de GSH como descrito acima.

O contetdo de GSH foi obtido pela subtracdo do valor de GSSG da glutationa
total.

O estado reduzido/oxidado do conteudo intracelular dos tecidos obtidos dos
camundongos tratados e nado tratados foi avaliado pelos conteudos de GSH e

GSSG, baseado na reciclagem com o acido 5,5 -ditiobis-[2-nitrobenzdico] (= DTNB).
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Os tecidos foram extraidos em tampéo fosfato (60 mmol/L, pH 7,8) e macerados. A
solucéao foi centrifugada a 800 x g durante 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado
para a determinacao espectrofotometrica de GSH e GSSG a 412 nm por 3 minutos a

25°C (TIETZE, 1969).

4.9.2 Extracdo da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),

glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR)

Os tecidos foram homogeneizados em tampéo fosfato (0,10 mmol/L) e pH 7,5
na proporcédo de 1:10 para proceder a extracdo das enzimas. Para tal, os tecidos
foram triturados em homogeinizador tipo "potter® de alta velocidade durante 2
minutos na propor¢cdo de um grama de figado para 10 mL de tampado de extracao
gelado (4,0 °C). Ap6s homogeinizacdo, centrifugaram-se as amostras a 800 X ¢
durante 10 minutos sob refrigeracdo. O sobrenadante foi retirado, cuidadosamente,
com uma pipeta Pasteur, transferido para tubos sob gelo e foi utilizado para

determinar a atividade maxima das enzimas antioxidantes.

4.9.3 Atividade maxima da superoxido dismutase (SOD)

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

reducdo Nitro Blue Tetrazolium (NBT) pelo anion superéxido a 25°C acompanhada

por 3 minutos espectrofotometricamente a 550 nm (BEUCHAMP; FRIDOVICH,1971)
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e expressa em umol de NBT consumido por minuto por miligrama de proteina. O
sistema xantina-xantina oxidase foi utilizado como fonte de anion superoxido. A SOD
da amostra compete pelo anion superdxido, inibindo a taxa de reducdo do NBT. O
meio de ensaio continha NBT (0,1 mmol/L), xantina (0,05 mmol/L), EDTA (0,1
mmol/L) e tampéao fosfato de sédio (53 mmol/L), pH 7,8). Neste ensaio o primeiro
passo foi adequar a quantidade de xantina oxidase necesséria para a redugdo NBT
em 0,025 unidades de absorbancia por minuto, 1 unidade de atividade de SOD

correspondeu a 50% deste valor.

4.9.4 Atividade maxima da catalase (CAT)

A atividade maxima da CAT foi avaliada pelo consumo de perdxido de
hidrogénio espectrofotometricamente a 230 nm e 30°C. O meio de ensaio continha
Tris-aminometano (50 mmol/L) e EDTA (25 mmol/L) e perdxido de hidrogénio (9,0
mM) (BEERS; SIZER, 1952). A atividade da catalase foi expressa pelo consumo de

H,O, por minuto por miligramas de proteina.

4.9.5 Atividade maxima da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade maxima da glutationa peroxidase foi determinada

espectrofotometricamente com base no decréscimo da concentracdo de NADPH a

340 nm a 37°C (PAGLIA; VALENTINE, 1967) O meio reacional foi constituido de
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tampao fosfato (64 mmol/L, pH 7,0), NADPH (0,2 mmol/L), GSH (1 mmol/L), t-butil-
hidroperéxido (1 mmol/L) e GR (10 U/mL). A reacéao foi iniciada pela adicdo de t-
butil-hidroperdxido e a reagcdo acompanhada por 10 min. A atividade da GPx foi

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

4.9.6 Atividade maxima da glutationa redutase (GR)

A atividade maxima da glutationa redutase foi avaliada através da
mensuracao da velocidade de oxidacdo do NADPH com a concomitante reducéo da
glutationa redutase oxidada (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). O meio de ensaio foi
composto de tampao fosfato de potassio 0,2 mol/L pH 7,0 contendo EDTA 2 mmol/L;
NADPH 20 mmol/L em Tris-HCI 10 mmol/L pH 7,0; GSSG 20 mmol/L e amostra, a
leitura é feita em espectrofotdmetro por trés minutos a 25 °C. A atividade foi

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

4.10 Determinacao de proteinas totais

O conteado de proteinas dos extratos de células foi determinado
espectrofotometricamente pelo método descrito por Bradford (1976), usando soro

albumina bovino para construcéo da curva padréo.
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4.11 Fragmentacdo de DNA

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas amostras de figado dos
animais controles e os que receberam AIA 50, 250 e 500 mg/Kg de peso vivo do

animal, na auséncia e presenca de DEN, sacrificados apos 4 h e 24 h.

4.11.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit (Wizard® Genomic DNA
Purification) seguindo as instru¢des do fabricante, que consiste: a) maceracao do
tecido, com o objetivo de aumentar a superficie de contato; b) uso de solucdo de
RNAse para romper a membrana celular, e isolar moléculas do restante celular,
deixando o DNA no sobrenadante; c) precipitacdo de proteinas; d) transferéncia do
sobrenadante e solubilizacdo com etanol 70%, resultando ao final uma solucdo do
DNA, diluida em agua mili-Q. O DNA presente na solucao obtida foi quantificado
pelo aparelho BioPhotometer®, sendo utilizado o programa dsDNA (DNA dupla fita).
Empregou-se a diluicdo 1:50 de amostra (1uL de amostra + 49uL de agua) e o
resultado obtido foi a concentracdo de DNA em ng/uL. Estabeleceu-se nas analises,
a razdo A260/280 para as leituras de absorbéancias, que indica um fator de pureza

na extracao.
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4.11.2 Corrida eletroforética em gel de poliacrilamida

O DNA extraido e quantificado foi submetido a 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 numeéricos para posterior

analise estatistica.

412 Andalises Estatisticas

A comparacao entre grupos foi realizada utilizando-se andlises de variancia
(ANOVA), ao nivel de significancia de 5% de probabilidade. Para as diferencas
significativas foram aplicadas comparacdes de meédias 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 acido
indol-3-acético para a administragdo nos camundongos. Esse procedimento foi
estabelecido para que o AlA pudesse ser utilizado em concentracfes seguras, sem
a possibilidade desta auxina se tornar proxidante, mas com acao suficiente para agir
como antioxidante. Nesse sentido, o trabalho foi dividido em duas etapas: 12 etapa
de dose-resposta do AIA e a segunda etapa com inducdo de um estresse oxidativo

causado pelo hepatocarcinégeno DEN.

5.1 Primeira Etapa

Dose Resposta do Acido Indol-3-Acético

Nessa etapa foram realizadas as pesagens dos animais nos dias 1°, 3%, 6°, 9°
e 15° do tratamento. Essa pesagem foi realizada com o intuito de observar uma
possivel perda ou ganho de peso dos animais em virtude do tratamento com o AlA.
Nas Figuras 5 e 6 estdo apresentadas as evolu¢des dos pesos individuais dos
animais machos e fémeas, respectivamente, em cada grupo de estudo, nos cinco
dias de pesagem. Observou-se que o tratamento com AIA nas diferentes doses nao
alterou o ganho de peso dos animais, em relacdo aos controles, igualmente para os

machos e fémeas.
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Figura 5. Evolugéo individual do peso dos cinco camundongos macho de cada

grupo, controle e nas trés doses de AlA, durante o periodo de tratamento.

Os cinco animais foram identificados pelos numeros 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. Evolucdo individual do peso dos cinco camundongos fémea de cada

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

identificados pelos numeros 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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Para avaliar a possivel hepatotoxicidade do AIA foi realizada a pesagem dos
figados de todos os animais logo apds o sacrificio dos mesmos. Nas Tabelas 2 e 3,
estdo apresentados os valores relativos entre o peso do figado o peso vivo,
denominados de porcentagem relativa do figado, dos camundongos macho e

fémeas respectivamente.

Tabela 2. Avaliacdo individual (1, 2, 3, 4 e 5) dos pesos dos figados dos
camundongos macho, controles e tratados com trés doses de AlA (100
mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo), do peso vivo destes
animais pesados no 16° dia (antes do sacrificio) e a porcentagem
relativa do figado expressa como Figado/PV(%) e determinada através

da relacdo do peso do 6rgéo e o peso vivo do animal.

Machos Repeticdo Figado(g) Peso Vivo(g) Figado/PV(%)
1 1,3261 26,0 5,10%
2 1,2075 25,8 4,68%
Controle 3 1,4360 30,5 4,71%
4 1,5345 30,5 5,03%
5 1,3698 31,1 4,55%
1 1,6281 30,7 5,30%
2 1,4411 28,7 5,02%
100mg/Kg 3 1,3862 28,8 4,81%
4 1,5440 31,8 4,86%
5 1,5463 31,1 4,.97%
1 1,6544 31,8 5,20%
2 1,3740 27,3 5,03%
200mg/Kg 3 1,4295 30,8 4,64%
4 1,3284 28,9 4,60%
5 1,4777 30,8 4,80%
1 1,4688 25,6 5,74%
2 1,5282 31,2 4,90%
500mg/Kg 3 1,7117 32,1 5,33%
4 1,4828 30,0 4,94%
5 1,5978 30,5 5,24%
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Tabela 3. Avaliacdo individual (1, 2, 3, 4 e 5) dos pesos dos figados dos
camundongos fémea, controles e tratados com trés 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 figado expressa como Figado/PV (%)

e calculada pela relacéo do peso do 6rgéao e o peso vivo do animal.

Fémeas Repeticdo Figado(g) Peso Vivo(g)/16° dia Figado/PV(%)
1 1,2610 25,8 4,89%
2 1,1785 25,5 4,62%
Controle 3 1,3238 26,9 4,92%
4 1,1427 25,6 4,46%
5 1,1162 23,9 4,67%
1 1,3373 25,8 5,18%
2 1,2024 25,5 4,72%
100mg/Kg 3 1,1978 26,9 4,45%
4 1,1584 25,6 4,53%
5 1,3176 23,9 5,51%
1 1,3778 26,4 5,22%
2 1,2153 25,0 4,86%
200mg/Kg 3 1,3253 27,6 4,80%
4 1,1046 24,6 4,49%
5 1,0727 22,8 4,70%
1 1,2026 24,4 4,93%
2 1,3692 26,3 5,21%
500mg/Kg 3 1,3505 25,8 5,23%
4 1,2164 23,3 5,22%
5 1,2316 25,9 4,76%

Os valores médios da porcentagem relativa do figado dos camundongos
machos e fémeas controles e dos tratados com AlA estdo apresentados na Figura 7.
Com base nos dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 e na Figura 7, observa-
se que ndo houve alteragcbes nem nos pesos dos figados, nem na porcentagem
relativa do figado dos animais tratados com AIA em relacdo aos controles. Estes

resultados sugerem que o tratamento com AIA nao induz efeito hepatotoxico, nem
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gquanto a dose desta auxina e nem quanto ao sexo dos animais avaliados

individualmente ou em grupo.

Machos Fémeas
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Figura 7. Graficos com os valores das médias das porcentagens relativas dos
figados dos animais calculadas pela relacdo entre o peso do figado e o
peso vivo para os machos e as fémeas, controle (C) e nas trés doses de
AIA (100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 500 mg/Kg de peso vivo). Os resultados

estdo expressos como a média e desvio padrdo para cinco animais por

grupo.

Com administracdo de &acido indol-3-acético via intragastrica em trés
diferentes doses, nédo foi possivel observar alteracdo do nivel de alanina
aminotransferase avaliada pela atividade desta enzima tanto para os camundongos
machos e quanto para as fémeas em relacdo aos respectivos controles (Tabela 4).
Estes resultados corroboram com a proposta de ndo hepatotoxicidade do AlIA, uma
vez que a atividade da enzima ALT sanguinea atua como marcadora de disturbios

metabolicos hepaticos.
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Tabela 4. Efeito do AIA sobre a atividade da alanina aminotransferase (ALT)
avaliada no soro de camundongos macho e fémeas controles (C) e

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

animal.
Sexo Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo
C 100mg/Kg 200mg/Kg 500mg/Kg
Machos 60,5 (6,9) 58,9 (7,0) 59,0 (7,0) 58,9 (6,9)
Fémeas 59,7 (7,9) 58,0 (7,3) 58,7 (7,4) 59,0 (6,9)

Os resultados estdo expressos como a média e desvio padrdo para 5 animais por grupo e
experimentos realizados em triplicata. A atividade da ALT est& expressa em U.L™.

Na Tabela 5 encontram-se o0s resultados da atividade das enzimas
antioxidantes hepdaticas superdxido 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 relacdo ao controle; e também atuou na reducao
da atividade da CAT em 14% e 18% para os tratamentos 200 mg/Kg e 500 mg/Kg,
em relacdo ao controle. Porém, nenhuma alteracdo foi detectada na atividade da
glutationa redutase no figado dos camundongos macho tratados com AIA nas trés
doses em relagdo aos controles. Para as fémeas submetidas as trés doses de AIA
nao houve nenhuma alteracdo na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT,
GPx e GR, em relag&o ao controle.

A reducdo da atividade de algumas enzimas antioxidantes, pode estar
relacionada com um possivel efeito antioxidante do AIA neste 6rgdo, porém, o

principal objetivo desta etapa € adequar uma dose ideal do AlA para que 0 composto
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se mostre ativo como antioxidante sem ser téxico ao animal. Por isso, ndo se pode
afrmar a acdo antioxidante do composto sem que 0s animais tenham sido

desafiados por um agente oxidativo efetivo.

Tabela 5. Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
avaliadas em figado de camundongos macho e fémeas tratados com

AlA 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)
Fémeas

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 relagdo ao controle. Os resultados estdo expressos como a média e desvio padrédo para
5 animais por grupo e experimentos realizados em triplicata. A atividade da SOD, CAT e GPx esta
expressa_em umol.min™.(miligrama de proteina)® e GR expressa em nmol.min™.(miligrama de
proteina)’

Foi necessario avaliar também o perfil oxidativo do figado e, para isso, foram

determinados os niveis de GSH e GSSG.
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Nesse trabalho nédo houve alteracdo do conteddo de GSH e GSSG no figado
dos camundongos macho ou fémea (Tabela 6). Estes resultados sugerem que o

tratamento com AIA néo alterou o perfil oxidativo do figado dos animais.

Tabela 6. Efeito do AIA sobre o nivel de glutationa reduzida (GSH; mmol/g de tecido
umido), glutationa oxidada (GSSG; mmol/g de tecido umido) avaliado em
figado de camundongos macho e fémeas controles (C) e tratados com

AlA 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)
Fémeas
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 estdo expressos como a média e desvio padrdo para 5 animais por grupo e
experimentos realizados em triplicata.

5.2 Segunda Etapa

Avaliacdo do efeito da administracdo de AIA sobre a prevencdo de

hepatocarcinogénese induzida por DEN

Nesta etapa do estudo empregaram-se apenas camundongos macho que
foram pesados semanalmente (resultados ndo apresentados) com a finalidade de

adequacao das doses de AlA para cada animal em relacdo ao seu peso.
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Na Tabela 7 estédo os resultados individuais de peso vivo, peso do figado e a
porcentagem relativa do figado dos animais controles e tratados com trés doses
diferentes de AIA determinados no dia do sacrificio. 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 hepatocarcinogénese.

Tabela 7. Avaliacdo individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16° dia, do
peso do figado e da porcentagem relativa do figado (Figado/PV(%),
determinada pela relacdo do peso do figado 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).

Repeticéo Peso Vivo(g) Figado (g) Figado/PV(%)
1 31,2 1,561 5,00%
2 27,9 1,387 4,97%
Controle
3 28,2 1,326 4,70%
4 254 1,178 4,64%
1 31,1 1,561 5,02%
0
50mg/Kg 2 32,7 1,457 4,46%
3 32,8 1,527 4,66%
4 28,0 1,392 4,97%
1 31,4 1,515 4,82%
0,
250mg/Kg 2 28,6 1,341 4,69%
3 32,0 1,457 4,55%
4 30,4 1,407 4,63%
1 30,1 1,391 4,62%
0,
500mg/Kg 2 32,1 1,583 4,93%
3 32,0 1,519 4,75%
4 - --- -
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Tabela 8. Avaliacdo individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16° dia, do
peso do figado e da porcentagem relativa do figado (Figado/PV(%),
determinada pela relacdo do peso do figado 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
subsequentemente 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 AlA por quilograma de peso vivo.

Tratamento Repeticdo Peso Vivo(g) Figado (g) Figado/PV(%)
1 31,2 1,561 5,00%
2 27,9 1,387 4,97%
Controle
3 28,2 1,326 4,70%
4 25,4 1,178 4,64%
1 30,2 1,461 4,84%
0
DEN 4h 2 32,9 1,652 5,02%
3 30,3 1,335 4,41%
4 26,5 1,265 4,77%
1 29,4 1,396 4,75%
0
50mg/Kg-DEN 4h 2 30,6 1,460 4,77%
3 30,7 1,423 4,64%
4 32,3 1,608 4,98%
1 31,3 1,516 4,84%
0
250mg/Kg-DEN 4h 2 32,1 1,608 5,01%
3 30,6 1,550 5,07%
4 29,6 1,582 5,34%
1 27,2 1,308 4,81%
0
500mg/Kg-DEN 4h 2 25,6 1,283 5,01%
3 26,3 1,412 5,37%
4 26,3 1,365 5,19%
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Tabela 9. Avaliacdo individual (1, 2, 3 e 4) do peso vivo dos animais no 16° dia, do
peso do figado e da porcentagem relativa do figado (Figado/PV(%),
determinada pela relacdo do peso do figado 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)
subsequentemente 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 AlA por quilograma de peso vivo.

Tratamento Repeticdo Peso Vivo(g) Figado (g) Figado/PV(%)
1 31,2 1,561 5,00%
2 27,9 1,387 4,97%
Controle

3 28,2 1,326 4,70%
4 254 1,178 4,64%
1 25,6 1,230 4,80%

0,
DEN 24h 2 27,4 1,209 4,41%
3 24,8 1,213 4,89%
4 26,9 1,143 4,25%
1 25,9 1,229 4,75%
50mg/Kg-DEN 2 23,5 1,146 4,88%

24h

3 25,7 1,322 5,14%
4 22,4 1,286 5,74%
1 24,9 1,186 4,76%

0
250mg/Kg-DEN 24h 2 265 1,352 5.10%
3 24,6 1,215 4,94%
4 25,1 1,189 4,74%
1 28,4 1,340 4,72%

0
500mg/Kg-DEN 24h 2 29.4 1,405 4,78%
3 26,5 1,294 4,88%
4 29,6 1,34 4,53%
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Foi possivel observar que a inducdo de hepatocarcinogénese e o tratamento
com AIA em conjunto com exposi¢cdo ao DEN, ndo alterou o peso vivo e nem a
relacdo figado e peso vivo dos animais. Para uma maior elucidacdo desses
resultados, as médias dos valores da porcentagem relativa do figado estédo
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 trés doses. Esses resultados demonstram
que o AlA nao apresentou hepatotoxicidade, uma vez que nao houve alteracédo na
atividade das enzimas ALT e AST nos animais tratados com AIA em relacdo 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 apds 24 horas, em relacdo ao grupo
controle. Nenhuma alterac&o significativa foi detectada na atividade da ALT e AST
do soro dos animais submetidos por 4 horas ao efeito do DEN, em relacdo aos
controles. Com isso, € possivel observar que o0 hepatocarcinégeno escolhido
instalou seu estresse detectavel por estas enzimas, 24 horas ap0s a sua inoculagéo.

A administracdo de AIA néo preveniu os efeitos nocivos causados pelo DEN
sobre a atividade de ALT e AST apds 24 horas da administracdo do referido
hepatocarcindgeno; visto ndo haver diferenca significativa entre os valores das
atividades destas enzimas dos animais tratados com AIA e subsequentemente
submetidos ao DEN por 24 horas e aqueles valores de atividade de ALT e AST dos

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

figados dos animais calculadas pela relacao entre o peso do figado e o

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

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

exposi¢cdo ao DEN 4 horas (D4), e as trés doses de AIA associadas a

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

vivo); (C)- Controle (C), exposicdo ao DEN 24 horas (D24), e as trés

doses de AlA associado a exposi¢cdo ao DEN 24 horas (100 mg/Kg, 200

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

a média e desvio padrdo 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 intragastrica nas doses de 50, 250 e 500 mg/Kg de AIA

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

Tratamento com AIA em mg/kg de peso vivo

Auséncia de DEN Presenca de DEN-4h Presenca 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 relacdo ao controle. Os resultados estdo expressos como a média e desvio padrdo para 4 animais por grupo e experimentos realizados em
triplicata. A atividade da ALT e AST esta expressa em U.L™.



68

Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase e do substrato GSH, Avaliados
em animais controles e tratados com AIA na auséncia e presenca de DEN foram
apresentados na Tabela 11.

A administracdo de AIA nao alterou a atividade da SOD, CAT, GPx e GR
avaliada pela comparacdo entre as atividades destas enzimas nos figados dos
animais tratados com AIA e as dos controles.

O DEN provocou diminui¢cdo na atividade das enzimas CAT e GR em 30% e
23%, respectivamente, apos 4 horas de sua administracdo em relacdo aos animais
controles, ou seja, sem a administracdo do DEN, indicando estresse oxidativo
instalado nesse tempo. As enzimas SOD e GPx ndo sofreram alteracdes
significativas em suas atividades apés 4 horas da acdo do hepatocarcinébgeno, em
relacdo ao controle.

O tratamento com o AIA em trés doses mostrou acao protetora dos efeitos
nocivos causados pelo DEN apdés 4 horas de exposicao sobre as enzimas catalase e
glutationa redutase hepaticas, visto que as atividades destas enzimas nos figados
dos animais tratados com AIA e posteriormente submetidos ao DEN por 4 horas,
nao apresentaram diferenca significativa em relacéo aos animais controles.

Por outro lado, o DEN ndo provocou nenhum efeito nas atividades das
enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR quando avaliadas apés 24 horas de
sua administracdo. Estes resultados sugerem que apos 24 horas de exposicdo ao
DEN ocorreu uma adaptacdo do organismo ao estresse oxidativo induzido pelo
hepatocarcindgeno, possivelmente, no sentido de aumentar a expressdo génica da

CAT e GR que foram as enzimas sensiveis ao efeito do DEN.
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A administracdo de AIA nas diferentes doses néo alterou o contetdo de GSH
hepatico, avaliada em relacdo aos animais controles, sugerindo que o AIA néo
alterou o perfil oxidativo hepatico. Mas, no entanto, nas condi¢cfes de estudo, o DEN
nao demonstrou suas propriedades proxidantes, uma vez que nao diminuiu os niveis
de GSH em nenhum dos tempos de exposicédo ao referido carcinogeno em relacao
aos animais controles.

O DEN néo alterou os niveis nem de GSH e nem de GSSG no conteudo
hepatico, contrariando a significativa reducdo de atividade da glutationa redutase,
apos 4 horas de exposicdo dos animais a este carcinégeno, uma vez que esta
enzima atua na reposicdo de GSH no meio celular a partir de GSSG. A
administracdo concomitante de AIA e DEN néo alteraram o contetdo de GSH e de
GSSG nem quando comparados aos niveis basais dos animais controles e nem
guando comparados aos animais expostos apenas ao DEN.

Com o intuito de elucidar a acdo nao toxica, ou ndo proxidante, do AIA em
todas as doses utilizadas neste estudo, foi elaborada uma curva dose-resposta do
AlA sobre a atividade das enzimas antioxidantes (Figura 9). Nesta Figura estdo os
resultados referentes ao efeito da administracdo intragastrica de AIA sobre a
atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GR incluindo todas as doses de AIA
elaborada pelo agrupamento dos dados da 12 etapa com os dados da 22 etapa dos
estudos, sendo neste ultimo apenas os controles, ou seja, sem a exposicdo dos
animais ao hepatocarcinégeno. As curvas dose-resposta ilustram as inalteradas
atividades destas enzimas antioxidantes frente a administracdo 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 superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
avaliada em figado de camundongos controles (C) e tratados com AIA nas doses de 50, 250 e 500 mg/Kg de peso

Vivo, na auséncia e na presenca de DEN por 4 horas (DEN-4h) e 24 horas (DEN-24h).

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

Enzimas Auséncia de DEN Presenca de DEN-4h Presenca de DEN-24h
C 50 250 500 c 50 250 500 C 50 250 500
SoD 80(24) 72(13) 63(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)  1,9011) 1,803  1,6(0,3)  2003) 1,401  1,90,2) 2,2(001) 1,703) 1,803) 1904)  15(0,3)

GSH  57(1,7) 7,009  7216) 5812 7509  59(0,9)  7,0(0,09) 7.8(1,4) 8315 6709  92(19)  80(12)

*p < 0,05 em relagd@o ao controle. Os resultados estdo expressos como a média e desvio padrdo para 4 animais por grupo e experimentos realizados em triplicata. A

atividade da SOD, CAT e GPx esta expressa em umol.min™.(miligrama de proteina)™ e GR expressa em nmol.min™.(miligrama de proteina)™
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Figura 9. Curva dose-resposta de AIA sobre a atividade das enzimas antioxidantes
superoxidos dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR). Os valores estdo expressos como
média e desvio padrao. Os resultados de SOD e CAT estao expressos em
umol.min™.(mg de proteina)* e GR expressos em nmol min™*.(mg de
proteina)™. Os resultados da atividade da GPx estéo multiplicados por dez

e expressos em pmol.min™ (mg de proteina)™.
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5.3 Fragmentacao de DNA

Na Tabela 12 estdo os resultados referentes a quantificacdo de DNA
espectrofotometricamente avaliadas nos figados dos animais controles e tratados
com AIA na auséncia e presenca de DEN.

Com relacdo a concentracdo de DNA, todas as amostras ficaram na faixa
permitida que € de 1,8 a 2,0, (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Esses valores sao
provenientes da razdo entre A260/280, que sao as absorbancias utilizadas para
quantificar DNA (comprimento de onda = 260 nm) e proteinas (comprimento de onda
= 280 nm). Quando o resultado da amostra estiver dentro da faixa ideal, indica
extracdo adequada, sem contaminacao por proteina ou por produtos de extracao.

Na Figura 10 estéo os resultados da fragmentacdo de DNA avaliados em gel
de poliacrilamida. E possivel observar-se que ndo ocorreu fragmentacdo de DNA
hepatico dos animais controles ou tratados com AIA em todas as doses
administradas em relacdo ao padrao de corrida que contém fragmentos de DNA que
variam de 100 em 100 até 1000 pares de bases. Esses resultados sugerem que 0

AlA nado apresentou efeito toxico para o animal em termos de fragmentacao de DNA.
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Tabela 12. Quantificacdo de DNA espectrofotometricamente dada pela absorbéancia

em 260 nm (A260 nm) e 280 nm (A280 nm), razdo das absorbancias em
260 nm e 280 nm (A260/280), concentracdo de DNA (ng/uL) na amostra
em figados de animais controles (0) e tratados com acido indol-3-acético
(AIA) nas doses de 50, 250 e 500 miligramas por quilograma de peso

Vivo na auséncia e presenca de dietilnitrosamina (DEN) por 4 horas e 24

horas.
Concentracéo
DEN AlA (mg/Kg) A260 nm A280 nm A260/280
ng/pL
0 0,131 0,081 1,75 293
_ 50 0,158 0,107 1,71 306
Auséncia

250 0,190 0,135 1,67 339
500 0,102 0,690 1,67 201
0 0,155 0,105 1,67 308
Presenca 50 0,110 0,074 1,71 221
4h 250 0,197 0,135 1,72 374
500 0,177 0,126 1,67 321
0 0,321 0,266 1,72 570
Presenca 50 0,280 0,204 1,71 462
24h 250 0,162 0,114 1,69 294

500 0,311 0,233 1,67 486
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Figura 10. Fragmentacdo de DNA: (A)- padrdo 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 séo ilustrativos de trés

repeticdes (n=3) em que todas apresentaram as mesmas caracteristicas.

Com a Figura 11 pode-se observar que o indutor de hepatocarcinogénese,
o DEN, promoveu fragmentacdo de DNA hepatico, apenas ap0s 24 horas de
exposicdo do animal a este composto, comparado ao padrao de DNA
fragmentado nas proximidades das bandas 210, 410 e 610 pares de bases.
Porém, nenhum efeito na fragmentacdo de DNA hepatico foi observado apos 4

horas de exposi¢cado do animal ao DEN.
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Figura 11. Efeito do DEN sobre a fragmentacdo de DNA: (A)- padrdao de DNA de
100 a 1000 pares de bases (pb); (B)- animal controle tratado com PBS;
(C)- animal submetido ao DEN e sacrificado apds 4 horas; (D)- animal
submetido ao DEN e sacrificado apdés 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 séo ilustrativos de
trés repeticbes (n=3) em que todas apresentaram as mesmas

caracteristicas.

Ainda com relacdo a fragmentacdo 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 questao foi
realizado no intuito de demonstrar o efeito do AIA sobre a reversdo dos efeitos

nocivos do DEN sobre a fragmentacéo de DEN hepético.



76

Com base nos resultados apresentados na Figura 12 € possivel visualizar o
efeito parcialmente protetor do AIA sobre a fragmentacdo 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 reducdo da quantidade de DNA é proposta pela
diminuicdo na intensidade de cor da banda, que é a regido onde o fragmento de
DNA corado pela prata se encontra.

A fragmentacdo do DNA hepatico dos animais submetidos aos efeitos do
DEN foi quantificada utilizando o programa de computador Image-J para trés géis de
poliacrilamida, similares ao exposto qualitativamente na Figura 12, e os resultados
estdo na Figura 13.

Os fragmentos de DNA causados pela exposicao dos animais ao DEN por
24 horas, foram caracterizados em trés tamanhos diferentes, sendo estes em 210,
410 e 610 pares de bases. As concentracdes dos fragmentos avaliadas pelas
densidades de “pixels” apresentaram caracteristicas semelhantes aos fragmentos
padrbes, ou seja, maior concentracdo de fragmentos em 400 pares de bases,
seguidos dos de 200 pares de bases e por ultimo os fragmentos de 600 pares de
bases.

Os figados 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 caracteristicos ao efeito deste hapatocarcinégeno sobre o
DNA; porém, a administracdo de AlA nas respectivas doses (50, 250 e 500 mg/Kg),
reduziu a fragmentacdo 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 comparacdo aos
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respectivos valores da fragmentacdo de DNA hepatico dos animais expostos

somente ao DEN por 24 horas. Nao houve diferenca significativa entre as diferentes

doses utilizadas de AIA quanto aos efeitos protetores do DNA dos animais expostos

ao DEN.

B & D E F G H I
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e

4003 <+— 410b
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[
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Figura 12. Agao do AIA sobre o efeito do DEN na fragmentacdo de DNA expressa

na regiao de 200 a 600 pares de bases (pb): (A)- padrdo 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 séo ilustrativos de trés repeticdes (n=3) em que

todas apresentaram as mesmas caracteristicas.
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Figura 13. Fragmentacdo de DNA expressa pela densidade de “pixel” na banda
de 200 pares de bases (pb), 400 pb e 600 pb avaliada no DNA
padrdo, 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 andlises foram realizadas
utilizando o programa de computador Image-J para trés géis de
eletroforese como descrito na Figura 11. Os resultados estdo
expressos como média e desvio padrdo para 3 animais de cada

grupo.
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6 DISCUSSAO

O tratamento dos camundongos com acido indol-3-acético ndo alterou a
evolucdo do peso dos animais o peso relativo do figado, mostrando que esta
auxina, nas condicfes do estudo, ndo apresentou efeitos toxicos tanto para os
machos quanto para as fémeas. Discussdes semelhantes ja foram realizadas por
Oliveira (2007) ao trabalhar com suplementacdo de 1,5% de café liofilizado na
alimentacédo de ratos Wistar, quando nao encontrou diferenca nem no ganho de
peso dos animais e nem no peso relativo do figado.

A exposicdo dos animais aos hepatocarcinégenos pode ocasionar um
aumento do figado dependendo da dose administrada e do tempo de indugéo do
estresse. Schmahl e Steinhoff (1960) (citado por DILLENBURG et al., 2001)
provocaram tumores hepaticos em quase todos os ratos de seu experimento, no
periodo de 138 + 10 dias, utilizando a dose de 5 mg/Kg/dia de DEN, ingerida
diariamente.

Neste trabalho, os camundongos que receberam o hepatocarcindégeno
DEN por um periodo de 4 horas ou por 24 horas, isoladamente ou conjuntamente
com o tratamento com AIA nao alteraram a evolucdo de peso e o0 peso relativo do
figado dos animais. Estes resultados mostraram que mesmo apos 24 horas de
inducdo do estresse pelo hepatocarcinogeno nao foi detectada alteracdo no
volume do figado em relacdo ao peso vivo do animal. Esses resultados
contrapbem em partes os resultados encontrados por Ohta et al., (2000) que
também né&o observaram diferencas com relacdo ao peso relativo do figado de

ratos expostos ao tetracloreto de carbono (CCls por 6 horas, porem 24 horas
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apos a exposicdo por CCl;, o0s pesos relativos dos figados foram
significativamente maiores em relacdo ao controle. Esses mesmos autores
utilizaram nesse trabalho a melatonina como composto responsavel pela
reversdo dos danos causados pelo CCl; em uma pos administracdo em trés
diferentes doses, porém também constataram que a melatonina ndo atenuou o
aumento do peso relativo do figado em nenhuma das trés doses utilizadas (10, 50
e 100 miligramas por quilograma de peso vivo).

Como ja foi descrito até agora, o 6rgao escolhido para a andlise de dose
resposta e de estresse oxidativo, foi o figado. Com isso foi determinada, em
ambas as etapas dos experimentos, as atividades das enzimas alanino amino
trasferase e aspartato aminotransferase no intuito de observar alteracdes
causadas pelo tratamento com AIA e pela exposicdo do animal a
hepatocarcinogénese, pois sdo enzimas indicativas de funcdo hepatica.
Miltersteiner et al. (2003) também utilizou a determinacéo de ALT e AST em ratos
cirrgticos tratados com quercetina, um composto fenolico capaz de reverter a
cirrose, e constatou um aumento siginificativo dessas enzimas nos animais
cirroticos em relacdo aos que receberam o tratamento com quercetina. Por esse
motivo, a determinacdo da atividade de ALT e AST, pode elucidar efeitos toxicos
ou estresses instalados no orgao.

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) ndo se alteraram, mostrando que as doses escolhidas e
administradas por via intragastrica ndo causaram nenhum dano ao figado durante

o periodo de 15 dias do estudo, tanto para machos quanto para fémeas.
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Em contrapartida, Celik, Tuluce e Isik (2006) trabalharam com outros
horménios de crescimento de plantas e analisaram sua influéncia sobre as
enzimas, incluindo ALT e AST, de varios tecidos de ratos. Observaram entdo, que
os hormonios utilizados (acido 2,3,5- triiodobenzdico, acido naftalenoacético e
acido 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 &acido
salviandlico-A tiveram um relevante efeito reversivo sobre danos fibréticos
agudos e cronicos induzidos por tetracloreto de carbono, decrescendo
significativamente a atividade de ALT e AST em comparacdo com animais
fibraticos controles.

No presente estudo, o hepatocarcindgeno DEN aumentou a atividade das
enzimas ALT e AST apos 24 horas de exposicdo dos animais e nao induziu
alteracao significativa na atividade destas enzimas apés 4 horas. Entretanto, os
resultados demonstraram que o AlA nao protegeu o 6rgdo 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 acao desse hormonio de plantas sobre os efeitos do DEN.

Ohta et al. (2000), utilizaram CCl,4 para inducéo de estresse oxidativo por
6 e 24 horas e observaram um aumento significante na atividade das enzimas
AST e ALT em comparagdo com 0 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 inddlico, a melatonina, nas doses de 50 e 100 miligramas por

quilograma de peso vivo em uma unica administracdo apos exposicado do animal
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ao CCly, foi capaz de reduzir a atividade dessas enzimas proporcionalmente as
doses, tanto para 6 horas como para 24 horas.

No presente trabalho o acido indol-3-acético foi testado como um possivel
antioxidante na protecdo de estresse oxidativo hepatico administrado por via
intragastrica. Nesse sentido, foram determinadas as atividade das enzimas
antioxidantes hepaticas SOD, CAT, GPx e GR dos camundongos. Os resultados
encontrados demonstraram que os animais que receberam AlA isoladamente ndo
aumentaram a atividade das referidas enzimas antioxidantes, o que sugere que a
auxina ndo submeteu o 6rgdo a uma acao toxica por estresse oxidativo em
nenhuma das doses utilizadas.

Trabalhos realizados por Ohta et al., (2004) utilizando a melatonina como
composto indolico antioxidante, constataram que o tratamento com as doses de
melatonina 10, 50, e 100 miligramas por quilograma de peso vivo em ratos,
também néo alteraram a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GR e
GPx no figado.

No presente estudo foi observado que, nos camundongos macho da 12
etapa dos experimentos, houve uma reducdo das enzimas SOD, CAT e GPx para
as doses de 100, 200 e 500 miligramas por quilograma de peso vivo sugerindo
dessa forma uma provavel acdo antioxidante do composto. Resultados
semelhantes, também, foram encontrados em estudos com ratos em que a
administracdo de AIA reduziu a atividade de catalase e superoxido dismutase
(Oliveira et al., 2007; Celik; Tuluce; Turker, 2006; Celik; Tuluce, 2006).

Porém, os resultados apresentados na 22 etapa dos experimentos desta
dissertacdo mostraram que administracdo de AIA (50, 250 e 500 miligramas de

AIA por quilograma de peso vivo) ndo alterou a atividade de nenhuma das
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enzimas antioxidantes para os machos controles, contrapondo os resultados
encontrados na 12 etapa, possivelmente pelo nimero reduzido de animais
utilizados na formacao dos grupos de estudo visto que houve uma tendéncia em
reduzir a atividade de algumas enzimas antioxidantes nos animais tratados com
AlA.

Com relacédo a atividade das enzimas antioxidantes nos machos e nas
fémeas, foi observado neste estudo que fémeas controles apresentaram, em
todas as enzimas, um perfil de atividade enzimatica menor em compara¢ado com
as enzimas dos machos controles. Entretanto, em contrapartida, Vifa et al.,
(2006) relataram que fémeas possuem longevidade maior que os machos
provavelmente pela producédo de estrogeno, o que faz com que haja uma maior
expressao génica de enzimas antioxidantes do que nos machos. Com isso, esses
autores realizaram testes em machos administrando um fitohormonio,
estruturalmente semelhante ao estrogeno, e o efeito observado foi que houve
aumento significativo de expressao génica das enzimas antioxidantes sem ter
causado o efeito feminilizante caracteristico do estrogeno. Talvez com isso, se
faca necessario ressaltar que, nesses trabalhos onde foi analisada maior
longevidade feminina associada a maior expressdo ¢génica de enzimas
antioxidantes, foram realizados com varios animais incluindo ratos, porém nao
camundongos da linhagem BALB/c como os utilizados no presente estudo.

Pelo fato de somente os machos terem apresentado sensibilidade quanto
a 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 hepatocarcinbgeno DEN.
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Os animais desafiados com o hepatocarcinbgeno DEN apresentaram
reducdo nas atividades das enzimas catalase e glutationa redutase apoés
exposicao 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
exposicao destes por 4 horas ao carcindgeno, sugerindo uma acéo antioxidante
do hormdnio de plantas acido indol-3-acético.

Em relacdo ao possivel efeito protetor do AIA encontrado neste estudo,
Liu et al., (2001) ja haviam constatado que o tratamento com acido salviandlico-A,
também um composto natural, protegeu hepatdcitos em cultura, do estresse
oxidativo induzido por CCl,, avaliado pelas atividades das enzimas SOD, CAT,
GR e GPx. Também com relacdo a atividade das enzimas antioxidantes
associadas ao estresse oxidativo induzido pelo DEN juntamente com CCly,
Dakshayani et al., (2005) observaram que o uso da melatonina, um outro
composto inddlico, reverteu a atividade das enzimas GR e GPx aos niveis
normais, niveis esses que se encontravam aumentados pela inducéo do estresse.

Apo6s 24 horas de exposicdo dos camundongos ao DEN nao se observou
alteracao significativa nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx
e GR. Isso pode ter ocorrido por uma possivel adaptacdo do organismo ao
estresse oxidativo, no sentido de aumentar a expressdo génica 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 o0 aminoacido cisteina presente na
molécula de Fatores de Transcricdo, estimulando a ligacdo destes ao DNA e

permitindo assim o desencadeamneto de uma resposta génica.
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Porém, resultados observados por Fukumasu et al., (2006) contrap8e os
resultados encontrados nesse trabalho, onde camundongos BALB/c submetidos
ao hapatocarcinogeno DEN e sacrificados apés 24 horas, tiveram o mRNA das
enzimas antioxidantes hepaticas SOD, CAT e GR regulados para baixa
expressividade na porcentagem de -38,2%, -78.6% e -72.9% respectivamente.

O perfil de adaptacao foi discutido, também, por Tunali et al. (2005) em
que foi detectada reducado significativa nos niveis de GSH apo6s 3 horas da
ocorréncia de queimadura em ratos e nenhum efeito nos niveis deste metabdlito
apos 24 horas de queimadura.

Para que houvesse uma melhor elucidacdo das caracteristicas néo
oxidantes do AlA foi avaliado também o perfil oxidativo hepatico dos animais que
receberam a auxina através da determinacdo da concentracdo de GSH e GSSG
e pela relacdo GSH/GSSG. Os resultados mostraram que a suplementacédo dos
animais com AIA néo alterou nem nos niveis de GSH e GSSG e nem na relacao
entre as concentracfes destes metabdlitos, tanto para machos e quanto para
fémeas, 0 que confirma a acdo nao toxica do AlA para as doses administradas
por via intragastrica.

Em nenhum dos tempos de exposicao, 4 horas ou 24 horas, dos animais
ao hepatocarcinégeno DEN foram detectadas alteragcGes significativas dos niveis
hepaticos de GSH e GSSG, bem como na relagéo entre as suas concentracoes.
Esses resultados contrariam os resultados encontrados por Jaeschke, Knight e
Bajt (2003) que observaram uma deplecdo celular do conteddo de GSH em
animais com hepatotoxicidade causada por overdose Acetaminofen. A
metabolizacdo desse farmaco gera um metabalito reativo (peroxinitrito) que causa

a deplecdo de GSH hepatica chegando a exaurir seus niveis, 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 terapéutica, ao contrario da auxina utilizada nesse
trabalho que € um composto natural onde foram determinadas doses aceitaveis
pelo animal utilizado.

No presente estudo verificou-se que o AlA agiu sobre os efeitos deletérios
causados pelo DEN eliminando totalmente a acdo deste sobre a reducdo da
atividade de catalase e glutationa redutase e parcialmente sobre a fragmentacao
de DNA. Almeida et al. (2006), relataram a intensa fragmentacdo de DNA em
ratos submetidos a estresse oxidativo por ferro, pois essa inducdo causa a
geracdo excessiva de radical hidroxil, mostrando danos até mesmo no DNA
mitocondrial desses animais.

No presente estudo avaliou-se a acdo ndo oxidante do AIA atraves da
integridade de DNA das células hepaticas dos animais tratados com esta auxina.
Similarmente, ndo se observou fragmentacdo de DNA em neutrdfilos e linfocitos
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
fragmentacdo de DNA de neutrofilos ou de linfécitos na presenca de peroxidase
de raiz forte (DE MELO; LIMA; CURI, 2004).

Nesse estudo constatou-se que o hepatocarcinogeno DEN induziu
fragmentacdo de DNA, cujos tamanhos dos fragmentos foram determinados em
210, 410 e 610 pares de bases apés 24 horas de exposi¢cdo do animal ao DEN.
Enzmann et al. (2007) também encontraram resultados semelhantes ao realizar a

fragmentacdo de DNA mitocondrial de figado 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 fragmentacéao de
DNA sendo que este efeito foi significativamente reduzido quando os animais
foram tratados, previamente, com a auxina acido indol-3-acético. Esse resultado
sugere que o AIA promoveu uma protecado parcial dos animais frente a acéo
nociva do DEN sobre a fragmentacdo de DNA. Resultados similares ocorreram
em trabalhos realizados por Sivalokanathan, llayaraja e Balasubramanian; (2005)
onde o extrato etandlico de Terminalia arjuna, uma planta rica em compostos
polifendlicos, restaurou as vias antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas,
alteradas por inducdo do DEN sendo comprovado entdo, seu efeito antioxidante
parcial também sobre a fragmentacdo de DNA.

Os mecanismos de acdo do DEN na inducdo da hepatocarcinogénese
ocorrem de outras formas além da geracdo de ERO. Arranz et al. (2006)
relataram que a classe das N-nitrosaminas, requer ativacdo metabdlica para
exercer seus efeitos carcinogénicos e que a chave da via de ativacao € catalisado
por citocromo P450 ocorrendo a hidroxilagdo do carbono a do grupo nitroso.
Relataram ainda, que o0s intermediarios reativos do metabolismo das
nitrosaminas, também tem a habilidade de alquilar sitios nucleofilicos de DNA.
Assim, é esperado que a administracdo de um possivel antioxidante atue
parcialmente sobre os efeitos do DEN no figado dos animais. Por esse motivo, é
possivel sugerir que o AIA somente foi capaz de proteger os danos do DEN no
que diz respeito a formacdo de ERO, comprovando sua acdo antioxidante.
Similarmente a esses resultados, Fukumasu et al. (2007) demonstraram em seus

estudos o efeito do guarana (Paullinia cupana) em trés doses, sobre danos
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causados pelo DEN em figados de camundongos e constataram que o guarana
promoveu um decréscimo em danos no DNA.

Para finalizar, com base nos resultados apresentados, € possivel
constatar que a realizacdo deste trabalho contribuiu para testar a viabilidade da
administracdo intragastrica do acido indol-3-acético no que diz respeito a
aceitacdo desse composto pelo sistema gastrintestinal, além de simular uma
possivel suplementacdo de antioxidantes naturais na alimentacao, principalmente

de animais de producéo, no intuito de melhorar essa producéo.
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7 CONCLUSAO

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel concluir que o acido indol-3-
acético ndo possui efeito téxico nas doses escolhidas (50, 100, 200, 250 e 500
mg/Kg de peso vivo) pois ndo alterou a evolucdo do peso, massa relativa do figado,
atividade de ALT e AST e perfil oxidativo hepatico dos animais.

Frente a um estresse oxidativo induzido por DEN, avaliado pela reducéao da
atividade das enzimas antioxidantes catalalase e glutationa redutase e inducédo da
fragmentacdo de DNA, conclui-se que &cido indol-3-acético promoveu um efeito
antioxidante no figado eliminando os efeitos deletérios causados pelo DEN sobre

essas enzimas e DNA.
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ANEXO 1. Protocolo da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo,
referente ao projeto envolvendo camundongos BALBI/c.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Medicina_Veterinéria e Zootecnia

Comissdo Bioética

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo dos efeitos antioxidantes do
acido indol acético na hepatocarcinogénese induzida”, protocolado sob o
n°952/2006, utilizando 40 (quarenta) camundongos, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Maria Licia Zaidan Dagli, est4 de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e foi aprovado em reunido
de 16/08/06".

(We certify that the Research “ Antioxidants evaluation effects of indol acetic acid
in inducted hepatocarcinogenesis”, protocol number 952/2006, utilizing 40 (forty)
mice, under the responsibility of Profa. Dra. Maria Licia Zaidan Dagli, agree with
Ethical Principles in Animal Research adopted by Bioethic Commission of the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechny of University of Sao Paulo and
was approved in the meeting of the day 08/16/2006).
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