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experimental induzida pela Dietilnitrosamina (DEN)
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Resumo

A Dietilnitrosamina (DEN), uma substancia reconhecidamente hepatotoxica e carcinogénica, foi
utilizada na inducdo da necrose hepatica centrolobular em ratos isogénicos Lewis divididos em 5 grupos
de 5 animais. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito quimiopreventivo da epigalocatequina-3-galato
(EGCQG), de Camellia sinensis (cha verde) no tratamento da hepatotoxicidade celular induzida pela DEN.
Foi mensurada a concentragdo sérica da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) dos diferentes grupos experimentais. No ensaio bioquimico para AST e ALT, houve diferenga
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significativa entre os valores médios do grupo controle (163£70,32) comparado ao grupo DEN
(1631+1039,44), sugerindo que a DEN influencia na fungdo hepatica. Entretanto, ndo houve diferencga
significativa entre o grupo DEN e o tratado com epigalocatequina. A lactato desidrogenase (LDH) ¢
considerada um marcador bioquimico comum para avaliagdo da progressdo tumoral, ¢ em relagdo ao
LDH, as amostras ndo apresentaram diferengas significativas entre o grupo DEN (1385,5+43,13) e DEN
+ EGCG 150mg ou DEN + EGCG 200mg (1537,5+1010,45). Neste trabalho foi demonstrado que a
epigalocatequina nas concentragdes de 150 e 200 mg/Kg nio induziram alteragdes hepaticas e também
ndo foi possivel verificar nenhuma quimioprote¢io pela EGCG em animais inicialmente tratados com
DEN durante 24 horas. Sendo assim, novos experimentos com diferentes concentragdes de EGCG sao
necessarios para comprovar seu possivel efeito quimioprotetor.

Palavras chave: Hepatotoxicidade. Dietilnitrosamina (DEN). Epigalocatequina-3-galato (EGCG).
Lactato desidrogenase (LDH).

Abstract

Diethylnitrosamine (DEN), a known hepatotoxic and carcinogenic substance, was used in the induction
of centrilobular hepatic necrosis in isogenic Lewis rats divided into 5 groups with 5 animals. The
aim of this study was to evaluate the chemopreventive effect of epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
from Camellia sinensis (green tea) in the treatment of cellular hepatotoxicity induced by DEN. It was
measured the serum concentration of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase
(AST) of the different experimental groups. In the biochemistry assay for AST and ALT, there was
significant difference between median values of control group (163+£70.32) compared to DEN group
(1631+1039.44), suggesting that DEN influences on hepatic function. However, there was no significant
difference between DEN group to that treated with epigallocatechin. Lactate dehydrogenase (LDH) is
considered a common biochemical marker for evaluation of tumor progression, and regarding LDH,
the samples presented no significant differences between the DEN group (1385.5+43.13) and DEN
+ EGCG 150mg or DEN + EGCG 200mg (1537.5+ 1010.45). In this work it was demonstrated that
epigallocatechin concentrations of 150 and 200 mg/kg did not induce liver alterations and though was
not verified any chemoprotective effect by EGCG in animals initially treated with DEN for 24 hours.
Moreover, new experiments with different concentrations of EGCG are needed to verify its possible
chemoprotector effect.

Keywords: Hepatotoxicity. Diethylnitrosamine (DEN). Epigallocatechin-3-gallate (EGCG). Lactate
dehydrogenase (LDH).

Introduciao

O chd ¢ uma das bebidas mais consumidas
no mundo, e o crescente interesse pelo cha verde
deve-se principalmente aos estudos que confirmam
a alta concentra¢do de flavonodides ¢ a sua relacao
inversamente proporcional entre o consumo ¢ o
risco de doengas degenerativas, como por exemplo,
o cancer (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA,
2006).

Durante séculos, o cha verde chinés tem sido
considerado no Extremo Oriente uma bebida
saudavel. Depois da agua, ¢ a bebida nao alcoolica
mais consumida no mundo. Nos ultimos anos,

alguns estudos produziram resultados que afastaram
muitos mitos, mas também confirmaram alguns
beneficios importantes para a saude, em relagdo ao
seu consumo regular. O cha é considerado alimento
funcional que se consumido rotineiramente pode
trazer beneficios fisiologicos e especificos, gracas
aos seus componentes ativos (HAN et al., 2004).
Este ¢ uma bebida preparada a partir da planta
Camellia sinensis ha aproximadamente 5000 anos
(MCKAY; BLUMBERG, 2002). Alteragdes no
processo de fabricacao resultam nos derivados: cha
preto, cha verde e cha branco, que correspondem
a aproximadamente 75%, 23% e 2% da producdo
global, respectivamente (BLISS, 2003). Para o
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preparo, as folhas da planta sdo cozidas a vapor e
secas apds selegdo para prevenir a oxidacdo das
catequinas (FREI; HIGDON, 2003). O cha verde
¢ rico em vitamina K, nutriente essencial para a
coagulacdo sanguinea. Pelo menos 12 catequinas
(compostos polifendlicos) foram identificadas em
infusdes de cha verde (ZEEB et al., 2000), sendo
que os que estdo em maiores concentragdes sdo as
epicatequinas (EC), epicatequinas galato (ECQ),
epigalocatequinas (EGC) e epigalocatequinas
galato (EGCG). As catequinas sdo flavonodides
responsaveis por controlar e prevenir certas doengas
(ZHONG et al., 2004).

Os compostos fenolicos abrangem um grupo de
flavonodides que estdo presentes em vegetais, frutas,
vinho e cha. A capacidade dos polifenois vegetais em
atuar como antioxidantes nos sistemas biologicos
jé foi reconhecida nos anos trinta (BENTHSATH,
1936), entretanto, este mecanismo antioxidante foi
ignorado até pouco tempo. Para alguns derivados
de acidos fenolicos, tem sido relatada a excelente
propriedade de quelagdo do ferro e de outros metais
de transicdo, e neutralizagdo da acdo oxidativa dos
radicais livres (FIORANI et al., 2002). Estudos
realizados demonstraram que os polifendis
presentes no cha verde apresentam bioatividades
importantes em certas patologias como: diabetes
mellitus, cardiopatias, infec¢des virais, inflamagdes
e em doencas degenerativas, como o cancer ¢ o
envelhecimento. Evidéncias sugerem que a ingestao
diaria de antioxidantes, principalmente compostos
fenolicos, € capaz de retardar o aparecimento destas
doencas (HAN et al., 2004).

A identificagdo de cancerigenos em animais de
laboratodrio, ao lado de estudos epidemioldgicos €
uma forma importante de avaliar o risco imposto
ao homem por agentes quimicos (DE CAMARGO
et al.,, 1994; INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCHONCANCER, 1987).Oesclarecimento
deste risco deve levar em consideragao o fato de
que o desenvolvimento neoplasico ¢ um processo
de multiplas etapas (PITOT, 1993) e que varios
fatores podem modifica-las. Dentre estes fatores,

deve ser citado o sistema metabolizador de drogas
hepatico dependente do citocromo P-450 (CONN
et al, 1992; VARELLA, 2005). Esse sistema
esta situado no reticulo endoplasmatico liso
(REL) de hepatocitos, sendo constituido por duas
hemoproteinas (citocromo P-450 e b,), uma redutase
e fosfolipideos, principalmente fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina (GUENGERICH, 1979;
OMURA et al., 1984; PARKE, 1987; VARELLA,
2005). A metabolizagdo das substincias quimicas
leva a formacdo de produtos hidrossoluveis,
com menor atividade farmacologica ou toxica,
rapidamente excretavel pelo rim. No entanto,
este processo pode ser responsavel pelo aumento
da toxicidade de certas drogas e xenobidticos
(HIRUMA et al., 2001; YOSHIDA et al., 1999).

Dentre os cancerigenos quimicos, encontram-
se as nitrosaminas, que dependem de ativagdo
metabolica (formagdo de radicais livres) para
exercerem seus efeitos carcinogénicos e toxicos. A
maior via de ativagdo das nitrosaminas ocorre por
hidroxilagdo de um carbono-alfa (SAKAI et al.,
2000; YOSHIDA et al., 1999).

A dietilnitrosamina (DEN) é uma substancia
quimica com peso molecular de 102,1 e estrutura
molecular C,H N,O (SAITO et al., 2002). As
reacgOes oxidativas de deetilagdo da DEN conduzem
a formagdo de varios metabolitos, entre os quais
se destacam o N-nitrosoetil-N-2-hidroxietilamina
Estes

podem interagir com acidos nucléicos, produzindo

e  N-nitrosoetil-N-carboxi-metil-amina.

derivados como a 7-etilguanina, 6-etilguanina
e a 3-ctiladenina, que constituem os substratos
bioquimicos da mutagdo induzida pela DEN
(PEGG, 1977; INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1978; SWANN;
MAGEE, 1971).

A DEN ¢ considerada cancerigena em varias
espécies animais, especialmente para o figado, rim,
trato respiratorio e digestorio alto (YING; SARMA;
FARBER, 1980;
efeito toxico em nivel hepatico, onde se manifesta

1981). Este composto exibe
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morfologicamente sob forma de necrose centro-
lobular, provavelmente pela maior concentracdo
do sistema metabolizador de drogas nesta regido
(KISHIMA et al., 2000; SCHIMITT et al., 1993).

Tumores hepaticos induzidos quimicamente sao
precedidos de varios tipos de alteragdes, que ocorrem
em populagdes celulares focais. Estas alteracdes,
reconhecidas como marcadores fenotipicos sao
alteragdes morfologicas ou bioquimicas proprias
das células iniciadas, permitindo detecta-las e
diferencid-las das células vizinhas ndo iniciadas.
Evidentemente, estas alteragcdes ndo sdo identificadas
em tecidos normais e devem aparecer de maneira
consistente durante a inducdo e o estabelecimento
do cancer (BANNASCH, 1986; SCHULTE-
HERMANN, 1985).

Dentre as alteragdes celulares persistentes,

produzidas por hepatocancerigenos quimicos,
identificadas por coloracdo de hematoxilina-eosina
(HE) em cortes histopatologicos, destacam-se os
focos de células claras (consequentes do acimulo
de glicogénio no citoplasma das células iniciadas),
os focos de células eosinofilicas (por hiperplasia do
REL), os focos basofilicos (por aumento do nlimero
dos ribossomos) e os focos mistos (KISHIMA et al.,

2000).

Os fitoterapicos tém sido motivo de intensa
investigacdo cientifica e sua agdo moduladora
vem sendo mencionada dentro do contexto de
estresse oxidativo, atuando na imunidade inata,
principalmente na atividade de macrofagos, como
também na imunidade adaptativa estimulando a
produgdo de citocinas. Conhecendo a capacidade dos
polifendis vegetais em atuar nos sistemas biologicos,
o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
EGCG sobre a necrose hepatica induzida pela DEN
através de analise histopatoldgica do figado e da
quantifica¢@o das enzimas alanina aminotransferase
(ALT/TGP), aspartato aminotransferase (AST/
TGO) e lactato desidrogenase (LDH).

Materiais e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal da Universidade
Estadual de Londrina, CEEA n° 87/08, onde foram
utilizados ratos isogénicos Lewis, pesando de 200 a
300g provenientes do Biotério do Hospital Regional
Universitario de Londrina.

A ragdo granulada (marca Nuvital®) e agua
foram oferecidas “ad libitum”. A luminosidade
e temperatura foram controladas, utilizando-se
fotoperiodo de doze horas (12 horas de luminosidade:
12 horas de escuro), com temperatura constante de
22° C (£2) e umidade de 55% (£10).

Conforme o protocolo experimental, apés uma
semana de adaptag@o, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em gaiolas de polietileno com tampa
de ago inox coletivas, forradas com maravalha
e divididos em grupos de cinco animais (grupo
DEN, EGCG 150mg, EGCG 200mg, DEN+EGCG
150mg, DEN+EGCG 200mg). O grupo controle
formado por nove animais nao recebeu DEN nem
EGCG.

Os animais receberam por via intraperitoneal
(i.p.) DEN (200 mg/Kg peso) e ap6s 4 horas foi
administrado EGCG (150 mg e 200mg/Kg peso),
Sigma-Aldrich (EUA). A dose de 200 mg/Kg de
DEN foi adotada de acordo com a média de duracao
da hepatocarcinogénese quimica experimental (ITO
et al., 1988; 1989). Os animais foram eutanasiados
em camaras de CO,,.

Para avaliar o efeito da DEN e da EGCG sobre
os diferentes grupos experimentais foi utilizado a
Analise de Variancia de ANOVA, e para comparacao
entre asmédias o Teste de Tukey. Foram considerados
como estatisticamente significativos os valores de
p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada através
do software de analise grafica e cientifica OriginPro
7.5 (OriginLab, Northampton, E.U.A.).
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Determinacio da hepatotoxicidade da DEN

O plasma foi colhido através de pungdo cardiaca
para dosagem de AST, ALT e LDH. Logo depois,
os animais foram eutanasiados, visando a remocéao
dos orgaos.

Determinacdo da atividade da Aspartato
Aminotransferase (AST) e Alanina
Aminotransferase (ALT)

Os métodos realizados neste trabalho foram
adaptagdes dos procedimentos recomendados pela
Federacao Internacional de Quimica Clinica (IFCC).
As amostras de sangue foram centrifugadas a 2700rpm
por 10 minutos e o plasma foi coletado e armazenado
sob-refrigeragdo por no maximo 24h antes do uso.
Todos os métodos foram realizados no auto-analisador
Dade XL® (USA), utilizando kits Dade Behring®
(Dade Behring, Inc., Newark, NJ) para ALT ¢ AST.

A AST (também conhecida pelas siglas ASAT,
GOT, TGO ou SGOT) e a ALT (também conhecida
pelas siglas TGP, GPT, ALAT ou SGPT), ndo sao
produzidas exclusivamente no figado e se encontram
distribuidas pelo organismo. A AST catalisa a
transaminacdo do L-aspartato para a-cetoglutarato,
formando L-glutamato e oxalato. O oxalato formado ¢
reduzido de malato para malato desidrogenase (MDH)
com oxidag¢do simultdnea da nicotinamida-adenina
dinucleotideo reduzida (NADH). A mudanca de
absorbancia ¢ devido a conversao do NADH em NAD
e ¢ diretamente proporcional a atividade da AST,
sendo mensurada utilizando uma técnica bicromatica
(340 e 700nm) (LEHNINGER; NELSON; COX,
2006; STRYER, 1996).

Por sua vez a ALT catalisa a transferéncia do grupo
amina da alanina para o cetoglutarato, com formagao
de glutamato e piruvato. O piruvato ¢ reduzido
a lactato por acdo da LDH enquanto a coenzima
NADH ¢ oxidada a NAD. A reducgdo da absorbancia
em 340nm, consequente & oxidacdo da NADH, ¢

monitorada fotometricamente sendo diretamente

proporcional a atividade da ALT na amostra. Sua
origem ¢ predominantemente citoplasmatica, fazendo
com que se eleve rapidamente apos lesdo hepatica,
tornando-se um marcador sensivel da fungao do figado
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006; STRYER,
1996).

Determinacio Quantitativa de Desidrogenase
Lactica (LDH)

Para este ensaio também foi utilizado plasma
centrifugado das amostras de sangue. Este método
¢ uma modificacdo do procedimento enzimatico
lactato para piruvato. Para a execucdo da analise de
LDH foi utilizado cartucho de reagente Flex® LDH,
catalogo DF53A seguindo o manual Dimension®.
Foram utilizados 14pL da amostra de plasma com
140uL de reagente (NAD, tampao Tris, L-lactato) e
196uL do diluente. Para realizacao deste ensaio foi
utilizado espectrofotometro Dimension XL® com
comprimento de onda 340nm a 37°C, com tipo de
leitura bicromatica (unidade de LDH: U/L).

Resultados e Discussao

Asaminotransferases (ALT e AST) estdo presentes
em altas concentragdes no musculo, figado e cérebro.
A elevacdo da atividade das aminotransferases no
sangue indica necrose ou moléstia, especialmente
nesses tecidos (MURRAY et al., 1994).

A ALT ¢ encontrada principalmente no citoplasma
do hepatocito, enquanto 80% da AST esta presente
na mitocondria. Essa diferen¢a tem auxiliado no
diagnostico e prognostico de doengas hepaticas. Em
dano hepatocelular leve a forma predominante no
soro € a citoplasmatica, enquanto em lesdes graves
ha liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a
relacdo AST/ALT (MOTTA, 2003).

Neste trabalho foi avaliado o efeito quimioprotetor
da EGCG nas doses de 150mg e 200mg, sobre a
hepatotoxicidade da DEN (200mg/Kg) no plasma
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de ratos sacrificados em 24 horas, apos a injegdo da
DEN e inoculagdo de EGCG ou ambos.

A analise dos parametros bioquimicos que
estimam a func¢do hepatica como ALT e AST,

foram estatisticamente diferentes entre os grupos
DEN e controle sugerindo que a DEN influencia
no desenvolvimento de alteragdes
(Tabela 1).

hepaticas

Tabela 1 - Determinacdo quantitativa das atividades de aspartato amino transferase, alanina amino
transferase e desidrogenase lactica (LDH) do plasma dos animais.

METODO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE DEN DEN +EGCG DEN +EGCG EGCG EGCG
200mg 150mg 200mg 150mg
AST 163+£70.32 16311039 44 1069, 7+733 98 1556.3+613 22 175.33+86.63 9622 62
ALT 83.33+19.14 1461+£175.36 1474.7+1045 38 1938.6+747 .68 62+9.654 56.5+3.53
LDH 167.5+38.89 1385 5+43.13 - 1537.5+101045 - 585.5+£514.06

Fonte: Autores.

O grafico 1 mostra os resultados de determinacao
bioquimica de AST e ALT de cada grupo, onde foi
demonstrado que o grupo EGCG 150mg e 200mg
ndo foram hepatotoxicos em relagdo ao grupo
controle.

Grifico 1 - Quantificacdo de aspartato amino
transferase e alanina amino transferase do plasma
dos animais.
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2000 [ DEN+EGCG 200mg
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Fonte: Autores.

Os animais experimentais foram tratados com
DEN 200mg/Kg i.p. e/ou EGCG nas concentragdes
de 150 e 200mg/Kg ip. Os resultados estao

expressos pela média. Os grupos DEN, DEN +
EGCG 150mg e DEN + EGCG 200mg, diferem-se
significativamente em relagdo ao grupo controle em
nivel de p < 0,05 (teste de Tukey).

Segundo Lehninger, Nelsone Cox (2006) diversos
organismos vivos, como o ser humano, utilizam a
via glicolitica para a obtencao de energia. Nessa via,
apos varias reagdes catalisadas por enzimas, uma
molécula de glicose ¢ degradada dando origem a
duas moléculas de piruvato. Durante esse processo,
parte da energia livre oriunda da glicose ¢ conservada
na forma de ATP e NADH. O piruvato produzido
pela via glicolitica pode ter diferentes destinos.
Em condicdes aerdbicas, ele ¢ oxidado ao grupo
acetila da acetil-coenzima A, que posteriormente
sera totalmente oxidada a CO, através do ciclo de
Krebs. Em processos anaerdbicos o piruvato pode
ser convertido em etanol (fermentagdo alcodlica)
ou em lactato (fermentacdo latica). A produgdo de
lactato a partir de piruvato envolve a conversdao
de NADH em NAD+ e ¢ catalisada pela enzima
lactato desidrogenase (LDH).

A LDH ¢ uma enzima constituida de cinco
diferentes isoenzimas que catalisam a interconversao
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de L-lactato a piruvato. A LDH esta presente no
citoplasma de todos os tecidos humanos e em altas
concentra¢des no coracdo ¢ musculo esquelético e
em baixas concentragdes nos eritrocitos, pancreas
e estomago. A elevagdo da atividade da LDH
¢ encontrada em varias condi¢des patoldgicas
como o infarto do miocardio, cancer e doencas
do figado, sangue ou musculos (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2006). Portanto, a proxima etapa
deste trabalho foi verificar a concentracdo de LDH
no plasma dos ratos € comparar com 0s animais
saudaveis.

Para a quantificacdo de LDH foram utilizados
amostras de sangue periférico coletadas com
anticoagulante heparina e o plasma foi separado
para analise. Foi verficado que a concentragdo de
LDH no plasma foi maior nos grupos que receberam
DEN, sendo que ndo houve diferenca entre o grupo
DEN (1385,5+43,13) ¢ DEN + EGCG 150mg
(1537,5+1010,45) como também ndo foi obervado
diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle (167,5£38,89) ¢ EGCG 150mg
(585,5+514,06) (Tabela 1). Entretanto foi observada
diferenca entre os grupos controle ¢ EGCG em
relacdo aos grupos DEN e DEN+EGCG (Gréafico 2).

Grafico 2 - Determinacdo quantitativa da atividade
da desidrogenase lactica (LDH).
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Fonte: Autores.

Para a quantificacio da LDH no plasma
sanguineo, foi utilizado o sistema quimico The
Dimension® (DADE Behring, Newark, USA).

Os animais experimentais foram tratados com
dietilnitrosamina (DEN) 50mg/ml/Kg i.p. e/ou
epigalocatequina (EGCG) na concentragdo de
150mg/Kg i.p. Os resultados estdo expressos pela
média. Os grupos DEN e DEN + EGCG 150mg,
diferem-se significativamente em relacdo ao grupo
controle em nivel de p < 0,05 (teste de Tukey).

Somente as catequinas (ECG, EGCG) com o
grupo galato na posi¢do 3’ sdo os que possuem alta
eficacia em inibir a proliferagao celular em modelos
tumorais in vitro. EGCG inibe primariamente
a proliferagdo celular por ativar os sistemas
scavenging de radicais livres e antioxidantes
(HAKIM et al., 2003; KUMARI; YONEDA;
HIRAMATSU, 1996; LEANDERSON; FARESJO;
TAGESSON, 1997), inibe as enzimas envolvidas na
replicacdo celular e sintese de DNA (AGARWAL
et al.,, 1992; BACHRACH; WANG, 2002; HAN,
1993; KATIYAR; AGARWAL; MUKHTAR,
1992), interfere com a adesdo contato cé¢lula-célula
(GARBISA et al., 1999; KINASHI et al., 1995;
LIU et al., 2001; SAZUKA et al., 1997; VAYALIL;
KATIYAR, 2004) e inibe algumas vias de
comunicacao intracelular necessarias para a divisao
celular (ISEMURA et al., 2000; JAIN et al., 1989;
LTIAO; HITPAKKA, 1995; WANG et al., 1992).

Os efeitos da EGCG e das catequinas do
chd verde nas reagdes biologicas e bioquimicas
classificados em dois

podem ser grupos:

atividades inibitorias e atividades indutivas.
Especificamente, as atividades inibitorias foram
observadas em reagdes com: proteina quinase
C, peroxidacdo lipidica, angiogénese, formagao
descarboxilase de ornitina,
DNA
polimerase, DNA topoisomerase, DNA girase,
Bcl-2, ERK1/2 e quinase AKT, acido graxo

sintase, p-hidroxibenzoato hidroxilase, epoxidase

de radicais livres,

uroquinase, lipoxigenase, cicloxigenase,

escaleno, dopa descarboxilase, esteroide 5-o
redutase, B-catenina, P-glicoproteina, receptor de
fator de crescimento tipo insulina-1, telomerase,
proteassomo e varios tipos de proteases (ABE et al.,

2000; BERTOLDI; GONSALVI; VOLTATTORNI,
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2001; DASHWOOD; ORNER; DASHWOOD,
2002; FUIJIKI, 1999; GRADISAR et al., 2007
JODOIN; DEMEULE; BELIVEAU, 2002; LEONE
et al., 2003; LIAO et al., 1995; NAM; SMITH;
DOU, 2001; SAH et al., 2004; SHIMIZU et al.,
2005; TOSETTI et al., 2002; WANG; TIAN,
2001). As atividades indutivas foram encontradas
em enzimas de fase II (GST), GSH-Px, catalase,
NAD(P)H, quinonaredutase e jun¢do de intervalo
(FUJIKI, 1999). O NAD(P)H encontrado confirma
a elevacdo da atividade de LDH o qual pode ser
proveniente de lesdo no figado.

Devido sua grande expansdo, alta incidéncia e
mortalidade na sociedade moderna, o cancer tornou-
se uma preocupagdo socioecondmica, politica e
cientifica, sendo retratado como um problema
de saude publica (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2007). Assim, faz-se necessario
mobilizar os esfor¢os na prevencdo e cura desta
patologia.

Frente ao grande ntimero de novos canceres,
entende-se que técnicas de diagndstico precoce
e prevencdo sdao necessarias (VERGHESE et
al., 2002). Nesta busca, incluem-se substancias
quimioprotetoras que nao permitam que a doenga
se instale ou progrida, evitando ao maximo sua
toxicidade, razdo pela qual t€ém sido extraidos
diferentes extratos de plantas, ja descritas como
medicinais. O termo quimioprevencdo surgiu
para descrever uma nova area em Oncologia, que
consiste no uso de compostos sintéticos ou naturais
para inibir, retardar ou reverter a carcinogénese. A
quimioprevengdo se baseia na hipétese de que a
interrup¢do dos eventos biologicos envolvidos na
carcinogénese inibird este processo e reduzira a
incidéncia de cancer (BELTRAN-RAMIREZ et al.,

2006).

A hepatotoxicidade associada as drogas e toxinas
tem recebido grande atencdo nos ultimos anos.
As lesdes hepaticas podem ocorrer por inalagao,
ingestdo ou administragdo de varios agentes
farmacologicos, quimicos e também derivados de

plantas e cogumelos (HARRISON; RANDOLPH;
FAUCY, 1998).

Acredita-se que, na maioria das vezes em que a
agressaohepaticaocorre, existaaparticipagdodemais
de um mecanismo de lesdo hepatica (JAESCHKE
et al., 2002; LEE, 2003). Um dos principais efeitos
observados ¢ o aumento da atividade enzimadtica
sérica, a qual pode estar associada a alteragdes
reversiveis ou irreversiveis da permeabilidade da
membrana, indugdo das enzimas microssdmicas ou
lesao estrutural resultante de isquemia hepatobiliar,
necrose, neoplasia ou colestase (MCNALLY, 1996).

A alanina aminotransferase (ALT/TGP) é uma
enzima citosolica considerada hepatoespecifica no
cdo e gato, embora também possa ser encontrada
no coragdo, rins e musculo. Observa-se que um
aumento imediato na atividade sérica desta enzima
segue-se a lesdo hepatocelular ou a alteragdo na
permeabilidade da membrana celular (ETTINGER;
FELDMAN, 1997). Os niveis séricos desta enzima
funcionam como um marcador que reflete tanto a
necrose hepatocelular como também estarelacionada
a sua liberag@o no sangue ap6s o dano na membrana
da célula (CHOI et al., 2006; JANBAZ; GILANI,
2000). Neste ensaio ndo foi verificado aumento nos
niveis séricos desta enzima para os grupos EGCG
150mg e 200mg observando-se que nao houve lesdo
ou alteracdo hepatocelular.

A aspartato aminotransferase (AST/TGO) € uma
enzima que estd presente em grande concentragdo
em varios tecidos, como coragdo, figado, musculo
esquelético, rins, cérebro e plasma. O aumento da
atividade sérica dessa enzima pode ser resultado de
alteragdo na permeabilidade da membrana, necrose
e inflamagdo. Quando a elevagdo de AST esta
relacionada a doenca hepatica esta ¢ acompanhada de
elevacao também de ALT. Foi possivel verificar uma
alteracdo expressiva desta enzima nos grupos DEN
e DEN + EGCQG, porém no grupo EGCG o aumento
foi baixo, demonstrando que houve uma alteragao.

A lactato desidrogenase (LDH), distribui-se
amplamente pelos tecidos (ETTINGER; FELDMAN,
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1997). Os niveis séricos dessa enzima na circulagido
funcionam como um marcador de danos hepaticos
e sdao comumente utilizados como marcadores
sensiveis para o diagnostico de doencas hepaticas
(CHOI et al., 2000).

O figado desempenha papel homeostatico
fundamental no equilibrio de numerosos processos
biologicos (ETTINGER; FELDMAN, 1997). A
depuragdo hepatica depende da eficacia das enzimas
metabolizadoras (MATOS; MARTINS, 2005). Um
dos principais efeitos observados na lesdo hepatica
¢ o aumento da atividade enzimatica sérica (LEWIS

et al., 2000).

O efeito hepatoprotetor pode ser verificado
em algumas plantas medicinais através dos niveis
séricos da AST. As folhas de Cassia auriculata
demonstraram ter agdo hepatoprotetora, por ser capaz
de manter os niveis séricos da AST constantes apos
inducdo da lesdao hepatica por etanol (RAJAGOPAL
etal., 2003). Outra planta que também apresenta essa
caracteristica sdo as folhas da Cassia occidentalis
(JAFRI et al., 1999).

No presente trabalho, os niveis de TGO, TGP
e LDH foram usados para se determinar o grau de
dano hepatico induzido pela DEN e também para
avaliar os efeitos da EGCG, porém nao foi verificado
efeito quimioprotetor no tempo experimental de 24h.
Os niveis destas enzimas nao medem a extensdo de
danos no figado em longo prazo, portanto ndo podem
ser usados para se determinar o grau de dano hepatico
em uma fase cronica, necessitando de estudos sobre
os efeitos quimioprotetores da EGCG durante um
maior periodo experimental.

Embora nao tenha sido observado efeito toxico
no grupo tratado apenas com EGCG ¢ conhecido
que o efeito hepatotoxico da EGCG ¢ dependente da
dose, quantidade e tempo de administra¢ao. Segundo
Lambert et al (2010) foi possivel observar necrose
em altas concentragdes. Esta toxicidade parece
estar relacionada com a inducdo do stress oxidativo
no figado. As doses em que a toxicidade foram
observadas sdo muito mais elevadas do que aquelas

normalmente consumidas de cha verde. Mais estudos
sobre os mecanismos de hepatotoxicidade da EGCG
e monitorizagdo cuidadosa dos biomarcadores de
toxicidade devem ser realizados.

Ainda que, nossos resultados ndo demonstraram
uma quimioprote¢do pela epigalocatequina-3-galato
contra as lesdes hepaticas induzida pela DEN ¢
indiscutivel a quantidade de trabalhos na literatura
sobre os beneficios do consumo regular e moderado
do cha verde e seus compostos, principalmente como
antioxidantes. Por isso, fazem-se necessarios novos
experimentos com diferentes concentragdes de
EGCG e em fases cronicas e sub-cronicas.
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