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RESUMO

A Myrcia multiflora, popularmente conhecida como “pedra-ume-cad”
ou “planta insulina”, ¢ utilizada na medicina popular sul-americana no
tratamento de diabetes, diarreia, enterite, hemorragia e aftas. Dentre os
compostos biologicamente ativos isolados desta planta, destaca-se a
mirciafenona A, uma acetofenona glicosilada (2-O-B-D-glicopiranosil-
2’ 4’ 6’-trihidroxiacetofenona), que apresenta trés hidroxilas em sua
estrutura bésica, quando aglicosilado (2°,4’,6’-trihidroxiacetofenona -
THA). O presente trabalho teve por objetivo avaliar in vivo a possivel
atividade antiobesidade, hipolipemiante e hepatoprotetora da THA. Os
efeitos antiobesidade e hipolipemiante da THA foram avaliados in vivo
em um ensaio agudo (induzida pela administracdo de Triton WR-1339)
e um ensaio cronico (induzida pela dieta hipercaldrica). Além disso,
avaliamos a relagdo da THA com absor¢do intestinal de triglicerideos
(TG), bem como a inibi¢do da atividade das lipases gastrointestinais. A
atividade hepatoprotetora da THA foi avaliada pelo modelo de
hepatotoxicidade induzida pelo CCly, verificando seu efeito sobre a
concentragdo sérica dos biomarcadores de danos hepaticos (aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato
desidrogenase (LDH)), indicadores de estresse oxidativo e aspecto
histologico da lesdo hepatica. Os resultados mostraram que a THA
causou uma reducdo significativa nos niveis de colesterol total (CT)
(37%) e TG (46%) sendo tdo efetivo quanto a Lovastatina (32 e 1%) ou
Orlistate (26 e 34%). No ensaio cronico com dieta hipercalorica, a THA
reduziu os niveis séricos de CT e TG (32 e¢ 61%), enquanto a
Lovastatina diminuiu em 35 e 49%, respectivamente. Em relacdo ao
ganho de peso, a THA causou uma redugdo semelhante ao Orlistate (40
e 38%, respectivamente) mostrando também uma continua atividade
inibitéria das lipases gastrointestinais associada a uma redugdo
significativa dos niveis séricos de triglicérides. A atividade antioxidante
da THA foi avaliada in vitro em comparag¢ao com Silimarina (SIL), um
conhecido agente hepatoprotetor. Os resultados obtidos mostraram que a
THA e a SIL foram capazes de estabilizar o radical DPPH e de capturar
os radicais anion superoxido (O,") e hidroxil (*OH). Os ensaios in vivo
mostraram que o pré-tratamento com a THA ou SIL preveniram
significativamente (p<0,01) a elevacdo da atividade das enzimas AST,
ALT e LDH. Prevenindo também o aumento dos niveis de
lipoperoxidagdo da membrana plasmatica induzida pela administracdo
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do CCly, restabelecendo o funcionamento mitocondrial e sua
permeabilidade em 49,5 e 47,7%, respectivamente. Também ¢
importante notar que o conteudo de proteina carbonilada e o dano
oxidativo ao DNA foram significativamente diminuidos nos
camundongos pré-tratados com a THA ou SIL, demonstrando também
uma eficacia em prevenir a deplecdo de GSH, bem como na
normalizacdo das atividades enzimaticas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx). Em conclusdo, a THA apresentou uma atividade antiobesidade e
um efeito hipolipemiante misto, devido & sua capacidade de impedir a
elevacdo do peso corporal dos animais submetidos a uma dieta rica em
gordura e também pela redug¢do dos niveis de colesterol e triglicerideos,
possivelmente pelo bloqueio da absorcdo de triglicerideos, devido ao
seu efeito inibidor sobre a atividade das lipases gastrointestinais.
Exibindo também um efeito hepatoprotetor in vivo, protegendo os danos
causados pelo CCls, provavelmente resultante do seu potencial
antioxidante.

Palavras-chave: 2°,4’,6’-trihidroxiacetofenona — THA, Antiobesidade,
Hipolipemiante, Hepatoprotetor.
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ABSTRACT

Myrcia multiflora, a plant popularly known as "pedra hume caa" or
"insulin plant”, is used in traditional medicine in South America for
treatment of diabetes, diarrhea, enteritis, hemorrhage and ulcers. Among
the biologically active compounds isolated from this plant, we highlight
the myrciaphenone A, a glycosylated acetophenone (2-O-B-D-
glucopyranosyl-2’,4’,6’-trihydroxyacetophenone) which has three
hydroxyl groups in its basic structure, when aglycosylated (2°,4°,6’-
trihydroxyacetophenone - THA). This study aimed to evaluate in vivo
the anti-obesity, hypolipidemic and hepatoprotective effects of THA.
The anti-obesity and hypolipidemic effects of THA were evaluated in
Vivo by an acute assay (induced by administration of Triton WR-1339)
and a chronic assay (induced by a high-fat diet). In addition, we
evaluated the relationship of THA with the intestinal absorption of
triglycerides (TG), as well as inhibition of the activity of gastrointestinal
lipases. The hepatoprotective activity of THA was evaluated by model
of hepatotoxicity induced by CCly, verifying its effect on serum
biomarkers of liver damage, such as aspartate amino transferase (AST),
alanine amino transferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH),
indicators of oxidative stress and histological aspects of liver injury. The
results showed that THA caused a significant reduction in total
cholesterol (TC) (37%) and TG (46%) acting as effectively as
Lovastatin (32 and 1%) or Orlistat (26 and 34%). In the chronic assay
under a high-fat diet, THA reduced the serum levels of TC and TG (32
and 61%), while Lovastatin caused a decrease of 35 and 49%,
respectively. In addition, THA caused a reduction in the weight gain
similar to Orlistat (40 and 38%, respectively) also showing a strong and
continuous inhibitory activity of the gastrointestinal lipases associated
with a significant reduction of the serum levels of triglycerides. The
antioxidant activity of THA was evaluated in vitro in comparison to
Silymarin (SIL), a known hepatoprotective agent. The results showed
that THA and SIL were able to stabilize DPPH radical and scavenge
superoxide anion (0,") and hydroxyl radical ("OH). The assays in vivo
showed that the pre-treatments done with THA or SIL prevented
significantly (p<0.01) the elevation of AST, ALT and LDH activities, as
well as preventing the increase of levels of plasma lipid peroxidation
induced by the CCl,; administration, reestablishing mitochondrial
function and permeability in 49.5 and 47.7%, respectively. It is
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important note also that the content of carbonyl proteins and DNA
oxidative damage were significantly decreased in mice pre-treated with
THA or SIL, being also effectiveness in preventing the depletion of
GSH and normalization of the activities of antioxidant enzymes (SOD,
CAT and GPx). In conclusion, THA presented an anti-obesity and a
mixed hypolipidemic effects, due to its ability in prevent the elevation
of body weight of animals submitted at a high-fat diet and also by
reducing cholesterol and triglyceride levels, possibly by the blocking of
the absorption of triglycerides because of its inhibitor the activity of the
gastrointestinal lipases. Besides, THA presented a hepatoprotective
effect in vivo, protecting damage by CCl,, probably resulting to their
antioxidant potential.

Keywords: 2°,4°,6’-trihydroxyacetophenone — THA, Anti-
obesity, Hypolipidemic, Hepatoprotective.
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INTRODUCAO

Na busca de melhores condigdes de vida os seres humanos
sempre procuraram nha natureza 0S meios necessarios tanto para a
sobrevivéncia quanto para a cura de doengas (BRASIL, 2006a;
CARVALHO et al., 2007; CHIN et al., 2008). A busca foi direcionada a
utilizagdo de plantas medicinais capazes de amenizar, prevenir e até
mesmo curar varias patologias como: diabetes, cancer, infecgdes,
inflamag¢do, doengas hepaticas, dor, entre outros que estdo associada a
evolucdo humana. (BALUNAS; KINGHORN, 2005; TRIGGLE, 2005;
LAM, 2007).

O uso e investigacdo de plantas medicinais como forma
alternativa no tratamento de varias doengas vém aumentando
consideravelmente nas ultimas décadas, principalmente nos paises em
desenvolvimento, como Brasil (SIMOES; SCHENKEL, 2002;
COUTINHO et al., 2004; GIULIETTI et al., 2005; BRASIL, 2006a).
Essas investigagcdes em geral envolvem pesquisas multidisciplinares que
buscam elucidar os mecanismos de agdo, além de caracterizar
substincias capazes de atuarem farmacologicamente contra iniimeras
doengas, o que possibilita a descoberta de compostos bioativos e o
desenvolvimento de novos farmacos (BALUNAS; KINGHORN, 2005;
TRIGGLE, 2007; LAM, 2007). Dessa forma, grande parte dos fAirmacos
comercializados atualmente tem origem em produtos naturais ou sdo
sintéticos cujos modelos sio de produtos naturais (MACIAS;
GALINDO; GALINDO, 2007).

Por outro lado, a sociedade moderna com todo seu arsenal
tecnologico tem modificado de forma acelerada seus padroes
comportamentais com reflexos imediatos nos habitos de vida.
Promovendo mudangas nos padrdes nutricionais e terapéuticos do
homem ocidental. Dessa forma, essas mudangas vem ocasionando
distarbios metabolicos como doengas hepaticas e obesidade
relacionados ao consumo inadequado ou excessivo de medicamentos e
alimentos tornaram-se problemas de saude publica mundial. Assim, a
prevaléncia desses distirbios vem crescendo acentuadamente, tanto nos
paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, chegando a
propor¢des de epidemia (UNGER, 2002; WANG; BEYDOUN, 2007,
KARALIS et al., 2009).

A obesidade ¢ considerada uma doenga cronica, complexa e
multifatorial, envolvida na integracdo social, comportamental e cultural,
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bem como em fatores fisiologicos, bioquimicos, metabdlicos e genéticos
(LANG; FROELICHER, 2006; WANG; BEYDOUN, 2007; KARALIS
et al., 2009). Associada também, como importante fator de risco para o
desenvolvimento de patologias que estdo direta ou indiretamente
relacionadas, tais como: dislipidemias, doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2, alguns tipos de cancer e sindrome metabdlica
(ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2005; MEDINA-GOMEZ; GRAY;
VIDAL-PUIG, 2007; SITNICK; BODINE; RUTLEDGE, 2009).

As alteragdes no metabolismo de lipideos, resultantes de
distirbios metabolicos, ocasionam alteragdes nas concentragdes séricas
das lipoproteinas, caracterizando a dislipidemia. Essas alteracdes sdo
consideradas um importante fator de risco para o desenvolvimento da
aterosclerose, que por sua vez ¢ responsavel pelo grande aumento das
doengas cardiovasculares e por quase todos os casos de mortes
relacionadas (BAMBA; RADER, 2007; ZALESIN et al., 2008; LAVIE;
MILANI; VENTURA, 2009). Assim, a redugdo ou a prevencdo do
aumento da concentragdo plasmatica desses lipideos reduzem o risco
dos distirbios mencionados e da mortalidade por causas
cardiovasculares (GRUNDY, 2003; SEVER et al., 2003).

Dentro desse contexto, acreditando que a diminui¢do dos niveis
lipidicos possa minimizar alguns dos fatores de riscos causados pela
obesidade. Estudos preliminares realizados em nosso laboratdrio com
uma série de acetofenonas sintéticas (dados ndo publicados) indicaram
também uma possivel atividade hipotrigliceridémica, principalmente
para o composto 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona (THA), sugerindo que
essa acetofenona poderia ter um efeito hipolipemiante misto. Uma vez
que, a hiperlipidemia, particularmente a hipertrigliceridemia, é um dos
principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da obesidade
(XIE et al., 2007; RAJANI; ASHOK, 2009).

A elevagdo nos niveis lipidicos, comuns nas dislipidemias, pode
causar  lipotoxicidade e, consequentemente, promover 0O
desenvolvimento de danos hepaticos (BUGIANESI; MCCULLOUGH;
MARCHESINI, 2005; LORIA; LONARDO; TARGHER, 2008;
GRAIER; MALLI; KOSTNER, 2009).

Em geral, as doengas hepaticas estdo associadas a grande
exposi¢do dos seres humanos a produtos quimicos, viral e ao acimulo
de gordura no interior dos hepatdcitos. Assim, as hepatopatias também
representam um importante problema de saude publica, uma vez que
grande parte dos xenobidticos (compostos estranhos ao organismo) sao
absorvidos pelo organismo e transportados até o figado, onde

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



Introdugéo

normalmente os xenobidticos sdo biotransformados, para que possam
ser distribuidos ou eliminados. Esse 6rgao ¢ considerado um importante
alvo da toxicidade (hepatotoxicidade) de produtos quimicos, uma vez
que a sua arquitetura funcional garante um grande contato entre o
plasma e os hepatdcitos (MATOS; MARTINS, 2005; BERTOLAMI,
2005; PILLAI; RINELLA, 2009).

A hepatotoxicidade induzida por xenobioticos, destacando-se os
farmacos, vem despertando interesse nos ultimos anos, principalmente
apos a constatacdo de que o paracetamol, um farmaco largamente
utilizado como analgésico e antitérmico, foi considerado uma das
principais causas de insuficiéncia hepatica aguda nos Estados Unidos e
em outros paises ocidentais (JAMES; MAYEUX; HINSON, 2003;
LARSON et al., 2005; LEE, 2007).

Curiosamente, apesar dos recentes avangos da ciéncia, ndo
existem muitos farmacos disponiveis no mercado para o tratamento
tanto da obesidade quanto das hepatopatias. Essa constatacdo tem
chamado a atencdo de pesquisadores de areas multidisciplinares que
buscam descobrir as multifacetas dessas epidemias mundiais e tentar
desenvolver medidas de prevengdo e tratamento, mediante novas
terapias farmacoldgicas mais eficazes, a fim de evitar os casos de mortes
prematuras (BECKMAN; HAWLEY; BISHOP, 2006; KUMANYIKA,
2007, YASKIN; TONER; GOLDFARB, 2009).

Igualmente a silimarina, a THA apresenta um interesse
farmacologico, por possuir importantes atividades bioldgicas, como
regulador do metabolismo lipidico e antioxidante (FAVIER et al., 1998;
SHAILAJAN et al., 2005). Estudos preliminares realizados em nosso
laboratério com a série de acetofenonas sintéticas indicaram um
provavel efeito antioxidante e prote¢do a hepatotoxicidade induzida por
radicais livres para alguns compostos dessa série, particularmente a
THA (Anexo A). Portanto, seria interessante realizar um estudo
comparativo a respeito do possivel efeito hepatoprotetor dessa
acetofenona e evidenciar os possiveis mecanismos envolvidos nessa
hepatoprote¢do, uma vez que esta aparentemente apresenta atividades
biologicas semelhantes a silimarina.

Assim, no presente trabalho, buscamos caracterizar a atividade
hipolipidémica mista da THA isolada de Myrcia multiflora e
correlacionar com a possivel atividade antiobesidade, utilizando
modelos experimentais in vivo. Bem como a caracterizagdo da atividade
hepatoprotetora, pela prevengdo dos danos ocasionados no figado por
composto quimico in vivo.
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A presente tese ¢ apresentada na forma de capitulos, onde o
primeiro capitulo apresenta uma breve revisdo bibliografica sobre
plantas medicinais, ¢ em especifico sobre a Myrcia multiflora e o
composto isolado, a 2°,4’,6’-trihidroxiacetofenona (THA) além dos
problemas  desencadeados pela obesidade, hiperlipidemia e
hepatotoxicidade.

Ja os demais capitulos foram elaborados no formato de artigos
cientificos que relatam os resultados desta pesquisa. O capitulo 2
apresenta o artigo submetido ao periddico Planta Medica, relatando a
atividade antiobesidade e hipolipemiante da THA. O capitulo 3
apresenta o artigo publicando no periédico Libyan Journal of Medicine,
relatando os resultados das andlises da capacidade hepatoprotetora e
antioxidante da THA. Apds esses capitulos faz-se uma breve discussao
sobre os resultados obtidos, finalizando com as conclusdes gerais.
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1. PLANTAS MEDICINAIS

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
principalmente nos paises em desenvolvimento, aproximadamente 80%
da populacdo mundial confiam e utilizam a medicina tradicional e,
consequentemente, as plantas medicinais, uma vez que ndo possuem
acesso ao atendimento primario de satde (WHO, 2002; BRASIL,
2006a; CARVALHO et al., 2007). Pode-se destacar como exemplo o
Brasil, onde o uso de plantas medicinais é considerado elevado em
decorréncia da dificuldade de acesso da populagdo ao sistema de saude,
associado ao elevado custo dos medicamentos industrializados
(SIMOES; SCHENKEL, 2002; SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 2003; SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

Em 2002, a OMS publicou o documento de Estratégia de
Medicina Tradicional para 2002-2005, em que procurou aprimorar e
estimular em seus paises membros o uso da medicina tradicional, da
medicina complementar e alternativa, utilizando plantas medicinais e
fitoterapicas como uma estratégia mundial para o desenvolvimento dos
sistemas de saude (WHO, 2002; BRASIL, 2006a;). Ja em 2006, por
meio da Portaria n.° 971, o Ministério da Saude brasileiro aprovou a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no Sistema Unico de Saude (SUS), inserindo a fitoterapia como um
recurso terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b).
Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
publicou a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC n.° 10, 2010), que
esclarece quando e como as plantas medicinais devem ser usadas para
alcancarem os efeitos benéficos a satde. Essa Resolugdo preocupa-se
em apresentar quais plantas s3o utilizadas para minimizar os sintomas
de determinadas doengas, bem como sobre os possiveis problemas a
saude decorrentes de uso incorreto (BRASIL, 2010).

Segundo a OMS, as plantas medicinais sdo espécies vegetais,
cultivadas ou ndo, capazes de biossintetizar substancias ativas que sao
responsaveis por efeitos terapéuticos, causando alteragdes no
funcionamento do sistema bioldégico e oOrgdos, promovendo a
restauragdo do equilibrio homeostatico nos casos de doengas (WHO,
2002; CARVALHO et al., 2007).

Estudos quimicos, bioquimicos e farmacologicos, relacionados
com as varias espécies vegetais, tém se tornado de grande importincia
no cenario cientifico mundial, devido principalmente a caracterizagdo de

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica e Objetivos

substdncias bioativas, que permite a selecdo de prototipos para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Portanto, as plantas
medicinais podem ser uma fonte de matéria prima para novos fairmacos
ou para fornecer modelos para sintese ou modificagdes quimicas
(SIMOES; SCHENKEL, 2002; FOGLIO et al., 2006; MCCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007; CHIN et al., 2008). Por essa razao,
estima-se que pelo menos 23% dos medicamentos utilizados atualmente
sdo de origem vegetal ou derivados de protdtipos isolados de plantas
(LIU; WANG, 2008).

Nesse contexto, 2°,4’,6’-trihidroxiacetofenona (THA) isolado da
Myrcia multiflora (Lam.) DC, uma espécie vegetal de larga distribui¢do
na América do Sul e utilizada popularmente para o tratamento de
distarbios metabdlicos como diabetes, foi selecionado como objeto de
estudo do presente trabalho.

1.1 MYRCIA MULTIFLORA

A Myrcia multiflora (Figura 1), conhecida popularmente como
“pedra-ume-caa” e “planta insulina”, € utilizada na medicina popular
sul-americana para o tratamento de diabetes, diarreia, enterite,
hemorragia e aftas, sendo as folhas e cascas as partes mais utilizadas
dessa planta (ALMEIDA, 1993; YOSHIKAWA et al., 1998; JORGE;
AGUIAR; SILVA, 2000; MATSUDA; NISHIDA; YOSHIKAWA,
2002). Também identificada como Myrcia uniflora, Myrcia
sphaerocarpa, Myrcia salicifolia ou Eugenia multiflora, essa planta tem
ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo do norte brasileiro até o Rio
Grande do Sul (RUSSO et al., 1990; PEPATO et al., 1993; MORALIS;
LOMBARDI, 2006; SOUZA et al., 2007; DUKE et al., 2008).

A Myrcia multiflora pertence a familia Myrtaceae, uma
importante familia da flora brasileira. No ponto de vista econdmico sao
produtoras de madeiras, de frutos comestiveis e utilizadas como plantas
decorativas. Ja do ponto de vista medicinal algumas espécies apresentam
importantes atividades biologicas (JORGE; AGUIAR; SILVA, 2000;
SOUZA; LORENZI, 2008).
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Figura 1. Folhas, frutos e tronco da Myrcia multiflora.
Fonte: Flora Digital RS, fotografada por Martin Molz.

Segundo Barroso (1984), a familia Myrtaceae inclui cerca de 100
géneros e 3.500 espécies, distribuidas predominantemente nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. Ja de acordo com Souza e Lorenzi
(2008), essa familia possui aproximadamente 130 géneros e 4.000
espécies. Desses, ha 26 géneros e em torno de 1.000 espécies que fazem
parte da flora brasileira, destacando-se como uma das familias mais
comuns na formacao das vegetagdes brasileiras.

Dentre os géneros da familia Myrtaceae, destaca-se o Myrcia, em
que se encontra a M. multiflora. Esse género ¢ considerado um dos
maiores dessa familia, com mais de 300 espécies distribuidas desde a
América Central até o sul brasileiro (LIMBERGER; SOBRAL;
HENRIQUES, 2004; MORAIS; LOMBARDI, 2006; SOUZA et al.,
2007).

Estudos ja demonstraram a atividade hipoglicemiante da M.
multiflora tanto dos extratos brutos e infusdes como de algumas
substincias isoladas, podendo-se citar principalmente os trabalhos de
YOSHIKAWA et al., 1998 ¢ MATSUDA; NISHIDA; YOSHIKAWA,
2002. Estudos fitoquimicos realizados com as folhas de M. multiflora
caracterizaram a presenca de flavanonas (mirciatricina I, II, III, IV e V),
acetofenas (mirciafenonas A e B) e flavondis (mirciatricina,
mearnsitrina, quercitrina, desmantina-1 e guaiajaverina). E estudos
biologicos demonstraram que, dentre esses compostos isolados, as
mirciatricinas e as mirciacetofenonas apresentaram  atividade
hipoglicimiante via inibi¢@o da atividade da enzima aldose redutase e o.-
glicosidase = (MATSUDA; NISHIDA; YOSHIKAWA, 2002;
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LIMBERGER; SOBRAL; HENRIQUES, 2004; BNOUHAM et al,
20006).

A M. multiflora também foi estudada pela Central de
Medicamentos do Brasil (CEME), que avaliou as possiveis acdes
antidiabética, hipoglicemiante e toxicidade da infusdo ou decoc¢do das
folhas da planta (BRASIL, 2006a). Esse estudo validou o uso popular da
M. multiflora sob a forma de cha no tratamento do diabetes. Por outro
lado, o isolamento e a caracterizag@o das substancias ativas dessa planta,
tais como as mirciatricinas € as mirciacetofenonas, demonstraram a
necessidade de mais investigagdes cientificas, com objetivo de
caracterizar e desenvolver novos farmacos mais seguros e eficazes no
tratamento da diabetes (BRASIL, 2006a).

Dentre os compostos isolados da M. multiflora, destaca-se a
mirciafenona A, uma acetofenona glicosilada (2-O-B-D-glicopiranosil-
2’ 4’ 6’-trihidroxiacetofenona) (Figura 2A), que apresenta trés
hidroxilas em sua estrutura basica (FAVIER et al., 1998). Estudo
realizado por Mathiesen e colaboradores (1997) demonstrou que tal
composto, quando aglicosilado (2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona - THA;
Figura 2B), apresentou uma atividade antioxidante in vitro, devido a
capacidade de estabilizar o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH).

A) B)
HO 0 0
o O Ol HO OH
H
HO
OH OH OH

Figura 2. Estruturas quimicas da 2-O-B-D-glicopiranosil-2’,4’,6’-
trihidroxiacetofenona (A) e 2°,4°,6’-trihidroxiacetofenona (B).
Fonte: Adaptada de Yoshikawa et al., 1998 ¢ Kanchanapoo et al., 2006.
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1.2 THA - 2°,4°,6’-TRIHIDROXIACETOFENONA

A 2°,4°,6’-trihidroxiacetofenona (Figura 2B) ¢ a parte aglicona de
um glicosideo que ja foi extraido da M. multiflora e da Curcuma comosa
Roxb (YOSHIKAWA et al., 1998; SUKSAMRARN et al., 1997). Essa
acetofenona ¢ um composto de ocorréncia natural que também pode ser
obtido via sintese organica. A literatura especializada indica vdrias
fontes para a obten¢do de derivados da THA, mas a forma livre desse
acilfloroglucinol ¢ extremamente rara (LEE et al., 1996, CHOSSON et
al., 1998; DAI et al., 2008). Cabe salientar que os fenois livres sdao
relativamente raros em plantas, e o floroglucinol “foi relatado somente
em algumas espécies vegetais” (HARBORNE, 1998).

A THA, como as acetofenonas de maneira geral, apresentam
interesse  farmacoldgico por possuirem importantes atividades
biolégicas, como anti-inflamatéria (FAVIER et al, 199%),
antiespasmodica (CECHINEL FILHO; MIGUEL; CALIXTO, 1995),
antibacteriana (NIERO et al., 1996) e antifingica (CECHINEL FILHO
et al.,, 1996). Estudos realizados por Suksamrarn et al. (1997) e
Piyachaturawat et al., (1998; 2000; 2002a,b) demonstraram que essa
hidroxiacetofenona, extraida da C. cumosa, possui uma baixa
toxicidade, bem como um efeito colerético, devido a sua capacidade de
estimular o fluxo da bilis e excre¢do biliar, além de reduzir as
concentragdes de colesterol do plasma. A THA exerce o efeito
hipocolesterolémico, por induzir a atividade da enzima colesterol 7 o-
hidroxilase, que aumenta o catabolismo hepatico do colesterol a acidos
biliares, para que possam ser eliminados pela secre¢do biliar
(PTYACHATURAWAT et al., 2002a)

Niumsakul e colaboradores (2007) demonstraram também que
fragoes de extrato da C. cumosa contendo a THA glicosilada
apresentaram atividade antioxidante, pelo ensaio do potencial
antioxidante redutor férrico (FRAP) e atividade citotoxica sobre as
células HeLa.

A THA pode ser sintetizada pela reacdo do floroglucinol com
acetonitrila na presenga de acido cloridrico, cloreto de zinco e usando
dietil éter como solvente, sob baixa temperatura (Figura 3). Como
resultado dessa reagdo, forma-se o cloridrato de cetimina do
floroglucinol, o qual ¢ hidrolisado com agua em ebuli¢do por algumas
horas para obtengdo da THA (GULATI; SETH; VENKATARAMAN,
1942; VOGEL, 1988).
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HCI- NH
HO OH HO. OH
H3;CC=N
ZnCl,, HCI
Et,O
OH OH
Floroglucinol
HCI- NH O,
HO OH HO. OH
H,O
—_—
A
OH OH

2',4',6'-trihidroxiacetofenona

Figura 3. Representagdo esquematica da sintese da THA.
Fonte: Adaptado de Gulati et al., 1942.

2. OBESIDADE

Nos ultimos anos, a obesidade tornou-se uma preocupacao
mundial. Em 2006, a OMS estimou 400 milhGes de obesos e mais de 1,6
bilhdes de adultos com excesso de peso no mundo, projetando quase
dobrar esses valores para 2015. Assim como nos demais paises em
desenvolvimento, no Brasil também se verificou que nas ultimas
décadas ocorreu uma rapida evolucao do excesso de peso da populagao
(IBGE, 2004). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), mediante a Pesquisa de Or¢amentos Familiares (POF) de 2002-
2003, demonstrou-se que o excesso de peso atingiu cerca de 40% das
pessoas com 20 anos ou mais, € que a obesidade teve uma prevaléncia
de 8,9% nos homens e 13,1% nas mulheres, destacando-se a Regido Sul,
onde os dados indicaram as maiores propor¢des de excesso de peso
(89,6%) e obesidade (25,2%) (IBGE, 2004).

Acredita-se que o aumento drastico da prevaléncia de sobrepeso,
obesidade e doengas cronicas associadas, deve-se em grande parte ao
atual estilo de vida da sociedade, cada vez mais sedentaria e com habitos
alimentares inadequados (ZALESIN et al., 2008; FRIEDMAN, 2009;
LENZ; RICHTER; MUHLHAUSER, 2009).
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O sobrepeso e a obesidade sdo definidos como o ganho anormal
ou excessivo de peso, devido ao acumulo de gordura localizado ou
generalizado, principalmente no tecido adiposo, provocado por um
desequilibrio nutricional ou ndo, associado a disturbios genéticos ou
metabodlicos (FRAYN, 2005; WHO, 2006; WEAVER, 2008). Esse
acimulo de lipideos pode levar a alteragdo no funcionamento
mitocondrial e desencadear algumas disfungdes celulares ou até mesmo
a morte celular. Isso pode ser decorrente do fendmeno conhecido como
lipotoxicidade, a qual estd associada ao desenvolvimento de varias
patologias (MEDINA-GOMEZ; GRAY; VIDAL-PUIG, 2007,
GRAIER; MALLI; KOSTNER, 2009; SORENSEN; VIRTUE; VIDAL-
PUIG, 2010).

De acordo com o Projeto Diretrizes da Associagdo Médica
Brasileira e do Conselho Federal de Medicina (2006), para o tratamento
da obesidade ndo h4 nenhum tratamento farmacoldgico que ndo envolva
mudancas do estilo de vida. A interven¢do medicamentosa vai depender
de critérios de avaliagdo que inclui a determinag@o do grau de obesidade
e a avaliagdo do estado geral de saude do paciente. Apds essa avaliagao,
fica definido que o tratamento farmacologico s6 serd realizado quando o
individuo apresentar indice de Massa Corporea (IMC) > 30 kg/m’; ou
quando o individuo apresentar IMC > 25 kg/m’ associado a
comorbidades, ou falha em perder peso com o tratamento ndo
farmacolégico.

Tanto o sobrepeso como a obesidade aumentam substancialmente
os fatores de risco de morbidade e mortalidade associada a varias
patologias, tais como: diabetes, doengas hepaticas, hipertensdo arterial,
doengas coronarianas, dislipidemia, aterosclerose e sindrome
metabolica, (POIRIER et al., 2006; BARSHOP et al., 2008; MARINOU
et al., 2010).

3. SINDROME METABOLICA

Segundo as diretrizes para identificagcdo da sindrome metabolica e
alguns relatos na literatura, a obesidade é o principal fator de risco para
o desenvolvimento dessa sindrome, caracterizando-se como uma
condi¢do essencial para diagnostico dessa sindrome (ECKEL,;
GRUNDY; ZIMMET, 2005; SPOSITO et al,, 2007, GINSBERG;
MACCALLUM, 2009).
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A sindrome metabdlica é caracterizada por um conjunto de
fatores de risco que aceleram o aparecimento de doengas
cardiovasculares, doengas coronarianas e diabetes mellitus tipo 2. Essa
sindrome também esta associada as alteracoes do metabolismo de
glicose (resisténcia insulinica, intolerdncia a glicose), aumento da
pressdo arterial (hipertensdo), estado pro-coagulante, pré-inflamatorio,
aumento dos niveis séricos de lipideos (dislipidemia) e principalmente a
obesidade abdominal (DESPRES; LEMIEUX, 2006; KAHN, 2007;
GINSBERG; MACCALLUM, 2009).

As alteracdes dos perfis lipidicos caracterizam a dislipidemia, em
que ocorrem aumento dos niveis séricos de triglicerideos (TG),
colesterol total (CT) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além de
reducdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL). Sendo que,
concentragdes elevadas de TG e baixas de HDL-C sdo outros dois
importantes critérios para o diagndstico da sindrome metabolica
(BAMBA; RADER, 2007; DAVIDSON, 2008; KUO et al., 2009).

Assim como na obesidade, em conformidade com as “Diretrizes
da Associacdo Médica Brasileira e do Conselho Federal de Medicina”
(2006), para o tratamento da sindrome metabolica a utilizacdo de
medicamentos deve estar associada a modificagdo comportamental, a
fim de minimizar os fatores de risco, principalmente a dislipidemia, as
alteragoes do metabolismo de glicose e o estado pro-trombdtico. Os
medicamentos utilizados atualmente para o tratamento dessa sindrome
sdo aqueles destinados aos fatores de risco individuais: ansioliticos,
hipolipemiantes, anti-hipertensivos, hipoglicemiantes, antiplaquetarios e
redutores de peso (DAS; VASUDEVAN, 2006; CORNIER et al., 2008;
DAVIDSON, 2008).

4. DOENCA CARDIOVASCULAR E ATEROSCLEROSE

Nas ultimas décadas, em paises em desenvolvimento tem se
observado uma réapida elevagdo nos indices de mortalidade por doengas
cardiovasculares associados principalmente a obesidade (GINSBERG,
2002; SPOSITO et al.,, 2007, ZALESIN et al., 2008). Entretanto,
admite-se de maneira geral que ndo existe uma Unica causa para o
desenvolvimento das doengas cardiovasculares, ¢ sim fatores que
aumentam as chances de sua ocorréncia (KILBOURNE et al., 2007
LAVIE; MILANI; VENTURA, 2009; SAITO et al., 2010).
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Os principais fatores de risco cardiovascular sdo: hipertensio
arterial, dislipidemia, tabagismo, idade avancada, diabetes mellitus,
resisténcia a insulina, sedentarismo, a obesidade, o historico familiar
(fatores genéticos), o estresse, a inflamacdo, a trombose e a sindrome
metabodlica (KILBOURNE et al., 2007; ZALESIN et al., 2008; LENZ et
al., 2009).

Entre as doencgas cardiovasculares, a aterosclerose € responsavel
pela maior parte dos casos de morte e pelo desenvolvimento de processo
patologico que leva a doenga arterial coronariana, doenga arterial
cerebral e doenga arterial periférica (CHAPMAN, 2003; MALLIKA;
GOSWAMI; RAJAPPA, 2007; RADER; DAUGHERTY, 2008). A
velocidade da progressdao da aterosclerose e suas manifestacdes clinicas
sdo influenciadas por fatores de risco, tais como: uso do tabaco, dieta
pouco saudéavel, inatividade fisica, pressdo arterial elevada
(hipertensdo), aumento da glicemia (diabetes) e principalmente pelas
alteragoes dos niveis plasmaticos de lipideos (dislipidemia) (SPOSITO
et al., 2007; WHO, 2007).

A aterosclerose ¢ uma doenga complexa que se desenvolve
lentamente por décadas. Definida como doenca inflamatéria cronica de
origem multifatorial, inicia-se com uma agressao ao endotélio vascular,
proveniente do acumulo de lipideos oxidados na camada intima da
artéria (SPITELLER, 2005; PACKARD; LIBBY, 2008; BADIMON;
VILAHUR; PADRO, 2009). A progressdo da aterosclerose comega com
0 espessamento progressivo da parede arterial, formando uma placa
fibrosa aterosclerdtica, que resulta no estreitamento da luz da artéria e
diminui¢do do fluxo sanguineo (Figura 4). Os danos desenvolvidos nas
artérias podem desencadear complicagdes como calcificagdes e
ulceragdes na superficie do endotélio que, ao entrarem em contato com o
sangue, podem causar a ruptura da superficie da placa. Como
consequéncia, pode ocorrer a formagao de um coagulo sanguineo devido
a hemorragia ou hematoma, terminando por causar microembolias e
trombose, que podem fechar a artéria e, consequentemente,
desencadeiam o infarto do miocardio ou um derrame cerebral. Em casos
graves, a aterosclerose enfraquece de tal maneira as paredes dos vasos,
que provoca dilatacdo arterial ou aneurisma (SPOSITO et al., 2007,
MALLIKA; GOSWAMI; RAJAPPA, 2007; RADER; DAUGHERTY,
2008).
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Caracteristicas do Desenvolvimento da Placa de Aterosclerose
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Figura 4. Caracteristicas do desenvolvimento da placa aterosclerdtica.
Fonte: Adaptada de Lamon e Hajjar, 2008.

As lipoproteinas tém uma fungdo relevante na aterogénese
(formagdo da placa aterosclerética). O depdsito dessas lipoproteinas na
parede arterial € o processo-chave do inicio da aterogé€nese, ocorrendo
de maneira proporcional a sua concentracdo plasmatica (SPOSITO et
al., 2007). Inicialmente, concentragdes elevadas de LDL plasmatico
atravessam a camada endotelial, especialmente nos locais onde o
endotélio encontra-se lesionado ou susceptivel, aumentando sua
velocidade de adesdo na parede arterial, onde sofrem processos de
oxidagdo mediante o ataque de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
de nitrogénio (ERN) transformando-se em LDL oxidada (LDL-o0x). O
processo de oxidagdo da LDL é complexo, uma vez que tanto as
proteinas quanto os lipideos sofrem alteragdes oxidativas e formam
produtos complexos, decorrente da agdo das espécies reativas que
desencadeiam uma série de reagdes quimicas denominadas de
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (SPITELLER, 2005;
MALLIKA; GOSWAMI; RAJAPPA, 2007; LAMON; HAJJAR, 2008).

A peroxidagdo lipidica contribui para a destruicdo dos
componentes lipidicos da membrana plasmatica e aumenta a liberagao
de acidos graxos por meio da fragmentagdo e formagdo de espécies
reativas intermediarias, denominadas de lipoperéxidos (SPITELLER,
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2005). Esses sdo toxicos para as membranas plasmaticas e reagem com
as duplas ligagdes dos acidos graxos reorganizando a estrutura quimica.
A LDL sofre acetilagdo para uma forma oxidada, que é incapaz de se
ligar aos receptores especificos (SPITELLER, 2005; MALLIKA et al.,
2007).

Por outro lado, ¢ importante ressaltar que dentre os principais
fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose encontra-se a
dislipidemia, em especial a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia,
em que os niveis elevados de colesterol e principalmente das LDLs sao
considerados potencialmente aterogénicos (RADER; DAUGHERTY,
2008, FUJIOKA; ISHIKAWA, 2009). Ja a elevagdo de triglicerideos
estd associada com o aumento das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDLs) e remanescentes de seu catabolismo, e das
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL). A concentracdo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) estd inversamente associada ao
desenvolvimento de aterosclerose, apresentando um efeito protetor,
inibindo a oxidacdo da LDL e danos membranares (RADER;
DAUGHERTY, 2008; BADIMON; VILAHUR; PADRO, 2009;
FUJIOKA; ISHIKAWA, 2009).

5. DISLIPIDEMIA

As dislipidemias podem ser classificadas em primdrias e
secunddrias, de acordo com sua origem. As primarias sdo associadas a
fatores genéticos, desencadeada a partir da hipercolesterolemia familiar,
da dislipidemia familiar combinada, da hipercolesterolemia poligénica,
da hipertrigliceridemia familiar e da sindrome de quilomicronemia. Ja as
secundarias sfo ocasionadas por outras doengas (hipotireoidismo,
diabetes mellitus, sindrome nefrotica, insuficiéncia renal cronica,
obesidade, alteragdes hepaticas, etc.), uso de medicamentos
(anabolizantes, anticoncepcionais, anti-hipertensivos, corticosteroides,
inibidores de proteases, etc.) ou como consequéncia dos habitos de vida
inadequados (alcoolismo, sedentarismo e tabagismo) (CHAPMAN,
2003; HANEY et al., 2007; SPOSITO et al., 2007).

A maioria das dislipidemias é caracterizada pela elevagdo dos
niveis séricos de colesterol total (CT), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e triglicérides (TG), e uma diminuigdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (GINSBERG, 2006; BAMBA; RADER, 2007; KUO
et al., 2009).
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De acordo com os perfis lipidicos, as dislipidemias podem ser
classificadas como: hipercolesterolemia isolada (elevacdo isolada do
LDL); hipertrigliceridemia isolada (elevagdo isolada dos TG);
hiperlipidemia mista (valores aumentados de LDL e triglicerideos) e a
dislipidemia por diminui¢do do HDL, que pode ser isolada ou associada
ao aumento de TG ou de LDL (CHAPMAN, 2003; SPOSITO et al.,
2007).

Tanto a hipercolesterolemia (devido a elevados niveis de LDL),
como a hipertrigliceridemia (frequentemente associada com baixos
niveis de HDL) e hiperlipidemias sdo importantes fatores de risco,
especialmente quando estdo associados com o risco aumentado de
morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares (WALLDIUS;
JUNGNER, 2004). Além disso, representam um importante precursor
para o desenvolvimento da esteatose hepatica, devido a deposicdo de
lipideos no figado (LORIA; LONARDO; TARGHER, 2008; PARDINA
et al,, 2009), j4 que esse 6rgdo desempenha um papel central na
manutencdo da homeostase lipidica sistémica (LORIA; LONARDO;
TARGHER, 2008).

A Thipertrigliceridemia pode ser classificada em dois tipos:
primaria e secundaria. A primdria esta relacionada aos fatores genéticos,
ja a secundaria estd ligada ao estilo de vida, a algumas doencas ou
condi¢des patologicas e a utilizagdo de medicamentos. O aumento dos
niveis de triglicerideos podera ser desencadeado pelo aumento da
producdo de lipoproteinas ricas em triglicérides (endogena-VLDL ou
exogenas-QM), ou redugdo do catabolismo de VLDL e quilomicrons
(QM) e principalmente pela diminui¢do da atividade da enzima lipase
lipoproteica (YUAN; AL-SHALI;, HEGELE, 2007; FERNS; KETI;
GRIFFIN, 2008).

Segundo o National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel III (NCEP-ATP III, 2002), clinicamente, a
normalizagdo dos niveis de TG ¢ muito dificil, principalmente se nao
ocorrer uma mudanca do estilo de vida e dieta do paciente. Mas, caso
ndo ocorrer a normalizagdo dos niveis plasmaticos das lipoproteinas
com as mudangas de estilo de vida, medicamentos sdo recomendados,
principalmente para aqueles com risco moderado a elevado de doengas
cardiovasculares.

De acordo com a IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e
Prevengdo da Aterosclerose, todos os individuos com dislipidemias
devem ser orientados a realizar modificagdes no estilo de vida, como
exercicio, dieta e perda de peso, como a primeira medida de tratamento.
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Entretanto, essas intervengdes, as vezes, nao sdo suficientes. Assim, o
tratamento farmacologico com agentes hipolipemiantes deve ser
empregado onde a escolha de qual classe terapéutica a ser utilizada
dependera do tipo de dislipidemia presente (SPOSITO et al., 2007).

5.1 LIPASE GASTROINTESTINAL

A lipase ¢ uma enzima lipolitica, essencial no metabolismo de
gorduras. Essa enzima catalisa a hidrolise dos triglicerideos em acidos
graxos livres, 2-monogliceridios e glicerol, a fim de serem mais
facilmente absorvidos (lipase gastrico-pancreatica) ou armazenados nos
adipdcitos ou usados como fonte de energia (lipase lipoproteica)
(MEAD; IRVENE; RAMIJI, 2002; SPOSITO et al, 2007;
SCHITTMAYER; BIRNER-GRUENBERGER, 2009).

A digestdo dos triglicerideos provenientes da dieta inicia-se pela
acdo da lipase lingual (secretadas pelas glandulas salivares), passando
pelo estdbmago, onde sdo hidrolisados pela lipase gastrica (secretado pela
mucosa gastrica), continuando seu processo no duodeno, pela acdo
sinérgica da lipase gastrica e colipase, que ¢ dependente da lipase
pancreatica e secre¢do de sais biliares (PAFUMI et al.,2002;
MUKHERIJEE, 2003; VAN GAAL et al., 2004; REIS et al., 2008). Os
triglicerideos hidrolisados em 4cidos graxos livres, 2-monoglicerideos e
glicerol associam-se com fosfolipidios, sais biliares e ao colesterol,
formando um aglomerado denominado de miscela, que atuam como
transportadores fisiologicos dos produtos formados da hidrdlise,
promovendo a absor¢do do limen intestinal (MUKHERIJEE, 2003;
VAN GAAL et al., 2004; REIS et al., 2008). Apés a absor¢do, no
interior das células epiteliais, os acidos graxos e monoacilglicerdis sdao
reesterificados, para formar novamente os triglicerideos, reunindo-se em
quilomicrons, sdo transportados na linfa e segregados na circulacio
venosa sistémica (VAN GAAL et al., 2004) (Figura 5).
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Luz intestinal Célula da mucosa Linfaticos

Figura 5. Mecanismo de agiio da lipase gastrointestinal. Acidos graxos livres
(AG livres); 2-monoglicerideos (MG) e Triglicerideos (TG).
Fonte: Adaptada de Van Gaal et al, 2004.

A lipase géastrica ¢ uma isoforma da familia das lipases pré-
duodenal, que apresenta uma massa molecular de 50 kDa e varios sitios
potenciais de glicosilagdo. Hidrolisa cerca de 10-30% dos triglicerideos
ingerido, gerando principalmente acidos graxos livres e diacilglicerois,
que promovem a ativacdo da enzima lipase pancreatica e facilita a
hidrélise da gordura, permitindo sua emulsificagdo. (PAFUMI et
al.,2002; WHITCOMB; LOWE, 2007; VAN AKEN, 2010). A atividade
tipica das lipases pré-duodenal esta correlacionada, principalmente, com
a capacidade hidrolitica sobre as ligagdes éster da posicdo sn-3 dos
triglicérides, levando a formagdo de um acido graxo e diacilglicerol,
podendo agir também sobre as ligagdes sn-1 (WHITCOMB, LOWE,
2007; VAN AKEN, 2010). Normalmente, a hidrolise dos triglicerideos é
um processo rapido, liberando aproximadamente 50-70% dos acidos
graxos no duodeno, terminando seu processo no intestino delgado (VAN
AKEN, 2010).

A isoforma mais conhecida e estudada da lipase gastrointestinal é
a lipase pancreatica. Produzida e secretada pelo pancreas, possui uma
massa molecular de 48 kDa , sendo essencial para a digestdo e absor¢ao
das gorduras provenientes da dieta no limen intestinal. Sua atividade
enzimatica esta ligada a forte preferéncia por hidrolisar as posi¢des sn-1
e sn-3, resultando na formacao de duas moléculas de acido graxo e uma
de monoglicerideo, a partir de uma tinica molécula de triglicerideo
(MUKHERIJEE, 2003; WHITCOMB; LOWE, 2006; VAN AKEN,
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2010). Essa enzima age em conjunto com a colipase, uma proteina
pancredatica, que atua como um cofator para atividade enzimatica. A
colipase estabiliza a lipase pancreatica, proporcionando um aumento da
capacidade de adesdo 4s particulas de lipideos, bem como impedindo a
inibicdo da atividade enzimatica, desencadeadas por substincias
inibidoras (MUKHERIJEE, 2003; WHITCOMB; LOWE, 2006; REIS et
al. 2009).

Alguns estudos relatam que as lipases lipoproteicas possuem
efeito antiaterogénico, agindo indiretamente na reducdo dos niveis de
triglicerideos plasmaticos, devido sua acdo catalitica, e também
aumentando as concentracoes de HDL. Entretanto os mecanismos
envolvendo esse segundo efeito ainda ndo estdo bem esclarecidos
(STEIN; STEIN, 2003; XIE et al, 2010). Por outro lado, a manipulagdo
da absor¢do de gordura por acdo de compostos sobre a atividade da
lipase gastrico-pancreatica poderia ser um alvo molecular importante
para terapia hipolipemiante e terapéutico na prevengdo ou tratamento de
obesidade (STEIN; STEIN, 2003), uma vez que o excesso de ingestao
de gordura ¢ considerado uma das principais causas do desenvolvimento
da obesidade e outros disturbios.

6. HEPATOTOXICIDADE

A sindrome metabolica leva a alteragdes no metabolismo basal
por estimulo da lipolise, consequentemente elevando os niveis de acidos
graxos livres, reduzindo a sinalizagdo de insulina, o que resulta em
aumento da produ¢@o hepatica de glicose e lipideos, podendo causar
hepatotoxicidade e desencadear doengas hepaticas cronicas,
(BUGIANESI; MCCULLOUGH; MARCHESINI, 2005; LORIA;
LONARDO; TARGHER, 2008; GRAIER; MALLI; KOSTNER, 2009).

O figado é um orgdo que possui um papel essencial para a
manutencdo do equilibrio biolégico, regulando varias fungdes
metabolicas importantes; assim, o dano hepatico esta associado a
alteragoes dessas fungdes (WOLF, 1999). Dentre as fungdes executadas
por esse Orgdo tem-se: a biotransformagdo de xenobidticos;
metabolismo dos lipideos, dos carboidratos e das proteinas, além de
participar na sintese de substancias que atuam na coagulagdo sanguinea
e imunomodulacao.

Segundo Mcnally (1996), na maioria das vezes em que ocorre a
agressdo hepatica, mais de um mecanismo de lesdo estdo envolvidos. Os
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efeitos mais observados sdo o aumento da atividade enzimatica,
promovido por alteragdes reversiveis ou irreversiveis da permeabilidade
membranar, indugdo enzimatica microssomal ou lesdo estrutural
hepatica resultante de isquemia hepatobiliar, necrose, neoplasia ou
colestase.

Existem seis tipos de alteragdes hepaticas possiveis (Figura 6) de

serem induzidas por medicamentos (JAESCHKE et al., 2002; LEE,
2003, BERTOLAMLI, 2005), podendo ocorrer:

Reagdes envolvendo as enzimas do citocromo Pgsg, que
podem promover alteracdo da homeostase do calcio intracelular,
desencadeando na superficie do hepatdcito a ruptura das fibrilas
de actina, levando a lise celular (Figura 6 A);

Alteragdes nas proteinas de transporte membranar que podem
interromper o fluxo biliar. Ocorre a ruptura dos filamentos de
actina nas células responsaveis pela excrecdo biliar. Esse
processo causa colestase, uma sindrome similar a cirrose biliar,
produzindo pouca agressao celular (Figura 6 B);

Reagdo com resposta imunologica, em que a biotransformacao
pode resultar na formacdo de produtos inativos ligados a
proteinas que podem migrar para a superficie do hepatdcito e
induzir a formagao de anticorpos (Figura 6 C);

Inducdo de respostas citoliticas diretas das células T; como
consequéncia, respostas secundarias das citocinas podem causar
inflamag¢do e hepatotoxicidade mediada por neutrdfilos (Figura 6
D);

A morte celular programada pela agressio imunomediada,
com a destruicao de hepatdcitos pelas vias do TNF-a e Fas. Essas
vias de sinalizagdo estdo associadas aos chamados receptores de
morte, responsaveis pela recep¢do do estimulo externo e
sinalizag¢do da célula para iniciar e ativar a cascata das caspases,
desencadeando o processo de apoptose (Figura 6 E);

Toxicidade as mitocOndrias por inativagdo ou ligacdo a
enzimas da cadeia respiratorias, fosforilagdo oxidativa ou ao
DNA mitocondrial, desregulacdo da oxidacdo dos acidos graxos e
producdo de energia celular, resultando no estresse oxidativo das
células (Figura 6 F).
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Figura 6. Seis principais mecanismos de danos ao figado induzido por
medicamentos. A - Reagdes envolvendo as enzimas do citocromo Pyso; B -
Alteragdes nas proteinas de transporte membranar; C- Reacdo com resposta
imunoloégica; D - Indug@o de respostas citoliticas diretas das células T; E -
morte celular programada (Apoptose) e F - Toxicidade mitocondrial.

Fonte: Adaptada de Lee, 2003.
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O entendimento do mecanismo molecular e bioquimico de
hepatotoxicidade ¢ de capital importancia para a aplicacdo de medidas
preventivas e terapéuticas. Entre os mecanismos gerais mais conhecidos
de agdo hepatotdxica estdo os efeitos sobre a cadeia transportadora de
elétrons e a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (MASSICOTTE et al.,
2005; DELGADO et al., 2006).

Existem muitos compostos capazes de desenvolver -efeitos
toxicos sobre a estrutura mitocondrial. Por exemplo, a utilizacdo de
oxigénio pelos tecidos ¢é bloqueada pelo cianeto, sulfeto e azida, devido
a sua afinidade pela citocromo oxidase (MASSICOTTE et al., 2005). A
formagao de adenosina trifosfato (ATP) via oxidacdo de carboidratos
pode ser bloqueada também em outros locais. Por exemplo, a rotenona e
a antimicina A interferem com enzimas especificas na cadeia
transportadora de elétrons; os nitrofendis desacoplam a fosforilagdo
oxidativa. Assim, a deplegdo significativa de energia leva a perda de
fungodes celulares. O desacoplamento aumenta o consumo de oxigénio e
producao de calor (MASSICOTTE et al., 2005; DELGADO et al., 2006;
MARTINS et al., 2008).

As mitocondrias sdo as organelas onde ocorre o transporte de
elétrons e onde ¢é sintetizada a maior parte do ATP produzido pelas
células (NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003; PAGLIARINI;
DIXON, 2006; DEMAUREX; POBURKO, 2009). Ja a disfungéo
mitocondrial resulta em uma menor produ¢do de ATP, uma maior
geracdo de ERO (como superoxido, peroxido de hidrogénio) o que pode
ativar a apoptose (BEAL, 1998). Também, evidéncias crescentes de que
a disfun¢do mitocondrial esta relacionada ao envelhecimento celular, o
que pode estar envolvido no desencadeamento de enfermidades como as
hepatopatias (BEAL, 1998).

Finalmente, independente dos mecanismos pelos quais podem
ocorrer a hepatotoxicidade, a nivel celular, a organela que sofre o
primeiro impacto desta toxicidade ¢ a mitocondria.

6.1 MITOCONDRIAS

As mitocOndrias sdo organelas fundamentais para a sobrevivéncia
ou morte de uma célula, uma vez que participam dos processos de
respiragdo celular, da B-oxidagdo de acidos graxos, do ciclo do acido
citrico, além do equilibrio energético, mediante a sintese de ATP
(Figura 7) (DIMAURO; SCHON, 2003; HUSS; KELLY, 2005;
FEISSNER et al., 2009; WALLACE; FAN, 2010).
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Figura 7. Vias envolvidas no metabolismo energético mitocondrial. (Acidos
graxos (LH), o ciclo do acido citrico, acido tricarboxilico ou de Krebs e a cadeia
respiratoria).

Fonte: Adaptada de Huss e Kelly, 2005.

A mitocondria € composta por uma dupla camada de membrana,
uma externa e outra interna, divididas em dois compartimentos; o
espago entre as duas membranas ¢ denominado de espago
intermembranar ¢ o espago interno, matriz. O sitio de contato entre as
duas membranas ¢ formado por um canal transmembranar chamado de
Poro de Transi¢do de Permeabilidade mitocondrial (PTP). Esse canal
regula a permeabilidade mitocondrial, permitindo a passagem de
pequenas moléculas. Na membrana interna localizam-se os componentes
enzimaticos da cadeia respiratoria, os transportadores especificos de
ATP/ADP, fosfato inorginico (P;) e canais seletivos para cations
inorganicos com potassio (K"), sodio (Na"), magnésio (Mg>") e célcio
(Ca®") (Figura 8) (NICHOLLS, 2002; SZEWCZYK; WOJTCZAK,
2002; GUSTAFSSON; GOTTLIEB, 2008).
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Figura 8. Esquema representativo da mitocondria (A) e dos componentes da
respiracdo mitocondrial (B).
Fonte: Adaptada de Szewczyk e Wojtczak, 2002.

O processo de morte celular pode ser desencadeado pela abertura
dos poros PTP, ocasionando um colapso do potencial de membrana e
um aumento do volume da mitocondria, culminando frequentemente em
morte celular por necrose (WALLACE, 2005; GARLID et al., 2009), ou
por estimulos que aumentam a permeabilidade da membrana externa
mitocondrial, promovendo a liberagdo de proteinas pro-apoptoticas que
ativam caspases, como citocromo ¢, Smac/Diablo e fator indutor de
apoptose (AIF), nesse caso, causando a morte celular por apoptose
(NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003; WALLACE, 2005;
GUSTAFSSON; GOTTLIEB, 2008).
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6.1.1 Poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial — PTP

O PTP ¢ um canal de voltagem dependente de alta condutancia,
com um didmetro médio de 3 nm, que permite somente a passagem de
moléculas menores que 1,5 kDa, propiciando um rapido equilibrio
celular. Um desequilibrio na abertura do PTP pode induzir a
despolarizagdo membranar, que leva a um aumento do volume ou
intumescimento mitocondrial, contribuindo para o colapso do potencial
transmembranar ¢ a libertagdo de fatores pré-apoptoticos (KIM; HE;
LEMASTERS, 2003; WEISS et al, 2003; GUSTAFSSON;
GOTTLIEB, 2008).

O poro ¢ formado por um complexo proteico contendo um canal
anionico voltagem dependente (VDAC), localizado na membrana
externa mitocondrial, um translocador de nucleotideos de adenina
(ANT), localizado na membrana interna, a ciclofilina D na matriz
mitocondrial e outras proteinas, que atuam em conjunto, constituindo
um sitio de ligagao para moléculas ativadoras ou inibidoras que regulam
a abertura e fechamento do PTP (Figura 9) (WEISS et al., 2003;
WALLACE, 2005; KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). O
VDAC torna a membrana externa permeavel a metabolitos, permitindo
sua entrada e a saida da organela durante o metabolismo. J4 o ANT ¢
essencial para que ocorram as trocas de ADP/ATP durante o processo de
fosforilagdo oxidativa. (MCSTAY; CLARK; HALESTRAP, 2002;
KIM; HE; LEMASTERS, 2003; WALLACE, 2005).

HK

VDAC

Membrana
externa
Espago
intermembranar
Membrana
interna

ANT

Figura 9. Estrutura do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial — PTP.
(VDAC - canal aniénico voltagem dependente; HK - hexoquinase; CK -
creatina quinase; ANT - translocador de nucleotideos de adenina; CypD -
ciclofilina D).

Fonte: Adaptada de Kroemer, Galluzzi e Brenner, 2007.
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O PTP ¢ sensivel ao potencial redox, a concentra¢do de Ca”,
voltagem, nucleotideos de adenina, acimulo de fosfato inorganico (P;) e
também ao pH (WALTER et al., 2002; KIM; HE; LEMASTERS, 2003;
WALLACE, 2005; SZABADKAI; DUCHEN, 2008). Em condicdes
normais, a membrana interna da mitocondria € impermeavel, exceto
para alguns ions e protons que possuem mecanismos especificos de
transporte. Essa regulagdo € necessaria para que a mitocondria mantenha
seu pH e potencial de membrana, possibilitando assim que o complexo I
a IV da cadeia respiratoria localizado na membrana interna acumule um
gradiente de prdétons necessario para o processo de fosforilagdo
oxidativa (GUSTAFSSON; GOTTLIEB, 2008; SZABADKALIL
DUCHEN, 2008).

A membrana interna mitocondrial apresenta um gradiente
eletroquimico, que forma o potencial elétrico de membrana (A¥,,). Caso
ocorra um desequilibrio no balango eletroquimico, havera um colapso
do gradiente de prétons ou do AY,,, promovendo a abertura do PTP e
uma reducdo da fosforilagdo oxidativa, que posteriormente causa
redu¢do do contetido de ATP e morte celular (WALLACE, 2005;
GUSTAFSSON; GOTTLIEB, 2008; FEISSNER et al., 2009). Como
consequéncia, ocorre um aumento da pressdo osmoética da matriz
mitocondrial, ocasionando num influxo de agua para o interior,
aumentando o volume e a expansdo da membrana interna da
mitocondria, resultando na ruptura da membrana externa, liberagdo do
citocromo ¢ e outras proteinas de pré-apoptoticas no citosol (Figura 10)
(CROW el al., 2004; WALLACE; FAN, 2010).

»
Expansado
osmotica;
ruptura da OMM
ADP ATP
Expansao
Fosforilagao osmética
oxiae MATRIZ MATRIZ

Figura 10. Esquema de transi¢do de permeabilidade mitocondrial (PTP).
VDAC - canal anidnico voltagem dependente; ANT - translocador de
nucleotideos de adenina; AY — potencial elétrico de membrana.

Fonte: Adaptada de Crow el al. 2004.
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6.1.2 Canal Anidnico Voltagem Dependente — VDAC

O VDAC, também conhecido como “porina”, ¢ a proteina mais
abundante da membrana externa da mitocondria. Essa proteina possui
uma func¢do primordial no gerenciamento da energia celular, pois € o
canal responsével pela troca de metabolitos e ions entre a mitocondria e
outros compartimentos celulares, facilitando também o transporte de
ATP/ADP (Figura 11) (CROW el al. 2004; WALLACE, 2005). A
familia do VDAC apresenta trés isoformas (VDACI, 2, e 3), que
possuem estruturas e funcionamentos semelhantes, mas, dependendo da
isoforma, podem atuar como um canal ou como uma proteina fixa
(BAINES et al., 2007; KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007;
PASTORINO; HOEK, 2008).

Na mitocondria, o VDAC associa-se com ANT criando um
complexo macromolecular que transporta ATP/ADP, liberando o ATP
produzido na matriz mitocondrial para o citosol e permitindo a entrada
do ADP resultante do consumo de ATP no citosol para o interior da
mitocondria (WALLACE, 2005; KROEMER, GALLUZZI; BRENNER,
2007) (Figura 11). Essa proteina também vem sendo associada com a
liberagdo de proteinas pro- e antiapoptoticas, uma vez que a VDAC se
liga a proteina Bax, promovendo a abertura do poro e liberacdo do
citocromo ¢ (Figura 11) (CROW el al., 2004; WALLACE, 2005;
TSUJIMOTO; NAKAGAWA; SHIMIZU, 2006).

' @

MATRIZ

Figura 11. Esquema de ligagdo da proteina Bax com a VDAC (canal ani6nico
voltagem dependente), promovendo alteragdo das suas propriedades para
permitir a liberacdo do citocromo c.

Fonte: Adaptada de Crow el al. 2004.
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6.1.3 Homeostase de Calcio (Ca®")

Grande parte do Ca®" celular ¢ armazenada e liberada pelo
reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico (RS/RE). O posicionamento da
mitocondria proximo aos locais de liberagio de Ca®* pelo RS/RE pode
promover a captura substancial do Ca>" por essa organela, prevenindo o
excesso de calcio no citosol, bem como a deple¢do pela recaptura via
RS/RE (HAINOCZKY et al., 2006; SPAT et al., 2008; CSORDAS;
HAJNOCZKY, 2009).

A mitocondria possui um papel fundamental na regulagdo da
homeostase de calcio, principalmente devido sua habilidade em
acumular o Ca®". Essa propriedade permite a captura de grandes
quantidades de Ca®*, podendo, assim, manter a concentragio fisiologica
citoplasmatica e proteger a célula de grandes variacdes na concentragao
deste fon (GARCIA et al., 2006; ANTIGNY et al., 2009; DEMAUREX;
POBURKO, 2009).

A entrada e saida de Ca®" na matriz mitocondrial sdo controladas
pelo canal transportador ndo especifico (uniporter), no caso de influxo, e
pelo canal de troca Na*/Ca®" no caso de efluxo. A atividade do canal de
efluxo Na'/Ca®" ¢ saturada com elevadas concentragdes de Ca* na
matriz da mitocondria, ao passo que a agdo do canal uniporter ndo se
altera com o aumento de concentragdo (HAJNOCZKY et al., 2006;
DEDKOVA; BLATTER, 2008; DEMAUREX; POBURKO, 2009).

A homeostase de Ca®" na mitocondria regula o metabolismo
energético e sincroniza a geragdo de ATP para o bom funcionamento da
célula. Isso porque a absor¢do de Ca®' resulta na ativacdo de trés
dehidrogenases na matriz mitocondrial, que leva a um aumento da
relagio NADH/NAD" e desencadeia um aumento de energia disponivel
para fung¢des mitocondriais. Além disso, tem sido sugerido que o Ca*"
na matriz mitocondrial estd envolvido na ativacdo da sintese de ATP por
efeito direto sobre os canais especificos de protons (Fp) e o complexo F,
associado com Fy (FoF;-ATPase) (NEWMEYER; FERGUSON-
MILLER, 2003; GUNTER et al., 2004; FEISSNER et al., 2009).

Entretanto, o aumento excessivo de Ca>" na matriz promove um
desequilibrio mitocondrial, resultando numa sobrecarga na mitocondria,
que leva a alteragdes estruturais da membrana que promove a abertura
do PTP, ao aumento da geragdo de ERO e, como consequéncia, a
desencadear a morte celular (WALLACE, 2005; DEMAUREX;
POBURKO, 2009; FEISSNER et al., 2009).

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



30
Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica e Objetivos

6.1.4 Mitocondria e Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

O metabolismo mitocondrial € a principal fonte geradora de
espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo produzidas a partir da
atividade de transferéncia de elétrons mitocondriais. Cerca de 2% do
oxigénio molecular (O,) consumido pelas mitocondrias durante a
respiragdo ¢ convertido em radical 4&nion superdxido (0O,")
principalmente pelos complexos I e III. O oxigénio molecular ¢
altamente eletrofilico, e a produgdo do O, ocorre quando O, captura
um elétron resultante do complexo I ou do complexo III (Figura 12)
(WALLACE, 2005; FEISSNER et al., 2009; WALLACE; FAN, 2010).
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Figura 12. Esquema de formagao de ERO na mitocondria.
Fonte: Adaptada de Balaban, Nemoto e Finkel, 2005.

Como a geragdo de O,” é um processo fisiologico, a mitocondria
possui um eficiente sistema de defesa antioxidante. Normalmente o O,
¢ neutralizado pela atividade combinada de enzimas antioxidantes como:
superdxido dismutase mitocondrial, que contém manganés no seu sitio
ativo (MnSOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). O anion
superoxido ¢ rapidamente dismutado a peroxido de hidrogénio (H,O,)
pela MnSOD, que ¢ convertida a agua (H,O) pela CAT ¢ GPx. O
estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre o balango
pro-oxidante/antioxidante, em favor da situacdo pro-oxidante,
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promovendo um dano potencial (SIES, 1993; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; WALLACE, 2005), como: oxidacdo de
proteinas, lipideos, e DNA, culminando na disfun¢do da mitocondria e
consequente morte celular (BALABAN; NEMOTO; FINKEL, 2005;
WALLACE, 2005; WALLACE; FAN, 2010).

Os radicais livres (RLs) s@o atomos ou moléculas que possuem
um ou mais elétrons ndo pareados na Orbita externa, geralmente
formados por perda ou ganho de elétrons (oxirredug¢do) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Em meio biologico, a maioria das moléculas
ndo se encontra na forma de radicais, permanecendo com elétrons
pareados. Entretanto, em determinadas situagdes, os RLs melhor
denominados em termos bioldgicos de espécies reativas, sdo formados e
podem causar efeito fisiolégico e patologico (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas, que compreendem as EROs, bem como as
ERNs (Tabela 1), sdo substincias produzidas no organismo; podem

reagir com biomoléculas, gerando outras espécies reativas ou causando
um determinado dano (HALLIWELL, 2001).

Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nas formas de
radicais e ndo radicais.

Espécies reativas de oxigénio - ERO

Radicais N&o radicais
Superoxido (02") Peréxido de hidrogénio (H,0,)
Hidroxil ((OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxil (ROZ') Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil (RO") Oz6nio (O,)

Hidroperoxil (HOZ") Oxigénio singlete (102)
Espécies reativas de nitrogénio - ERN

Radicais N&o radicais

Oxido nitrico (NO) Peroxinitrito (ONOO)

Dioxido de nitrogénio (NO,’) | Alquil peroxinitrito (ROONO)

Fonte: Adaptada de Halliwell, 2001.

As espécies reativas podem reagir com biomoléculas tais como
proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos (HALLIWELL;
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GUTTERIDGE, 1999; MEAGHER; FITZGERALD, 2000). Os RLs
podem reagir diretamente com as biomoléculas, ou podem reagir com os
lipideos e carboidratos, gerando produtos que, por sua vez, podem reagir
com as proteinas. Tanto a ligacdo peptidica quanto as cadeias laterais
podem ser o alvo do ataque oxidativo de espécies reativas (LEVINE,
2002).

Com respeito ao DNA, os RLs podem causar modificagdo
oxidativa nas bases nitrogenadas, o que resulta em mutag@o, ao passo
que a oxidacdo das unidades de desoxirribose induz a liberagdo de bases
ou quebra nas fitas de DNA (ZWART et al., 1999). Considera-se que a
fragmentagdo do DNA sob condi¢des de deplecdo de GSH ocorre por
dois mecanismos: a) Radicais livres lipidicos produzidos a partir dos
acidos graxos poliinsaturados (tanto na membrana plasmatica quanto
nuclear) podem diretamente atacar o DNA presente na cromatina do
nucleo; b) a lipoperoxidagdo em uma célula causa a perda da integridade
da membrana celular, podendo tornar o ambiente favoravel ao ataque ao
DNA por outros tipos de radicais de oxigénio. O radical hidroxil (*OH)
pode inicialmente causar quebra da fita simples do DNA, e
posteriormente levar a quebra da fita dupla do DNA (HIGUCH]I, 2003).

No processo de oxidagdo de lipideos por RLs, um atomo de
hidrogénio ¢ sequestrado do acido graxo contendo ao menos duas duplas
ligagdes separadas por metilenos intercalados (LH), originando um RL
centrado no carbono (radical lipidico, L") com um rearranjo das duplas
ligagdes (conjugagdo de dienos), seguido pela interagdo do L* com o
oxigénio molecular (O,), para formar um radical peroxil (LOO®). Esse
ultimo pode, entdo, retirar um atomo de hidrogénio, tanto do LH
adjacente (induzindo uma reacao de propagacdo), como de outro doador
de hidrogénio, como, por exemplo, um antioxidante (Figura 13). Em
ambas as circunstincias, um hidroperoxido de acido graxo (LOOH) ¢é
formado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

LH+'OH-=> L +H,0
L'+ 0, > LOO
LH+LOO - L'+ LOOH
Figura 13. Representacdo esquematica das reagdes de iniciagdo e propagagdo

da lipoperoxidag@o.
Fonte: Adaptada de Hermes-Lima et al., 1995.

Para minimizar os efeitos deletérios associados a constante
formagdo dos RLs, os organismos aerobicos foram dotados ao longo do
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tempo evolutivo de distintas defesas antioxidantes. Os antioxidantes
produzidos pelo corpo sdo definidos como substincias capazes de
retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo estes ser
enzimaticos como SOD, CAT e GPx, ou ndo enzimaticos, tais como
peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), acido diidrolipdico, co-enzima QH, (CoQH;) e GSH. Além
dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles
provenientes da dieta, como o o-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno
(pro-vitamina-A), 4cido ascorbico (vitamina-C) e compostos fendlicos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999, VALKO et al., 2007).

As enzimas SOD, CAT e GPx constituem a primeira linha de
defesa enddgena de neutraliza¢do das EROs, pois minimizam os efeitos
deletérios associados a constante formagdo dessas espécies reativas, por
serem capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis
(BOVERIS; CADENAS, 1997, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
VALKO et al., 2007). Através delas, as células tentam manter baixas as
quantidades do O, e de H,0,, evitando assim a formagdo do *OH, que,
embora tenha um tempo de meia vida curta, na fragdo de segundos, e em
reduzida concentragdo, ¢ extremamente reativo e danoso as células
(BOVERIS; CADENAS, 1997).

A SOD, uma metaloenzima, é considerada uma das mais
importantes defesas antioxidantes na neutralizagdo das EROs e esta
presente praticamente em todos os organismos eucarioticos, sendo
responsavel pela conversio do O, em H,0, e O, (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). As células humanas apresentam duas isoformas
da SOD, uma mitocondrial, que contém manganés no seu sitio ativo
(MnSOD), e outra citosélica, com cobre e zinco no seu sitio ativo
(CuZnSOD) (HALLIWELL, 2001; STEHBENS, 2003).

Embora o peroxido de hidrogénio (H,O;) ndo seja um radical
livre, pode causar dano celular grave devido a geracdo de radical
hidroxil ("OH) na presenca de ions ferro ou cobre (reacdo de Fenton). O
radical *OH ¢ altamente agressivo, resultando na oxidagdo de
macromoléculas celulares. Portanto, o H,O, deve ser rapidamente
detoxificado pela agdo da CAT ou GPx, convertendo-o a H,O ¢ O,
(SCHAFER; WERNER, 2008).

A CAT, que atua especificamente sobre o H,O,, esta presente na
maioria das células aerobicas, especialmente concentradas nos
hepatocitos e eritrocitos, estando localizada principalmente em
organelas subcelulares chamadas peroxissomos. Essa enzima ¢
composta de quatro subunidades proteicas, cada uma contendo um
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grupo heme (Felll-protoporfirina) ligado ao sitio ativo. Ja a GPx, uma
das poucas classes de enzimas humanas que requer selénio para sua
acdo, remove H,O, e outros hidroperoxidos, oxidando a glutationa
reduzida a glutationa oxidada (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A GSH ¢ o principal regulador intracelular da homeostase das
reacdes de oxirreducdo, agindo via oxidagdo reversivel do grupamento
tiol ativo, constituindo-se num dos principais constituintes dos
mecanismos de defesa celular contra o estresse oxidativo, por atuar
diretamente, ou via GPx nas reagdes scavenger de EROs. O contetdo
intracelular de GSH e GSSG normalmente ¢ mantido elevado, mediante
a reducdo da GSSG a GSH pela enzima glutationa redutase (GR). Isso
permite que haja uma quantidade consideravel de GSH para atuar como
uma substincia antioxidante no organismo (DROGE, 2002; HADDAD,
2002). Quando ocorre a reducdo dos niveis intracelulares de GSH,
pressupde-se que o consumo de GSH ocorreu devido a estado de
estresse oxidativo.

Finalmente, o estresse oxidativo pode resultar em trés diferentes
processos: a) adaptacdo por regulagem do sistema de defesa
antioxidante; b) injaria tecidual, podendo causar dano a qualquer
biomolécula alvo; 3) morte celular por necrose ou apoptose
(HALLIWELL, 2001). Dessa forma, o estresse oxidativo tem sido
apontado como uma das principais causas de dano celular. Segundo Lee
e colaboradores (2001), o estresse oxidativo tem um papel fundamental
na ativagdo da célula estrelada hepatica, através da inducdo do fator de
transcricdo NF-xkB (fator nuclear «B) e, consequentemente, a
fibrogénese hepatica (LEE et al.,, 2001). O reconhecimento do
envolvimento das ERO em diversas enfermidades tem levado a
implementagao da terapia antioxidante, que pode apresentar significante
resultados no tratamento de determinadas doengas, como a aterosclerose
e cirrose hepatica, entre outras (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

7. HEPATOPROTETORES

As doengas hepaticas representam um problema de saude de
ambito mundial, e sdo desencadeadas principalmente por virus, doengas
metabolicas ou compostos quimicos (NEGI et al., 2008; GRAIER;
MALLI; KOSTNER, 2009; LENS et al., 2010). O tratamento dessas
doengas ¢ realizado convencionalmente com farmacos de origem
sintética, ou, secundariamente, mediante a utiliza¢do de compostos
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isolados ou partes de plantas medicinais utilizadas na medicinal popular
(DHIMAN; CHAWLA, 2005; GIRISH; PRADHAN, 2008; NEGI et al.,
2008).

Entretanto, a quantidade de medicamentos que sdo utilizados no
tratamento de doencas hepaticas e que apresentam resultados
expressivos em seres humanos ainda ¢ pequena (MURIEL; RIVERA-
ESPINOZA, 2008). Assim, as plantas medicinais utilizadas para o
tratamento de distirbios hepaticos que apresentam atividade
hepatoprotetora ou curativa tornam-se alvos importantes de estudos que
buscam elucidar seu mecanismo de agdo, bem como caracterizar
compostos que possam ser utilizados para o desenvolvimento de novos
farmacos hepatoprotetores (GIRISH; PRADHAN, 2008).

Na literatura existem estudos com plantas medicinais e
compostos isolados que sdo utilizados no tratamento de doengas do
figado. Entre essas plantas e seus compostos tradicionalmente utilizados
com essa finalidade, podemos destacar a silimarina, extraida da Silybum
marianum, a curcumina (Curcuma longa), a filantina e a hipofilantina
(Phyllanthus amarus), a glicirriza (Glycyrrhiza glabra), picrolive
(Picrorhiza kurroa), entre outras (GIRISH; PRADHAN, 2008;
MURIEL; RIVERA-ESPINOZA, 2008; NEGI et al., 2008).

Atualmente diversas substincias estdo sendo utilizadas
clinicamente como hepatoprotetoras. Dentre estas destacam-se
estimulantes do metabolismo hepatico, como complexos vitaminicos e,
mais recentemente, foram incorporados ao arsenal terapéutico os
antioxidantes. Os hepatoprotetores antioxidantes como silimarina, cujo
uso terapéutico foi aprovado no Brasil pela ANVISA (Resolugdo RDC
n.° 41, 2003) (BRASIL, 2003), tém apresentado eficacia terapéutica
devido ao seu efetivo bloqueio da geragio de radicais livres (HAKOVA;
MISUROVA, 1996; PRADHAN; GIRISH, 2006).

7.1 SILIMARINA

A silimarina ¢ uma mistura complexa de quatro isdmeros
flavonolignana (silibina, silidianina, isosilibina e silicristina) (Figura 14
A, B, C e D, respectivamente), extraidos da Silybum marianum. A
silibina ¢ o principal constituinte (70-80%) isolado dessa planta e ¢
usada por décadas na medicina popular da regido mediterrdnea europeia,
na terapia de hepatopatias (FLORA et al., 1998; GAZAK et al., 2007).
Varios trabalhos relatam que essas flavonolignanas possuem agdo anti-
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inflamatoria, citoprotetora e anticarcinogénica, uma vez que inibem a
via de sinalizagdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) induzido
pela EROs e pela peroxidagdo lipidica e aumenta os niveis de
antioxidantes no sangue e figado (CARINI et al., 1992; MANNA et al.,
1999; SKOTTOVA et al., 2004).

C. Isosilibina D. Silicristina

Figura 14. (A, B, C, D) - Estruturas quimicas dos isdmeros flavonolignana da
silimarina.
Fonte: Adaptada de Pradhan e Girish, 2006.

Segundo Wellington e Jarvis (2001), a silimarina ¢ um potente
antioxidante que protege varios tipos celulares do organismo, tais como
hepatécitos e astrocitos de compostos geradores de radicais livres.
Assim, o efeito da silimarina contra o dano hepatico causado pelo CCl,4
ja esta bem estabelecido, razio pela qual esta ¢ usada como farmaco de
referéncia em varios estudos de hepatotoxicidade (ACHLIYA;
WADODKAR; DORLE, 2004; SHAILAJAN et al., 2005).
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8. OBJETIVO GERAL

Auvaliar in vivo o potencial hipolipemiante misto e hepatotprotetor

da 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona (THA) isolado da Myrcia multiflora e
seus possiveis mecanismos de acao.

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial hipolipemiante misto in vivo da THA,
utilizando o modelo de hiperlipemia aguda induzida pela
administragdo de Triton WR-1339 e o modelo de hiperlipemia
cronica induzida pela dieta hipercaldrica, verificando seu efeito
sobre a concentragdo sérica de colesterol total e triglicerideos;

Avaliar a influéncia da THA na diminuicao do sobrepeso e
obesidade dos animais com a dieta hipercalorica;

Avaliar o possivel efeito hipotrigliceridémico da THA,
mediante ensaios de inibi¢do da absor¢do intestinal de
triglicerideos € o o possivel mecanismo de agdo da THA como
agente hipotrigliceridémico, mediante a inibi¢do da atividade da
lipase pancredtica;

Avaliar in vivo o possivel efeito hepatoprotetor da THA, em
modelo de hepatotoxicidade induzida pelo agente estressor CCly,
verificando seu efeito sobre a concentragdo sérica dos
biomarcadores de danos hepaticos (AST, ALT e LDH) e o
aspecto histologico da lesdo hepatica;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro da THA, utilizando o
ensaio de dano oxidativo a membrana lipidica de figado de
camundongos induzido por ascorbato e cloreto ferroso
(FeCl,.4H,0) e a capacidade de captagio dos radicais DPPH, O,”
e ‘OH;

Avaliar um dos provaveis mecanismos de hepatoprotecdo da
THA, associado a atividade antioxidante in vivo, mediante o
modelo de hepatotoxicidade induzida pelo agente estressor CCly,
que gera o estresse oxidativo, verificando seu efeito sobre os
biomarcadores de dano oxidativo (lipoperoxidacdo de
membranas, carbonilagdo de proteinas e fragmentagdo do DNA),
as defesas antioxidantes (concentracdo de GSH, atividade da
CAT, SOD e GST) e verificar os efeitos da THA sobre
propriedades da membrana mitocondrial utilizando a técnica de
inchamento mitocondrial.
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Abstract

This study evaluated the hypolipidemic and anti-obesity effects of
phloroacetophenone (2',4',6'-trihydroxyacetophenone, THA) isolated
from Myrcia multiflora and their relationship with triglyceride (TG)
intestinal absorption and pancreatic lipase activity inhibition. The
hypolipidemic effect of THA were evaluated by acute (Triton WR-1339
treatment) and chronic assay (high-fat diet treatment) and the anti-
obesity effect was evaluated by chronic assay (high-fat diet treatment).
In addition, inhibition of enzymatic activity of pancreatic lipase was
measured in intestinal tissue of mice treated with high olive oil
concentration. In the acute assay THA caused greater total cholesterol
(37%) and triglyceride (46%) serum levels reduction than lovastatin (32
and 1%), HMG-CoA reductase inhibitor or orlistat (26 and 34%), a
gastrointestinal lipase inhibitor. Also, in the chronic assay with a high
fat diet THA reduced cholesterol and triglyceride levels (32 and 61%,
respectively) whereas lovastatin showed a decrease of 35 and 49%,
respectively. In addition, THA caused a reduction in weight gain very
similar to orlistat (40 and 38%, respectively) when the animals were
treated with high fat diet. Also, THA showed a stronger and continuous
pancreatic lipase inhibitory activity when compared with orlistat,
because it caused inhibition of this enzyme during 6 hours associated to
a significant reduction of triglycerides serum levels. The anti-obesity
effects and hypolipidemic in vivo of THA may be partly mediated
through delaying the intestinal absorption of dietary fat by inhibiting
pancreatic lipase activity.

Key words
Anti-obesity effect; mixed hypolipidemic activity; pancreatic lipase
inhibitor; 2',4',6'-trihydroxyacetophenone
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INTRODUCTION

Obesity is a serious public health problem both in developed and
developing countries [1], and has increasing dramatically in recent
years. Characterized by excessive accumulation of body fat, resulting
from an imbalance between energy intake and expenditure [2,3], causing
damage and compromising the health of individuals, such as
locomotion, breathing difficulties and metabolic alterations [3-5].

Overweight and obesity are associated with multiple coexisting
conditions, including hypertension, glucose intolerance, obstructive
sleep apnea, and dyslipidemia [6]. Moreover, obesity is an important
risk factor, associated with the increased of death from cardiovascular
disease, diabetes, chronic kidney disease and some types of cancers
[2,7.,8].

Obesity is closely associated with modern lifestyle, with an
abundant nutrient supply and reduced physical activity, has resulted in
dramatic increases in obesity and associated diseases [9,10]. Thus, a
high-fat intake diet can contribute to the development of obesity and
hyperlipidemia, increasing body fat mass and / or visceral and changing
levels of lipids in plasma and tissues [11]. These changes are associated
with elevated levels of total cholesterol (TC), triglycerides (TG) and in
decreased high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) [12,13]. And
this increased plasma level of lipids has been associated with increased
atherosclerosis, which is closely associated as a major cause of death in
the Western society [14].

Accordingly, efforts towards the development of new and more
effective hypolipemic drugs have led to the discovery of some natural
and synthetic therapeutics agents. The 2'.4',6'-trihydroxyacetophenone
(THA) is the aglycone part of a glycoside from Myrcia multiflora
(family Myrtaceae) is a plant popularly known as ‘insulin plant’ and has
been used in the traditional medicine in South America for diabetes. The
literature cites several sources for obtaining phloroacetophenone
derivatives, but the free form of acylphloroglucinol is rare [15-17].
Isolated flavanone and flavonol glucosides have been reported to
possess aldose reductase inhibition, a-glucosidase inhibition and
potential for hypoglycemic activity in alloxan-induced diabetic animals
[18,19]. However, scientific research on the efficacies and mechanisms
of this acetophenone as anti-obesity and mixed hypolipidemic agents is
still very limited.
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Hence, the aim of this work was to investigate potential effect in
the management of obesity and correlated conditions, such as
hyperlipidemia, with 2,4,6-trihydroxyacetophenone (Fig. 1A) in rodents
fed with a high-fat diet and treated with Triton WR-1339, as well to
investigate the possible relation between lowering plasmatic lipid and
changes in mechanism absorption.

Fig. 1 Chemichal structure of 2’,4’,6’-trihydroxyacetophenone — (THA) -
(phloracetophenone) (A) and  4,6-dihydroxy-2-O-(#-D-glucopyranosyl)
acetophenone (B).

A) B)

OH OH OH

Materials and Methods

Chemicals

The  synthetic  standard  2',4’,6'-trihydroxyacetophenone
monohydrate was purchased from Fluka (purity > 98%); orlistat (purity
> 98%) and lovastatin ( purity >98%) from Sigma-Aldrich. Diagnostic
kits for total cholesterol, triglyceride and lipase determinations were
purchased from Labtest-Diagnostic kit (Lagoa Santa, MG, Brazil). All
other reagents were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO).

Plant material and isolation of phloracetophenone glucoside

Myrcia multiflora (Lam.) DC. was purchased from Albano
Ferreira Martins, Ltd., Sdo Paulo. The plant was identified by Dr. Luiza
Sumiko Kinoshita and the voucher specimen (133.966) was deposited at
the Herbarium of the Institute of Botany, State University of Campinas,
Brazil). The dried leaves of M. multiflora were subjected to the methods
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of extraction and isolation of phloracetophenone glucoside according to
Suksamraran and collaborators [20].The compound isolated by
preparative TLC, analyzed by 'H-NMR and IR, showed that the data
were consistent with those reported for the compound mentioned, the
4,6-dihydroxy-2-O-($-D-glucopyranosyl) acetophenone (Fig. 1B). It is
possible, by hydrolysis of this derivative, to obtain the compound
2'.4',6'-trihydroxyacetophenone.

In order to obtain phloroacetophenone, the compound 4,6-
dihydroxy-2-O-(5-D-glucopyranosyl) acetophenone (200 mg) were
treated with 3 N HCI in methanol (200 ml) at reflux temperature of
100°C for 30 min [20-22]. After neutralization by careful addition of 20
% aqueous NaHCO; and elimination of methanol under vacuum and
controlled temperature, the phloracetophenone was extracted with
CH,Cl,, followed by evaporation of solvent and recrystallization with
boiling water, affording crystals of colorless needles, and later was
submitted to '"H NMR, IR and TLC analysis with synthetic standard of
2'4',6'-trihydroxyacetophenone monohydrate. Analytical TLC was
carried out on silica gel 60 F,s4, 0.2 mm plates (Merck, Darmstadt). For
separation and identification of compounds, the following mobile phases
(a,b) and a spray reagent (c) were used. (a) AcOet-H,CO,-HOAc-H,0
(500:5:5:2); (b) CHCI3-(CH3),CO-H,CO, (150:33:17) and (c)
vanillin/H,SO4 (10% wvanillin in EtOH 99,5%-conc. H,SO,4, 2:1),
followed by heating for development of colors.

Animals

Male Wistar-EPM-M1 rats were weighted 180 = 10 g (chronic
hypolipidemic activity) and 120 £ 6 g (acute hypolipidemic activity),
and male Swiss mice 25 + 3 g (inhibition of intestinal lipids absorption)
were housed under controlled conditions (12 hour light-dark cycle, 22 +
2°C, and 60% air humidity) and had free access to standard laboratory
chow and water. All animal were allowed to acclimatize for at least 7
days prior to the first treatment. Animals were fasted for 12 hours before
experiments and allowed water ad libitum. All animal procedures were
conducted in accordance with legal requirements appropriate to the
species (Guiding Principles for the Care and Use of Laboratory
Animals, NIH publication #85.23, revised in 1985) and with the local
Committee (149/CEUA and 23080.009607/2002-88/UFSC).

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



44
Capitulo 2 - Efeito Antiobesidade e Hipolipemiante da THA

Acute Hypolipidemic assay

Rats were fasted throughout this experiment period, although
water was provided ad libitum. The animals were divided into five
groups by body weight (6 animals each group): non-treated group
(normal control); Triton WR-1339-treated group (negative control);
Triton WR-1339-treated plus THA (6.0 mg/kg b.w.); Triton WR-1339-
treated group plus lovastatin (inhibitor of HMG-CoA reductase) (6.0
mg/kg b.w.) and orlistat (specific inhibitor of pancreatic lipase) (6.0
mg/Kg, b.w). THA was preliminarily evaluated at 3, 6 and 12 mg/kg
body weight, and the dose of 6 mg/kg was selected because it was the
lowest dose that caused any toxicity and had a good
solubility. Immediately after the oral administration of compounds to rats
by gavage, Triton WR-1339 was administered intraperitoneally (i.p.)
(400 mg/kg, body weight, b.w.) except in the non-treated group. Eight
hours after the administration of Triton WR-1339, blood was collected
and used for the determination of lipid profile.

Gain weight and Chronic Hypolipidemic assay

The high fat diet composed of normal diet (standard commercial
diet) supplemented with cholesterol 2%, sodium chlorate 2%, vitamin
mixture 2%, oligoelements 0.2%, salt mixture 5.8%, fat 20%, cellulose
4%, sucrose 44%, casein 5%, and protein 15% [23] was used to induce
weight gain and hyperlipidemia. Male Wistar-EPM-M1 rats were
divided into six groups (6 animals each group): normal diet; normal diet
plus THA; normal diet plus orlistat; normal diet plus lovastatin; high fat-
diet control group; high-fat diet plus THA; high-fat diet plus orlistat;
high-fat diet plus lovastatin. THA, lovastatin and orlistat (6.0 mg/Kg,
b.w.) were administered by oral gavage for 30 days. The weight of
animal was measured in time zero and after 30 days. After 30 days of
treatment blood samples were collected for lipid determinations. Total
serum cholesterol (TC), triglyceride (TG) levels were measured by
enzymatic methods [24,25].

Inhibition of pancreatic lipids absorption assay

Male Swiss mice were divided in groups of 6 animals: normal
control; control negative treated with olive oil (0.5 ml by gavage); pre-
treated with THA (6.0 mg/kg b.w. by gavage) and 30 min after with
olive oil (0.5 ml by gavage); pre-treated with orlistat and 30 min after
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with olive oil (0.5 ml by gavage). Then, at 2, 4 and 6 hours after
administration of olive oil blood was collected to measure triglyceride
levels and then mice were killed and the entire gut was removed,
homogenized in phosphate buffer (pH 7.8) and after centrifugation the
supernatants were utilized for determination of pancreatic lipase
activity.

Measurement of pancreatic lipase activity

Pancreatic lipase activity was determined by enzymatic method
[26]. The serum lipase hydrolyzes 2,3-dimercaptopropan-l-ol
tributyroate (BALB) to give 2, 3-dimercaptopropan-1-ol (BAL) and
butyric acid. The liberated BAL reacts with 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) to release 2-nitrobenzoate (TNB) anions which color
intensity at 412 nm is proportional to the pancreatic lipase activity.

Statistical analysis

All the biochemical parameters mentioned above were measured
in duplicate. Data are presented as means = SD and were analyzed by
ANOVA complemented with the Tukey-Kramer multiple comparison
test. P-values less than 1% (p<0.01) were considered to be statistically
significant.

Results

Acute hypolipidemic effect of THA

The lipid profiles of animals treated with THA or lovastatin
showed a statistical significant reduction in total serum cholesterol
levels and triglycerides in relation to the group treated only with Triton
WR-1339 (Table 1). The THA-treated group showed a more important
hypolipidemic effect in the acute hiperlipidemic experimental model
compared to animals treated with the inhibitor of cholesterol syntheses
(lovastatin) or lipid absorption (orlistat), reducing in 37% and 46% the
serum levels of total cholesterol and triglycerides, respectively.
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Table 1 Effect of THA, orlistat and lovastatin (6.0 mg/kg, b.w.) on serum total
cholesterol (TC), and triglycerides (TG) levels after 8 hours of treatment with
Triton WR1339 and control group in acute hypolipidemic assays.

Compounds TC % TC TG % TG
P (mg/dL)  reduction (mg/dL)  reduction

Normal control 108.59+ 7.4" 3 96.5+12.4" 3

Triton WR-1339 205.4+10.3 B 641.6 +23.9 B

Triton WR-1339 + * .

THA 129.8 £ 13.5 37 345.1£21.9 46

Triton WR-1339 + 1409+34° 32 63254253 1

lovastatin

Triton WR-1339 + * .

orlistat 152.3£11.5 26 427.1+18.9 34

Note: All values were expressed in term of means = SD, n=6. (*) indicate statystical
significance p<0.01 in relation to Triton WR-1339 control group.

Gain weight and Chronic Hypolipidemic effect of THA

After 30 days animals treated with the high-fat diet, serum levels
of total cholesterol, triglycerides and body gain weight (Table 2)
increased significantly (P <0.01) when compared with animals treated
with the normal diet. The treatment with THA was capable to cause a
decrease of cholesterol and specially triglyceride levels and this
reduction was very similar with that obtained with orlistat treatment. In
addition, THA and orlistat treatments significantly (p<0.01) prevented
the body gain weight. Lovastatin caused a more discrete triglyceride
reduction and a more pronounced gain weight than THA and orlistat.
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Table 2 Lowering effect of THA, orlistat and lovastatin (6.0 mg/Kg, b.w.) on
serum total cholesterol (TC), triglycerides (TG) levels and body weight gain
after 30 days of treatment with standard commercial diet and induced
hyperlipemic-diet in Wistar-EPM-M1 rats.

TC TG Weight gain
(mg/dL) (ma/dL) (@
Normal diet 118.20+£2.69 67.45+2.67 51+£5
Normal diet + THA 108.41£2.33 66.06 £0.89 52+4
Normal diet + orlistat 105424391 64.18+2.88 52+3

Normal diet + lovastatin ~ 98.11+2.43"  69.74 + 1.57 53+7

High-fat diet 167.87+3.63 188704432  104+6
High-fat diet + THA 114514281 74424059  62+4

High-fat diet + orlistat 10943 +236 96.59+3.67  64+2

High-fat diet + lovastatin 100,23 + 346 169.11+5.06 91+2

Note: All values were expressed in term of means + SD, n=6. (*) Indicate statistical
significance (p<0.01) when compared to normal diet group (") indicate statistical
significance (p<0.01) when compared to high-fat diet group.

Evaluation of the activity of pancreatic lipase

Animals treated with olive oil significantly (120%) increased
serum triglycerides levels (Fig. 2) after 2 hours of treatment, whereas
the pre-treatment with THA or orlistat prevented such increase.
Curiously, after 4 and 6 hours, the levels of triglycerides in animals
treated with THA remained slow but steady, whilst orlistat decreased
such levels. Fig. 3 shows that THA showed an inhibitory effect on the
pancreatic lipase activity after 4 and 6 hours of treatment, and this effect
was more pronounced after 6 hours. It is important to note that orlistat, a
specific inhibitor of this enzyme, presented a profile of enzymatic
inhibition different of the THA, which was kept enhanced throughout
the experimental time.
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Fig. 2 Triglyceride levels (mg/dL) in treated mice only with olive oil (0.5 ml by
gavage); pre-treated with THA (6.0 mg/kg b.w. by gavage) and 30 min after
with olive oil; pre-treated with orlistat (6.0 mg/Kg, b.w.) — specific inhibitor of
pancreatic lipase and 30 min after with olive oil and determined at 2, 4 and 6
hours after handling. All of the values were express as means = SD, n = 6. (¥)
Indicate statistical significance (p<0.01) when compared to olive oil group.
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Fig. 3 Activity of the lipase pancreatic (UI) in mice treated only with olive oil
(0.5 ml by gavage); pre-treated with THA (6.0 mg/kg b.w. by gavage) and 30
min after with olive oil; pre-treated with orlistat (6.0 mg/Kg, b.w.) — specific
inhibitor of pancreatic lipase and 30 min after with olive oil determined at 2, 4
and 6 hours after handling. All the values were expressed as means + SD, n = 6.
(*) Indicate statistical significance (p<0.01) when compared to olive oil-treated
group.
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Discussion

Phloracetophenone (2°,4”,6’-trihydroxiacetophenone, THA) is the
aglycone part of glycoside extracted from M. multiflora and Curcuma
comosa Roxb, which can be produced by organic syntheses, has a
hypocholesterolemic activity [18,20,27,28]. It is possible that this
cholesterol lowering effect exerted by THA is associated to increasing
hepatic cholesterol 7a-hydroxylase activity, which increases the hepatic
conversion of cholesterol to a bile acid for disposal via biliary secretion
[29-31].

In the present study the anti-obesity activity and mixed
hypolipidemic effect of THA in vivo model isolated from Myrcia
multiflora were evaluated. The high fat intake may contribute to the
development of obesity and hyperlipidemia in humans and rodents by
altering levels of cholesterol and triglycerides in plasma and tissues
[11]. According to Ito and collaborators [32] the excessive accumulation
of body fat would be related to abnormal levels of lipids, especially
triglyceride levels elevation [33].

Triton WR-1339 is a detergent used to induce hyperlipidemia to
detect and to select compounds with hypocholesterolemic activity. The
i.p. administration of Triton WR-1339 in adult rats promoted
hyperlipidemia through the cholesterol levels, and also triglycerides and
phospholipids as well [34-36]. THA presented a significant (36%)
reduction in total cholesterol levels, a percentage near that presented by
lovastatin (32%) (Table 1). Also, trygliceride levels in animals pre-
treated with THA showed a more pronounced reduction than orlistat,
suggesting a mixed hypolipidemic effect of this acetophenone.

From these data we hypothesize that, in addition to the hepatic
induction of cholesterol 7a-hydroxylase, THA could have an effect on
the availability of peripheral cholesterol. This change in availability of
peripheral cholesterol might also be associated with a decreased
absorption of lipids, although THA appears to have an effect on the
absorption of nutrients, because it caused a substantial reduction in
serum concentrations of two main lipid nutrients (cholesterol and
triglycerides) in high mammals.

In the chronic assay regarding the inhibition of hyperlipedemia
under the high-fat diet, the sera concentrations of triglycerides were
significantly lower in animals treated with THA after 30 days of
treatment, when compared to the untreated group (Table 2). In a similar
way animals treated with THA and a standard diet also presented a
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significant reduction (p<0.01) in levels of blood triglycerides after 30
days of treatment. In addition, the gain weight was lower in animals
treated with a high-fat diet together with THA or orlistat (reducing 40%
and 38%, respectively) compared to the untreated group.

Among the variety of indications used for the treatment of
hyperlipidemia and obesity, dietary restriction is the most appropriate
[37,38]. However, if the diet prescription indicated in adequate
reduction of cholesterol concentration and/or triglyceride levels does not
work, then there is no need for the administration of drugs with
hypolipidemic activity and/or anti-obesity associated with food
restriction. A time that therapy with hypolipidemic or anti-obesity
agents, reduced the rate of atherosclerosis progression and, in some
cases, induce the regression of existing lesions [37-39]. In addition,
there is plenty evidence that hypertriglyceridemia is a risk factor for
coronary heart disease, associated with conditions where elevated levels
of triglycerides accelerate obesity and atherosclerosis [40]. Thus
inhibitors of triglyceride absorption might be a promising strategy for
the prevention of atherosclerosis and obesity [37,38].

It is important to stress out that in the present study THA caused
a strong reduction in the absorption of triglycerides (Fig. 2) within 2
hours of treatment with olive oil, which was partially prevented by
orlistat, thereby suggesting that THA has a direct and immediate effect
on lipid absorption. It is also important to note that THA, at least
initially, has a better inhibitory effect on intestinal absorption of lipids
than orlistat, which was used as a positive control.

Orlistat ((S)-1-[[(S,285,3S)-3-hexyl-4-0x0-2-
oxetanyl]methyl]dodecyl-(S)-2-formamido-4-methylvalerate) is a
gastrointestinal lipase inhibitor, however, when via oral administration,
its effect is restricted to the gastrointestinal interval [41]. Orlistat is
being used for the treatment of obesity because it causes gastrointestinal
inhibition of lipase, leading to reduction of local fat absorption [42]. In
patients with hyperlipidemia, orlistat reduces the concentration of
triglycerides in the plasma [43]. Consequently, orlistat is able to reduce
the progression of atherosclerotic injury, as a consequence of
triglyceride reduction, through the inhibition of fat absorption [37,44].
Therefore, this drug could be an appropriate agent for the moderation of
obesity relatively morbid, especially when used together with
appropriate diets, physical modification of alimentary habits and
exercises [45].
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In higher mammals lipase is an enzyme that degrades
triglycerides, liberating fatty acids and glycerol, and presents a great
clinical relevance, mainly in relation to atherosclerosis hyperlipidemia
and obesity. Some flavonoid compounds have been investigated
regarding the property of reduction of the blood concentration of lipids
[46]

It is also important to note that THA, although caused a strong
reduce plasma levels of triglycerides, apparently did not have an effect
on lipase 2 hours after administration of olive oil, in contrast to orlistat,
suggesting that THA might have another effect on intestinal absorption,
which not might be unrelated to lipase. However, after 6 hours of the
administration of olive oil, THA showed a strong inhibitory effect on
lipase, which was bigger than that of orlistat. Curiously, in our
experimental model after 6 hours lipase was more active in the control
group treated with olive oil, suggesting that THA might be a powerful
inhibitor of lipase, Therefore, THA possibly presents at least two
temporarily distinct mechanisms of action on lipid absorption, an
unspecific (up to 2 hours of administration) and another one on lipase
activity (up to 6 hours).

In conclusion, THA presented an anti-obesity and hypolipidemic
effects, being capable to prevent the increase in body weight in animals
treated with a high-fat diet, to reduce free cholesterol and triglyceride
levels induced by a high caloric diet, therefore revealing as a powerful
agent that inhibits the absorption of triglycerides in animals treated with
olive oil, which did not present an immediate inhibiting effect of the
intestinal activity of lipase, and finally being more effective than
orlistat, an specific inhibitor of this esterase enzyme. The anti-obesity
and hypolipidemic effects in vivo of THA might be partly mediated
through the delay of the intestinal absorption of dietary fat by inhibiting
pancreatic lipase activity. Thus, THA treatment may help preventing
complications of obesity or hyperlipidemia, as a future adjunct in the
arsenal of anti-obesity and/or mixed hypolipidemic drugs.
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Background: This study investigated the hepatoprotective effect and antioxidant properties of phloroaceto-
phenone (2°4°.6"trihydroxyacetophenone — THA), an acetophenone derived from the plant Myrcia
multiflora.

Material & Method: The free radical scavenging activity in virre and induction of oxidative hepatic damage by
carbon tetrachloride (CCly) (0.5 mlfkg, i.p.) were tested in male Swiss mice (25+5 g).

Results: This compound exhibited i vitre antioxidant effects on FeCls-ascorbate-induced lipid peroxidation
(LPO) in mouse liver homogenate, scavenging hydroxyl and superoxide radicals. and 2.2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. The in vivo assays showed that THA significantly (p <0.01) prevented the increases of hepatic
LPO as measured by the levels of thiobarbituric acid-reactive substances. mitochondrial swelling. It also
protected hepatocytes against protein carbonylation and oxidative DNA damage. Consistent with these
observations, THA pre-treatment normalized the activities of antioxidant enzymes, such as catalase,
glutathione peroxidase, and superoxide dismutase. and increased the levels of reduced glutathione (GSH)
in CCly-treated mice. In addition, THA treatment significantly prevented the elevation of serum enzymatic
activities of alanine amino transferase, aspartate amino transferase, and lactate dehydrogenase, as well as
histological alterations induced by CCly. Silymarin (SIL) (24 mg/kg). a known hepatoprotective drug used for
comparison, led o a significant decrease (p <0.01) in activities of theses enzymes in way very similar to that
observed in pre-treatment with THA.

Conclusion: These results suggest that the protective effects are due to reduction of oxidative damage induced

by CCl, resulting from the antioxidant properties of THA.

Keywords: antioxidant; hepatoprotective; 2, 4 ,6'-trihvdroxyacetophenone: Myrcia multifiora; CCly: Silvmarin
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eactive oxygen species (ROS) are causative
Rhumrs of degenerative diseases, including some

hepatopathies (1). The overproduction of ROS
and therefore oxidative stress can be initiated by a variety
of factors. including exposure to xenobiotics, such as
acetaminophen and carbon tetrachloride (CCly) (2). CCly
has been extensively used to study liver injury induced by
ROS in the mouse model, which is closely analogous to
hepatotoxicity in humans. The hepatotoxic effect of CCly

is thought to be initiated as a result of its reductive
dehalogenation by cytochrome P450 2E1 to the highly
reactive trichloromethyl radical ('CCI_\). which is subse-
quently converted into a trichloromethyl peroxyl radical
("00CCl;) in the presence of oxygen (3). Removal of
hydrogen atoms from unsaturated fatty acids by such
radicals generates carbon-centered lipid radicals. These
lipid radicals quickly add molecular oxygen to form lipid
peroxyl radicals, thereby initiating the process of lipid
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peroxidation (LPO). Unless neutralized by radical sca-
vengers, these peroxyl radicals in turn abstract hydrogen
atoms from other lipid molecules, thereby propagating
the process of LPO (4). Also. 'CCl_; can react with
sulfhydryl groups, such as reduced glutathione (GSH)
and protein thiols, which eventually leads to abnormal
protein function, membrane LPO and. consequently.
damage to mitochondria and nuclei, leading to impaired
physiological functions of hepatocytes, and finally. to cell
necrosis (5).

In this sense, the antioxidant action plays an important
role in protecting against CClg-induced liver injury.
Protective effects of various natural and synthetic products
against hepatotoxicity have been reported (6-8). Phenolic
compounds or polyphenols, which consist of secondary
vegetal metabolites, constitute a wide and complex array
of phytochemicals that exhibit antioxidant action (9).
Among the phenolic compounds, some acetophenones
possess several biological properties (10). It has been
reported by Mathiesen and collaborators (11) that
phloroacetophenone (2°.4°.6'-trihydroxyacetophenone —
THA; Fig. 1) exercises its antioxidant activity in vitro by
scavenging 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). but no
further investigations were carried out. THA is the
aglycone part of a glycoside from Mvrcia multiflora (family
Myrtaceae), a plant popularly known as ‘insulin plant’
and used for diabetes in traditional medicine in South
America. The literature cites several sources for obtaining
phloroacetophenone derivatives, but the free form of
acylphloroglucinol is rare (12-14). Isolated flavanone
and flavonol glucosides have been reported to inhibit
aldose reductase and o-glucosidase activities and to
possess a potential for hypoglycemic activity in alloxan-
induced diabetic animals (15, 16). But only studies that
describe the antioxidant effect and hepatoprotector of
THA are available.

Here, we investigated both the in vitre and in vive
antioxidant activity and the potential protective effects
of THA in CCly-induced hepatotoxicity in mice. The
protective activity of THA was compared with that of
Silymarin (SIL), a natural antioxidant that has been used
in clinical practice for the treatment of toxic liver disease

0

HO OH

OH

Fig 1. Chemical structure of 2 4’ 6'-trihydroxyacetophenone
(phloroacetophenone. THA).

(page number not for citation purpose)

(17). This study was carried out taking into consideration
that THA possesses a beneficial activity as an antioxidant
and hepatoprotective agent, although the mechanism for
the activity remains to be elucidated.

Materials and methods

Chemicals

All chemicals were of the highest commercially available
purity. THA monohydrate was from Fluka. All other
chemicals were from Sigma-Aldrich Co.

Plant material and isolation of phloracetophenone
glucoside

The leaves of cultivated M. multiflora were obtained from
Albano Ferreira Martins, Ltd.. Sdo Paulo, Brazil. The
dried leaves of M. mudriflora were subjected to the
methods of extraction and isolation of phloracetophe-
none glucoside according to Suksamraran and collabora-
tors (18). The compound was isolated and identified by
preparative TLC and analyzed by '"H NMR. IR showed
that data were consistent with those reported for the
4.6-dihydroxy-2-O-(p-p-glucopyranosyl) acetophenone.
Indeed. by the acidic hydrolysis of the compound
mentioned above, it is possible to prepare the THA.

To obtain phloroacetophenone, 4.6-dihydroxy-2-0-
(B-p-glucopyranosyl) acetophenone (200 mg) was treated
with 3 N HCI in methanol (200 ml) at a reflux
temperature of 100°C for 30 min (18-20). After neutra-
lization by careful addition of 20% aqueous NaHCO,
and elimination of methanol under vacuum and con-
trolled temperature, the phloracetophenone was ex-
tracted with CH>Cl,. followed by the evaporation of
solvent and recrystallization with boiling water. This
vielded crystals of colorless needles that were submitted
to '"H NMR, IR, and TLC analyses with a synthetic
standard of THA monohydrate. Analytical TLC was
carried out on 0.2-mm plates of silica gel 60 Fs; (Merck.
Darmstadt). For separation and identification of com-
pounds. the following mobile phases (a. b) and spray
reagent (c) were used: (a) AcOet-H,CO>-HOAc-H,0
(500:5:5:2): (b) CHCl:(CH;),CO-H,CO, (150:33:17),
and (¢) vanillin/H,SOy4 (10% vanillin in a 2:1 mixture of
99.5% ethanol and concentrated H,SOy). followed by
heating for color development.

In vitro antioxidant activity

The free radical scavenging activity of THA was evaluated
using the 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH)
radical scavenger method and measured at 518 nm (21).
Superoxide anion iO;’l was measured according to
Robak and Gryglewski (22). using its generation through
xanthine/xanthine oxidase and detected by nitro blue
tetrazolium (NBT) reduction at 560 nm. The hydroxyl
radical (‘OH) was generated by the deoxyribose
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method and its reaction with thiobarbituric acid (TBA)
was indirectly detected through the pink chromophore
measured at 532 nm (23). LPO was assayed using the TBA
method, as described by Chen and Tappel (24). THA
antioxidant activities in vitro were evaluated in triplicates
n the range 0.5 to 500 pg/ml and the results were expressed
as 1Csg, which was the concentration (in pg/ml) of THA
required to inhibit the generation rates of radicals by 50%.
SIL, a mixture of four flavonolignans that possesses a
recognized ROS scavenger activity as well as a hepatopro-
tective effect, was used as the antioxidant standard (17).

Animals

Male Swiss mice, supplied by the local Bioterio Central
of the Federal University of Santa Catarina and weighing
2545 g, were housed under controlled conditions (12-h
light-dark cycle, 22+2°C, 60% air humidity), and had
free access to standard laboratory chow and water. All
animal procedures were conducted in accordance with
legal requirements appropriate to the species (Guiding
Principles for the Care and Use of Laboratory Animals,
NIH publication #85.23, revised in 1985) and with the
approval of the local Ethics Committee.

Hepatoprotective activity

Hepatotoxicity was induced by CCly (0.5 ml/kg body
weight in olive oil, injected intraperitoneally) according
to the method described by Carbonari et al. (7). THA was
preliminarily evaluated at 3, 6, and 12 mg/kg body weight
and the dose of 6 mg/kg was selected because it was the
lowest dose that could normalize the hepatic enzymes
aspartate amino transferase (AST), alanine amino trans-
ferase (ALT). and lactate dehydrogenase (LDH). Mice
were randomly divided into five groups (n=6 each
group) and administered orally by gavage during 7 days
as follows:

(1) Group I: Control group, treated with vehicle (saline)
daily for 7 days.

(2) Group 1I: Treated with vehicle (saline) daily for 7
days followed by CCl, on day 7.

(3)  Group HI: Treated with THA (6 mg/kg) daily for 7
days.

(4) Group IV: Treated with THA (6 mg/kg) daily for
7 days followed by CCl; on day 7.

(5) Group V: Treated with SIL (24 mg/kg) daily for 7
days.

(6) Group VI: Treated with SIL (24 mg/kg) daily for
7 days followed by CCly on day 7.

Approximately 24 h after the i.p. administration of CCly,
blood sample was collected and serum was separated to
evaluate the biochemical markers of hepatic injury. After
that, animals were euthanized by cervical dislocation and
the livers were immediately excised, weighed, and kept on
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ice for analysis of biomarkers of oxidative damage, assay
of antioxidant enzymes, mitochondrial swelling, and
histological analyses.

Determination of biochemical markers of hepatic
injury

Blood was placed at room temperature for | h and then
centrifuged at 1.000g for 10 min to obtain serum. The
enzymatic activities of AST, ALT, and LDH were assayed
spectrophotometrically  according to  Reitman and
Frankel (25), Bergmeyer (26), and Allain et al. (27),
using a commercial kit (LABTEST, Diagnostica S.A.,
Minas Gerais, Brazil).

Oxidative damage biomarkers

Peroxidation of hepatic tissue lipids, in vivo, was mea-
sured by the method of Okawa et al. (28). The amount of
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) was
expressed as nmoles of TBARS formed per mg of protein
and using a molar coefficient (g) of 153 mmol/l per cm.
Oxidative damage of proteins was quantified as carbonyl
protein content according to the method of Levine et al.
(29). This method is based on spectrophotometric
detection of the end product of the reaction of 2.4-
dinitrophenylhydrazine with protein carbonyl to form
protein hydrazones detected at 370 nm, and the results
were expressed as nmoles of carbonyl group per mg of
protein, using £ =22 mmol/l per cm. Liver GSH levels
were measured by a spectrophotometric method (30) in
acid hepatic homogenates combined with disodium
hydrogen phosphate and DTNB solution, and the yellow
chromophore formed was quantified at 412 nm using a
molar coefficient (¢) of 14.1 mmol/l per cm. The results
were expressed in pumol per mg of protein.

Detection of DNA damage

The extent of DNA fragmentation was assessed by the
alkaline Comet assay proposed by Singh et al. (31). Liver
samples (100 mg) were homogenized in 1,000 ul phos-
phate-buffered saline (PBS) (1:9) and 10 pl of this
solution was added to 70 pl of 0.75% low-melting point
agarose. The cell/agarose mixture was added to a fully
frosted microscope slide coated with a layer of 300 pl of
normal-melting agarose (1%). The slides were immersed
into a cold and freshly made lysis solution [2.5 mM NaCl,
1000 mM  EDTA, 1% Triton X-100, 10% dimethyl
sulfoxide (DMSO) and 10 mM Tris, pH 10] for a
minimum of 2 h. Subsequently, the slides were incubated
in freshly prepared alkaline buffer (300 mM NaOH
and 1.0 mM EDTA. pH 13) for 30 min. DNA was
subjected to electrophoresis for 30 min at 280 mA and
25 V. and then neutralized with 0.4 M Tris, pH 7.5.
Finally, DNA was stained with ethidium bromide (2.0 pg/
ml). Images of 100 randomly selected cells (50 cells from
cach of two replicate slides) were analyzed from ecach
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animal and comet image lengths (nuclear region +tail)
were measured in arbitrary units. A DNA damage index
(DI) was compiled according to tail size, from unda-
maged (0) to maximally damaged (400), resulting in a
single DNA damage score for each animal, and conse-
quently, for each group studied. Thus, the DI of each
group ranged from 0 (completely undamaged) to 400
(maximum damage).

Antioxidant enzymes

Catalase (CAT) activity was determined by measuring at
240 nm the decrease of H,0, in a freshly prepared 10 mM
hydrogen peroxide solution: the results are expressed in
mmol/min per mg protein and & =40 mmol/l per cm (32).
Superoxide dismutase (SOD) activity in homogenates was
determined by measuring the inhibition of the rate of
autocatalytic adrenochrome formation and expressed in
U SOD/mg protein (33). Glutathione peroxidase (GPx)
activity was quantified by a coupled assay with glu-
tathione reductase (GR) catalyzed oxidation of NADPH.
Measurements were made at 340 nm and expressed in
pmol/min per mg protein (34). Protein was measured by
the method of Lowry et al. (35) using bovine serum
albumin as standard.

Determination of mitochondrial swelling
Mitochondria were prepared from mouse liver according
to the method of Aprille et al. (36). In brief. livers of mice
were excised and homogenized in an isolation buffer
(225 mM d-mannitol, 75 mM sucrose, 0.05 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI pH 7.4) at 4°C. The homogenates were
centrifuged at 600g for 5 min and supernatants were
centrifuged at 8.800g for 10 min. The pellet was washed
twice with the same buffer. Protein concentration was
determined by using Coomassie Brilliant Blue (37).
Mitochondrial swelling was assessed by measuring
the absorbance of their suspension at 540 nm (38). Liver
mitochondria isolated from each group of mice were
dissolved at 0.5 mg protein per ml in 3 ml of the assay
buffer (125 mM sucrose, 50 mM KCI, 2 mM KH,PO,,
10 mM HEPES, 5§ mM succinate). To the assay buffer was
added 50 mmolll of Ca’* to initiate mitochondrial
swelling and the absorbance (A) at 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
and 6 min was measured. The rate of mitochondrial
swelling was calculated by using following formula:

AADs. . — AAbs..(,
AADBS (ool — AAb-\‘-(‘r\L
where A=Abs., . — Abs.

x 100%,

0 min min

Histological analyses

The hepatic duet was chosen (adjacent to liver) to
standardize the histological analyses and to avoid mis-
interpretations. Samples of the same liver lobes (8-15
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%34 mm ( for all treatments were fixed in 10% of
formalin buffered with 0.1 M phosphate (pH 7.2). After
fixation, samples were washed in tap water for 4 h and
dehydrated through an increasing ethanol series, cleared,
and embedded in 56-60% paraffin. Sections were cut at
5-pum thickness, stained with Cason’s trichromic staining,
and mounted in Eukit medium (39). Histological sections
were photographed under a light microscope with a
digital image capture system (Olympus, model Dx 41).

Statistical analysis

Data were expressed as means+SD. Statistical analysis
was performed to compare treated groups with the
respective control groups using one-sample Kolmogorov-
Smirnov analysis of normality and two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by the Duncan’s multiple
range test where appropriate. Values of p<0.01 were
considered statistically significant.

Results

In vitro antioxidant activity

A marked difference in DPPH radical scavenging capa-
city was found: the isomeric mix of flavonolignans SIL
showed a higher DPPH scavenging capacity than THA
(Table 1). Accordingly, SIL inhibited the generation of
superoxide anion radicals to a greater extent than THA.
but it is important to note that SIL concentration was
about four-fold higher than that of THA. Curiously, no
significant difference between SIL and THA was detected
regarding both "OH scavenging capacity and protection
against membrane LPO (Table 1).

Biochemical markers of hepatic injury
After 12 h since administration of CCl, to mice, the levels
of markers, such as ALT, AST. and LDH activities, were

high in serum sample when compared with controls

Table 1. In vitro antioxidant activity of THA and Silymarin
measured by scavenging of DPPH, 05 ~and "OH radicals,
and protection against lipid peroxidation (LPO) (levels
of thiobarbituric acid reactive substances) in hepatic
homogenates

Cso (ng/mi)®
Compounds DPPH 0, "OH LPO
THA 509+05" 66.5+0.8° 57+13 7.7+07
Silymarin 139407 454415 7.6+0.8 10.1405

Note: All values are expressed as means +SD (n =8).
“Statistically significant compared to Silymarin (p <0.01).

®ICsq: inhibitory concentration at 50% was obtained by linear
regression.
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(Table 2). Oral administration of THA or SIL significantly
restored levels of these hepatic markers, except for LDH
activity.

Oxidative damage biomarkers and DNA
fragmentation

Pre-treatment of mice with THA or SIL had a remark-
able antioxidant effect and prevented the LPO induced
by CCly (82.7% and 83.3%, respectively) (Fig. 2A). In
accordance with the results related to LPO, protein
oxidation guantified as carbonyl protein content also
showed a significant increase after CCly treatment
(51.9%), which was significantly decreased by THA
or SIL pre-treatment (35.8% and 31.2%, respectively)
(Fig. 2B). In addition. fluorescence microscopy revealed
that CCly caused remarkable DNA fragmentation (DI =
110.2£3.3) in hepatocyte homogenates when compared
to the control group (DI =49.0 +1.0). On the other hand,
DNA fragmentation in mice pre-treated with THA or
SIL (DI =31.04+2.0 and 45.0+44.0) was similar to that in
control mice (Fig. 2C).

Glutathione (GSH) content and antioxidant enzymes
When administration of CCly to the mice resulted in
approximately 60% depletion of hepatic GSH levels
compared with controls (Table 3). Pre-treatment with
THA or SIL was effective in protecting hepatocytes
against such depletion. On the other hand, CCl, treat-
ment resulted in a significant (p <0.01) decrease of the
hepatic enzymes CAT, SOD, and GPx when compared
with the negative control group. THA or SIL pre-
treatments prevented such decreases, which were within
normal limits (Table 3).

Table 2. Effects of THA and Silymarin on CCly-induced
liver damage in mice

Serum Enzymes

Groups ALT (U/) AST (UA) LDH (U/)
Control group 29.2+35% 8.1+1.1% 237.2+38.3°
CCl, 91.0+15 384+186 541.4+41.2
THA 35.2+24%  131+14%  284.9+28.3%°
THA+CCl, 30.9+23* 105+1.0% 272.4+433.7°
Silymarin 355+21* 157+12* 2951+429.3"
Silymarin+CCl, 32.1+1.1% 127408 289.6+30.5"°

Note: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate amino-
transferase; LDH, lactate dehydrogenase. Values are mean +SD
(n=6)

“p <0.01 compared to CCl,-treated mice.

“Compared to control group.
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Fig 2. Effect of THA (6 mg/kg body weight) or Silymarin
(24 mg/kg body weight) on hepatic lipid peroxidation (A).
protein carbonylation (B), and DNA damage Index (C)
in CCly-induced hepatotoxicity in mice. Bars represent
means +SD. n =6. “Significantly different from CCly-treated
mice (p <0.01).

Mitochondrial swelling

Calcium-induced remarkable mitochondrial swelling
in normal mice, which was greatly attenuated in mice
pre-treated with CCly (46.9%) (Fig. 3). suggesting a
decline in the sensitivity of mitochondria to swelling
due to high calcium content. However, THA or SIL
blocked such attenuation with inhibitory rates of 49.5%
and 47.7%, respectively.
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Table 3. Effects of THA and Silymarin on GSH levels and antioxidant enzyme activities (CAT. SOD. and GPx) in livers of

treated mice and of control mice

CAT (mmol/min/mg protein) SOD (U SOD/mg protein)

GPx (umol/min/mg protein)

Groups GSH (umol/mg protein)

Control group 34.14+0.12° 8.31+0.29°
CCly 24.65+0.14 5.33+0.46
THA 30.72+0.18% 7.87+0.31*
THA+CCly 31.14+0.14° 8.17+0.27°
Silymarin 32.06+0.22* 7.70+0.33*
Silymarin+CCl 29.82+0.15% 7.43+0.15°

10.08+0.26" 33.35+2.00%
6.64+0.13 23.144+1.80
8.45+0.45" 34.68+1.10°
9.18+0.65" 29.92+1.30%
10.27+0.39* 32.79+1.42°
14.01+0.73° 31.97+1.50°

Note: GSH, reduced glutathione; CAT, catalase; SOD, superoxide dismutase; GPx, glutathione peroxidase. Values are mean+SD (n =6).

“p <0.01 compared to the CCl,-treated mice.

Histological analyses

Histological analyses revealed that in terms of morphol-
ogy. livers subjected to all treatments generally showed
normal structural integrity. The stromal and the par-
enchymal portions presented structural characteristics of
healthy liver of mice. Intact hepatocytes plates were
observed in fairly radial position in relation to the
centrolobular vein with reticular fibers present on both
sides. Plenty of capillary sinusoids of normal caliber and
non-congestion were also observed. Hepatocytes were
large and polyhedral, with round nuclei, abundant
heterochromatin and nucleoli quite evident. all of which

are characteristic of normal cells. However, when using
Cason’s staining, which can reveal distinct substrates with
different colors, the CCly group (Fig. 4G) showed higher
variation in color with two distinct populations of
hepatocytes (separated by dashed lines). These cells
exhibited a variety of substrates in the cytoplasm (as

revealed by different staining), indicating that although
initial morphological changes are not evident, there are
indications of changes in hepatocyte metabolism. When
the histological preparations are observed in a smaller
magnification, the number of hepatocytes with different
colors (and therefore with different metabolic activities)
form groups quite limited under CCl, treatment not clear
(Fig. 4C, dashed lines). When comparing the other
groups, the appearance in color (and thus in cell
physiology) is very similar to each other (Fig. 4A-E,
dotted lines), showing that the hepatoprotective treat-
ments with THA (Fig. 4D) and SIL (Fig. 4E) were very
effective against the hepatotoxic effects of CCls.

Discussion

We demonstrate that THA has a concentration-dependent
scavenging capacity for the DPPH radical higher than
that of SIL, which is attributable to its hydrogen-donating

ca’t
3
0.20 o
~ 045~
E
£
: e
0.40 —
0.05 — Sitymarin
Sitymarin + CCl
THA
THA + CCl
Control
E T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Time (min)

Fig. 3. Effect of THA (6 mg/kg body weight. by gavage) or Silymarin (24 mg/kg body weight. by gavage) on Ca®* -induced
mitochondrial swelling. Bars represent means +SD for. n =6. “Significantly different from CCl,-treated mice (p <0.01).
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Fig. 4. Histological analyses of liver in control mice (A), mice treated with THA (B), mice treated with CCl, (C). mice
pre-treated with THA followed by CCl, (D), and mice pre-treated with Silymarin followed by CCl, (E). Liver tissue was stained
with trichromic Cason’s staining (100 x, bar =100 pm). Photomicrographs F and G show histocytological details of normal and
abnormal livers, respectively (Cason’s staining 1000 x, bar =10 pm). Dashed lines separate the number of hepatocytes with
different staining and arrows showed the nucleus and reticular fibers.

ability. DPPH possesses a proton-free radical with the
characteristics of absorption that decreases significantly
on exposure of proton radical scavengers (40).

In the present study. THA or SIL were able to scavenge
0, in a concentration-dependent manner, measured by
the xanthine/xanthine oxidase and NBT assays (Table 1).
Although the superoxide anion (O; ) is a relatively weak
oxidant, it reacts to form more potent ROS, such as the
hydroxyl radical ("OH). which initiate LPO processes
(41). Furthermore, superoxide anion (O; ) is also
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indirectly initiate the LPO as a result of H,O, formation,
creating precursors of "OH (41). Taking this into
account, the results suggest that the antioxidant activity
of THA is also related to its ability to scavenge the
superoxide anion (O} ).

In the LPO assay. OH was scavenged by co-incubation
of mouse liver homogenate with different concentrations
of THA or SIL, and both phenolic compounds showed
substantial and similar protection against membrane LPO
(Table 1). Furthermore, the evidence of "OH scavenging
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activity of THA was obtained through the deoxyribose
system. which displayed an 1Cs; close to that of SIL,
thereby explaining such a strong protection against LPO.
This property probably relies on the presence of phenolic
hydroxyls at the orthe and para positions (11). An early
study that used this system to assess the biological activity
of natural plant-derived biomolecules reported that
molecules that can inhibit deoxyribose degradation are
those that can chelate iron ions and render them inactive
or poorly active for the Fenton reaction (42). [n summary,
the in vitro results suggest that THA, which effectively
scavenges several ROS, behaves in a way similar to SIL.
The broad activity range related to THA suggests that
multiple and synergistic mechanisms are probably respon-
sible for the antioxidant activity of this acetophenone-
derived substance.

CCly is known to cause hepatic damage manifested in
marked elevation in serum levels of LDH and amino
transferase enzymes (AST and ALT), especially ALT,
which is considered the primary and specific marker of
liver injury (43). Accordingly, our results also showed a
significant increase in the activities of AST, ALT, and
LDH, thereby confirming the hepatocellular damage in
CCly-treated mice. A similar profile was observed by
Hewawasam and collaborators (44) in adult Swiss
mice treated with CCly (0.5 ml/kg in olive oil). After
pre-treatment with THA, the activities of these enzymes
were decreased to values similar to those of controls
(Table 2). THA could also prevent the CCly-induced
increase in hepatic TBARS levels, suggesting that THA
inhibits LPO and its propagation reactions (Fig. 2A). In
addition, the histological analyses revealed typical
toxicological effects on hepatocytes promoted by CCly,
as already described in the literature (45, 46). THA alone
increased LDH levels in relation to controls but this
enhancement was significantly lower than that observed
in CCl, treatment.

CCly causes marked toxicity by increasing the liver
LPO. as detected by enhanced levels of hepatic TBARS
(47, 48). As already mentioned, CCl; hepatotoxicity
depends on the reductive dehalogenation of CCly cata-
lyzed by CYP430 in the hepatic endoplasmic reticulum,
leading to the generation of an unstable complex of
trichloromethyl peroxy radicals (CCI].)‘ which is re-
ported to be a highly reactive species (5). This free
radical attacks membrane lipids, causing their peroxida-
tion, and may also covalently bind to lipids and proteins,
thereby initiating deleterious processes that ultimately
leads to cell damage. THA may afford cell protection by
impairing CCly-mediated LPO, thus preventing the gen-
eration of free radical derivatives, if the ameliorated
TBARS levels and mitochondrial sensitivity to calcium
are taken into consideration (Fig. 2A).

Besides the finding that CCly increased LPO, it also
depleted intracellular GSH levels, indicating that GSH
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loss might result from the detoxification of CCl, by GSH
conjugation. In addition, the previous enhancement of
carbonyl protein contents was significantly prevented in
mice treated with THA or SIL, suggesting a further
antioxidant protection against protein oxidation. There-
fore, these combined results strongly suggest that acet-
ophenone acts as an antioxidant.

The histopathological analysis provided complemen-
tary evidence that pre-treatment with THA or SIL
attenuated the cytoplasmatic changes in mouse liver
induced by CCly administration. The hepatocyte plate
of CCly-treated mice resulted in cytophysiological
changes shown by Cason’s trichrome staining, revealing
different colors in the eytoplasm (Fig. 4). This might have
been due to the formation of highly reactive radicals
associated with the oxidative threat induced by CCl,.
Cellular accumulation of lipid hydroperoxides can cause
cytotoxicity associated with peroxidation of membrane
phospholipids by lipid hydroperoxides, the basis for a
related cellular damage (41). The cytophysiological
changes coincided with increased levels of LPO
(Fig. 2A), protein oxidation (Fig. 2B), and DNA
fragmentation (Fig. 2C), while the administration of
THA or SIL prevented such biochemical and histological
alterations induced by CCl,. This effect could be
attributable to the antioxidant activity of these two
compounds, which significantly attenuated the oxidative
threat and led to restoration of normal physiological
functions.

In addition, the antioxidant enzymes CAT and GPx in
mice pre-treated with THA or SIL and then treated with
CCly had activities similar to those of controls (Table 3),
Treatment of mice with CCly concurrently induces
processes in acute injury and also in regeneration, in
which injury events are predominantly expressed at early
stages, although this regeneration process is latent (49). A
possible reason why CAT and GPx activities were
augmented after treatment with THA or SIL in the
presence of CCly is the capacity of these compounds to
counteract CCly-induced massive ROS production (41).
Therefore, we speculate here that THA plays a role
during the early stages in CCly-induced liver injury,
decreasing LPO and protein carbonylation and, conse-
quently, improving cellular antioxidant status, thereby
preventing ALT, AST, and LDH leakage from liver.

The activity of GPx, an important antioxidant enzyme
that takes part in the enzymatic neutralization of free
radicals, was significantly decreased by CCl, treatment
and normalized in mice pre-treated with THA or SIL.
This result strongly suggests that CCL,, probably through
its conversion to CCI;, the active metabolite produced in
the liver after oral administration. inhibits the activity of
GPx. In accordance with the response found in GPx,
CAT activity also showed decreased values after CCly
treatment, and again the pre-treatment with THA was
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able to normalize its activity. Taking into account the
diminished GSH content together with the persistent
enhancement of TBARS levels found in livers of mice
treated with CCly, these combined results suggest that
this organ was lacing a severe oxidative insult. It also
strongly suggests that this process was reversed after
THA treatment because THA possesses some antioxidant
properties that can guarantee GSH maintenance prob-
ably through ROS neutralization.

In contrast to the toxic activation of CCly via P450 2E1
biotransformation process, the detoxification pathway
also involves GSH conjugation of the “CCls, a P450 2EI-
mediated CCl; metabolite (50). A previous study on the
mechanism of CCly-induced hepatotoxicity showed that
GSH plays a key role in detoxifving the toxic metabolites
of CCly and that liver necrosis begins when GSH stores
are markedly depleted (4). GSH levels are largely
mediated by the activity of glutathione-S-transferase,
generating adducts with the toxic metabolites of CCl,,
and it has been suggested that one of the main causes of
CCly-induced liver injury is protein and LPO caused by
its free radical derivatives (4). As already mentioned, the
present results showed that pre-treatment with THA or
SIL significantly inhibited LPO, protein carbonylation,
and DNA damage and that it also inhibited CCly-
induced hepatic GSH depletion.

ROS inflict damage on several cellular structures and
functional components, including DNA, even under
physiological conditions (41). The present study showed
a 52% enhancement of DNA fragmentation in mice
exposed to CCly compared to the control group. How-
ever, DNA damage in liver was decreased in animals pre-
treated with THA, suggesting that either the system of
enzymatic repair was induced and/or an increase in
antioxidant defenses in cell nuclei took place.

In conclusion, both the in vitro and the in vivo results
indicate that THA can protect mouse liver from injury
induced by CCly probably through its ROS scavenging
ability. Nevertheless, further research must be carried out
to verify the capacity of THA to block P450-mediated
CCly bioactivation and also to elucidate the mechanisms
regarding the hepatoprotective effect of THA at the
molecular level.
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Inicialmente, para avaliagdo do efeito hipolipemiante, foi
selecionado o modelo de hiperlipidemia aguda induzida pelo Triton
WR-1339, que ¢ um ensaio utilizado para triagem de compostos com
atividade hipolipemiante mista (AMRANTI et al., 2006). A administragdo
1.p. de Triton WR-1339 a ratos promove um aumento rapido, tanto dos
niveis séricos de colesterol quanto triglicerideos e fosfolipidios
(GARATTINI, 1961). Esse modelo pressupde que a administragao
Triton WR-1339 causa modificagdes estruturais das lipoproteinas,
dificulta o reconhecimento de receptores celulares especificos,
destacando os receptores plasmaticos para apo B100 e apo C presentes
nas lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL) e LDL (MURRAY et al, 2006). A
expressdo desses receptores ¢ responsavel pela diferenca do nivel de
colesterol e triglicerideos sanguineos, sinalizando a ativagdo ou inibi¢ao
dos processos de biossintese de lipideos. Desse modo, a ocorréncia de
um bloqueio na comunicagdo celular, privando a interagdo
lipoproteina/receptor, promove a ativacdo permanente do processo de
biossintese lipidica que, em poucas horas, desenvolve um processo de
hiperlipemia, desencadeando alteracdo na distribuicdo de colesterol e
triglicérides nas lipoproteinas. Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram que a THA causou uma reducdo significativa
nos niveis de colesterol total em comparacdo aos ratos tratados com
Triton WR-1339, reduzindo em aproximadamente 37% nos niveis
séricos desse esterol, sendo tdo efetivo quanto a Lovastatina (31%0)
(Tabela 1, Capitulo 2). Esse composto, um dos medicamentos mais
utilizados atualmente para o tratamento da hipercolesterolemia, pertence
a classe das estatinas e tem por principal mecanismo de acdo a inibi¢ao
da atividade da hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, enzima
reguladora da sintese do colesterol (PARRA; REDDY, 2003; CAMPO;
CARVALHO, 2007).

Curiosamente, a THA também foi mais efetiva que o Orlistate,
um inibidor de lipase pancreatica, na reducdo dos niveis sanguineos de
triglicerideos (26 e 34% respectivamente) no modelo de hiperlipidemia
aguda. Dessa forma, os resultados obtidos com o ensaio do Triton WR-
1339 indicam que a THA possui importante efeito hipolipemiante misto,
sendo efetivo tanto na reducdo dos niveis séricos de colesterol quanto de
triglicerideos.
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Estudos realizados por Piyachaturawat e colaboradores (2000)
demonstraram que a THA possui uma atividade hipocolesterolémica.
Segundo esses autores, a redugdo dos niveis séricos de colesterol
poderia ser explicada em parte pela atividade colérica (indugdo da
secre¢do biliar) promovida por essa acetofenona, que ¢ influenciada pela
quantidade e pela posicdo das hidroxilas no nucleo benzeno da
molécula.

Por outro lado, elevadas concentragdes de triglicerideos
circulantes promovem a inibi¢ao da lip6lise tecidual, contribuindo para a
formacao de particulas de VLDL. Parte das VLDL formadas d4 origem
as IDL, que sdo rapidamente removidas da circulagdo sanguinea.
Entretanto, o processo de catabolismo prossegue decorrente da acdo da
lipase hepéatica, promovendo a formagdo das LDL, que permanecem
circulando no plasma sanguineo por um longo tempo. Essa ultima
lipoproteina ¢ suscetivel a processos de oxidacdo, depositando-se na
parede arterial, processo-chave que precede o desenvolvimento da
doenga aterosclerdtica (DURRINGTON, 1998; BREWER, 2004,
SPOSITO et al., 2007).

Dietas enriquecidas com lipideos, também conhecida como “dieta
de cafeteria”, que causam uma eleva¢do nos niveis séricos tanto de
colesterol quanto de triglicerideos, t€m demonstrado ser um importante
modelo para avaliagdo do desenvolvimento da obesidade e
hiperlipidemia crénica (HARTVIGSEN et al., 2007; WOO et al., 2008;
PARK; LEE; PARK, 2009). A utilizagdo dessa dieta durante quatro
semanas causou uma elevacdo do peso corporal dos animais tratados,
100% de aumento em relagdo aos camundongos ndo tratados (Tabela 2,
Capitulo 2). Entretanto, apds quatro semanas de tratamento com a THA
e dieta hipercaldrica, foi possivel observar uma redugio significativa de
40% do peso corporal dos animais, semelhante ao resultado obtido com
o tratamento com Orlistate (38%), um dos medicamentos atualmente
mais utilizados no manejo clinico da obesidade (PADWAL,;
MAJUMDAR, 2007).

Além disso, com o modelo experimental de indugdo de
hirperlipidemia cronica pela dieta de cafeteria, foi possivel verificar que
a THA tem importante potencial de inibi¢do da dislipidemia, de tal
forma que as concentragdes de colesterol e de triglicerideos foram
significativamente reduzidas (32% e 61% respectivamente) ap6s 30 dias
de tratamento, confirmando mais uma vez o efeito hipolipemiante misto
desse composto. De forma semelhante, foi possivel observar que os
animais que receberam apenas a dieta normal e os tratados com THA
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também apresentaram uma diferenca significativa (p<0,01) nos niveis
sanguineos de colesterol, apos os 30 dias de tratamento, corroborando os
resultados obtidos por Piyachaturawat e colaboradores (2002a) (Tabela
2, Capitulo 2).

Estudos em animais e humanos demonstraram que a
hipercolesterolemia provoca a ativagdo do endotélio das artérias, devido
a uma resposta inflamatoria da parede da artéria, pela infiltracdo e
retencdo da LDL (HANSSON, 2005). Demonstrado também, que a
redu¢do ou a prevencdo da elevagdo da concentragdo plasmatica de
colesterol reduzem o risco dos eventos vasculares obstrutivos e da
mortalidade por causas cardiovasculares (ANDREWS et al., 2001;
GRUNDY, 2003; SEVER et al., 2003).

Por outro lado, quando comparado com o tratamento com o
Orlistate ou Lovastatina, a THA causou maior reducdo dos niveis de
triglicerideos (56% e 23% respectivamente). Portanto, o tratamento
cronico com a dieta de cafeteria comprovou a maior eficacia da THA em
relacdo aos firmacos padrdes utilizados, em reduzir tanto os niveis
séricos de colesterol quanto triglicerideos.

As alteragdes nos niveis plasmaticos de triglicerideos também
estdo associadas com a aceleragdo do processo de aterosclerose, além de
que evidéncias indicam que a hipertrigliceridemia pode ser um fator de
risco independente para doengas coronarianas (SARWAR et al., 2007;
BAYS et al., 2008; MCBRIDE, 2008; FUJIOKA; ISHIKAWA, 2009),
uma vez que os niveis elevados de triglicerideos alteram o metabolismo
das lipoproteinas, o que aumenta os riscos dessas doencas (MCBRIDE,
2008).

A restricdo dietética e a adogdo de um estilo de vida mais
saudavel sdo as medidas mais comumente recomendadas entre os varios
tratamentos indicados para o controle da hiperlipidemia e da obesidade.
Entretanto, caso essas orientagdes ndo promovam o resultado esperado
(a reducdo de peso, da concentragdo de colesterol ou triglicerideos), é
necessaria a administracio de medicamentos com atividade
hipolipemiante ou antiobesidade, associados sempre a restricdo
alimentar (SCHIEFFER; DREXLER, 2003; UESHIMA et al., 2004;
SPOSITO et al., 2007).

Um alvo molecular importante na busca de novos farmacos para
o tratamento da hiperlipidemia e obesidade inclui a redugdo da absorgdo
de lipideos pelo trato gastrointestinal mediante a inibi¢do da atividade
das enzimas responsaveis pela digestdo parcial de triglicerideos no
lamen intestinal (BRAY; TARTAGLIA, 2000; SHI; BURN, 2004).
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Nesse sentido, a inibicdo da lipase gastrointestinal ¢ um dos alvos
moleculares mais visados nos estudos que procuram determinar o
potencial de produtos naturais e sintéticos como agentes hipolipemiante
e antiobesidade (BRAY; TARTAGLIA, 2000; BIRARI; BHUTANI;
2007; MARTINS et al., 2010).

As lipases sdo enzimas responsaveis pela digestdo de gorduras,
particularmente os triglicerideos provenientes da dieta. A hidrdlise dos
triglicerideos pelas lipases produz acidos graxos livres, mono e
diacilglicerol. No organismo, os &cidos graxos livres sdo utilizados para
a producdo de energia no musculo ou sdo reesterificados para que
possam ser armazenados no tecido adiposo (MUKHERIJEE, 2003).
Assim, essas enzimas apresentam grande relevancia clinica no que diz
respeito a obesidade, a hiperlipidemia e a aterosclerose, uma vez que os
produtos resultantes da hidrolise de triglicerideos possuem um papel
crucial nessas doencas (VAN GAAL et al., 2004).

O Orlistate (tetrahidrolipstatina) ¢ um inibidor das lipases
gastrointestinais, que age inibindo a hidrolise dos triglicerideos
provenientes da dieta, causando uma reducdo na absor¢do intestinal
desses triglicerideos em cerca de 30% (MCNEELY; BENFIELD, 1998;
HANEFELD; SACHSE; 2002; CHANOINE et al., 2005). Ja4 Chanoine e
colaboradores (2005) demonstraram que o uso desse farmaco por
adolescentes obesos durante um ano promoveu uma redugdo
significativa nos indices de massa corporea (IMC) e ndo causou efeitos
adversos severos. Assim, acredita-se que a utiliza¢do do Orlistate pode
ser util no controle da obesidade, especialmente quando usado em
conjunto com dietas adequadas e com a modifica¢do do estilo de vida
(HSIEH et al., 2005; CHANOINE et al., 2005).

Segundo Ueshima e colaboradores (2004), devido a agdo
hipotrigliceridémica do Orlistate, esse fArmaco também pode reduzir a
progressdo da lesdo aterosclerotica. Além disso, Padwal e Majumdar
(2007) demonstraram que o Orlistate foi capaz de diminuir os fatores de
riscos cardiovasculares e a incidéncia de diabetes em individuos com
alto risco de desenvolvimento dessas doengas.

No entanto, o Orlistate apresenta alguns efeitos adversos como
problemas gastrintestinais, tais como fezes oleosas, diarreia e dor
abdominal. Esse medicamento também pode interferir na absor¢do de
alguns farmacos como a varfarina, amiodarona, ciclosporina e tiroxina, e
vitaminas lipossoluveis, afetando sua biodisponibilidade e eficacia.
Existem ainda alguns poucos relatos de efeitos hepatotoxicos graves
(PADWAL; MAJUMDAR, 2007; FILIPPATOS et al., 2008).
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No modelo experimental de hiperlipidemia cronica utilizado no
presente trabalho, a THA apresentou um importante efeito
antiobesidade, possivelmente associado a redug@o dos niveis séricos de
lipideos, especialmente aos triglicerideos (Tabela 2, Capitulo 2). Entao,
procurando estudar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesse
efeito, avaliou-se a acdo da THA sobre a absorcao intestinal de lipideos,
particularmente triglicerideos. Para essa avaliagdo, foi administrado
azeite de oliva a camundongos por via oral e posterior determinag¢ao dos
niveis plasmaticos de triglicerideos e atividade da lipase pancreatica a
cada duas horas, utilizando como controle positivo o Orlistate.
Verificou-se que, apés duas horas da administragdo do azeite de oliva, a
THA reduziu significativamente os niveis de triglicerideos (59%),
apresentando um efeito inibitério inicial maior sobre a absorgdo
intestinal de lipidios em comparagdo ao Orlistate (24%), sugerindo
assim que a THA possui um efeito direto e imediato sobre a absorgdo de
lipideos (Figura 1, Capitulo 2). Somente apds 6 horas da administragdo
do azeite de oliva, o Orlistate mostrou-se mais eficiente que a THA na
reducdo dos niveis séricos de triglicerideos (52 e 36%, respectivamente).
Segundo Birari e Bhutani, (2007) os compostos oriundos de plantas
medicinais podem levar ao desenvolvimento de novos farmacos para
tratamento da obesidade e das hiperlipidemias. Esses autores destacam
os compostos fendlicos particularmente os polifendis, tais como
flavonas, flavonoéis, taninos e chalconas como capazes de inibir a
atividade da lipase pancreatica.

E importante ressaltar que em nossos experimentos o tratamento
com Orlistate causou uma redugdo significativa na concentra¢do de
triglicerideos e na inibi¢do da atividade da lipase pancreatica nos tempos
avaliados, porém a agdo do Orlistate sobre a atividade da lipase
pancreatica foi diminuindo ao longo do tempo (de 2 para 6 horas)
(Figura 2, Capitulo 2). Ja o tratamento com a THA causou uma redugao
persistente dos niveis sanguineos de triglicerideos como também
promoveu uma inibi¢do crescente da lipase pancreatica ao longo de todo
o experimento. Esses resultados sugerem que a THA poderia ter um
efeito inibidor das lipases gastrointestinais mais pronunciado que o
Orlistate, e também que outros mecanismos de a¢do sobre a absor¢do de
lipideos pela mucosa intestinal poderiam estar envolvidos.

Em resumo, a THA apresentou um efeito antiobesidade e
hipolipidémico misto, sendo capaz de impedir a elevagdo do peso
corporal dos animais tratados com uma dieta rica em gordura, reduzindo
os niveis de colesterol e triglicerideos, induzida por dieta hipercaldrica,
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possivelmente por bloqueio da absor¢do de triglicérides devido a um
efeito inibitorio sobre a atividade das lipases gastrointestinais, além de
inducdo do colesterol 7a-hidroxilase. Assim, a THA poderia ser
utilizada como molécula protdtipo nas pesquisas para o
desenvolvimento de novos farmacos que previnem complicacdes
causadas pela obesidade ou dislipidemia, e servir como um
complemento futuro no arsenal terapéutico antiobesidade ou
hipolipemiante misto.

Outro importante problema de satide publica sdo as doengas
hepaticas, principalmente devido ao desenvolvimento de distirbios
metabolicos, que estdo associados ao consumo inadequado e muitas
vezes excessivo de alimentos e medicamentos. A prevaléncia dessas
doencgas vem crescendo acentuadamente nas ultimas décadas, tanto nos
paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, chegando em
alguns casos a proporgdes de epidemia (UNGER, 2002; WANG;
BEYDOUN, 2007; KARALIS et al., 2009).

Inicialmente, avaliou-se em modelos in vitro a capacidade da
THA e Silimarina (SIL), como um agente antioxidante, capaz de
capturar ou estabilizar radicais livres. Os resultados obtidos mostraram
que a THA e a SIL foram capazes de estabilizar o radical livre DPPH,
além de capturar o anion superdxido (O,") e o radical hidroxil ("OH),
demonstrando, dessa forma, o possivel potencial da THA em bloquear o
processo de iniciacdo e propagacdo da oxidagdo lipidica, uma vez que o
radical *OH é um dos iniciadores desse processo, e o radical O,",
embora seja um oxidante relativamente fraco, pode ser convertido em
formas mais potentes de espécies reativas de oxigénio, como H,O; e,
posteriormente, convertido em ‘OH (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999) (Tabela 1, Capitulo 3). Também foi avaliada in vitro a proteg¢ao da
membrana lipidica contra o ataque oxidativo pelo THA. Essa
acetofenona apresentou uma importante capacidade de protecdo a
lipoperoxidagdo de forma semelhante a SIL, sugerindo mais uma vez
que a THA seria possivelmente um potente agente antioxidante. De
acordo com Mathiesen e colaboradores (1997), essa propriedade da
THA estaria relacionada a presenga de hidroxilas fenolicas nas posi¢des
orto e para do anel fenolico.

Apbs ter sido caracterizada a atividade antioxidante da THA in
vitro, procurou-se avaliar a possivel correlagdo entre esse efeito e a
atividade hepatoprotetora mediante a utilizagdo do modelo de
hepatotoxicicidade induzida por um potente agente gerador de radicais
livres, o tetracloreto de carbono (CCly). Este é um modelo experimental

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



73

Discussdo Geral

largamente citado na literatura, uma vez que ele mimetiza com bastante
precisdo a hepatotoxicidade induzida por xenobidticos, sendo muito
empregado na triagem de compostos com atividade hepatoprotetor
(BRENT; RUMACK, 1993; BRAUTBAR; WILLIAMS, 2002; LEE et
al., 2008).

O mecanismo pelo qual o CCly induz a hepatotoxicidade esta
relacionado a sua ativacdo metabdlica pelo sistema microssomal do
citocromo Pyso (CYPys0), em triclorometil (*CCl;) e peroxi-triclorometil
("O,CCl;), dois radicais livres altamente reativos e iniciadores da
peroxidacdo lipidica (RECKNAGEL et al., 1989). Além disso, alguns
autores também atribuem a hepatotoxicidade do CCl, a elevada geracao
de "OH na auséncia da catalase (WANG; ISHII; TAKETA, 1998).
Algumas investigacdes sugerem que, além da hepatotoxicidade, os
efeitos nefrotoxicos do CCl; comumente observados em animais
expostos a baixas concentragdes desse composto também estariam
associados a producdo de tais metabolitos (SHEWEITA; ABD El-
GABAR; BASTAWY, 2001; OZTURK et al., 2003).

O dano hepatico gerado pelo CCl4 pode ser monitorado mediante
a avaliag@o de indicadores séricos da funcdo hepatica, como as enzimas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
lactato desidrogenase (LDH) (NATHWANI et al., 2005; OZER et al.,
2008; NOEL; SHARMA; RATH, 2008). Essas enzimas, em situacoes
normais, geralmente apresentam baixos niveis séricos, entretanto,
quando os hepatdcitos sdo lesados, estas sdo liberadas em grande
quantidade no sangue (NATHWANI et al., 2005). Segundo varios
estudos, a maioria dos danos hepaticos estdo associados a alteragdes da
permeabilidade da membrana (MASUBUCHI; SUDA; HORIE, 2005),
indugdo das enzimas microssdomicas (OZER et al., 2008), necrose
(WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003; HUNG et al., 2004; KODAI et al.,
2007) ou colestase (SILVA; HENNIG; MANAUTOU, 2006).

Nosso estudo mostrou um significativo aumento na atividade da
AST, ALT e LDH, indicando dano hepatocelular nos camundongos
tratados com o CCly, corroborando com os resultados relatados na
literatura (LIN et al., 2008; OZER et al., 2008; NOEL; SHARMA,;
RATH, 2008). Por outro lado, verificou-se que o pré-tratamento dos
animais com a THA ou a SIL causaram uma redugdo significativa na
atividade dessas enzimas (Tabela 2, Capitulo 3), sugerindo desse modo
um menor extravasamento das citadas enzimas dos hepatdcitos para o
sangue.
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Em acordo com os dados acima apresentados, a THA e a SIL
também preveniram o aumento nos niveis de lipoperoxidacdo da
membrana plasmatica induzida pela administragdo do CCl,, sugerindo
que a THA pode inibir a peroxida¢do lipidica tanto pelo bloqueio das
reacdes de iniciacdo quanto propagacdo, e, consequentemente, o
acimulo celular de hidroperoxidos lipidicos citotoxicos (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999). Confirmando esses dados, as andlises
histologicas revelaram que ocorreram danos hepaticos tipicos nos
animais tratados com CCly, conforme descrito pela literatura
(FRIEDMAN, 1993; MURIEL; MORENO; HERNANDEZ, 2005; LIN
et al., 2008), e o pré-tratamento com a THA ou a SIL mantiveram a
integridade estrutural normal, sugerindo que os danos celulares
promovidos pelo CCl, foram atenuados tanto pela THA quanto pela SIL
(Figura 4, Capitulo 3).

O radical livre *CCl;, proveniente da biotransformagio do CCly,
pode reagir com grupos sulfidrilas, como os da GSH e ti6is proteicos; a
sua ligacdo covalente com proteinas celulares € considerado o ponto
inicial dos eventos da reagdo em cadeia, o qual pode conduzir a
peroxidacdo de lipidios da membrana e, finalmente, a necrose (JEON et
al., 2003; ACHLIYA; WADODKAR; DORLE, 2004). Ja os niveis de
GSH sao determinantes essenciais de susceptibilidade do tecido ao dano
oxidativo causado pelo CCly, e a deplegdo dos niveis hepatico de GSH
tem frequentemente sido associada a elevacdo da toxicidade desse
composto (HEWAWASAM et al., 2003). A utilizagdo de compostos
antioxidantes pode prevenir a toxicidade causada pelo CCly,
particularmente a hepatotoxicidade, por inibir a lipoperoxidacdo, a
oxidagdo proteica e elevar a atividade das enzimas antioxidantes
(KUMARAVELU et al., 1995; TESELKIN et al., 2000).

Os resultados obtidos no presente trabalho com o tratamento com
CCly corroboraram com os dados relatados na literatura (MANSOUR;
HAFEZ; FAHMY, 2006, UPADHYAY; KUMAR; SINGH, 2007,
JATWA; KAR, 2008), uma vez que foi capaz de promover um aumento
da peroxidacdo lipidica, alteragdo da atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx), diminui¢do dos niveis intracelulares
de GSH, bem como promoveu uma disfungdo mitocondrial
caracterizada pelo seu inchamento (Figura 3, Capitulo 3). A diminuigdo
do contetido de GSH indica que a perda desse tiol ndo proteico pode ser
resultante da detoxificagdo do CCls pela conjugacdo com GSH.
Contudo, o pré-tratamento com a THA ou a SIL foram efetivos na
prevengdo da deplecdo dos niveis de GSH hepatico, bem como na
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normalizagdo das atividades enzimaticas antioxidante (SOD, CAT e
GPx) (Tabela 3, Capitulo 3).

O inchamento osmoético mitocondrial causado pelo influxo de
ions através da membrana ¢ um valioso meio de estudo para avaliar sua
permeabilidade bem como o funcionamento da maquinaria mitocondrial.
Nossos resultados demonstraram que houve uma variagdo na amplitude
do inchago mitocondrial, onde o célcio foi capaz de induzir o
intumescimento nas mitocondrias do figado dos camundongos ndo
tratados, demonstrando que estas estariam respondendo de forma
positiva ao estimulo. Entretanto, esse efeito foi atenuado nos
camundongos pré-tratados com CCly (46,9%) (Figura 3, Capitulo 3),
sugerindo uma alteracdo da permeabilidade mitocondrial detectada pela
reducdo da sua sensibilidade ao influxo osmoético por dano & membrana.
Por outro lado, o pré-tratamento com a THA ou a SIL foram capazes de
proteger os hepatdcitos desse dano causado pelo CCly, restabelecendo o
funcionamento mitocondrial e sua permeabilidade em 49,5 e 47,7%,
respectivamente.

Também ¢ importante notar que o conteudo de proteina
carbonilada foi significativamente reduzido nos camundongos pré-
tratados com a THA, sugerindo uma maior protecdo contra o dano
oxidativo causado pelo CCly (Figura 2B, Capitulo 3). As proteinas
podem ser modificadas oxidativamente (carboniladas) por ataque de
radicais livres, o que pode levar a clivagem de cadeias polipeptidicas, a
modificacdo de cadeias laterais de aminoacidos, € a sua conversdo em
derivados altamente sensiveis a degradagdo proteolitica (BERLETT;
STADTMAN, 1997). Dessa forma, a presenca dos grupos carbonila
inseridos em sequéncia de proteinas serve como biomarcador de danos
oxidativos (LEVINE et al., 1990; LEVINE, 2002; DALLE-DONNE et
al., 2003).

Dados existentes na literatura sugerem que o CCly é capaz de
induzir a carbonilacdo proteica em hepatécitos de camundongos
(SHEWEITA; ABD EL-GABAR; BASTAWY, 2001, CARBONARI et
al., 2006). Tanto as espécies reativas como a lipoperoxidacgao, a redugao
dos agucares e a exposi¢do do acido hipocloroso sdo capazes de causar
dano oxidativo as proteinas, promovendo uma reagdo dos grupos
carbonila as moléculas proteicas, principalmente nos aminoacidos lisina,
prolina ou treonina. Assim nossos resultados corroboram com alguns
estudos que indicam que a carbonilagdo proteica pode ser um importante
biomarcador de estresse oxidativo (PANTKE et al., 1999; LIM et al.,
2002; KODALI et al., 2007). Por outro lado, alguns processos patologicos

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora



76

Discussdo Geral

e fisiologicos também podem apresentar processos de oxidacdo
catalisados por metais, promovendo modifica¢do covalente nas proteinas
(STADTMAN; LEVINE, 2003).

Portanto, ¢ possivel que a THA possa desempenhar sua agdo
protetora durante as fases iniciais do dano hepatico induzido pelo CCly,
diminuindo a peroxidacdo lipidica e carbonilagdo de proteinas e,
consequentemente, melhorando a capacidade antioxidante celular,
impedindo assim que ocorra o extravasamento extracelular das enzimas
AST, ALT e LDH pelos hepatdcitos.

A exposicdo dos camundongos a CCly; também promoveu um
aumento na fragmentacdo do DNA em comparagdo ao grupo controle.
Esse dano foi revertido em animais pré-tratados com a THA ou a SIL,
sugerindo que o sistema de reparo enzimatico ao DNA foi ativado ou
houve efetivamente uma redugdo no ataque oxidativo aos acidos
nucleicos por radicais livres (Figura 2, Capitulo 3). Entretanto ¢
importante ressaltar que o tratamento dos camundongos com CCly,
simultaneamente aos pré-tratamentos, ¢ capaz de induzir lesdo hepatica
aguda, bem como possibilitar sua regeneragdo, mas os processos de
lesdes sdo predominantemente expressos nas fases iniciais, ao passo que
o processo de regeneracdo sao latentes ou ndo aparentes (BHAVE et al.,
2008).

Os resultados obtidos em nossos experimentos corroboram
aqueles relatados na literatura para algumas plantas utilizadas no
tratamento de doengas hepaticas, em que sdo correlacionados os
possiveis efeitos hepatoprotetores de seus extratos contra os danos
oxidativos induzidos por CCls, com a capacidade antioxidante, pela
presenca de compostos ativos tais como flavonoides e outros compostos
fenolicos (PRAMYOTHIN et al., 2007; GOPAL; SENGOTTUVELU,
2008; JAIN et al., 2008; HSU et al., 2008).0s dados obtidos com o
presente trabalho indicaram que a THA pode proteger o figado de
camundongos de danos induzidos pelo CCl, devido a sua capacidade de
captura de radicais livres e consequente atividade antioxidante. Contudo,
mais pesquisas devem ser realizadas para verificar a sua capacidade de
inibir a bioativagdo do CCly mediada pelo CYP4so, ou mesmo inibigdo de
alguma etapa da cadeia respiratoria mitocondrial com intuito de elucidar
outros possiveis mecanismos de hepatoprote¢do da THA .

Em resumo, os resultados obtidos com o presente trabalho
demonstraram que a 2’,4°,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia
multiflora popularmente utilizada no Brasil para o tratamento da
diabetes e outras doengas possui um importante efeito hepatoprotetor
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possivelmente associado ao seu potencial antioxidante, verificado pela
captagdo dos radicais DPPH, O,” e °‘OH e protegdo contra
lipoperoxidagdo da membrana plasmatica, carbonilagdo proteica,
oxidagdo do DNA e estabilizacdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial ao célcio.
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a

2’.4’,6’-trihidroxiacetofenona (THA) isolada de Myrcia multiflora:

Possui efeito hipolipemiante, caracterizado pela diminui¢do dos
niveis de colesterol e triglicerideos, tanto na hiperlipidemia aguda
induzida pelo Triton WR-1339, como na hiperlipidemia cronica
induzida pela dieta rica em lipideos;

Possui efeito antiobesidade caracterizado pela redugdo do peso
corporal dos animais tratados com uma dieta rica em lipideos;

Quanto ao efeito antiobesidade observado, este pode estar
associado a reducdo da absor¢do gastrointestinal de lipideos
devido a inibi¢do da lipase pancredtica;

Possui efeito hepatoprotetor in vivo, protegendo os danos
causados pelo CCl;, demonstrados mediante a diminuicdo da
atividade das enzimas marcadoras de hepatotoxicidade (AST,
ALT e LDH) e da manutencdo das estruturas morfologicas
hepaticas;

O efeito hepatoprotetor da THA ¢ devido a sua capacidade
antioxidante associado a sua capacidade de estabilizar o radical
DPPH, além de capturar o 4nion superoxido (O,”) e o radical
hidroxil ("OH);

O efeito hepatoprotetor da THA foi caracterizado in vivo pela
prevencdo da peroxidacdo lipidica, carbonilagdo proteica e dano
ao DNA, além da elevacdo da atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e prevencdo da deplecdao dos
niveis de GSH e estabilizagdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial ao calcio em animais tratados com CCly;

No entanto, o esclarecimento das vias reguladas e/ou envolvidas
nas agdes da THA sobre os efeitos hipolipemiante e
hepatoprotetor requer maiores investigagoes.
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Anexo

Resultados da Dissertagdo de Mestrado de Eduardo Antonio Ferreira
(2005).

CEso (ng/ml)

Compounds
DPPH 0" ‘OH LPO

2’.4°,6’-trihidroxiacetofenona -
THA

66,4+ 1139+ 151,7=+

76,407y 12 0.7

2,3’ 4-trihidroxiacetofenona  17,7+0,4 >1000 > 1000 > 500
> 1000 >1000 964,6

2’-hidroxiacetofenona 0.5 > 500
2°,6’-dihidroxiacetofenona 27(6):56 * S8 88]6,’66 s 500
3’-nitroacetofenona > 1000 S8 94?}’2 s 500
4’-nitroacetofenona > 1000 S8 > 1000 > 500

. > 1000 s.a. > 1000 s.a.
4’-aminoacetofenona

. > 1000 >1000 >1000 .a.
3’ 4’-dicloroacetofenona S8

. a. >1000 > 1000 .a.
4’-metoxiacetofenona s sa

Concentragdo eficaz 50% (CEsp).

sa - sem atividade antioxidante nas concentragdes testadas.

Efeitos Hipolipemiante e Hepatoprotetor da 2°,4”,6’-trihidroxiacetofenona isolada de Myrcia multiflora





