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RESUMO 

 

A utilização de plantas com fins medicinais, para o tratamento, a cura e a prevenção de 
doenças é uma das formas mais antigas de prática medicinal da humanidade. A espécie 
Croton cajucara BENTH (CcB) é uma planta nativa e endêmica da região Amazônica, onde 
é popularmente conhecida como “sacaca”. É muito utilizada na medicina popular, sob a 
forma de chás da casca e de folhas no tratamento de diversas doenças, como o diabetes. 
Estudos experimentais e clínicos sugerem que o estresse oxidativo esteja envolvido na 
patogênese e na progressão do diabetes. Este estudo tem como objetivos avaliar os efeitos 
do extrato aquoso da casca do CcB sobre as alterações hepáticas, os níveis plasmáticos de 
glicose, triglicerídeos (TG) e colesterol, os efeitos genotóxicos,  o estresse oxidativo, a 
concentração de nitritos e nitratos e a ativação da subunidade p65 do fator de transcrição 
nuclear Kappa B em fígado de animais diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ). 
Foram utilizados ratos machos Wistar, divididos em seis grupos com dez animais cada: 
controle (CO); controle com tratamento durante cinco dias com CcB (CcB5D); controle com 
tratamento durante 20 dias com CcB (CcB20D); diabéticos (DM); diabéticos com tratamento 
durante cinco dias com CcB (DM5D); e diabéticos com tratamento durante 20 dias com CcB 
(DM20D). O DM foi induzido por administração intraperitonial de STZ na dose de 70mg/Kg. 
O extrato aquoso (EA) foi preparado com 5g da casca do CcB/100mL H2O e administrado na 
dose de 1,5mL intragástrica. Após 60 dias, foi coletado sangue do plexo retro-orbital para as 
análises das enzimas séricas: AST, ALT, FA e dosagem de glicemia, triglicerídeos e 
colesterol. Para avaliar a atividade genotóxica do extrato, foi utilizado o teste de 
micronúcleos (MN) em medula óssea. O homogeneizado do fígado foi utilizado para 
avaliação de lipoperoxidação (LPO) através das substâncias que reagem ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) e para avaliação da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, 
GPx e GSH, avaliação dos metabólitos do óxido nítrico (nitritos e nitratos totais) e a 

expressão nuclear da subunidade p65 do NF-B. A análise das enzimas séricas mostrou 
que houve aumento de ALT e FA nos animais DM em relação aos grupos CO, e que a ALT 
apresentou-se diminuida nos animas DM tratados durante cinco e 20 dias. O tratamento 
com CcB não diminuiu os níveis da glicemia e do colesterol, houve, porém, redução 
significativa nos níveis de TG nos animais diabéticos tratados durante cinco e 20 dias. O EA 
do CcB mostrou-se destituído de ação genotóxica. Houve aumento no TBARS e na SOD em 
animais DM e diminuição significativa nos animais diabéticos tratados durante cinco e 20 
dias. Por outro lado, verificou-se aumento de TBARS e da atividade da SOD no grupo 
CO20D. A atividade da CAT e da GPx não apresentaram diferenças significativas entre os 
grupos estudados. A GSH apresentou-se diminuída nos animais diabéticos em relação aos 
controles e ao grupo DM5D. Os animais diabéticos apresentaram aumento nos níveis dos 
metabólitos do óxido nítrico em relação aos animais controles, e a administração do EA do 
CcB não reverteu essa situação. Houve ativação da expressão nuclear do p65 nos animais 
diabéticos que foi atenuada nos animais que receberam o EA do CcB. O tratamento dos 
ratos diabéticos com o EA de CcB parece melhorar os níveis de TG, não reduziu, no 
entanto,  a glicemia e o colesterol, provavelmente por se tratar de um modelo de diabetes 
crônico. O tratamento diminuiu a LPO e a atividade da SOD, provavelmente devido à 
atividade antioxidante do EA do CcB como varredor de radicais ânion superóxido. Os 
resultados mostram que, em situações onde não há estresse oxidativo, o uso prolongado de 
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CcB comporta-se como pró-oxidante e, em situações onde existe estresse oxidativo, o 
tratamento com o CcB pode possuir ação antioxidante varredora de radicais livres. Além 
disso, os resultados parecem sustentar a hipótese de que o estresse oxidativo presente do 
DM estimula a expressão do NF-kB e que administração do EA do CcB reduz essa 
expressão. 
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ABSTRACT 

 

The use of plants for medical purposes in the treatment, cure and prevention of 
diseases is one of the oldest medical practices of mankind.  Croton cajucara BENTH 
(CcB) is a vegetal species that is native and endemic in the Amazonian region, where it is 
popularly known as “sacaca”. Bark and leaf infusions of sacaca are widely used in folk 
medicine to treat many diseases, such as diabetes. Experimental and clinical studies 
suggest that oxidative stress is involved in the pathogenesis and progress of diabetes. 
The present study was designed to evaluate the effects CcB aqueous extracts (AE) on 
hepatic changes, plasma levels of glucose, triglycerides (TG) and cholesterol, genotoxic 
effects, oxidative stress, nitrites and nitrates levels, and on activation of the p65 subunit of 
nuclear Kappa B transcription factor (NF-B) in the livers of animals made diabetic by 
streptozotocin (STZ) administration. Six groups of 10 male Wistar rats each were used as 
follows: controls (CO); controls with 5-day treatment with CcB (CcB5D); controls with 20-
day treatment with CcB (CcB20D); diabetics (DM); diabetics with 5-day treatment with 
CcB (DM5D); and diabetics with 20-day treatment with CcB (DM20D). DM was induced by 
intraperitoneal administration of STZ (70mg/Kg). The aqueous extract was obtained using 
5g of CcB bark for 100ml H2O and intragastrically administered at a dose of 1.5mL. After 
60 days retro orbital blood samples were obtained for analysis of serum enzymes AST, 
ALT, FA and glucose, triglyceride and cholesterol levels determination. The genotoxic 
activity was evaluated using the micronucleus assay (MN) in bone marrow. The liver 
homogenates were used for evaluation of lipoperoxidation (LPO) through thiobarbituric 
acid reactive substances (TBARS), antioxidant enzymes SOD, CAT, GPx and GSH, nitric 
oxide metabolites (total nitrites and nitrates) and nuclear expression of p65 of NF-B. The 
analysis of serum enzymes showed that there was an increase in ALT and AP in DM 
animals as compared to CO groups, and ALT was decreased in DM animals treated for 5 
and 20 days. The treatment with CcB did not reduce the glycemia and cholesterol level, 
but there was a significant reduction in the TG levels in DM animals treated for 5 and 20 
days. The CcB aqueous extract failed to show any genotoxic action. TBARS and SOD 
were increased in DM animals and significantly decreased in diabetic animals treated for 5 
and 20 days. On the other hand, TBARS and SOD activity were increased in the CcB20D 
group. CAT and GPx activities were not significantly different across the studied groups. 
GSH was decreased in the diabetic animals as compared to controls and the DM5D 
group. The diabetic animals presented an increase in the metabolite levels of nitric oxide 
as compared to controls, and the administration of CcB AE failed to reverse this situation. 
There was activation of p65 nuclear expression in the diabetic animals, which was 
attenuated in the animals receiving the CcB AE. The treatment of diabetic rats with CcB 
appears to improve TG levels, but it did not reduce glycemia and cholesterol levels, 
probably because the study dealt with a chronic diabetes model. The treatment decreased 
LPO and SOD activity, probably because of CcB’s antioxidant activity as scavenger of 
superoxide anion radicals. The results show that in situations where there is no oxidative 
stress the extended use of CcB behaves acts as a pro-oxidant and in situations where 
there is oxidative stress the treatment with CcB may be an antioxidant scavenger of free 
radicals. Furthermore, the results seem to support the hypothesis that the oxidative stress 
seen in DM stimulates NF-B expression and that CcB AE administration reduces such 
expression.      
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INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, tem-se observado aumento na prevalência do Diabetes 

Mellitus (DM). Desse modo, configura-se uma epidemia mundial que se torna um 

grande desafio para os sistemas de saúde.  

O DM é um grupo de doenças metabólicas caracterizadas por hiperglicemia 

resultante de defeitos na secreção de insulina, na ação da insulina, ou em ambos 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007). 

O Estresse Oxidativo (EO) é um mecanismo provável para o desenvolvimento 

das complicações causadas pelo DM. O EO é o desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a um desarranjo da sinalização do 

controle redox e/ ou a um dano celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; 

JONES, 2006; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).  

Os extratos de plantas, praticamente todas as que contêm bioflavonoides, 

apresentam significativa ação antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos 

gerados por radicais livres (RL) e, consequentemente, o surgimento das doenças 

associadas a eles. 

Antioxidantes naturais, contidos nas plantas que fazem parte da dieta 

alimentar, bem como em outras plantas, são conhecidos por prevenir danos 

oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigênio (ERO) e RL. Assim, são 

considerados importantes na prevenção de doenças (RICHTER et al., 2002).  

Plantas com poder antioxidante têm sido utilizadas experimentalmente para 

tratar os sintomas do DM (VENKATESWARAN e PARI, 2002; SABU e KUTTAN, 

2002; VIJAYAKUMAR et al., 2006; KHALIL et al., 2008; TALEB-SENOUCI et al., 

2009). 

A espécie Croton cajucara BENTH (CcB) é  espécie medicinal nativa da 

região Amazônica do Brasil, onde é comumente conhecida como ‘Sacaca’, e, 

segundo alguns autores, representa um recurso terapêutico eficaz no tratamento e 

cura de várias doenças (DI STASI et al., 1989; VAN DEN BERG, 1982; COSTA et 

al., 2007). As folhas e cascas do caule dessa planta são utilizadas pela população 
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do estado do Pará, na forma de chá ou de pílulas, para o tratamento do DM, diarreia, 

malária, febre, distúrbios gastrintestinais, renais e hepáticos e no controle de índices 

elevados de colesterol (VAN DEN BERG, 1982; DI STASI, 1989; DI STASI et al., 

1994; MARTINS, 1989). 

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da administração do extrato 

aquoso da casca do CcB sobre parâmetros oxidativos, bioquímicos e moleculares 

em ratos diabéticos. A dissertação será apresentada em seções. Após a seção de 

introdução, será apresentada a revisão da literatura (1). Posteriormente, serão 

apresentados os objetivos do estudo (geral e específicos) e as referências 

bibliográficas utilizadas na revisão da literatura, seção 2 e 3, respectivamente.   

Na quarta seção, serão apresentados dois artigos científicos. O primeiro artigo 

intitulado: “Hepatics alterations and genotoxic effects of Croton cajucara Benth 

(SACACA) in diabetic rats” foi aceito para publicação na revista Arquivos de 

Gastroenterologia. O segundo artigo intitulado: “Antioxidant effect and the 

expression of NF-B of Croton Cajucara BENTH aqueous extract in liver of 

streptozotocin- induced diabetic rats” foi submetido à publicação na revista 

Phytomedicine. 

Este trabalho contou com o auxílio financeiro do FIPE/HCPA (Fundo de 

Incentivo à Pesquisa /Hospital de Clínicas de Porto Alegre) e CAPES. O estudo foi 

aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do HCPA, sob o número 07-294 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Diabetes Mellitus 

Os primeiros relatos dessa doença foram registrados pelos antigos egípcios 

por volta 1500 a.C. Entre os hebreus há relatos com suspeita da ocorrência do 

diabetes gestacional. Algumas complicações do DM como polifagia, polidipsia, 

poliúria e poliastenia foram observados pelo médico Areteu da Capadócia, por volta 

de 70 d.C (OLIVEIRA, 2002).  

Pelo período de 1600 anos, a medicina não evoluiu no estudo do diabetes. Só 

em 1670, o médico inglês Thomas Willis descobriu, provando a urina de indivíduos 

que apresentavam os mesmos sintomas, que ela era "muitíssimo doce, cheia de 

açúcar". Em 1815, o químico Michael Chevreul demonstrou que o açúcar dos 

diabéticos era glicose, embora a causa desse excesso não tivesse sido estabelecida 

Por essa razão, os médicos passaram a provar a urina das pessoas sob suspeita de 

diabetes. Desde essa época, a doença passou a chamar-se "diabetes açucarada" ou 

"Diabetes Mellitus". A palavra "Mellitus" é latina e quer dizer "mel ou adocicado” 

(OLIVEIRA, 2002; KING e RUBIN, 2003). 

Em 1889, Joseph Von Mering e Oscar Minkowski descobriram que o pâncreas 

produz uma substância, capaz de controlar o açúcar no sangue e evitar os sintomas 

do diabetes. Essa substância, anos depois, foi descrita como insulina (OLIVEIRA 

2002).  

O DM não é uma doença única, mas apresenta um grupo heterogêneo de 

distúrbios metabólicos. Em comum a todos eles está a hiperglicemia (DIRETRIZES 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2007). 

Atualmente, a classificação do DM é baseada na etiologia e não no tipo de 

tratamento, como até poucos anos. A classificação proposta pela OMS (Organização 

Mundial de Saúde) e pela Associação Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro 

classes clínicas: DM tipo 1 e DM tipo 2 (essas representam as principais categorias), 

outros tipos específicos de DM e DM gestacional. 

O DM tipo 1, forma presente em 5% a 10% do total dos casos, resulta 

dedestruição das células β-pancreáticas e tem tendência à cetoacidose. Muitas 
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vezes, essa destruição é mediada por autoimunidade, porém existem casos em que 

não há evidências de processo autoimune, sendo, portando, referida como forma 

idiopática do DM tipo 1 (DIRETRIZES SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2007). O DM tipo 2 compreende 85% a 90% do total de casos de diabetes.  Esse 

tipo apresenta graus variáveis de resistência tecidual à insulina, relativa deficiência 

na secreção desse hormônio pelas células β-pancreáticas, além de fatores 

genéticos, ambientais e obesidade. (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007).  

Uma epidemia de DM está em curso. Estima-se que o número de pessoas 

com DM aumente de 170 milhões, em 2000, para 194 milhões em 2003 e 334 

milhões em 2030 (WILD et al., 2004). No Brasil, um censo realizado pelo Ministério 

da Saúde e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), com o apoio da Sociedade Brasileira de Diabetes, demonstrou a 

prevalência de diabetes de 7,6% na população entre 30 e 69 anos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2009).  

No Brasil, existem aproximadamente 11 milhões de diabéticos, 

compreendendo cerca de 5,9% da população total. Desse universo, 10% delas são 

portadoras de diabetes do tipo 1 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

 Existem quatro vias metabólicas que explicam como a hiperglicemia resulta 

nas complicações diabéticas. São elas: aumento no fluxo da via dos poliois, 

aumento na formação de produtos finais da glicosilação avançada (AGEs), ativação 

das isoformas da proteína quinase C (PKC) e aumento na atividade da via da 

hexosamina (BROWNLEE, 2001). 

A hiperglicemia também é a causa principal de aumento na geração do ânion 

radical superóxido. O estresse oxidativo é aceito como principal fator desencadeante 

no desenvolvimento das complicações crônicas do DM (BROWNLEE, 2001). 

A hiperglicemia permite a conversão de glicose em sorbitol pela via dos 

poliois, juntamente com a diminuição de fosfato nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NADPH) e glutationa reduzida (GSH). Posteriormente, o sorbitol é metabolizado à 

frutose pela sorbital desidrogenase e, dessa forma, aumenta a razão NADH/NAD+, o 

que aumentaria a síntese "de novo" de diacilglicerol (DAG), principal ativador 

fisiológico da PKC (DARLEY-USMAR et al., 1995). 
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As complicações do DM apresentam origem multifatorial, porém o processo 

bioquímico de glicosilação avançada é acelerado devido à hiperglicemia crônica e ao 

estresse oxidativo. A glicosilação avançada envolve a geração de um grupo 

heterogêneo de substâncias químicas conhecidas como AGEs. Seus efeitos no 

diabetes podem ser classificados como independentes ou dependentes de 

receptores, podendo atuar de maneira intracelular ou através de ligação com a 

superfície celular por intermédio de receptores, como o receptor para produtos finais 

de glicosilação avançada (RAGE) (GOH E COOPER, 2008). Ao interagir com seu 

receptor, os AGEs ativam a via de transdução de sinais secundária como a proteína 

cinase C (PKC). O alvo chave da sinalização dos AGEs é o NF-κB, que é 

translocado para o núcleo, ativando a transcrição de numerosas proteínas celulares, 

incluindo as moléculas de adesão celular-1, E-selectina, endotelina-1, fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF) e citocinas pró-inflamatórias (JORAL et 

al., 1993; SCHIEKOFER et al, 2003; GOLDIN et al., 2006) 

A via de biossíntese da hexosamina é uma via adicional do metabolismo da 

glicose que pode mediar alguns dos efeitos tóxicos da glicose (BROWNLEE, 2001). 

Devido a esse mecanismo, o aumento da glicose intracelular tem como 

consequência a metabolização final de frutose-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil 

glucosamina, resultando em alterações patológicas na expressão gênica, 

aumentando a produção de citocinas inflamatórias e fatores de transcrição (DU et al, 

2000). 

O mecanismo que parece ser comum a todas as células lesadas como 

consequência da hiperglicemia é a produção aumentada de ERO, sendo essa 

hipótese capaz de unificar todas as vias, como mostrado na Figura 1. A 

hiperglicemia leva ao aumento da PARP (poli ADP-ribose polimerase), enzima 

envolvida no reparo de danos ao ácido desoxirribonucleico (DNA) e, 

consequentemente, à diminuição da GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase), responsável pela metabolização final da glicose, ativando todas as 

vias (BROWNLEE, 2005). 
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Figura 1: Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia (REIS et al., 2008). ERO: espécies reativas de 
oxigênio; PARP: poli ADP-ribose polimerase; GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase); AGEs:produtos finais da 
glicosilação avançada; PKC: Proteína quinase C; NF-B: Fator de transcrição Kappa B 

1.1.1 Diabetes Experimental Induzido Quimicamente 

Grande parte dos conhecimentos científicos que o homem adquiriu na área da 

biomedicina visando, primordialmente, a saúde humana e a dos animais domésticos 

foi possível, em grande parte, graças ao uso dos animais de laboratório em suas 

pesquisas. Esta íntima relação entre pesquisa biomédica e uso de animais de 

laboratório deve-se, principalmente, ao conhecimento científico adquirido a respeito 

desses animais (ANDERSEN et al., 2004). 

Os modelos experimentais utilizados para o estudo do DM contribuem para o 

esclarecimento sobre a doença, suas causas e consequências. A indução química 

do diabetes em animais experimentais ocorre após a destruição química seletiva das 

células β-pancreáticas. As substâncias diabetogênicas mais usadas são a 

estreptozotocina (STZ) e o aloxano. A dose dessas drogas para indução do diabetes 

depende da espécie do animal e do seu peso (SZKUDELKI, 2001). 

A SZT é uma nitrosamina, inicialmente isolada do Streptomyces 

achoromogenes (HERR et al., 1960). É uma molécula de glicose com uma cadeia 

lateral altamente reativa, nitrosurea, que inicia a ação citotóxica (ISLAS-ANDRADE 

et al., 2000). A molécula de glicose direciona a STZ para as células β-pancreáticas, 

onde ela se liga ao transportador de membrana GLUT-2. Schnedl e colaboradores 

demonstraram que a toxicidade da STZ nas células β-pancreáticas é devida à 

ERO 

Fluxo via 
dos polióis 

AGEs PKC 

NF-B 

Fluxo via  
da hexosamina 
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similaridade da molécula da STZ com a da glicose, permitindo que seja internalizada 

via transportadores GLUT-2 (SCHNEDL et al., 1994; VERSPOHL, 2002).  

A ação celular da STZ envolve a produção de ERO, que são capazes de 

promover alquilação de bases de DNA em vários níveis, as quais, quando 

reparadas, causam alterações no metabolismo das células β pancreáticas, 

acarretando depleção de nicotinamida-adenina dinucleotídeo (NAD), conforme 

ilustrado na Figura 2 (ASPLUND et al., 1984). Evidências apontam para o 

envolvimento do óxido nítrico (NO) na lesão da célula β-pancreática durante o 

diabetes induzido por STZ (HALUZIK e NEDVIDKOVA, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 
 
            
           Figura 2. Atuação da STZ nas células β pancreáticas (produtoras de insulina) Adaptado 
           de Pickup e Williams, 1988. DNA: ácido desoxirribonucléico; NAD: nicotinamida-adenina dinucleotideo 

 

1.2 Estresse Oxidativo  

O EO é definido como um desequilíbrio entre as substâncias oxidantes e as 

defesas antioxidantes, a favor dos oxidantes (SIES, 1993). Um importante aspecto 

do EO indica que a perda da sinalização óxido-redução é, às vezes, mais importante 

que o desequilíbrio pró-oxidante/antioxidante ou do dano tecidual induzido pelo 

desequilíbrio (JONES, 2006). As consequências do EO podem ser muito sutis ou 

muito agressivas, incluindo dano oxidativo às biomoléculas, interrupção do sinal de 

transdução, mutação e morte celular e isso depende do balanço entre a geração das 

espécies reativas formadas e das defesas antioxidantes presentes nas células 

(HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). 



  22

As espécies reativas mais relevantes na biologia e na medicina são as de 

oxigênio, de nitrogênio e do cloro. Espécies reativas podem ser ou não um RL, que é 

qualquer espécie química (átomo, molécula) capaz de existência independente, que 

possua um ou mais elétrons desemparelhados em qualquer orbital, normalmente no 

orbital mais externo. ERO é um termo coletivo que inclui os radicais do oxigênio e 

não radicais que são agentes oxidantes e/ou são facilmente convertidos em radicais 

(DEL MAESTRO, 1980; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; SOUTHORN, 1988; 

HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). 

Dentre as espécies reativas, o RL ânion superóxido (O2•) é de grande 

importância por ser a primeira ERO gerada nas células. Várias outras espécies 

reativas de significado fisiológico são derivadas dele como produtos de uma reação 

em cascata (MUNZEL et al., 2002), incluindo o peróxido de hidrogênio (H2O2), radical 

hidroxila (OH) e o peroxinitrito (ONOO-), este é derivado da reação entre o radical 

superóxido com o óxido nítrico. O O2
-

 pode ser produzido pela cadeia de transporte 

de elétrons mitocondrial, por NADPH oxidase, xantina oxidase, ciclooxigenase, 

lipoxigenase, óxido nítrico sintase e citocromo P450 (SCHNACHENBERG, 2002). A 

Tabela 1 mostra espécies reativas importantes no sistema biológico. 
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Tabela 1- Importantes espécies reativas no sistema biológico (adaptado de 
HALLIWELL, 2006) 
 

Radicais Livres Não-radicais 

Espécies Reativas de Oxigênio 

Superóxido, O2 
•- 

Hidroxila, OH•
 

Peroxila, RO2 
• 

Alcoxila, RO•
 

Carbonato, CO3
•- 

Peróxido de hidrogênio, H2O2 

Oxigênio singlet, 102 

Peróxidos orgânicos, ROOH 
 

Espécies Reativas de Cloro 

Cloro atômico, Cl• 

Ácido hipocloroso, HOCl 
Gás cloro, Cl2 

Nitro-cloro-benzeno, NO2Cl 

Espécies Reativas de Nitrogênio 

Óxido nítrico, NO 

Dióxido de nitrogênio, NO2
• 

Ácido nitroso, HNO2 

Cátion nitrosila, NO+
 

Ânion nitrosila, NO- 
Tetraoxido dinitrogênio, N2O4 

Trioxido dinitrogênio, N2O3 

Peroxinitrito, ONOO- 
Ácido Peroxinitroso, ONOOH 
Alquil Peroxinitrito, ROONO 

  

As ERO participam de várias funções fisiológicas e são parte integrante na 

defesa contra micro-organismos invasores. Elas são produzidas durante o 

metabolismo celular aeróbico normal e têm papel importante na manutenção do 

estado celular redox (SURH, 2005; OKTYABRSKY e SMIRNOVA, 2007). 

As espécies reativas nem sempre são prejudiciais. Elas ajudam os fagócitos a 

eliminarem micro-organismos e a regularem eventos sinalizadores pela via redox e 

assim influenciar na fosforilação e desfosforilação de enzimas e fatores de 

transcrição (HALLIWELL, 2006). Algumas reações pró-oxidantes-antioxidantes foram 

resumidas na Figura 3. 
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           Respiração mitocondrial 
           NADPH oxidase 
           Xantina oxidase 
           Ciclooxigenase 
           Lipoxigenase 
           Citocromo p450 
           Óxido nitrico sintase 

 

 

 

  O2
•-                                                  H2O2                                                   OH.

 
 

 

 

 

Figura 3: Reações pró-oxidantes/antioxidantes relevantes no sistema biológico. Adaptado de Schnachenberg, 2002. O2
•-: ânion 

superóxido; ONOO-: peroxinitrito; NO: óxido nítrico; SOD: superóxido dismutase; CAT: catalase; OH.: radical hidroxila; H2O: 
água; O2: oxigênio; H2O2: peróxido de nitrogênio; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSH: glutationa 
oxidada; Fe2+ : íon ferroso; Cu+: cobre; OH.: hidroxila 

 

Quando um RL reage com um composto não radical, outro RL pode ser 

formado, induzindo, assim, as reações em cadeia, como é o caso da lipoperoxidação 

(LPO). Dessa forma, podem ser produzidos efeitos biológicos distantes do sítio de 

geração do primeiro RL formado. São efeitos gerais da peroxidação lipídica:  

diminuição da fluidez da membrana, dano das proteínas de membrana, desarranjos 

e inativação de receptores, de enzimas, de canais de íons e potenciação da lise 

celular (HALLIWELL, 2006).  

O processo de LPO termina quando dois radicais peroxil reagem entre si, 

formam um tetróxido instável que se decompõe dando origem ao oxigênio singlet 

(102) e a carbonilas excitadas que retornam ao seu estado fundamental, emitindo 

quantas de luz visível (RUSSEL, 1957). Podem ser medidas pelo processo de 

quimiluminescência (QL) e constituem-se num importante método de quantificação 

de LPO (CASTRO et al., 1990). Outros lipídios hidroperóxidos também se 

decompõem numa reação catalisada por complexos de ferro e cobre, produzindo 

aldeídos como o malondialdeído (MDA), 4-hidroxynonenal (4-HNE), hidrocarbonetos 

voláteis (como o gás etano e pentano) e outros produtos que podem ser detectados 

experimentalmente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; LIMA e ABDALLA, 2001).  

H2O + O2

CAT

Fe2+ / Cu+SOD 

ONOO-

NO 

H2O

GPx

GSH

GSSH
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Como citado anteriormente, o MDA é produto secundário da peroxidação 

lipídica por via enzimática, derivado da β-ruptura de ácidos graxos poli-insaturados, 

tais como ácido linoleico, araquidônico e docosahexanoico.  

O desequilíbrio no estado redox tem efeitos potencialmente deletérios sobre a 

biologia celular. Por isso, existem vários mecanismos antioxidantes envolvidos na 

proteção das células e organismos para um eventual dano causado por quantidades 

excessivas desses mediadores altamente reativos (SONEJA et al., 2005; BLAIR, 

2006).  

Antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparadas às de um substrato oxidável, retarda ou inibe 

significativamente a oxidação deste substrato. Os antioxidantes podem ser 

classificados em enzimáticos ou não enzimáticos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

1989). 

Entre as principais defesas antioxidantes enzimáticas (Figura 4) estão as 

enzimas superóxido dismutase (SOD), responsáveis pela dismutação do O2
•-, a 

catalase (CAT), responsável pela dismutação do H2O2 e glutationa peroxidase (GPx). 

A GPx degrada, além do H2O2, outros peróxidos (DROGE, 2002; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007).  

 

 

 

 

 

Figura 4: Mecanismo de defesa enzimática contra as ERO (DEL MAESTRO, 1980 Adaptado por MORGAN-MARTINS, 1997). 
CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; O2: oxigênio; O2

•-: ânion superóxido; H2O2: peróxido de nitrogênio; OH•: radical 
hidroxila; H2O: água; SOD: superóxido dismutase; 

 

Entre as principais defesas antioxidantes não enzimáticas da célula estão as 

vitaminas C e E, os carotenoides, os flavonoides e a glutationa. A glutationa é 

considerada o antioxidante não enzimático hidrossolúvel mais importante por 



  26

participar de inúmeras reações de óxido-redução (BLAIR, 2006; OKTYABRSKY e 

SMIRNOVA, 2007). 

1.2.1 Estresse Oxidativo no Diabetes Mellitus 

A hiperglicemia ativa um mecanismo comum às quatro vias metabólicas 

anteriormente descritas através do aumento na produção do O2
•- pela cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial. O EO é aceito como fator chave na mediação do 

desenvolvimento e progressão do diabetes e de suas complicações (NISHIKAWA et 

al., 2000; BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002; EVANS et al., 2003; CERIELLO, 2003; 

MARITIM et al., 2003). 

A hiperglicemia induz a aumento nos doadores de elétrons (NADH e FADH2) 

e aumenta o fluxo de elétrons na cadeia transportadora mitocondrial. 

Consequentemente, ocorre aumento na relação ATP/ADP e hiperpolarização no 

potencial de membrana mitocondrial. Esta alta diferença de potencial eletroquímico 

gerada pelo gradiente de prótons leva a uma inibição parcial no complexo III do 

transporte de elétrons, resultando no acúmulo de elétrons na coenzima Q. Isto 

levaria a uma redução parcial na formação de O2 e à geração do RL O2
•-

 

(KORSHUNOV et al., 1997). 

As ERO estariam aumentadas e seriam as principais responsáveis pelas 

alterações fisiopatológicos do DM (CERIELLO et al ., 2003). Moléculas com elétrons 

desemparelhados, gerados a partir da hiperglicemia, podem reagir com o NO, que é 

um dos maiores sinalizadores biológicos em nosso organismo, e formar espécies 

reativas de nitrogênio (SQUADRITO e PRYOR, 1995). 

1.3 Fator de Transcrição Nuclear Kappa B (NF-B) 

O NF-B é fator da transcrição que desempenha um importante e 

determinante papel, tanto em situações normais como na coordenação de respostas 

imunes adaptáveis, regulando a expressão de muitos mediadores celulares 

(ZINGARELLI et al., 2003). 

Este fator foi descrito primeiramente em 1986 por Sen e Baltimore, sendo 

capaz de ligar-se a sítios específicos kappa no enhancer das imunoglobulinas em 

células B (SEN e BALTIMORE, 1986). Está bem estabelecido que NF-B está 
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expresso na maioria dos tipos celulares, sendo constituído por um dímero composto 

dos membros da família da Rel. 

A família do NF-B/Rel compreende cinco subunidades, chamadas p50, p52, 

p65 (RelA), c-Rel, e RelB. Tais subunidades formam homodímeros e heterodímeros 

em várias combinações. Geralmente, o NF-B consiste em dois polipeptídeos: um 

de 50 kDa (p50) e um de 65 kDa (p65). Em células em homeostase, o NF-B  

mantém-se no citoplasma em sua forma inativa, associado com as proteínas 

inibidoras do sítio kB, chamadas de inibidores kB (IB). Sete espécies de IBs são 

descritas: IB, IB, IB, IB, Bcl-3, p100, e p105. (ZINGARELLI et al., 2003). 

Alterações na regulação do NF-B estão associadas a diversas doenças 

crônicas como DM, aterosclerose, artrite reumatoide e asma (BARNES E KARIN, 

1997; EVANS et al., 2002; FILIPPIN et al., 2008).  

Diversos estudos clínicos foram realizados, utilizando-se de pacientes com 

DM e avaliando a ativação do NF-B. O trabalho realizado por Hofmann e 

colaboradores (1998) avaliou pacientes com DM tipo I que possuíam controle 

glicêmico insuficiente. Houve maior ativação em células mononucleares sanguíneas 

periféricas, bem como uma correlação positiva entre a ativação do NF-B e o EO 

(HOFMANN, et. al., 1998). Schiekofer e colaboradores (2006) avaliaram pacientes 

com DM tipo I e concluíram que a normalização dos níveis de glicose sanguínea 

resulta na redução da ativação do NF-B.  

Trabalhos experimentais também avaliaram a ativação do NF-B em animais 

diabéticos. Dias e colaboradores (2005) mostram que animais diabéticos 

apresentaram aumento na ativação do NF-B e que, após o tratamento com o 

antioxidante quercetina, a ativação deste fator diminuiu. Kwon e colaboradores 

(2006) mostraram que o NF-B está ativado em camundongos diabéticos induzidos 

por STZ e que o pré-tratamento com extrato da casca de Cinnamomum cassia, 

chamado de Cortex cinnamomi preveniu a ativação do fator de transcrição -B. 

Para ativar o NF-B, são necessários estímulos intracelulares e ou 

extracelulares, cujos ativadores podem ser produtos bacterianos (endotoxinas, 

peptideoglicanos), vírus e componentes virais, protozoários, citocinas (fator de 
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necrose tumoral [TNF-], interleucinas), ligação do AGEs com seu receptor RAGE, 

hiperglicemia, RL e ou oxidantes (ZINGARELLI et al., 2003 VERMA, 2004; AHMED, 

2005).  

A via intracelular mais investigada atualmente é a existente entre a 

hiperglicemia e o EO, em que o NF-B é o principal envolvido. Este fator regula a 

expressão de um grande número de genes, incluindo os que possuem grande 

ligação com as complicações do DM (EVANS et al., 2003)  

A ativação do NF-B (Figura 5) requer a fosforilação de seus inibidores 

fisiológicos (particularmente o IB) em resíduos específicos de Serina (Ser-32 e 

Ser-36). Tal fosforilação é mediada por um complexo proteico. O complexo quinase 

kappa B (IKKs) é composto de três subunidades, duas unidades catalíticas IKK-, 

IKK-, e uma unidade reguladora IKK (NF-B essential modulator, NEMO). Após a 

fosforilação, ocorre a subsequente degradação das IBs através das ubiquitinas, 

formando um proteossoma 26S (YAMAOKA et al., 1998). A degradação proteolítica 

dos IKBs permite a translocação do NF-B ao núcleo. No núcleo, o NF-B regula a 

expressão de genes, incluindo fatores de crescimento, citocinas pró-inflamatórias, 

moléculas de adesão e RAGE. Muitos produtos dos genes regulados pelo NF-B 

também funcionam como seus próprios ativadores, tal como o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), TNF-, interleucina 1 beta (IL1-β) e RAGE. (DIDONATO 

et al., 1997; KARIN, 1999).  
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Figura 5: Vias de ativação do NF-B. Representação esquemática da translocação nuclear da molécula de NF-κB ativada 
frente diversos estímulos como hiperglicemia, estresse oxidativo, infecção, citocinas e radiação ultravioleta. No núcleo o NF-κB 
promove a transcrição de diversos moduladores como citocinas pró-inflamatórias e RAGE. IL-1: interleucina 1; TNF: fator de 
necrose tumoral; UV: raios ultra-violetas; NF-B: fator transcrição kappa b; IB: inibidor Kappa B p65: subunidade do NF-B; 
p50: subunidade do NF-B; IKK: inibidor kappa quinase  

 

1.4 Croton Cajucara BENTH 

As plantas são tradicionalmente utilizadas por populações em todos os 

continentes no controle de diversas doenças e pragas, sendo reconhecidas mais de 

13.000 espécies que são mundialmente consumidas como fármacos ou fonte de 

fármacos (SIMÕES et al., 2004). 

Esse tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em 

estudos envolvendo áreas multidisciplinares como botânica, farmacologia e 

fitoquímica que, juntas, enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotável fonte 

medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002a). 

A família Euphorbiaceae, descrita por Antoine Laurent de Jussieu, com-

preende 313 gêneros, nos quais estão distribuídas, aproximadamente, 8.100 

espécies, a maioria cosmopolita, especialmente encontrada em regiões tropicais e 

subtropicais (MABBERLEY, 1997; HIRUMA-LIMA et al., 2002). 

O nome do gênero Croton, descrito por Carl Linnaeus, significa "carrapato", 

pela semelhança das sementes com esse animal. Nesse gênero, ocorrem 750 

espécies tropicais, que são abundantes na região amazônica e na Mata Atlântica, 

sendo algumas árvores, e outras, ervas e arbustos (HIRUMA-LIMA et al., 2002). 
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Uma das espécies mais conhecidas no Norte do Brasil é o CcB vulgarmente 

conhecido por Sacaca (termo que, em língua Tupi, corresponde a feitiço) (ABREU et 

al., 2001). 

O CcB, como mostrado na Figura 6a, 6b e 6c, cresce em áreas abandonadas 

ou em clareiras abertas em áreas baixas da floresta. Possui madeira branco-

amarelada com cascas aromáticas, folhas inteiras e simples, pecioladas, 

estipuladas, lanceoladas, peninérveas, verdes com limbos divididos em lobos ou 

segmentos, inflorescência racemosa, com flores de sexo separado, fruto seco, 

esquizocárpico, separando-se em três cocos, bem como sementes ricas em 

endosperma (VAN DEN BERG, 1982; HIRUMA-LIMA et al., 2002). 

 

a                                              b                                                c 

 

 

 
 
Figura 6: Vista geral da planta Croton cajucara BENTH em seu ambiente natural (a)Vista  geral das folhas de Croton cajucara 
BENTH (b) Cascas do caule do Croton cajucara BENTH (c) Fonte: MIOTTO AM, 2001 (a,b) LORENZI E MATOS, 2002 (c);  

 

O CcB distribui-se nas regiões Leste e Central da floresta Amazônica, 

principalmente no Pará, junto ao estuário do Rio Amazonas, como também no 

estado do Amapá. Já, no próprio estado do Amazonas, só é encontrado em 

plantações cultivadas (SIMÕES et al., 1995). 

Sua inflorescência, em racemos terminais com 9 cm de comprimento, 

apresenta-se com sete flores femininas na base e 12 masculinas na porção mediana 

terminal, de cor amarelada. Os frutos são cápsulas globosas, com pouco menos de 

1 cm de comprimento, com uma semente preta em cada carpelo. A planta multiplica-

se apenas por meio de sementes (LORENZI E MATOS, 2002). 

No estado do Pará, as folhas e casca do caule do CcB são utilizadas em 

forma de chá ou pílula, no combate  a diabete, febre, distúrbios hepáticos, renais e 

intestinais, hipercolesterolemia. A sacaca também é comercializada em farmácias de 
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manipulação, e, neste caso, o pó das cascas do caule é vendido em forma de 

cápsulas. As folhas são comercializadas em feiras livres da cidade de Belém-PA, 

para distúrbios do fígado e como auxiliar na digestão, principalmente após a 

ingestão de alimentos gordurosos. O pó das folhas é vendido com indicação 

hepatoprotetora, tratamento do diabetes e dietas de emagrecimento (MACIEL et al., 

1998a; MACIEL et al., 2002a, VEIGA Jr et al., 2005, COSTA, 2007). 

Estudos mostraram que as cascas do caule são ricas em diterpenos do tipo 

clerodano, tendo sido isolados: trans-desidrocrotonina (DCTN), transcrotonina 

(CTN), cis-cajucarina B, trans-cajucarina B, cajucarina A, cajucarinolida, 

isocajucarinolida, isosacacarina e o triterpeno ácido acetilaleuritólico (AAA) (MACIEL 

et al., 1998b; MACIEL et al., 2003).  

Dentre os terpenoides isolados, a DCTN foi o componente majoritário isolado 

(MACIEL et al., 1998a,b) com um rendimento incomum (em se tratando de produto 

natural) de 1,4%. Este 19-nor-clerodano demonstrou correlação com grande parte 

das propriedades farmacológicas do Croton cajucara, tendo sido comprovadas as 

seguintes atividades: hipoglicêmica (FARIAS et al., 1997; SILVA et al., 2001a), 

hipolipidêmica (SILVA et al., 2001a,b,c; BIGHETTI et al.,2004), antigenotóxica 

(AGNER et al., 1999; AGNER et al.,2001), antiulcerogênica (SOUZA-BRITO et al., 

1998; HIRUMA-LIMA et al., 1999; MACIEL et al., 2000; MELO et al., 2003; 

RODRÍGUEZ et al., 2004), antitumoral (GRYNBERG et al., 1999; MACIEL et al., 

2000; MELO et al., 2004), anti-inflamatória e antinociceptiva (CARVALHO et al., 

1996; MACIEL et al., 2002b;), antiestrogênica (LUNA COSTA et al., 1999) e 

cardiovascular (SILVA et al., 2005). 

Farias e colaboradores demonstram que a administração oral de DCTN é 

efetiva em reduzir a hiperglicemia. Ratos com DM induzido por aloxano, que 

receberam diferentes doses de DCTN, por via oral, apresentaram redução dos níveis 

de glicose (FARIAS et al., 1997).   Em ratos diabéticos induzidos pelo uso da STZ, a 

DCTN demonstrou maior eficácia no pré-tratamento com redução da hiperglicemia 

de 58,56 e 61% após 2, 48 e 72 horas, respectivamente. A ação hipoglicemiante da 

DCTN foi semelhante àquela apresentada pela aminoguanidina (inibidor da óxido 

nítrico sintase com propriedades antioxidantes) (SILVA et al., 2001a). 



  32

Atualmente, a partir de modificações químicas da molécula de DCTN estão 

sendo desenvolvidos estudos com o objetivo de avaliar a relação estrutura/atividade 

biológica (GRYNBERG et al., 1999; MACIEL et al., 2000; MELO et al., 2001; 

ANAZETTI et al., 2003; MELO et al., 2003; MELO et al., 2004; ANAZETTI et al., 

2004). 

A utilização de plantas como meio curativo é atividade altamente difundida e 

popular. Às vezes, é empregada de maneira equivocada, pois muitas plantas 

possuem princípios tóxicos e o uso indiscriminado pode causar sérios problemas 

(LORENZI E MATOS, 2002). 

Casos de hepatite tóxica foram notificados em hospitais públicos da região 

Amazônica devido ao uso prolongado da sacaca (MACIEL et al., 2002a).  A relação 

entre a sacaca e a hepatite é conhecida dos médicos amazônidas há tempos e seus 

efeitos nocivos foram relatados no Congresso Brasileiro de Hepatologia, em 1999, 

no Rio de Janeiro.  

Segundo o hepatologista Doutor Paulo Cartágenes, do Instituto Evandro 

Chagas, em Belém, os efeitos da planta começaram a ser percebidos por volta de 

1998, quando foram detectados casos de hepatite que não eram causados por 

nenhum vírus. Surgiu, então, a possibilidade de intoxicação por sacaca. O Dr. 

Cartágenes foi o coordenador de um estudo sobre ''Hepatite por sacaca'', 

apresentado em congresso, envolvendo 25 pacientes com idades que variavam  

entre 15 e 76 anos. Todos tiveram hepatite. Em outro estudo realizado com ratos de 

laboratório, também do Instituto Evandro Chagas, e apresentado no mesmo 

congresso, foram constatados danos ao fígado, provocados pela utilização dessa 

planta (Cartágenes, 1999).  

A disseminação de uso da sacaca tem chegado a lugares distantes, como na 

cidade de Caxias do Sul, no Rio Grande do Sul, onde houve casos de hepatite 

fulminante, conforme comunicação pessoal do Doutor Milton Bertelli, médico 

gastroenterologista e hepatologista. 

Tendo em vista as considerações feitas, para melhor compreensão dos 

efeitos do uso crônico do CcB em fígado de ratos diabéticos, objetivo desse projeto, 
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seria importante conhecermos melhor seu mecanismo de ação e seu provável 

potencial terapêutico para uso futuro. 
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da administração do extrato aquoso da casca do CcB sobre 

parâmetros oxidativos, bioquímicos e moleculares em fígado de ratos diabéticos. 

2.2 Objetivos Específicos 

Avaliar o efeito do CcB sobre 

- os níveis de glicemia, colesterol e triglicerídeos; 

- a integridade hepática através de medidas de concentração sérica de 

transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e 

da fosfatase alcalina (FA); 

- o dano no DNA através do teste de micronúcleos na medula dos diferentes grupos 

estudados; 

- a LPO mediante a determinação das substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS); 

- a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx no tecido hepático dos 

diferentes grupos estudados; 

- os níveis de GSH no tecido hepático dos diferentes estudados; 

- a expressão nuclear da subunidade p65 do NF-B. 

 

. 
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4.2 Artigo 1 

HEPATICS ALTERATIONS AND GENOTOXIC 

EFFECTS OF Croton cajucara Benth (SACACA)  

IN DIABETIC RATS 

 
Graziella RODRIGUES 2,  Éder MARCOLIN 2,  Silvia BONA2, 

Marilene PORAWSKI2, 3, Mauricio LEHMANN1  and 

Norma Possa MARRONI1,2 

 

ABSTRACT – Context - Croton cajucara Benth is a plant found in Amazonia, Brazil and 

the bark and leaf infusions of this plant have been popularly used to treat diabetes 

and hepatic disorders. Objectives - This study investigated effects hepatics 

alterations and genotoxic and antidiabetic effect of Croton cajucara Benth bark 

extracts treatment in streptozotocin-induced diabetic rats. Methods - Male Wistar rats 

were divided into six groups: control rats; control rats treated with Croton cajucara 

Benth extract during 5 and 20 days; diabetic rats, and diabetic rats treated with 

Croton cajucara Benth during 5 and 20 days. Diabetes was induced by a single 

intraperitoneal injection of streptozotocin (70 mg/kg). Eight weeks later we measured 

glucose, triglyceride, cholesterol and hepatic transaminases on blood. The bone 

marrow micronucleus assay was used to assess the genotoxic activity of Croton 

cajucara Benth. Results – Treatment with aqueous extract of Croton cajucara was 

able to significantly reduce levels of triglycerides in diabetic animals, however, did not 

modify significantly the levels of glucose and cholesterol in these animals. There was 

no significant elevation in liver transaminases in the control group treated with Croton 

cajucara Benth, as there was no genotoxic effect of treatment in this model. 

Conclusion- The aqueous extract from the bark of Croton cajucara Benth was 

hypolipidemic, suggesting its use to prevent the dyslipidemia found in diabetic patients 

 

HEADINGS –Diabetes mellitus. Croton cajucara Benth.Rats. 
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INTRODUCTION 
 

The Amazonian region, because of its large biodiversity and popular 

culture, is characterized by the use of medicinal plants for treatment of 

various diseases. However, the indiscriminate use of some plant species 

may lead to serious problems to the human health. 

Croton cajucara Benth - CcB (of the Euphorbiacea family), 

commonly known as Sacaca, is a shrubby plant found in Amazonia, North 

Brazil(5, 28), whose bark and leaf infusions have been popularly used to 

treat diabetes, diarrhea, malaria, fever, gastrointestinal, renal and hepatic 

disorders, as well as in the control of cholesterolemia(11, 15). The wide use 

of Sacaca for medical purposes in North Brazil and, now, in the Southeast 

and South regions, is associated with the appearance of numerous clinical 

cases where side effects are seen, many of which connected with the 

plant’s hepatotoxicity due to continued intake. 

In Belém, PR, north of Brazil, it is popularly known that the steady 

intake of CcB leaves is beneficial because it causes a healthy weight loss. 

It is also known that the plant can be toxic. Nevertheless, such awareness 

is not strong enough to prevent its use, and people feel encouraged to 

take it, feeling that the benefits outweigh the damages(18, 19, 20, 29). 

Indeed, cases of acute, chronic and fatal hepatitis were reported in 

the Amazonian region and in other regions of the country in patients who 

made use of Sacaca to lose weight and reduce cholesterol levels(19, 20). 

In the School Hospital of the “Universidade Federal do Pará”, Belém, 

PR, there is a significant documented history of people affected by liver 

disorders who were drinking CcB leaf teas in long-lasting diets for weight 

loss. The connection between hepatitis and Sacaca became remarkable in 

the Amazonian region, particularly after this plant began to be sold for the 

purposes of weight loss and cholesterol reduction(4, 14). 
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The possibility of developing hepatotoxicity may be related to the 

susceptibility of the liver to external agents, mainly chemical ones, to the 

high level of these substances in the organ, its high metabolic activity and 

its anatomic localization, as an intermediate agent between the places of 

absorption and systemic circulation, working as a filter and as an entry 

point of several substances ingested(22). 

A study performed in 2004, Amazonian people who used Sacaca for 

36 months documented 25 cases of hepatoxicity ascribed to Sacaca 

consumption, with evidence that 21 people had acute hepatitis, 3 chronic 

hepatitis, and 1 fulminating hepatitis(27). 

Many traditional plants have been claimed to be useful for the 

control of problems caused by hyperglycemia(3, 21). 

The pharmacological activity of the bark extract main component, 

trans-dehidrocrotonine (t-DCTN), has been extensively studied(17, 26). 

Rats treated with t-DCTN (50 mg/kg) showed a significant reduction 

in the streptozotocin-induced increase in blood glucose levels as well as in 

the ethanol-induced increase in blood triglycerides(26). This compound 

demonstrated a significant hypoglycemic activity in alloxan-induced 

diabetic rats but not in normal rats. The drug also effectively lowered the 

blood sugar levels in glucose fed normal rats(7). Hyperlipidemic mice 

treated with CcB bark aqueous infusion had the level of triglycerides 

reduced and the level of cholesterol redistributed(3). In vivo studies 

confirmed that t-DCTN is not genotoxic nor cytotoxic to mice bone marrow 

cells(1, 25). 

The aim of this work was to determine hepatic alterations, genotoxic 

activities and the potential effects of CcB bark extract in long term 

(chronic) diabetic rats. 
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METHODS 

Plant material  

Bark fragments of Croton cajucara Benth were collected in 

Santarém, North Brazil. The bark (5 g) was ground and mixed with boiling 

water (100 mL) to provide a 5% aqueous extract. After 10 minutes, the 

mixture was filtered with filter paper and the extract was administered to 

the rats. 

Animals 

The experimental procedures complied with the rules established by 

the “Research in Health and Animal Rights” according to the Commission 

of Research and Ethics in Health of the Research and Postgraduate Group 

of the “Hospital de Clínicas de Porto Alegre(9) (HCPA), Universidade 

Federal do Rio Grande do SUL (UFRGS)”, Porto Alegre, RS, Brazil. 

 Fifty male Wistar rats weighing 200-300 g were used. They were 

obtained from the Experimental Animals Breeding Colony of the “Instituto 

de Ciências Básicas da Saúde, UFRGS” (CREAL). They were kept at the 

Animal Experimentation Unit of the Research Center of the HCPA, in 

plastic boxes measuring 47x34x18cm lined with wood chips, in a 12-hour 

dark/light cycle (light from 7 a.m. to 19 p.m.) in a temperature –

controlled environment (22 ± 4◦C).   

Groups and treatment protocols 

The rats were randomly divided into six groups. In three groups, 

diabetes was induced by a single intraperitoneal (i.p.) injection of 

streptozotocin (70 mg/kg body weight; Sigma Chemical) in freshly 

prepared 10 mmol/L sodium citrate, pH 4.5. Five days after streptozotocin 

injection, plasma glucose concentration was measured using retro-orbital 

blood samples obtained from rats after overnight food deprivation. A 

plasma glucose level >250 mg/dL was considered indicative of diabetes. 

The experimental groups comprised: I - normal control group (Co: n 

= 10) received 1,5 mL of distilled water administered intragastric (i.g.); II 
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- group treated with CcB for 5 days (CcB5D: n = 10): 1,5 mL of the CcB 

extract i.g. during the last 5 days before killed; III - group treated with 

CcB for 20 days (CcB20D: n = 10): 1,5 mL of the CcB extract i.g. for 20 

days before killed; IV - diabetic group (DM: n = 10): 1,5 mL of distilled 

water i.g.; V - diabetic group treated with CcB for 5 days (DM + CcB5D: n 

= 10): 1,5 mL of the CcB extract i.g. during the last 5 days before killed; 

and VI - diabetic group treated with CcB for 20 days (DM + CcB20D: n = 

10) 1,5 mL of the CcB extract i.g. for 20 days before killed. 

Biochemical analysis 

All animals were killed 8 weeks after streptozotocin administration. 

The rats were anaesthetized with 2% xylazine  hydrochloride (50 mg/kg) 

and ketamine hydrochloride (100 mg/kg) i.p., and a sample of venous 

blood was collected in two aliquots from the orbital net for determination 

of glycemia, triglycerides, and cholesterol levels (Labtest kits) and for 

aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and 

alkaline phosphatase (AP) activities (performed by the Laboratory of 

Pathology of HCPA). 

Micronucleus assay (MN)  

The animals of all groups were killed by cervical dislocation. The 

MNs were prepared according to the method of MacGregor et al.(16). 

Briefly, the femurs of each animal were dissected out, and the bone 

marrow was flushed out into fetal calf serum (FCS) separately. The cells 

were pelleted by centrifugation and the excess of supernatant was 

discarded. The pellet and 0.5 mL of supernatant were mixed thoroughly. 

Smears were drawn onto precleaned coded slides using a drop of the 

resultant suspension in FCS. The slides were air-dried for 24 hours and 

stained with Leishman solution. Two thousand polychromatic erythrocytes 

were analyzed per rat. The slides were scored blindly using a light 

microscope with a 100x immersion objective. Data regarding the 

polychromatic and normochromatic erythrocyte (PCE/NCE) ratio were also 
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collected, in which a minimum of 400 erythrocytes per animal were 

scored. 

The results were expressed as mean values ± SEM. The data were 

compared by analysis of variance (ANOVA); when the analysis indicated 

the presence of a significant difference, the means were compared with 

the Student Newmann Keuls test. For micronucleus test, the means were 

compared with the Tukey test and expressed as mean ± SDM. 

Significance was accepted at P<0.05. 

RESULTS 

Biochemical analysis 

Blood plasma glucose, triglycerides, and cholesterol levels in 

streptozotocin-treated rats were significantly higher than in the Co and in 

CcB-treated animals (CcB5D and CcB20D). Glucose and cholesterol levels 

were not affected by CcB treatment in diabetic animals. On the other 

hand, triglyceride concentration in the plasma of streptozotocin-treated 

rats was significantly lower after treatment with CcB for 5 and 20 days 

(Table 1). 

The biochemical analysis showed that the diabetic group had higher 

ALT and AP levels than the control group. Treatment reduced ALT level 

only in diabetic rats. ALT, AST and AP were not affected by CcB treatment 

in non-diabetic animals (Table 2). 

Genotoxic potential 

Table 3 displays the micronucleus frequency in the animals treated 

in vivo. Although the diabetic rats increased PCEs as compared to the 

controls, significant differences were not observed between the groups. 

Similarly, no difference in the PCE/NCE ratio was found in any of the 

groups analyzed. 
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DISCUSSION 

A vegetal specie from Amazon region, CcB is widely used by the 

local population to treat gastrointestinal conditions, but it can cause 

hepatic dysfunction and in some cases even fatal hepatitis(12, 22). Indeed, 

cases of toxic hepatitis have been reported in several hospitals in Belém, 

PA, because of excessive consumption of extremely strong CcB tea(17). 

Here the effects of a Sacaca herbal extract were evaluated in rat 

livers. The administration of Sacaca herbal extract in this trial was not 

able to cause any kind of alteration in the livers with 14 days of drug 

administration. However, hepatocellular alterations were identified in 

some animals when the extract was administered for 28 days, and all the 

animals treated with the drug for 56 days presented hepatocellular 

necrosis, similar to acute hepatitis. Therefore, it is concluded that Sacaca 

toxicity is dose-dependent(10). 

The liver plays an important role in the digestion, metabolism, and 

storage of nutrients. Liver injury due to pharmacological treatment plays a 

significant role(8). Hepatic damage results in increased concentrations of 

AST, ALT and AP. The high concentration of serum enzymes such as AST 

and ALT is generally regarded as one of the sensitive markers of hepatic 

damage(30). In this study, the analysis of serum enzymes showed that 

there was an increase in ALT and AP in animals as compared to control 

groups and ALT was decreased in diabetic animals treated for 5 and 20 

days. Similar results are observed in studies with CCl4 intoxication and 

treatment with Rhoicissus tridentate(23) and Cytisus scoparius(24). 

Reduction in the levels of serum aminotransferase (ALT and AST) and 

lactate dehydrogenase (LH) towards the respective normal values by plant 

extracts indicates stabilization of the plasma membranes, as well as repair 

of hepatic tissue damage(24).The non-diabetic animals treated with CcB 

bark extract did not show increase in transaminases and AP concentration, 

indicating the absence of hepatotoxicity in this animal model. 
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In the present study, it was apparent that the CcB bark extract did 

not have substantial effect on blood glucose and cholesterol levels. This 

observation differs from the results of Silva et al.(26), who found a 

hypoglycemic effect of CcB when given to streptozotocin-diabetic rats. 

These apparently conflicting results are explained by the fact that, in our 

study, CcB was given in bark aqueous extract form after diabetes had 

been established, whereas in the previous study the t-DCTN was 

administrated before the induction of diabetes or 72h after the induction. 

On the other hand, treatment with CcB bark extract significantly reduced 

blood triglyceride levels in diabetic rats, and did not have effect on blood 

triglycerides in non-diabetic rats. Other studies suggest that TG itself is 

independently related to coronary heart disease(2, 6), and most of the anti-

hypercholesterolemic drugs do not decrease TG levels(13), but CcB extract 

treatment returned the triglycerides to control values. This suggests that 

CcB bark extract has a hypolipidemic activity, and could be used to 

reverse dyslipidemia associated with diabetes and to prevent the 

cardiovascular complications that are very prevalent in diabetic patients. 

The bone marrow MN was used to assess the genotoxic activity of 

CcB. The results show that the aqueous extract of CcB bark did not induce 

any increase in chromosomal damage (chromosomal loss or breakage) 

when administered to rats with and without diabetes for periods of 5 and 

20 days, as compared to the respective control groups (Table 3). 

Although the genotoxic activity of the plant species has been little 

studied, CcB has been described in the literature as not having any 

genotoxic activity, which corroborates the results obtained in the present 

study. In fact, Santos et al.(25) evaluated the genotoxic activity of 

methanolic extract of CcB bark using the micronucleus assay in Swiss 

albino mice treated once a week with three extract concentrations (312.5; 

625 and 1,250 mg kg-1 i.g.) for 28 days. The results revealed the absence 

of genotoxic activity for the three concentrations tested. 
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Another study carried out with CcB revealed the absence of 

genotoxic activity using t-DCTN, the most important diterpene isolated 

form the plant bark. t-DCTN was administered as a single dose via 

intraperitoneal injection in Swiss albino mice. The genotoxic analysis was 

carried out using the micronucleus test and chromosomal aberrations in 

bone marrow cells(1). 

In the light of the negative results of the study above, Agner et al.(1) 

assessed the antimutagenic activity of t-DCTN in the same animals using 

cyclofosfamide as inducer of genetic damage and the micronucleus and 

chromosomal aberration assays as investigation protocols. The authors 

chose two t-DCTN treatment approaches: intraperitoneal injection and 

gavage. In both protocols, the modulator agent was administered 30 min 

before the i.p. injection of the genotoxic agent as pre-treatment. The 

results obtained in the two bioassays evidenced the antigenotoxic activity 

of t-DCTN against the genetic damage induced by cyclofosfamide, with 

both modes of administration. 

Based on the results obtained in the present study and those 

published in the literature, it is possible to conclude that the aqueous and 

methanolic extracts of CcB and of t-DCTN (its main constituent agent) are 

not capable to induce chromosomal loss and/or breakage in bone marrow 

cells of rodents. Apart from this, t-DCTN presented anti-genotoxic action 

in mice, by protecting against the induction of clastogenic and/or 

aneugenic events. Although further studies should be carried out to 

broaden the spectrum of genotoxic events to be evaluated, CcB does not 

seem to pose hazards of genetic damage to humans who ingest the plant 

extracts. 

CONCLUSION 

In summary, treatment with CcB bark extract did not affect 

plasmatic glucose and cholesterol levels, but it was able to significantly 

reduce triglycerides level. There was no significant alteration in hepatic 
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transferase in the control group treated with CcB bark extract. In diabetic 

rats, the treatment reduced the plasmatic level of these enzymes. No 

genotoxic effect of the treatment was observed in the model studied. 
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Gastroenterol. 2010;47(3): - . 

RESUMO – Contexto - Croton cajucara Benth é uma planta encontrada na Amazônia, 

Brasil. Infusões da casca e folhas desta planta são utilizadas popularmente no 

tratamento de diabetes e doenças hepáticas. Objetivos - Este estudo investigou as 

alterações hepáticas e os efeitos genotóxicos da casca do extrato do Croton cajucara 

Benth em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina. Métodos - Ratos Wistar 

machos foram divididos em seis grupos: ratos controle, ratos controle tratados com 

extrato de Croton cajucara Benth durante 5 e 20 dias, ratos diabéticos e diabéticos 

tratados com Croton cajucara Benth durante 5 e 20 dias. O diabetes foi induzido por 

uma única injeção intraperitonial de estreptozotocina (70 mg/kg). Oito semanas mais 

tarde foram medidos os níveis de glicose, triglicerídios, colesterol e transaminases 

hepáticas no sangue. O teste do micronúcleo da medula óssea foi utilizado para 

avaliar a atividade genotóxica do Croton cajucara Benth. Resultados - O tratamento 

com o extrato aquoso do Croton cajucara foi capaz de reduzir significativamente os 

níveis plasmásticos dos triglicerídios nos animais diabéticos, porém, não modificaram 

significativamente os níveis de glicose e colesterol nesses animais. Não houve 

elevação significativa nas transaminases hepáticas nos animais do grupo controle 

tratadas com Croton cajucara Benth, assim como também não houve efeito 

genotóxico do tratamento, no modelo estudado. Conclusão -O extrato aquoso da 

casca do Croton cajucara Benth foi hipolipemiante, sugerindo seu uso para prevenir as 

dislipidemias encontradas em pacientes diabéticos.  

    DESCRITORES – Diabetes mellitus. Croton cajucara Benth. Ratos. 
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ANEXO 

Table 1: Glucose, triglycerides and cholesterol in the blood plasma. 

GLUCOSE TRIGLYCERIDES CHOLESTEROL 

GROUP   (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) 

CO  215,97±9,86a 91,58±12,41b 51,85±5,69a 

CcB5D  211,8±17,09a 90,2±8,11b 55,6±4,86a 

CcB20D  232,08±24,49a 89,66±12,12b 56,08±3,65a 

DM  468,8±36,12b 227,3±54,22a 85,1±4,86b 

DM+CcB5D  406±15,77b 83,3±9b 72,8±2,50b 

DM+CcB20D   418,5±22,82b 91,34±24,34b 71,6±6,12b 

Values are mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, p< 0.05. 

Table 2: Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton cajucara bark extract (CcB) 
on serum enzymes activities: ALT, AST and AP. 

GROUP   AST (U/L) ALT (U/L) AP (U/L) 

CO  153,90±12,30a 53,20±1,86a 136,20±10,07a 

CcB5D  149,4±11,30a 66,5±10,63a 168,2±18,75a 

CcB20D  131,73±12,60a 59,45±5,28a 137,45±9,96a 

DM  201,8±41,63a 154,1±38,85b 411,3±46,08b 

DM+CcB5D  127,3±15,53a 71,33±8,57a 330,4±93,49b 

DM+CcB20D   143,3±21,95a 99,8±10,82a 436,2±46,74b 

Values are mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, p< 0.05. 
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 Table 3: Micronucleated polychromatic erythrocytes frequency (MNPCEs) and rate PCE/NCE in the bone marrow of 
diabetic and non-diabetic male rats treated with Croton cajucara BENTH stem bark aqueous solution 

GROUP   Number of PCEs analysed  

Number of micronucleated 

PCEs in 2000 PCEs ± ST* PCE/NCE ratio* 

CO  20.000 3,88 ± 2,70a 1,11 ±0,42b 

CcB5D  20.000 6,11 ± 1,27a 1,13 ± 0,58b 

CcB20D  20.000 3,25 ± 2,25a 1,14 ± 0,43b 

DM  20.000 7,25 ± 4,33a 0,93 ± 0,40b 

DM+CcB 5D  20.000 6,44 ± 3,47a 1,12 ± 0,46b 

DM+CcB20D   20.000 4,22 ± 2,33a 1,02 ± 0,45b 

*ST: standard deviation. Values with the same letter do not differ statistically (one-way ANOVA; Tukey post-
hoc test, p<0,05). 
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4.3 ARTIGO 2 

Antioxidant effect and the expression of NF-B of Croton Cajucara BENTH 
aqueous extract in liver of streptozotocin- induced diabetic rats. 

 

G. Rodrigues2, M. Porawski 3,4, É. Marcolin2, NA.Kretzmann4, N. Possa Marroni1,2 

1Universidade Luterana do Brasil– RS – Brazil 

2Hospital de Clínicas de Porto Alegre – RS – Brazil 

3Pontíficia Universidade Católica – RS – Brazil 

4Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre– RS – Brazil 

 

Abstract  

 The purpose of this study was to investigate the possible antioxidant effect and the 
expression of NF-B of an aqueous extract of Croton cajucara BENTH in liver of streptozotocin- 
induced diabetic rats. Six groups of 10 male Wistar rats each were used as follows: controls 
(CO); controls with 5-day treatment with CcB (CcB5D); controls with 20-day treatment with CcB 
(CcB20D); diabetics (DM); diabetics with 5-day treatment with CcB (DM5D); and diabetics with 
20-day treatment with CcB (DM20D). DM was induced by intraperitoneal administration of STZ 
(70mg/Kg). The aqueous extract (AE) was obtained using 5g of CcB bark for 100ml H2O and 
intragastrically administered at a dose of 1.5mL. In vitro, the extract showed inhibitory radical 
scavenging activity against DPPH activities (30.3% of the standard at 5% solution) and 5,51mg 
of polifenols content.The thioarbarbituric acid reactive substances (TBARS) and superoxide 
dismutase (SOD) were increased in DM animals and significantly decreased in diabetic animals 
treated for 5 and 20 days. On the other hand, TBARS and SOD activity were increased in the 
CcB20D group.  Catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) activities were not 
significantly different across the studied groups. Gluthatione reductase (GSH) was decreased in 
the diabetic animals as compared to controls and the DM5D group. The diabetic animals 
presented an increase in the metabolite levels of nitric oxide as compared to controls, and the 
administration of CcB AE failed to reverse this situation. There was activation of p65 nuclear 
expression in the diabetic animals, which was attenuated in the animals receiving the CcB AE. 
The treatment decreased lipid peroxidation (LPO) and SOD activity, probably because of CcB’s 
antioxidant activity as scavenger of superoxide anion radicals. The results show that in 
situations where there is no oxidative stress the extended use of CcB behaves acts as a pro-
oxidant and in situations where there is oxidative stress the treatment with CcB may be an 
antioxidant scavenger of free radicals. Furthermore, the results seem to support the hypothesis 
that the oxidative stress in DM stimulates NF-B expression and that CcB AE administration 
reduces this expression.      

Introduction 

There are convincing experimental and clinical evidences that the generation of 

reactive oxygen species (ROS) is increased in both type of diabetes, and that the onset of 



  63

diabetes is closely associated with oxidative stress (Rosen et al., 2001; Johansen et 

al.,2005). Free radicals are formed disproportionately in diabetes by glucose oxidation, non-

enzymatic glycation of proteins, and the subsequent oxidative degradation of glycated 

proteins (Pari and Saravanan, 2007). 

Oxidative stress, the prevalence of oxidant factors over antioxidant mechanisms, 

plays a central role in the pathogenesis and progression of diabetes and its complications 

(Maritim et al., 2003). 

Enhanced formation of oxygen free radicals occurs in tissues during hyperglycemia 

(Baydas el at., 2002). The hyperglycemia can also activate transcription factors, such as 

nuclear factor (NF)-B. This factor regulates the expression of a large number of genes 

including those who have deeper connection to the complications of diabetes (Evans et al., 

2003; Schiekofer et al., 2006). 

Hyperglycemia also favors, trough the activation of NF-B, an increased expression 

of inducible nitric oxide synthase (iNOS), which is accompanied by increased generation of 

nitric oxide (Spitaler and Graier, 2002). 

Traditional medicines and extracts from medicinal plants have been extensively used 

as alternative medicine for better control and management of diabetes mellitus (Mosh, 2005). 

Croton cajucara BENTH (of the Euphorbiacea family), commonly known as Sacaca, is a 

shrubby plant found in Amazonia, Brazil. (Van Den Berg, M.,1982; Di Stasi, L.C et al., 1989). 

The bark and leaf infusions of this plant have been popularly used to treat diabetes, diarrhea, 

malaria, fever, gastrointestinal, renal, and hepatic disorders, as well as in the control of high 

levels of cholesterol (Luna Costa, A. M. et al., 1999; Hiruma-Lima, C.A. et al., 2000). 

Antioxidant effects of Croton cajucara BENTH leaf extracts was investigated both in 

vitro and in vivo models. Leaf extracts showed radical inhibitory scavenging activity against 

the stable radical DPPH, and reduced oxidative stress in animals treated with paraquat 

(Tieppo et al., 2006). Phytochemical analysis on leaf extracts has revealed the presence of 

flavonoids such as 3,7,4’-tri-O-methylkaempferol and 3,7-di-O-methylkaempferol (Campos et 

al., 2002). 

The liver is the main organ of oxidative and detoxifying processes. In many diseases, 

biomarkers stress oxidative are elevated in the liver at an early stage (Stadler et al. 2003). 

Thus, the present investigation was carried out in order to study the possible antioxidant effect 

and the expression of NF-B of Croton Cajucara BENTH aqueous extract in streptozotocin- 

induced liver diabetic rats. 
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Material and methods 

Plant material and preparation of the aqueus extract of Croton cajucara BENTH 

Bark fragments of Croton cajucara BENTH were collected in Amazônia-Santarém, 

Brazil. The powdered bark (5g) was ground and mixed with boiling water (100mL) to provide 

5% aqueous extract. After 20 minutes, the mixture was filtered with filter paper and the 

extract was administered to the rats.  

In vitro test for antioxidant activity of Croton cajucara BENTH 

 The standard antioxidant compound was catequin. To determine the capacity to 

scavenge the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), catequin solution 

(0,01%) or bark extract (5, 7.5, 15 and 30%) were mixed with Tris-HCl 100nM buffer solution, 

pH 7.0, and then added to an ethanol solution of DPPH and kept for 20 min. protected from 

light. Absorbance was measured in a spectrophotometer at 517 nm. The result was 

expressed as the percentage of scavenged radical DPPH reduced (Brand-Williams et al., 

1985). 

Animals and dietary treatment 

Male Wistar rats weighing 200-300g were kept in normal husbandry conditions (12h 

day/light, 25°C, Purina chow feeding). The rats were randomly divided into 6 groups. In 3 

groups, diabetes was induced by a single intraperitonial (i.p). injection of streptozotocin (70 

mg/kg body weight; Sigma Chemical) in freshly prepared 10 mmol/L sodium citrate, pH 4,5. 

Five days after the STZ injection, plasma glucose concentration was measured using retro 

orbital blood samples obtained from rats after overnight food deprivation. A plasma glucose 

level > 250mg/dL was considered indicative of diabetes. The experimental groups 

comprised: I- normal control group (CO: n=10) received 1,5 mL of distilled water  

administered intragastrically (i.g.); II- group treated with Croton cajucara Benth for 5 days ( 

Cc5D: n=10) 1,5 mL of the Croton cajucara Benth extract i.g. during the last 5 days before 

killed; III- group treated with Croton cajucara Benth for 20 days (CcB20d: n=10) 1,5 mL of the 

Croton cajucara Benth extract i.g. for 20 days before killed;  IV- diabetic group (DM: n=10) 

1,5 mL of distilled water i.g.; V- diabetic group treated with Croton cajucara Benth for 5 days 

(DM5d: n=10) 1,5 mL of the Croton cajucara Benth extract i.g. during the last 5 days before 

killed; and VI- diabetic group treated with Croton cajucara Benth for 20 days (DM20d: n=10) 

1,5 mL of the Croton cajucara Benth extract i.g. for 20 days before killed.  
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Tissue samples 

All animals were killed 8 weeks after administration of streptozotocin and the liver was 

excised, and immediately frozen at -80°C. The rats were anaesthetized with 2% xylasine 

hydrochloride (50mg/Kg) and Ketamine hydrochloride (100mg/Kg) i.p. Frozen tissue from 

each rat was homogeneized in ice-cold phosphate buffer (KCl 140 mM, phosphate 20 mM, 

pH 7,4) and centrifuged at 3000 rpm for 10 min.  

 The investigation was conducted in accordance with the HCPA guidelines (Goldin 

and Raymundo, 1997) and a protocol was approved by the Animal Care Committee of the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

Tissue lipid peroxidation measurement 

Frozen tissue from each rat was homogenized in ice-cold phosphate buffer (140 mM 

KCl, 20 mM phosphate, pH 7.4) and centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes. Oxidative 

stress was determined by measuring the concentration of aldehydic products (MDA) by 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Buege and Aust 1978). Spectrophotometric 

absorbance of the supernatant at 535 nm was determined. 

Antioxidant enzymes activities  

  Cytosolic superoxide dismutase (SOD) (EC 1.5.1.1) was assayed at 30°C according 

to Misra and Fridovich (Misra and Fridovich 1972). The autoxidation rate of epinephrine, 

which is progressively inhibited by increasing amounts of SOD in the homogenate, was 

monitored spectrophotometrically at 560 nm. The amount of enzyme that inhibited 50% of 

epinephrine autoxidation was defined as 1 U of SOD activity. Catalase (CAT) activity was 

determined by measuring the decrease in absorption at 240 nm in a reaction medium 

containing 50mM phosphate buffer (pH 7.2) and 0,3 M hydrogen peroxide (Boveris and 

Chance 1973). The enzyme activity was assayed spectrophotometrically at 240nm. The 

glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by the oxidation rate of NADPH in the 

presence of reduced glutathione and glutathione reductase (Flohe and Gunzler 1984). The 

GPx activity was measured with a spectrophotometer at 340 nm. For GSH measurement, it 

was made according to adapted method by, Kolberg and col (Kolberg et al 2006). 

Nitric oxide metabolite 

The levels of nitrates and nitrites were measured by the reaction of the samples with 

Griess reagent. Aliquots of 50 μL were incubated with enzyme cofactors and nitrate 

reductase for 30 minutes at room temperature for the conversion of nitrate to nitrite. The 

nitrite formed was then analysed by reaction with the Griess reagent, forming a coloured 
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compound that was measured by spectrophotometer at a wavelength of 540 nm (Granger et 

al., 1999).  

Western blot 

For Western blot analysis of p65 NF-κB subunit, 75 μg of nuclear extracts, prepared 

as described (Gutiérrez et al., 2006) was loaded on an SDS/PAGE gel (10%), electroblotted, 

and p65 protein was detected using specific polyclonal antibodies (65 kDa) (NF-κB p65 

(C22B4) Rabbit mAb- Cell Signaling). Bound primary antibody was detected, HRP- with Anti-

rabbit IgG antibody Cell Signaling and blots were developed using an enhanced 

chemiluminescence detection system (ECL kit, Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). 

The density of the specific bands was quantified with an imaging densitometer Software 

(Scion Image, Maryland, MA). 

Statistical Analysis  

 The results were expressed as mean values±SEM. The data were compared by 

analysis of variance (ANOVA); when the analysis indicated the presence of a significant 

difference, the means were compared with the Student Newmann Keuls test. For DPPH• the 

means were compared with the Tukey test and expressed as mean±SDM. Significance was 

accepted at p<0,05. 

Results 

Measurement of the Scavenging Capacity 

 The radical scavenging activity of the bark extract was estimated by reactivity of the 

stable radical 2,2-diphenyl1-1-picrylhydrazyl (DPPH•). The scavenging capacity for catequin 

control and for different doses of the Croton cajucara bark extract is show in Table 1. Extract 

showed inhibitory radical scavenging activity against DPPH activities (30.3% of the standard 

at 5% solution) and 5,51mg of polifenols content (Table1). 

Effect of CcB  on lipid peroxidation and antioxidants 

Fig.1 shows the cytosolic concentration of TBARS and activity of different liver 

antioxidant enzymes. The cytosolic concentration of TBARS increased in streptozotocin-

treated rats, and the treatment with CcB during 5 (DM5D) and 20 (DM20D) days significantly 

reduced the lipid peroxidation. Normal animals treated with the aqueous extract during 20 

days (CcB20d) had the lipid peroxidation increased, although significantly less than the 

diabetic animals. SOD activity was higher in diabetic animals if compared to the controls. 

This effect was partially abolished by administration of the bark extract. Animals that received 

only bark extract for 20 days (CcB20D) also had SOD activity increased (Fig.2). 
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Streptozotocin-treatment or administration of bark extract did not significantly modify of CAT 

(Fig. 3) and GPx (Fig.4) activity. GSH activity was significant higher in liver. The treatment 

with CcB during 5 days decreased significantly GSH activity (Fig. 5). 

 

Hepatic NF-B activation (p65 expression) 

 To study the effects on p65 NF-B subunit  expression, liver nuclear extracts were 

studied by Western blot. As shown in Fig. 6 CcB affect NF-B binding activity in CcB20D. 

Experimental diabetes markedly induced NF-B, an effect that was abolished by CcB 

treatment.   

Discussion 

Oxidative stress is produced under diabetic condition and it is likely to be involved in 

progression of pancreatic -cell dysfunction (Kajimoto and Kaneto, 2004). High levels of free 

radicals, due to insufficiency of the antioxidant defense system, may lead to disruption of 

cellular function, oxidative damages to membranes, and enhance their susceptibility to lipid 

peroxidation (Baynes, 1991). In recent years, dietary plants with antioxidative property have 

been the center of focus. It is believed that these plants can prevent or protect tissues 

against damaging effects of free radicals (Osawa and Kato, 2005). In addition, it has been 

shown that dietary supplementation with natural antioxidants such as vitamins C and E, 

melatonin, and flavonoids attenuate the oxidative stress and diabetic state induced by STZ 

(Montilla et al., 1998; Kaneto et al., 1999; Coskun et al., 2005). 

Croton cajucara leaf extract exerts effective protection against chemical-induced 

hepatic injury by mediating antioxidant and free radical scavenging activities (Tieppo et al., 

2006), and t-DCTN, the main component of the bark extract, showed hypoglycemic, anti-

inflammatory, analgesic, antiulcerogenic, and antilipidemic effects (Maciel et al., 2000; Silva 

et al., 2001). 

The antioxidant capacity of the bark extract was tested in vitro by the capacity to 

scavenge the stable free radical DPPH. The antioxidant effect at 5% of bark extract reduced 

in 12.21% free radical DPPH. In this concentration, bark extract has 5,51 mg of polyphenols. 

Polyphenols are widely distributed in foods of plant origin frequently ingested by humans 

such as fruits, vegetables, teas, and wine. These compounds contain a number of phenolic 

hydroxyl groups that have strong antioxidant activity and therapeutic potential in some 

diseases, including cancer, ischemia, heart disease, and atherosclerosis (López-Lazaro, 

2002; Aviram and Fuhrman, 2002). Phytochemical studies of bark extracts have 
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demonstrated the presence of several clerodanes of the diterpene type such as trans-

dehydrocrotonine, trans-crotonine, cis-cajucarine and sacarine (Maciel et al., 2000).  

Increased levels of TBARS, an end product of lipoperoxidation, were found previously 

in the liver of streptozotocin- induced diabetic rats (Cho et al., 2002; Yilmaz et al., 2004; Dias 

et al., 2005; Taleb-Senouci, 2009; Di Naso et al, 2010). In this study, the TBARS increase 

confirms this finding, what indicates an overall oxidative stress increase in diabetic rats. 

Treatment with Croton cajucara bark extract suggests an amelioration of oxidative stress. 

Oxidative stress is the result of a redox imbalance between the generation of ROS 

and the compensatory response from the endogenous antioxidant network. Although some 

studies which measured activities of SOD, catalase, and glutathione peroxidase in diabetes 

mellitus showed reduction in the levels of theses enzymes (Ozkaya et al., 2002;Coskun et 

al., 2005), other authors reported an increase in SOD, CAT, and GPx activities in 

streptozotocin-induced diabetic rats (Sanders et al., 2001; Yilmaz et al., 2004; Dias et al., 

2005). These apparently contradictory results could be due to tissue specificity, variation in 

severity and duration of the disease, or other experimental conditions (Essani et al., 1996). 

Hyperglycemia results in increased enzymatic conversion of glucose to the polyalcohol 

sorbitol with concomitant decreases in NADPH and glutathione (Brownlee, 2001). The 

resulting loss of antioxidant reducing equivalents results in enhanced sensitivity to oxidative 

stress associated with intracellular ROS. In the present study, SOD activity increased in 

diabetic rats. This effect, may thus be an adaptive response for increased oxidative stress in 

the liver tissue; Croton cajucara bark extract by �itochondr ROS, prevents the elevation of 

this antioxidant enzyme activities in diabetic rat liver. This suggests the possibility of a radical 

superoxide scavenger activity. In our study, CAT and GPx activity remained unchanged.  

One the consequences of hyperglycemia is increase the metabolism of glucose by sorbital 

pathway. Besides this, other pathways, such as fatty acid and cholesterol biosynthesis also 

compete for NADPH with GSH. We also observed the decreased in GSH in  the liver of 

streptozotocin-induced diabetic rats. Under in vivo condition, GSH acts as an antioxidant and 

its decrease is reported in diabetes mellitus. Vijayakuma et al., 2006 and Chakraborty and 

Das (2010) showed that GSH level was significantly lower in diabetic rats than normal rats. In 

the present study we found that, treatment with Croton cajucara bark extract significantly 

increased the glutathione when compared to diabetic control rats where the levels were 

significantly decreased. This increased GSH in rats treated with Croton cajucara bark for 5 

days extract may be one of the factors responsible for the inhibition of lipid peroxidation. 

The NF-B has been proposed to form a critical bridge between oxidant stress and 

the cellular response (Barnes and Karin, 1997; Thurberg and Collins, 1998). One mechanism 
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by which hyperglycaemia- induced oxidative stress might alter cellular functions is activation 

of the transcription factor NF-B (Schiekofer et al., 2006). Rodrigues and col. (2009) shown 

than glucose concentration  in the blood plasma of streptozotocin-treated rats was 

significantly higher than in the normal control group  and in the animals treated with CcB 

(CcB 5D and CcB 20D). In our study, to evaluate the liver tissue of diabetic animals found 

significant increase in the activation of NF-B. In contrast, the treatment with CcB prevented 

NF-B activation. 

In summary, the results show that in situations where there is no oxidative stress the 

extended use of CcB behaves acts as a pro-oxidant and in situations where there is oxidative 

stress the treatment with CcB may be an antioxidant scavenger of free radicals. Furthermore, 

the results seem to support the hypothesis that the oxidative stress in DM stimulates NF-B 

expression and that CcB AE administration reduces this expression.      
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Table 1: Capacity to Scavenging The Free Radical DPPH by different Concentrations of the 
Croton cajucara Bark extract 

Extract concentration (p/v)   DPPH scavenging (%) Polifenols (mg of catequin/L) 

30%  57.02±1.7a 33.51 ± 1.03a 

15%  31.79±0.1b 13.25 ± 0.03b 

7.50%  17.09±1.0c 7.09 ± 0.00c 

5%  12.21±1.9cd 5.51 ± 0.03d 

 Catequina 0,01%  40.35±2.18e  
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Fig. 1 Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton 
cajucara bark extract (CcB) on liver TBARS concentration. Values 
are mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, p< 
0.05. 
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Fig. 2 Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton cajucara 
bark extract (CcB) on liver Superoxide Dismutase (SOD) activity. 
Values are mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, 
p< 0.05. 
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Fig. 3 Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton 
cajucara bark extract (CcB) on liver Catalase (CAT). Values are 
mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, p< 0.05. 
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Fig 4-Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton cajucara 
bark extract (CcB) on liver glutathione peroxidase (GPx) activity. 
Values are mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, 
p< 0.05. 
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Fig 5-Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton cajucara 
bark extract (CcB) on liver glutathione (GSH) activity. Values are 
mean ± SEM, n=10. Means without a common letter differ, p< 0.05. 
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Fig 6-Effect of streptozotocin-induced diabetes and Croton cajucara 
bark extract (CcB) on NF-B activation. Values are mean ± SEM, 
n=10. Means without a common letter differ, p< 0.05.



  77

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Mediante o que foi estudado experimentalmente, tendo como elementos os 

objetivos propostos, conclui-se que 

 

- o tratamento dos animais diabéticos com o extrato aquoso do CcB não diminuiu os 

níveis de glicemia e de colesterol. Houve, no entanto, redução nos níveis de 

triglicerídeos nos animais diabéticos tratados durante cinco e 20 dias;   

-  a administração do extrato aquoso do CcB  diminuiu o nível da ALT nos animais 

diabéticos tratados durante cinco e 20 dias; 

- o extrato aquoso do CcB não mostrou atividade genotóxica quando avaliado 

através do teste de micronúcleos em medula óssea nos grupos estudados; 

- a presença do diabetes aumentou a produção de ERO, visto que houve aumento 

do TBARS e da SOD nos animais diabéticos e diminuição nos animais diabéticos 

tratados durante cinco e 20 dias. Por outro lado, verificou-se aumento de TBARS e 

da atividade da SOD no grupo controle tratado durante 20 dias com o extrato aquoso 

do CcB.  A atividade da CAT e da GPx não apresentou diferenças entre os grupos 

estudados. A GSH não apresentou diferenças entre os grupos controle e controles 

tratados. Apresentou-se diminuída nos animais diabéticos e aumentou os níveis nos 

animais diabéticos tratados durante cinco dias.  Possivelmente  CcB  possui ação 

antioxidante ; 

- o diabetes está relacionado com a ativação do NF-B (p65), visto que houve 

ativação desse fator nos animais diabéticos e foi atenuado nos animais que 

receberam o extrato aquoso do CcB. 
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Os resultados mostram que, em situações nas quais não há estresse 

oxidativo, o uso prolongado de CcB comporta-se como pró-oxidante e, em situações 

em que existe estresse oxidativo, o tratamento com o CcB pode possuir ação 

antioxidante varredora de radicais livres. Além disso, os resultados parecem 

sustentar a hipótese de que o estresse oxidativo presente do DM estimula a 

expressão do NF-B e que administração do EA do CcB reduz essa expressão. 
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