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Resumo

GONCALVES, Reggiani Vilela, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2010. Atividade hepatoprotetora do extrato da casca de Bathysa cuspidata (A. St.
Hil.) Hook. f. contra estresse oxidativo induzido pelo tetracloreto de carbono em
ratos Wistar. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-orientadores: Jodo Paulo
Viana Leite e Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado.

A Bathysa cuspidata pertencente a familia Rubiaceae nativa da Mata Atlantica, é
usada na medicina popular brasileira para tratamento de doengas do estémago, figado
e como cicatrizante. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do extrato da
casca de Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. sobre lesdes hepaticas induzidas em
ratos Wistar pelo tetracloreto de carbono (CCls). A lesao hepatica foi induzida por meio
da administracdo intraperitoneal de CCls, a cada 48 horas, durante 12 dias. O
tratamento dos animais com extrato de B. cuspidata (EBC) foi realizado por meio de
gavagem. Setenta e sete ratos foram aleatoriamente divididos em 10 grupos, com 7
animais cada, para a realizagao do estudo curativo e preventivo, sendo constituidos da
seguinte forma: Grupos Curativo: Grupo 1: CCls+12 (eutanasiado 12 dias apds o
término de administracdo do CCly); Grupo 2: CCls (eutanasiado 24hs apos a
administragao da ultima dose de CCly); Grupo 3: CCls+ Dimetilsulfoxido (DMSO durante
12 dias, ap6s a aplicacdo do CCl,); Grupo 4: EBC (EBC 400mg/kg durante 12 dias);
Grupo 5: CCl4+EBC 200mg/kg e Grupo 6: CCly+ EBC 400mg/kg, ambos durante 12
dias. Grupos Preventivo: Grupo 1 (G1): CCly; sem EBC; Grupo 2 (G2): DMSO+CCl4
(dimetil sulféxido, 700ul); Grupo 3(G3): EBC (somente EBC 200mg/kg durante 18 dias);
Grupo 4(G4): EBC 200mg/kg + CCly; Grupo 5(G5): EBC 400mg/kg+CCls. Todos os
animais comecgaram a receber o extrato seis dias antes do inicio da aplicagdo do CCly.
Curativo: O grupo 2 apresentou reducgdo significativa no peso final e no indice
hepatossomatico em relagdo aos demais grupos e, em relagdo a alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), este grupo apresentou os
maiores valores no soro. EBC promoveu reducdo na quantidade de hidroperoéxidos,
malondialdeido e goticulas lipidicas no figado quando comparado aos outros grupos.
As atividades de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) aumentaram nos

grupos 5 e 6 quando comparado aos outros grupos (p<0,05). Preventivo: A
Xii



concentracdo da enzima aspartato aminotransferase (AST) diminuiu (p<0,05) no soro
dos animais que receberam o extrato e a atividade das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foi significativamente maior (p<0,05).
Extensas areas de necrose e goticulas lipidicas foram observadas no figado de animais
dos grupos G1 e G2. Ja nos animais que receberam o extrato foi observada diminuigao
significativa nas areas de goticulas lipidicas e de necrose celular (p<0,05) no tecido
hepatico. Os resultados confirmam o efeito hepatoprotetor da casca de B. cuspidata.
Os resultados de ambos os trabalhos demonstram que o extrato da casca de B.
cuspidata estimula o sistema de defesa antioxidante e reduz lesdes morfologicas e

funcionais no figado de ratos Wistar expostos ao CCls.
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Abstract

GONCALVES, Reggiani Vilela, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2010.
Hepatoprotective activity of bark extract Bathysa cuspidata (A. St-Hil) Hook.f.
against oxidative stress induced by carbon tetrachloride in Wistar rats. Adviser:
Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-Advisers: Jodao Paulo Viana Leite and Izabel Regina dos
Santos Costa Maldonado.

Bathysa cuspidata belongs to the Rubiaceae family and is used in popular
medicine for the treatment of stomach and liver disorders and as a healing agent. The
objective this study was investigate the effect of stem bark ethanolic extract of Bathysa
cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. on liver lesions induced by carbon tetrachloride (CCl4) in
Wistar rats. Liver lesions were induced by intraperitonial administration of CCl4 every 48
hours for 12 days. The animals were treated with B. cuspidata extract (BCE)
administered by gavage. Seventy rats were randomized into 10 treatment groups with 7
animals in each group, to achieve the curative and Preventive study, being made up as
follows: Curative groups: Group 1: CCly + 12 days; Group 2: CCly; Group 3: CCl,4 +
dimethyl sulfoxide; Group 4: BCE 400 mg/kg; Group 5: CCls + BCE 200 mg/kg; Group
6: CCly + BCE 400 mg/kg. Preventive groups: Group 1 (G1): CCls without BCE; Group 2
(G2): DMSO + CCl4 (dimethyl sulfoxide 700 pl); Group 3 (G3): BCE (BCE 400 mg/kg
alone for 18 days); Group 4 (G4): BCE 200 mg/kg + CCly; Group 5 (G5): BCE 400
mg/kg + CCls. In all the animals, treatment with the extract was initiated six days prior to
the first application of CCls. Curative: Final weight and hepatosomatic index were
significantly reduced in Group 2 compared to the other groups. Animals in Group 2 also
had the highest serum ALT and AST levels. BCE administration resulted in a significant
reduction in the quantity of hydroperoxides and malondialdehyde compared to the other
groups. The number of lipid droplets in the liver was also lower in the BCE groups. A
significant increase was found in superoxide dismutase activity and catalase enzymes
in groups 5 and 6 compared to the other groups. Preventive: A significant reduction

(p<0.05) in serum aspartate transaminase (AST) levels and a significant increase

Xiv



(p<0.05) in the antioxidant enzymes super oxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
were found in the livers of the animals that received the extract. Extensive areas of
necrosis and lipid droplets were found in the livers of the animals in G1 and G2.
Conversely, a significant reduction (p<0.05) was found in the areas of lipid droplets and
cell necrosis in the liver tissue of the animals that received the extract. The results of
both studies demonstrate that the bark extract of B. cuspidata stimulates antioxidant
defense system and reduces the morphological and functional lesions in the liver of rats

exposed to CCly,
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1. Introducgao

O tratamento das enfermidades humanas a partir de plantas medicinais ou seus
derivados € uma pratica antiga e, atualmente, encontra-se em expanséo por todo o
mundo. Como consequéncia da grande difusdo e utilizacdo de plantas medicinais, as
industrias farmacéuticas vém desenvolvendo produtos a base de extratos vegetais
padronizados, principalmente fitoterapicos, que tém sido registrados para diferentes

especialidades médicas (Eldin e Dunford, 2001).

Em projeto desenvolvido por pesquisadores e extensionistas da Universidade
Federal de Vigosa, intitulado “Uso de plantas medicinais em comunidades do entorno
do parque Estadual da Serra do Brigadeiro”, foi feito um inventario de plantas
tradicionalmente usadas na regido por meio da coleta de informagbes junto aos
moradores, que foram comparadas com informacgdes disponiveis em bancos de dados
cientificos. A partir dai observou-se que para as plantas nativas mencionadas os
percentuais de espécies submetidas a estudos quimicos e farmacoldgicos foram de
53,5 e 53,6%, respectivamente. Esses dados reforcam o grande potencial da
biodiversidade da regido, associado ao levantamento do conhecimento popular, para a
realizacao de pesquisas de bioprospecgao farmacéutica. Dentre as espécies nativas
levantadas na pesquisa, esta a Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f., familia
Rubiaceae (Nunes, 2008; Leite et al., 2008). Por meio de investigacdes etnobotanicas e
etnofarmacoldgicas nesta regido observou- se que a B. cuspidata € uma das espécies

mais utilizadas pela populagcao para o tratamento de doencas hepaticas.

A Bathysa cuspidata ocorre na Serra do Mar nos estados do Rio e Janeiro e Sao
Paulo, regido serrana de Minas Gerais e Espirito Santo (Lombardi e Gongalves, 2000;
Soares et al., 2006). Segundo Correa (1984), as cascas de B. cuspidata, espessas e
avermelhadas sado utilizadas na preparagédo de tbnicos amargos empregados em
anemias, caquexias, febres palustres, ancilostomiase, convalescéncia, etc. A espécie é
bem distinta das demais pelas folhas muito grandes, membranaceas e verde-
amareladas. No estado de Minas Gerais esta espécie ocorre principalmente na regiao
da zona da Mata e alguns estudos relatam a grande ocorréncia desta espécie na Serra
do Brigadeiro (Silva et al., 2003; Soares et al., 2006).



Alguns estudos tém mostrado que espécies reativas de oxigénio (EROS)
provocam desordens degenerativas, incluindo hepatopatias (Brattin et al., 1985;
Adaramoye et al., 2008) sendo o tetracloreto de carbono (CCl4) frequentemente usado
como indutor de lesdo hepatica. A necrose hepatica causada pelo CCl, envolve a
bioativacdo do sistema de citocromo P450 resultando na formacgao do triclorometil que
inicia a peroxidacéo lipidica e a oxidagdo de proteinas (Ki-Tae et al., 2005). Para
avaliagao de estresse oxidativo tém sido empregados uma série de marcadores que
sao muito utilizados para demonstrar peroxidacgao lipidica, assim como proteinas de
defesa da célula, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GDH). Associado a estas analises realiza-se exame histopatolégico do
tecido hepatico para identificar regides de degeneracdo e necrose. Elevadas
quantidades das enzimas AST, ALT, GGT, ALP e bilirrubina no soro sao indicativos de
lesdes nas membranas celulares dos hepatdcitos e desta forma, também sao utilizados

como marcadores de estresse oxidativo (Khatri et al., 2009).

Para entender os possiveis efeitos terapéuticos do extrato da B. cuspidata
sobre lesbes hepaticas induzidas pelo CCl, foi feita analise de enzimas, tecido hepatico
e quantificacao de subprodutos da peroxidagao lipidica. Desta forma, tentar esclarecer

0s possiveis mecanismos de agao deste determinado extrato.



2. Revisao de Literatura

2.1. Farmacos de origem vegetal

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que grande parte da
populacdo dos paises, sobretudo aqueles em desenvolvimento, depende da medicina
tradicional para sua atencédo primaria. Cerca de 80% da populagdo mundial utilizam
praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude, sendo que 85% desses
individuos usam plantas ou seus derivados nas mais diferentes formas (Farnsworth et
al., 1994; Kaur et al., 2005). Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
atualmente disponiveis tenham sido desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de
fontes naturais (Calixto et al., 2001). Das 252 drogas consideradas basicas e
essenciais pela OMS, 11% sao originarias de plantas e um numero significativo sédo
drogas sintéticas obtidas a partir de prototipos e precursores naturais (Rates, 2001).
Pesquisadores da area de produtos naturais do Brasil, tém demonstrado que a
natureza revela grande variedade de compostos quimicos com consideravel
diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas
(Wall et al., 1988), cabendo aos pesquisadores a descoberta da sua utilizagédo e as

instituicbes de fomento financiar projetos na area.

Durante séculos, as plantas representaram a principal fonte de agentes
terapéuticos para a humanidade. No entanto, no inicio do século XIX, com o
desenvolvimento da quimica, os extratos das plantas passaram a ser submetidos a
processos de isolamento de principios ativos para o desenvolvimento de novos
farmacos (Leite, 2008a). O Brasil tem a flora mais diversificada do mundo quanto a
plantas terrestres, possuindo quase 22% dos recursos vegetais mundiais (Lewinsohn e
Prado, 2002). Além disso, possui cerca de 60.000 espécies vegetais superiores
catalogadas e estima-se que somente 8% dessas espécies foram estudadas quanto a
sua quimica, e que apenas 1.100 espécies tenham sido avaliadas quanto as suas
propriedades terapéuticas (Guerra e Nodari, 2001). Nesse grande patriménio, vale
ressaltar a importancia da diversidade quimica dos produtos naturais biossintetizados a
partir de plantas, para a descoberta de novos farmacos, o que tem despertado

interesse da industria farmacéutica. Atualmente, produtos naturais lideram as
3



estruturas quimicas inovadoras com atividade biologica, representando uma importante
fonte para novos medicamentos. Pesquisas estimam que cerca de 60% das drogas
antitumorais e antiinfecciosas que estdao no mercado, ou em fase de testes clinicos, sao

derivadas de produtos naturais (Motomiya et al., 2004; Lewinsohn e Prado, 2002).

Nesse cenario, é relevante acrescentar que apenas 15% das espécies vegetais
conhecidas do planeta foi alvo de estudos farmacolégicos descritos na literatura
(Farnsworth, 1994). Esses dados fazem da pesquisa de analise de plantas uma
ferramenta promissora para a descoberta de importantes extratos ou moléculas
bioativas, que poderao ser importantes para a melhoria da qualidade de vida dos seres
humanos e de animais em geral, além de possibilitarem a obtengao de produtos que
possam contribuir para a geracdo de renda em diferentes comunidades e para a
industria nacional (Calixto, 2001; Leite, 2008b).

Contudo, ainda ndo ha garantia de eficacia, seguranga e qualidade quando da
utilizagdo para a maioria das plantas medicinais. Segundo Farias (2001), a eficacia de
um medicamento € dada pela comprovagao, por meio de ensaios farmacologicos pré-
clinicos e clinicos, dos efeitos bioldégicos preconizados para esses recursos
terapéuticos, e a seguranca € determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia

de efeitos toxicos.

E importante ressaltar o surgimento do conceito de “natural” associado aos
produtos fitoterapicos, que contribuiu para o aumento do uso de plantas medicinais nas
ultimas décadas. Para muitas pessoas, esse conceito inspira a “auséncia de
componentes quimicos nocivos a saude”, levando a acreditar, portanto, que esses
produtos ndo causam danos ou, de outra forma, ndo representam perigo para os
usuarios (Mengue et al., 2001). No entanto, a falsa propaganda veiculada na midia e o
desconhecimento por parte da populacdo sobre possiveis efeitos secundarios e
toxicidade de espécies vegetais utilizadas habitualmente podem levar a sérias
consequéncias para saude (Moll, 2000). Existe um numero cada vez maior de estudos
cientificos que comprovam a toxicidade de plantas, inclusive daquelas usadas na
medicina popular, que sao comumente consumidas sem restricdo e de forma

indiscriminada.



A partir das publicagdes cientificas, intensificadas principalmente a partir da
década de 1980, sobre o potencial dessas investiga¢gdes para a descoberta de novos
farmacos, a pesquisa envolvendo os saberes e praticas “tradicionais” ganharam novo
sentido, extrapolando a simples compilagao de plantas usadas na medicina popular. No
Brasil, varias pesquisas foram realizadas com contribuicbes relevantes sobre o
assunto, ndo somente quanto aos aspectos fitoquimicos, mas também quanto a
atividade biolégica de extratos provenientes de plantas que ocorrem nos diferentes
biomas brasileiros (Jorge et al., 2004; Duarte et al., 2004; Lima et al., 2006).

No caso do emprego dos recursos vegetais pela medicina tradicional, a relagao
que uma populagao estabelece com o ambiente em que vive molda a cultura popular
desse povo, promovendo sistemas proprios de manejo, resultado da experiéncia
acumulada durante séculos de relagdo com o seu habitat natural, que permite suprir

suas necessidades com um prejuizo ambiental minimo (Albuquerque, 2005).

A idéia primordial na indicagao do uso de fitoterapicos na medicina humana nao
€ substituir medicamentos sintéticos, mas sim aumentar a opgao terapéutica dos
profissionais de saude ofertando medicamentos equivalentes, também registrados.
Objetivos secundarios, mas ndo menos importantes, seriam a valorizagao das tradigbes
populares e o fornecimento de substrato autdéctone para o desenvolvimento da industria

farmacéutica local (Lapa et al., 2001).

As investigagdes etnobotanicas e etnofarmacolégicas tém se mostrado eficientes
como estratégia de selegcao de plantas medicinais para a busca de novos farmacos.
Por definicdo, a etnobotanica se ocupa da "inter-relagcdo direta entre pessoas e
plantas”, incluindo todas as formas de percepgao e apropriagdo dos recursos vegetais
(Albugquerque, 2005) enquanto a etnofarmacologia se ocupa do estudo dos preparados
tradicionais utilizados em sistemas de saude e doencga que incluem, isoladamente ou
em conjunto, plantas, animais, fungos ou minerais. Na avaliagdo da eficacia dos usos
“tradicionais” faz-se o emprego de um grande numero de técnicas analiticas e de
ensaios farmacoldgicos (Waller, 1993). Assim, o estudo etnofarmacoldgico representa
importante instrumento para a realizagdo de pesquisa de bioprospecgao que, aliado

aos avancos da ciéncia, constitui importante caminho para a descoberta de novos
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farmacos, aproveitamento racional e preservacao da biodiversidade e promoc¢éo do uso
local das plantas medicinais, devendo tais praticas cientificas respeitarem legislacdes
pertinentes, como propriedade intelectual do conhecimento tradicional associado e

acesso ao patrimonio genético (Etkin, 2001).
2.1.1 Género Bathysa

Estudos sobre a composicdo da vegetagcdo brasileira tiveram um avango
significativo nos ultimos 10 anos. No entanto, esses estudos ainda n&o foram
suficientes para se conhecer o numero real de espécies vegetais da nossa
biodiversidade. Nesse contexto, pode-se citar a caréncia de informacdo sobre a
diversidade floristica da Zona da Mata de Minas Gerais, como descrita nos trabalhos
realizados por Meira Neto e Martins (2002), Silva et al. (2003), e Marangon et al. (2003)
relativos a ocorréncia de espécies vegetais, muitas delas de interesse médico. Nesta
regidao de Minas, que ainda conserva fragmentos do bioma Mata Atlantica, € comum
encontrar-se alta riqueza floristica e segundo Silva e Soares (2003), as familias mais
ricas sdo Leguminosae, Mystaceae e Lauraceae, Euphorbiaceae e Rubiaceae. E nesta

familia que se encontra a Bathysa cuspidata.

O género Bathysa engloba cerca de 15 espécies de arvores, arvoretas ou
arbustos que podem chegar até 12m. S&o exclusivamente neotropicais, ocorrendo no
Panama, Venezuela, Guiana Francesa, Peru e Brasil. No Brasil ocorrem 7 espécies,
todas exclusivas da Mata Atlantica das regides Sudeste e Sul: B. mendongaei, B.
cuspidata, B. gymnocarpa, B. sylvestrae, B. australis, B. stipulata € B. nicholsonii. O
género foi assim denominado devido a espessura do estilete, pois Bathysa deriva do
grego “bathys” que significa espesso, sélido. Os exemplares de Bathysa depositados
sdo na maioria das vezes indeterminados, com identificagcdo duvidosa ou com
atribuicdo errbnea do autor, devido a escassez de bibliografia sobre o género e
principalmente a falta de estudos abrangentes sobre todas as espécies brasileiras
(Germano Filho, 1999). Além disto, a distribuicdo das espécies de Bathysa, no Brasil,
restringe-se quase que exclusivamente a Mata Atlantica, estando, portanto, em sua
maioria ameagadas de extingdo pelo impacto que este ecossistema vem sofrendo pela
acao antrépica. No estado de Minas Gerais € encontrada principalmente no complexo
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da Mantiqueira que detém grandes remanescentes da Mata Atlantica. A Serra do
Brigadeiro, localizada em parte no Municipio de Araponga, Zona da Mata Mineira, faz
parte do complexo da Mantiqueira. A Serra do Brigadeiro apresenta condi¢des
ecolégicas muito diferentes das areas vizinhas que condicionam a existéncia de um
microclima peculiar — frio, de alta pluviosidade e elevada umidade, com uma flora ainda
pouco conhecida. Segundo a classificagédo de Veloso et al. (1991) e levantamento
floristico (Ribeiro, 2003), a vegetagao florestal existente na Serra do Brigadeiro é
caracterizada como Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila Densa
(Couto e Dietz, 1980).

Algumas espécies de Bathysa sao incluidas entre as falsas quinas que, segundo
Cunha (1937), englobam todas as plantas que contenham cascas de sabor amargo, de
coloragdo avermelhada, amarelada ou acinzentada, capazes de fornecer uma
alcoolatura ou decoto usados como ténicos ou febrifugos. As verdadeiras quinas
diferem dessas por possuirem quinino e ainda assim em percentagem minima prevista
pelo cédigo farmacéutico. Correa (1984) afirma que as cascas constituem tonicos que
sdo frequentemente empregados no tratamento de anemias, caquexias, febres
palustres, ancilostomiase, convalescéncia, entre outros, além de fornecerem matéria
corante. Segundo Hoehne (1939), tanto as falsas quanto as verdadeiras quinas sao
toéxicas para os herbivoros, ja que estes animais nunca atacam as folhas de tais
plantas. Com o objetivo de conhecer as plantas usadas por moradores do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro- MG (PESB), pesquisadores da Universidade Federal
de Vigosa realizaram estudo etnofarmacoldgico para levantar o uso dessas plantas. O
resgate das informagdes foi realizado com 23 moradores, junto a comunidade do
Estouro pertencente ao municipio de Araponga e no municipio de Bom Jesus da
Madeira pertencente ao municipio de fervedouro, entre agosto de 2007 e setembro de
2008. A B. cuspidata foi a planta mais citada para o uso de alteracbes hepaticas e a
partir deste levantamento os extratos de folha e casca comecaram a ser estudados
quanto ao seu efeito antihepatotoxico. No entanto, sdo escassos os estudos quimicos e
farmacolégicos sobre a Bathysa. Estudos para conhecer as plantas usadas por

moradores da regidao do PESB ja vem sendo desenvolvidos tendo sido constatado,



nesta regido, que a mucilagem de B. australis € muito empregada como cicatrizante
(Leoni, 1995).

2.2. Figado

O figado é o 6rgdo no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo séo
processados e armazenados para utilizacdo por outros 6rgdos. E, portanto, uma
interface entre o sistema digestivo e o sangue. A posigdo do figado no sistema
circulatério é ideal para captar, transformar e acumular metabdlitos e para a
neutralizacdo e eliminacdo de substancias tdxicas pela bile (Junqueira e Carneiro,
2008). O figado € um 6rgao que possui dupla circulagéo: a artéria hepatica, que é um
ramo do tronco celiaco e fornece de 30 a 40% do sangue oxigenado e a veia porta,
formada pelas veias mesentéricas, superior e inferior, que drenam o sangue do
intestino, pancreas e baco. O sistema eferente é formado pelas veias hepaticas que

desembocam na cava inferior.

Os componentes estruturais do figado incluem: hepatécitos, organizados como
placas celulares; estroma de tecido conjuntivo; veia central do Iébulo, nervos, vasos
linfaticos e ducto biliar; capilares sinusoides entre as placas de hepatdcitos onde se
encontram macréfagos, que no figado sdo denominados células de Kupffer (Lee et al.,
2001). No metabolismo de carboidratos, o figado desempenha fungdes especificas de
armazenamento de glicogénio, conversdo da galactose e frutose em glicose,
gliconeogénese e formacado de muitos compostos quimicos importantes a partir dos

produtos intermediarios do metabolismo de carboidratos (Kierszenbaum, 2008).

No metabolismo de gorduras o figado é responsavel pela oxidacdo dos acidos
graxos para a produgédo de energia, pela formagdo da maioria das lipoproteinas, pela
sintese de colesterol e fosfolipidios e pela conversdo de grandes quantidades de

carboidratos e proteinas em gordura (Motta, 2000; Widmaier et al., 2006).

O figado é um 6rgao envolvido no metabolismo e na desintoxicacdo de varios
componentes e assim, o hepatdcito € susceptivel a injuria devido a funcao de absorver
e estar em contato com varios metabdlitos, substancias toxicas e drogas (Lee et al.,
2007). A capacidade de desintoxicagdo realizada pelo hepatdcito € dependente do
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grande desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso (REL) presente em seu
interior. No REL ocorre a modificagdo da molécula do agente agressor através dos
processos de conjugacao, metilagdo e oxidagao tornando essas moléculas susceptiveis
a acao das oxirredutases. Um vasto numero de substancias quimicas usadas, industrial
e farmacologicamente, fornece aumento constante do risco de lesbes do figado e
existe um espectro muito grande de efeitos hepatotdxicos produzidos por estas
substancias. A maior causa de desordens do figado ocorre devido a exposigao a
diferentes poluentes e xenobidticos como paracetamol, tetracloreto de carbono e
alcool, que lesam o figado e levam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(Sreelatha et al., 2009).

2.3. Radicais Livres

Radicais livres apresentam elétron desemparelhado no orbital externo, o que os
tornam muito reativos a qualquer outro tipo de molécula, incluindo lipidios, proteinas e
acidos nucléicos. Radicais livres podem iniciar reacbes em cadeia que levam a
formacgao de novos radicais, amplificando sua capacidade de produzir lesbes (Brasileiro
Filho, 2006).

Os radicais livres surgem quando os elétrons do ultimo orbital ficam
desemparelhados por ganho ou perda de elétrons. Essa transferéncia de elétrons
ocorre nas reagdes de oxirreducado, quando uma molécula cede elétrons (se oxida)
para outra (que se reduz). Como o processo é feito em etapas, surge a oportunidade
de se formarem compostos intermediarios com elétrons desemparelhados (radicais
livres) o que acontece com frequéncia nas reagdes de oxirredugcdo com participagcao do

oxigénio molecular (Brasileiro Filho, 2006).

O oxigénio molecular (O) é a principal fonte de radicais livres dentro da célula. A
importancia do oxigénio na geragdo de radicais livres, causando lesdao celular e
envelhecimento das células, tem atraido uma atencado crescente ao longo dos anos
(Salawu e Akindahunsi, 2007). No processo normal de respiragao celular, o O, é
reduzido a agua com aceitagdo de 4 elétrons (e’). Como os elétrons sdo passados

individualmente existem fases intermediarias em que o O, pode formar o superéxido
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02" (ganho de um elétron), podendo ocorrer outra redugdo levando a formagédo de
H,O,, que também pode ser reduzida originando H,O e radical hidroxil (OH®). Estas
reagdes ocorrem no interior da mitocéndria, ficando a essa organela restrita devido a
arquitetura molecular especial das enzimas que comandam esses processos de
oxirreducao (Alberts et al., 2007) .

Os radicais livres sdo produzidos no metabolismo normal das células ndo s6 na
cadeia respiratoria, como também nos processos de oxidagao catalisados por oxidases
citoplasmaticas, como nos peroxissomos (Ribeiro et al., 2005). Diversas agressdes
produzem lesdes por liberar radicais livres. Substancias quimicas os produzem quando
sdo metabolizadas nas células; radiagdes ionizantes os geram ionizando agua; fumaca
de cigarros e alguns tipos de alimentos oxidados os contém. Os radicais livres tém vida
meédia curta, razdo pela qual sdo de dificil quantificagdo. Assim, a dosagem de produtos
derivados da peroxidacdo de proteinas, de acidos nucléicos e de lipidios
(malondialdeido e hidrocarbonetos) tém sido os métodos mais utilizados para este tipo

de analise.
2.4.Tetracloreto de carbono (CCl;) e marcadores de lesées

hepaticas

O tetracloreto de carbono (CCl4) € um solvente industrial e sua hepatotoxicidade
ja é bastante conhecida por causar esteatose, necrose e cirrose em animais (Bruckner
et al., 1984; Baru, S, 2003; Guicciardi e Gores, 2005; Chien-Chen et al., 2009). E
utilizado como refrigerante para maquinas e propulsor, desengraxante de metal, na
cloracao de compostos organicos e produgdo de semicondutores e como fumigante
agricola (CETESB, 2010). Seu componente é rapidamente metabolizado no Reticulo
endoplasmatico Liso (REL) do hepatdcito in vivo para formar o radical livre tricolorometil
(CCl3’), que é o principal responsavel pela necrose hepatocelular. O CCl;" também
ataca os lipidios poliinsaturados da membrana, originando um L" (Lipidio com radical
centrado em carbono). O L' reage com o oxigénio originando um lipoperoxil (L" + O, —
RLOQO’) que pode agir sobre outro lipidio, transferindo para um carbono o elétron
desemparelhado, originando um novo L°, e assim sucessivamente (peroxidagdo em
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cadeia), alterando varias moléculas lipidicas de membrana. Ao agir sobre outros
lipidios, o LOO" se transforma em um hidréxido-peroxido (LOOH) que pode se
decompor em aldeidos como malondialdeido e 4-hidroxi nonenal (Brattin et al., 1985;
Boll et al., 2001; Janakat e Al Meire, 2002; Ha e Lee, 2003; Brasileiro Filho, 2006). O
CCly atua também no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) dentro da célula,
interferindo na sintese de proteinas e alterando a formacao de lipoproteinas que sao
responsaveis em direcionar os lipidios captados e formados dentro da célula para a
membrana e para o meio externo. Com esse direcionamento comprometido os lipidios
se acumulam no interior da célula, levando ao desenvolvimento de um quadro
degenerativo conhecido como esteatose (Chung et al., 2000; Boll et al., 2001; Brasileiro
Filho, 2006). A lesao aparecera na célula toda vez que um agente agressor interferir no
metabolismo de &acidos graxos, aumentando sua sintese ou dificultando seu

metabolismo, transporte e excregao.

A hepatotoxicidade pode ser caracterizada, em homens e animais, por
colestase, hiperbilirrubinemia, hipoproteinemia, elevagcao das transaminases e sais
biliares no sangue, inibicdo da sintese de proteinas e acumulo de lipidios no interior da
célula. Portanto, alteragdes nos parametros bioquimicos e patoldgicos estao
positivamente correlacionadas com hepatotoxicidade (Chung et al., 2000; Tyson et al.,
2004).

As enzimas transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), catalisam a conversdo dos aminoacidos alanina e aspartato
em piruvato e oxalacetato, respectivamente. Estas enzimas estdo presentes em varios
tecidos do organismo e nao sdo organo-especificas. A ALT é encontrada em maior
quantidade no figado enquanto a AST €& encontrada no figado, coracdo e musculo
esquelético. A ALT é exclusivamente citoplasmatica e a AST é encontrada no
citoplasma e mitocdndria e assim, em caso de lesdo hepatica causada pelo CCly, a
ALT é mais facilmente liberada quando comparada a AST (Ozer et al.,, 2008). A
fosfatase alcalina (FA) e a y-glutamil transferase (GGT) s&o enzimas hepaticas que
apresentam alteragdes soroldgicas em casos de colestases crbnicas e doencas

ductopénicas. Na cirrose biliar primaria, que € uma doenca colestatica crénica e
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progressiva caracterizada por inflamagcdo e destruigdo dos ductos biliares intra

hepaticos, os niveis de FA e GGT estéo elevados (Chang et al., 1999).

A bilirrubina existe de duas formas: a bilirrubina n&do conjugada (indireta) e a
bilirrubina conjugada (direta). A bilirrubina indireta é langada no sangue e € insoluvel,
por isso ndao pode ser excretada diretamente. Apds a conjugacao, a bilirrubina fica
soluvel e pode ser excretada pelos canaliculos biliares. Quando ocorre colestase, que
consiste na interrup¢ao do fluxo biliar para o intestino, ha retenc&o da bile no figado e
refluxo do mesmo para a corrente sanguinea. Neste caso a bilirrubina estara
aumentada no sangue, o0 que permite que ela seja utilizada também como marcador de

lesdo hepatocelular (Brasileiro Filho, 2006).

As espécies reativas de oxigénio sdao formadas no interior da célula em
condigdes fisioldgicas, ndo sé pela cadeia transportadora de elétrons, mas também nos
processos de oxidacdo celulares catalisados pelas oxidases citoplasmaticas, nos
peroxissomos e nos sistemas de defesa do organismo. Os sistemas de defesa que
protegem o corpo de lesbes causadas por radicais livres incluem as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase
(GPO). Seu papel como enzimas protetoras é bem conhecido e tem sido investigado
extensivamente em modelos in vivo (Gianni et al., 2004). A SOD existe em trés formas:
as que contém ou Cu e Zn que sao citossodlicas e as que contém Mn que sao
mitocondriais. Esta enzima tem a fungéo de captar o superéxido (O2") na presenga de
agua e produzir H,O, de forma muito mais acelerada do que a conversao espontanea
(Salvemini et al., 2001). A CAT é uma enzima tetramérica do grupo heme que catalisa
a reagao Hy0, — O, + H,0. A catalise da H,O, é importante, pois na presenca de ferro
leva a formacgdo do radical hidroxil (OH) altamente reativo e danoso as células
(Mukherjee, 2003). Lesbes graves em hepatdcitos podem levar a quedas bruscas na
quantidade destas enzimas devido a exaustdo enzimatica como resultado do estresse

causado pelo CCl4 (Dang et al., 2008).

A eficiéncia do sistema de transporte de elétrons, a pouca disponibilidade de
metais de transi¢cdo livres no citoplasma e os mecanismos antioxidantes naturais

controlam a producgéao e os efeitos dos radicais livres gerados naturalmente nas células.
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Em condi¢gbes normais, existe equilibrio entre producao e inativagao de radicais livres,
0 que impede o aparecimento de lesdes (Ribeiro et al., 2008). Quando este equilibrio
se rompe, quer por aumento na produgao de radicais livres, quer por redugao nos
mecanismos antioxidantes, inicia-se um processo de estresse oxidativo que pode

resultar em lesoes.

Para esclarecer a relevancia etnofarmacoldgica, eficacia e possivel mecanismo
de acao da B. cuspidata sobre desordens hepaticas induzidas por radicais livres
produzidos a partir do CCl,, foram investigados os efeitos curativo e preventivo do
extrato etandlico da casca de B. cuspidata, a partir da analise de uma série de
enzimas, da quantificacdo de subprodutos da peroxidagao lipidica e também pelas

modificagdes morfoldgicas intracelulares e teciduais.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivos Gerais

- Analisar o efeito curativo e preventivo do extrato de Bathysa cuspidata (A. St.

Hil.) Hook. f. sobre lesao hepatica induzida pelo CCl,.

3.2- Objetivos especificos

- Determinar, através de analises enzimaticas, analise histologica e também dos

subprodutos da peroxidagao lipidica, os efeitos do CCl4 no figado de ratos Wistar.

- Verificar se o extrato da B. cuspidata tem efeito curativo em lesbes hepaticas

que foram induzidas previamente pela aplicacao intraperitoneal de CCly,

- Verificar se o extrato da B. cuspidata protege o figado de lesbes causadas

posteriormente pela aplicacio intraperitoneal de CCl,.

- Verificar se 0 uso popular desta planta pode ser justificado através de um
estudo controlado, utilizando marcadores de peroxidagao lipidica, atividade enzimatica

e analise histologica.
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CAPITULO |

Resumo

Efeito do extrato da casca de Bathysa cuspidata (A. St-Hill) Hook.f. no tratamento

de les6es no figado induzidas por tetracloreto de carbono.

Relevancia etnofarmacolégica: A Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. pertencente
a familia Rubiaceae nativa da Mata Atlantica, € usada na medicina popular brasileira

para tratamento de doencas do estdmago, figado e como cicatrizante.

Objetivo: Investigar o efeito curativo de extratos da casca de Bathysa cuspidata (A. St.
Hil.) Hook. f. sobre lesbes hepaticas induzidas em ratos Wistar pelo tetracloreto de
carbono (CCly).

Material e métodos: A lesdo hepatica foi induzida por meio da administracéo
intraperitoneal de CCl,s, a cada 48 horas, durante 12 dias. O tratamento dos animais
com extrato de B. cuspidata (EBC) foi realizado por meio de gavagem. Quarenta e dois
ratos foram aleatoriamente divididos em 6 grupos, com 7 animais cada, constituidos da
seguinte forma: Grupo 1: CCl4+12 (eutanasiado 12 dias apdés o término de
administracdo do CCls); Grupo 2: CCls (eutanasiado logo apds a administracdo da
ultima dose de CCly); Grupo 3: CCls+ Dimetilsulfoxido (DMSO durante 12 dias); Grupo
4: EBC (EBC 400mg/kg durante 12 dias); Grupo 5: CCl4+EBC 200mg/kg e Grupo 6:
CCl4+ EBC 400mg/kg,

Resultados: O grupo 2 apresentou reducdo significativa no peso final e no indice
hepatossomatico em relacdo aos demais grupos e, em relagdo a alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), este grupo apresentou os
maiores valores no soro. EBC promoveu reducdo na quantidade de hidroperoxidos,
malondialdeido e goticulas lipidicas no figado quando comparado aos outros grupos
(p<0,05). As atividades de superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) aumentaram

nos grupos 5 e 6 quando comparado aos outros grupos (p<0,05).
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Conclusao: Estes resultados demonstram que o extrato da casca de B. cuspidata
estimula o sistema de defesa antioxidante e reduz lesées morfoldgicas e funcionais no

figado de ratos Wistar expostos ao CCl,.
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Abstract

Effect of bark extract Bathysa cuspidata (A. St-Hill) Hook.f. in the treatment of

liver injury induced by carbon tetrachloride

Ethnopharmacological relevance: Bathysa cuspidata belongs to the Rubiaceae family
and is used in popular medicine for the treatment of stomach and liver disorders and as

a healing agent.

Aim: To investigate the effect of stem bark ethanolic extract of Bathysa cuspidata (A.

St. Hil.) Hook. f. on liver lesions induced by carbon tetrachloride (CCly) in Wistar rats.

Materials and methods: Liver lesions were induced by intraperitonial administration of
CCl4 every 48 hours for 12 days. The animals were treated with B. cuspidata extract
(BCE) administered by gavage. Forty-two rats were randomized into 6 treatment groups
with 7 animals in each group. Group 1: CCl4 + 12 days; Group 2: CCly; Group 3: CCl4
+ dimethyl sulfoxide; Group 4: BCE 400 mg/kg; Group 5: CCl4 + BCE 200 mg/kg; Group
6: CCl, + BCE 400 mg/kg.

Results: Final weight and hepatosomatic index were significantly reduced in Group 2
compared to the other groups. Animals in Group 2 also had the highest serum ALT and
AST levels. BCE administration resulted in a significant reduction in the quantity of
hydroperoxides and malondialdehyde compared to the other groups. The number of
lipid droplets in the liver was also lower in the BCE groups (p<0.05). A significant
increase was found in superoxide dismutase activity and catalase enzymes in groups 5

and 6 compared to the other groups (p<0.05).

Conclusion: These results show that the extract of B. cuspidata stem bark stimulates
the antioxidant defense system and reduces morphological and functional liver damage

in Wistar rats exposed to CCly.
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1. Introducgao

O figado € um importante 6rgao responsavel por diversos processos metabdlicos
de desintoxicagado do organismo devido a um complexo sistema enzimatico que regula
as fungdes hepaticas antioxidantes (Sanmugapriya e Venkataraman, 2006; Ranawat et
al., 2010). Lesbes hepaticas frequentemente reduzem a funcdo de defesa antioxidante
desse orgao e aumentam a susceptibilidade do organismo durante a exposigao a
xenobioticos (Janakat e Al Meire, 2002; Lee et al.,, 2003). Inumeras substancias
quimicas, usadas industrial e farmacologicamente, provocam aumento constante do
risco de lesbes do figado, existindo um espectro elevado de efeitos hepatotoxicos
produzidos por essas substancias (Bissel et al., 2001; Roome et al., 2008). Grande
parte das desordens do figado ocorre devido a exposicao a compostos quimicos que
podem induzir ao estresse oxidativo, com elevacdo da producdao de compostos
radicalares reativos. Esses compostos podem causar danos oxidativos as biomoléculas
presentes em membranas celulares como proteinas e lipidios, culminando em perda
parcial ou total da fungdo celular (Dhuley and Naik, 1997; Faremi et al., 2008). O
tetracloreto de carbono (CCls), devido a propriedade de induzir lesdes hepaticas por
meio da elevacdo de espécies quimicamente reativas, principalmente pelo radical
triclorometil (CCl3), tem sido amplamente utilizado em modelos experimentais de
hepatotoxicidade (Brattin et al., 1985; Hwang et al., 2009). Além disso, constitui um
modelo reprodutivel, de baixo custo e rapido efeito (Khan e Ahmed, 2009), sendo
frequentemente empregado na investigagdo da atividade de extratos vegetais sobre

desordens hepaticas (Sreelatha et al., 2009).

O tratamento das enfermidades humanas a partir de plantas medicinais e seus
derivados é uma pratica antiga que se encontra em expansao por todo o mundo (Eldin
e Dunford., 2001). Atualmente, existe consideravel interesse da medicina na busca de
produtos naturais extraidos de plantas, principalmente daquelas usadas na medicina
tradicional, que possam ser utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos para
o tratamento de diversas doencas, inclusive de desordens hepaticas induzidas por
agentes toxicos (Shen et al., 2009; Ye et al., 2009). Este tipo de investigagao tem se

mostrado eficiente como estratégia de selecdo de plantas medicinais para a busca de
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novos farmacos, pois cerca de 80% da populacdo mundial utiliza produtos derivados de

plantas nos seus cuidados basicos de saude (Farnsworth, 1994; Kaur et al., 2005).

A Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f., pertencente a familia Rubiaceae, é
uma planta conhecida popularmente como “quina-do-mato” e suas cascas sao usadas
na medicina popular para tratamento de doencas do estdmago, do figado e como
cicatrizante. Estudos com extrato etandlico e fragcdo diclorometénica da B. cuspidata
mostraram atividade antinociceptiva e antiinflamatéria em camundongos albinos
previamente tratados por via enteral (Vanderlinde et al., 2001). Extratos etandlicos da
casca dessa espeécie apresentaram em sua constituicdo cumarinas, esteroides,
saponinas, taninos, alcaldides e quando utilizados em testes de toxicidade, ndo se

mostraram mutagénicos nas doses testadas (Nunes, 2008).

Para esclarecer a relevancia etnofarmacoldgica, eficacia e possivel mecanismo
de acéao, foi investigado o efeito curativo do extrato etandlico das cascas de B.

cuspidata sobre lesdes hepaticas induzidas por CCl, em ratos Wistar.

2. Material e métodos

2.1. Preparacgao do extrato de B. cuspidata.

Plantas da espécie B. cuspidata, coletadas em bioma de Mata Atlantica, no
municipio de Araponga, estado de Minas Gerais, Brasil (20°43'00,0°S e
42°29'10,8"'W, 1.200 m de altitude), foram herborizadas e depositadas no Herbario da
Universidade Federal de Vigosa, sob o registro (VIC 21559). Amostras das cascas da
espécie foram secas a temperatura ambiente em sala escura, ventilada, por 48hs,
sendo posteriormente pulverizadas em moinho de faca e armazenadas. O extrato
etandlico foi obtido por método de percolagdo a partir da droga vegetal empregando
etanol 98° GL como solvente extrator, de forma exaustiva. Em seguida o extrato foi
concentrado em evaporador rotatério até a completa remocdo do solvente. Para

completa remogao do solvente, o extrato foi posteriormente liofilizado (Nunes, 2008).
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2.2. Produtos quimicos

Os reagentes quimicos tetracloreto de carbono (CCly), dimetilsulfoxido (DMSO),
acido tiobarbiturico (TBA), formaldeido e glutaraldeido foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (Missouri, USA). Os kits diagnosticos para aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), y-glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina
(FA) foram adquiridos da Human In Vitro Diagnostics (Minas Gerais, Brasil) e o kit para
dosagem de bilirrubina foi obtido da Labtest (S&o Paulo, Brasil). A atividade de
superoéxido dismutase foi mensurada por meio de Kit Cayman Chemical Co. (Michigan
USA). A H,0; utilizada para dosar a atividade de CAT foi obtido pela Sigma Chemical
Co. (Missouri, USA).

2.3. Animais

Ratos Wistar machos com 11 semanas de idade, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Vigcosa (UFV), pesando em média 235g, foram mantidos sob condi¢cbées controladas de
luminosidade (ciclos de 12 horas claridade/escuridao), temperatura (21 £ 2 °C) e
umidade relativa do ar (60% - 70%). Agua e racdo comercial (Labcil) para roedores
foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos envolvidos no protocolo
experimental foram aprovados pelo Comité de Etica para Cuidados e Uso de Animais
de Laboratdrio da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (protocolo 122/2008)
e estdo de acordo com o Guiding Principles in the Use of Animals in Toxicology,

adotado pela Sociedade Americana de Toxicologia, revisado em dezembro de 2008.
2.4. Delineamento experimental

A lesao hepatica foi induzida nos grupos 1, 2, 3, 5 e 6 por meio da administragcéo
intraperitoneal (i.p) de CCls (1ml/kg, 60% em azeite de oliva, v/v) a cada 48 horas
durante 12 dias, totalizando 6 aplicagdes. O tratamento dos animais com extrato de B.
cuspidata (EBC) foi realizado por meio de gavagem utilizando-se o extrato etandlico da
casca ressuspendido em 700 pl (v/v) de veiculo DMSO. A administragdo do extrato,
nas doses de 200mg/kg (EBC 200) e 400mg/kg (EBC 400) de peso corporal, teve inicio
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apods o término da aplicagao do CCl, sendo oferecida diariamente durante 12 dias. Para
0 grupo de animais que recebeu apenas veiculo (DMSO) utilizou-se 0 mesmo protocolo
descrito para administracdo do extrato. Quarenta e dois ratos foram distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos com 7 animais cada de acordo com o tratamento recebido.
Grupo 1: CCls+12 (eutanasiados 12 dias apds o término de administragdo do CCl4, sem
EBC); Grupo 2: CCl, (eutanasiados logo apds a administracdo da ultima dose de CCly,
sem EBC); Grupo 3: CCl4+DMSO (controle do veiculo, 700 pl); Grupo 4: EBC (recebeu
somente EBC 400mg/kg durante 12 dias); Grupo 5: CCIl4+EBC 200mg/kg; Grupo 6:
CCly+ EBC 400mg/kg. O EBC e o DMSO foram ofertados durante 12 dias, apos o

término da administragao de CCl,.

2.5. Analise bioquimica e histopatolégica

Quarenta e oito horas apos receberem os ultimos tratamentos os animais foram
anestesiados com quetamina (10 mg/kg de peso corporal) e xilazina (2 mg/kg de peso
corporal) e eutanasiados por meio do aprofundamento da anestesia seguido de pungéo
cardiaca. O sangue foi coletado por puncéo cardiaca e centrifugado a 1750 G durante
15 minutos para separagcdo do soro que foi imediatamente utilizado nas analises
bioquimicas de AST, ALT, FA, GGT e bilirrubina. Amostras de soro foram processadas
de acordo com as instrugbées fornecidas pelo fabricante dos kits diagnosticos. Para
analise histopatologica e dosagem bioquimica no tecido hepatico foi realizada uma
incisdo ventral mediana e o figado foi removido in tofum e pesado em balanca analitica.
Em seguida, dois fragmentos do figado de cada animal foram rapidamente removidos,
sendo um congelado em nitrogénio liquido (-196 °C) e mantido em freezer - 80 °C e a
outra porgao, constituida pelo lobo caudado, imersa em fixador histologico. Amostras
de 500mg de fragmentos do figado congelados foram homogeneizadas em tampao
fosfato de sodio (PBS), centrifugadas a 3.500 G e a frio (5°C) sendo o sobrenadante

utilizado para analise de superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A CAT foi
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avaliada pelo método de Aebi (1984), pela mensuragcédo da taxa de decomposigédo do
peréxido de hidrogénio (H20-). A determinagéo da peroxidagao lipidica no homogenato
de figado foi realizada por meio da detecgdo de malondialdeido (MDA) de acordo com
protocolo descrito por Gutteridge & Halliwell, (1990) e mediante determinagado dos
hidroperoxidos lipidicos (HPX), segundo metodologia padronizada por Nourooz-Zadeh
et al., (1994). A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976).

Para analise histopatologica, fragmentos do figado fixados em solugcdo de
Karnovsky durante 24 horas, foram desidratados em etanol e embebidos em
metacrilato (Leica, Germany). Cortes de 4 pm de espessura foram obtidos em
micrétomo rotativo Multicut 2045° (Reichert-Jung, Germany), corados com azul de
toluidina e hematoxilina-eosina e montados com Entellan® (Merck, Germany). Foram
obtidas 70 fotomicrografias com objetiva de 20x para cada grupo utilizando-se
microscopio de luz BX-60° (Olympus, Tokio, Japan) conectado a camera digital
QColor-3® (Olympus, Tokyo, Japan). Por meio de imagens digitalizadas foram
analisadas a presenga de goticulas lipidicas nos hepatdcitos através de analise
histomorfométrica (% por area histoldgica) por meio do software Image Pro-plus 4.5°
(Média Cybernetics, Silver Spring, USA). Calculou-se também o indice
hepatossomatico (IHS) que reflete o percentual de peso corporal alocado no figado.
Para o célculo do IHS foi utilizada a seguinte formula: IHS= PF/PCx 100, onde PF é o
peso do figado e PC representa o peso corporal. Os animais foram pesados no inicio e

final do experimento.
2.6. Analise estatistica

Os dados foram expressos como medidas de tendéncia central média + desvio
padrao (S.D.). A normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov. Baseado nesse teste, os dados bioquimicos foram submetidos a
analise de variancia unifatorial one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
multiplas comparag¢des. Em adigcao, o teste Kruskal-Wallis foi utilizado na analise da

proporgcao volumétrica (%) histolégica de goticulas de gordura sendo p<0.05 definido
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como estatisticamente significativo. Todos os testes foram realizados no software
estatistico GraphPad Prism 5.0° (GraphPad Software, Inc, Califérnia,USA).

3. Resultados

3.1. Peso corporal e peso do figado

N&o houve diferenga entre os pesos iniciais dos animais nos diferentes grupos.
Como mostrado na Tabela 1, os animais do grupo 2, apresentaram peso corporal final
inferior aos demais grupos (p<0,05). Além disso, a maior redugdo de peso foi
encontrada nesse grupo, assim como indice hepatossomatico (IHS) mais elevado
(pU0,05), se comparado com os grupos 4, 5 e 6 que receberam EBC. Os animais dos
grupos 1 e 3, também apresentaram IHS mais elevado em relagdo aos grupos que
receberam o EBC. Nao houve diferenga significativa dessas variaveis entre os grupos

tratados com o extrato.

Tabela 1. Efeito do extrato das cascas de B. cuspidata (200 and 400 mg/kg) no peso
corporal e no indice hepatossomatico de ratos Wistar expostos ao CCls (60% Vv,
1ml/kg).
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indice

T?a::;?nio Peso Inicial (g) Peso Final (g) Variag:?\((;)ge peso hepato(s;:))mético
1/ CCly+12 251.71 £ 09.69°  236.85+ 17.042 -14.86 + 14.91° 517 +0.37°
2/ CCly 27142 20552 212.85+28.11° -58.57 + 34.96" 5.54 +0.31%
3/ CCl4+DMSO 257.85+11.49% 237.14 £ 10.592 -20.71 £ 17.42° 5.02 + 0.54°
4/ EBC 400 250.71 £ 10.572  252.85 + 19.542 2.14 £ 13.49° 4.01+0.43°
5/ CCl4+EBC 200 249.71 £ 08.86°  252.46 + 09.062 2.75 +9.06° 4.05 +0.50°
6/ CCl,+EBC 400 274.28 + 17.66% 263.57 + 22.67° -10.71 + 31.28° 412+0.61°

(*) Sinal Negativo indica perda de peso
Dados sao expressos como média + S.D

ab | etras diferentes nas colunas indicam diferengetissta entre os grupos (205), ANOVA one-way,

3.2. Quantificag6es de enzimas no soro

Os animais dos grupos 1, 3 e 5 apresentaram niveis séricos de ALT
significativamente inferiores em relagdo ao grupo 2 (p10,05), enquanto os animais dos
grupos 4 e 6 apresentaram os menores niveis de ALT no soro em relagcdo a todos os
outros grupos (pJ0,05). O grupo 2 apresentou niveis séricos mais elevados de AST
quando comparado aos demais grupos (p[10,05). Nao houve diferenca significativa nos

valores de FA e GGT entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis séricos (U) de ALT, AST, FA e GGT em ratos Wistar tratados com o
extrato das cascas de B. cuspidata (200 and 400 mg/kg) e expostos ao CCls (60% Vv/v,
1 ml/kg).
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Grupos/Tratamento ALT(U) AST(U) FA(U) GGT(U)

1/ CCly+12 121.71 £31.13°  166.57 £42.34°  244.00 + 63.39° 5.28 + 1.89°
2/ CCly 217.42 £57.68° 718.71+318.02° 234.14+133.77° 514 +1.06°
3/ CCl,+DMSO 127.57 +50.73* 166.14 £ 4499  289.57 + 97.82° 3.71£0.75°
4/ EBC 400 4714 +2.19° 82.00 + 2.82° 198.42 + 9.16° 2.00 £ 0.01°
5/ CCl4+EBC 200 74.42 +10.78° 72.28 + 15.35° 189.00 + 38.23° 2.57 +0.97°
6/ CCl,+BCE 400 49.71 £ 5.28° 113.00 + 15.73° 187.71 + 36.39° 2.85+1.06°

Dados séo expressos como média + S.D

abe | etras diferentes nas colunas indicam diferencaistitatentre os grupos((p,05), ANOVA one-way,

3.3. Efeitos do extrato de B. cuspidata sobre marcadores da

peroxidacao lipidica hepatica

Os efeitos do extrato das cascas de B. cuspidata na peroxidagao lipidica em
figado de ratos, induzida por CCls (Tabela 3), mostrou aumento significativo na
quantidade de hidroperdxidos (p10,05) nos animais dos grupos 1 e 2, que receberam
exclusivamente o CCls. Os animais do grupo 3 apresentaram valores menores de
hidroperoxidos quando comparados aos grupos 1 e 2, mas valores aumentados
quando comparados aos grupos 4,5 e 6. Os grupos 4 e 5, que receberam EBC e CCl,
+ EBC 200 respectivamente, apresentaram reducao significativa na peroxidacao
lipidica (pJ0,05), mas nao apresentaram diferencas entre si. Os animais do grupo 6,
também apresentaram redug¢ao de hidroperdxidos e se diferenciou de todos os demais
grupos. Em relagdo ao malondialdeido, os grupos 1, 2, 3 e 4 ndao apresentaram
diferengas significativas entre si. Por outro lado, os animais dos grupos 5 e 6
apresentaram reducgao significativa deste marcador quando comparados aos demais
grupos (p<0,05).

Tabela 3. Efeitos do extrato das cascas de B. cuspidata (200 and 400 mg/kg) e da
exposigao ao CCls (60% v/v, 1 ml/kg) sobre os niveis hepaticos de marcadores da
peroxidacgao lipidica.
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HPX (ng/mg

Grupos/Tratamento proteina) MDA (ug/mg proteina)
1/ CCly+12 654.52 + 103.08° 0.026 + 0.018°
2/ CCl, 755.07 + 276.91° 0.030 + 0.019°
3/ CCl;+DMSO 187.04 + 27.45° 0.013 +0.012°
4/ EBC 400 82.27 +2.92¢ 0.021 + 0.007°
5/ CCl4+EBC 200 72.23 + 15.33° 0.001 +0.002°
6/ CCl,+EBC 400 97.64 + 3.94° 0.000 + 0.000°

Dados séo expressos como média = S.D

abed | etras diferentes nas colunas indicam diferenca istitat entre os grupc
(p0,05), ANOVA one-way. HPX: Hidroperdxidos, MDA: Malondialdeido

3.4. Parametros da bilirrubina no soro

A bilirrubina direta foi significativamente mais elevada no grupo 2 (p[10,05)

quando comparada aos grupos 1,3 e 4 mas nao apresentou diferengcas em relagéo aos

grupos 5 e 6. Os demais grupos n&o apresentaram diferengas estatisticas entre si para

este parametro. Nao houve diferenca significativa nos niveis de bilirrubina indireta e

total entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis séricos de bilirrubina (mg/dl) em ratos Wistar tratados com o extrato
da casca de B. cuspidata (200 and 400 mg/kg) e expostos ao CCls (60% v/v, 1 ml/kg).
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Grupos/tratamento bilirrubina-D (mg/dl) bilirrubina- 1 (mg/dl) bilirrubina T (mg/dl)

1/ CCl4+12 0,037 +0,018° 0,523 + 0,484° 0,560 + 0,491°
2/ CCly 0,137 +0,116° 0,489 + 0,332° 0,626 + 0,343°
3/ CCl,+DMSO 0,043 £ 0,014° 0,331 £ 0,542° 0,374 + 0,550°
4/ BCE 400 0,013 £ 0,005° 0,187 £ 0,017° 0,200 + 0,016°
5/ CCIl4,+EBC 200 0,054 + 0,030*° 0,123 + 0,051° 0,177 £ 0,051°
6/ CCl,+EBC 400 0,054 + 0,034>° 0,197 + 0,067° 0,250 + 0,078°

bilirrubina-D= bilirrubina direta, bilirrubina- |= bilirrubina indireta, bilirrubina T= bilirrubina total

Dados séo expressos como média + S.D 2P etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre
0s grupos (p00,05), ANOVA one-way,

3.5. Efeito do extrato de cascas de B. cuspidata no tecido
hepatico

Alteracbes histopatoléogicas como acumulo de goticulas lipidicas foram
observadas nos trés grupos que nao receberam EBC. Na Figura 1 pode-se observar
que os animais do grupo 2 apresentaram area percentual de goticulas lipidicas
significativamente mais elevada (p[10,05) em relagdo aos outros grupos, acompanhada
de aumento de areas de necrose em todo o tecido. A Figura 2 mostra as principais
mudancgas na regido centro lobular como, degeneracéao lipidica e necrose que foram
significativamente reduzidos com o tratamento do extrato de B. cuspidata. A imagem
histolégica do figado de ratos tratados com EBC apds a aplicagédo de CCls ndo revelou
sinais degenerativos e foi compativel como o grupo que recebeu apenas o extrato da
planta. Adicionalmente, os animais dos grupos 1 e 3 apresentaram area de goticulas
lipidicas significativamente mais elevada comparando-se aos grupos 4, 5 e 6 (p10,05).
Animais dos grupos 4 e 6 n&o apresentaram goticulas lipidicas no tecido hepatico
enquanto os animais do grupo 5 apresentaram quantidade irrelevante de goticulas

lipidicas dispersas no interior de alguns hepatdcitos.
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Figura 1. Efeitos do EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposigdo ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg) sobre a area
total de goticulas de gordura (%) em preparagao de tecido hepatico de ratos Wistar, G1= CCl,+12 dias;
G2= CCl,; G3= CCl,+DMSO; G4= (EBC 400); G5= CCl,+ EBC 200; G6= CCl,+ EBC 400. Dados sédo
expressos como média + S.D. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (pJ0,05),
teste Kruskal-Wallis.
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Figura 2. Efeitos do EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposigdo ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg) no tecido
hepatico ratos Wistar. G1= CCl,+12 dias; G2= CCl,; G3= CCIl,+DMSO; G4= EBC 400; G5= CCl4+EBC
200; G6= CCI4+EBC 400. Veia Centro lobular (VC); Goticulas Lipidicas (GL).Hematoxilina-Eosina (HE).
Barra: 65um.

3.6. Desordem hepatica nos niveis de SOD e CAT induzida por
CCl, e tratamento com EBC

A Figura 3 mostra o efeito do CCls nos niveis de SOD em tecido hepatico de
ratos. Os resultados mostram redugao significativa nos niveis de SOD nos grupos 1 e 2
(p<0.05) que receberam exclusivamente o CCls. Por outro lado, o grupo 3 apresentou
menor atividade de SOD quando comparado aos grupos 4, 5, e 6 (p[10,05). O grupo 4,
que recebeu apenas o extrato, apresentou niveis de SOD mais elevados em relagao
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aos outros grupos (p10,05). Os animais dos grupos 5 e 6 nao diferiram entre si em
relacdo a SOD, mas apresentaram aumento na atividade desta enzima quando

comparado aos grupos 1, 2, 3.
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Figura 3. Efeitos do EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposigao ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg) sobre os niveis
hepéticos de superéxido dismutase - SOD (U/mg protein) em ratos Wistar, G1= CCl,+12 dias; G2= CCly;
G3= CCl4,+DMSO; G4= EBC 400; G5= CCI4+EBC 200; G6= CCI4+EBC 400. Dados sao expressos como
média + S.D. %9 Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (pJ0,05), ANOVA one-

way.

O efeito do extrato de B. cuspidata no figado dos animais expostos ao CCly
mostrou que a atividade de CAT foi significativamente reduzida no grupo 2 quando
comparada aos demais grupos (p[10,005). Além disso, os grupos 1, 3 e 4 apresentaram
atividade de CAT significativamente inferior quando comparada aos grupos 5 e 6
(p0,005). Nao houve diferenca estatistica na atividade hepatica de CAT entre os

grupos 1, 3 e 4 e entre os grupos 5 e 6 (Fig. 4).
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Figura 4. Efeitos do extrato EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposigdo ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg) sobre
0s niveis hepaticos de catalase - CAT (U/mg protein) em ratos Wistar, G1= CCl;+12 dias; G2= CCly; G3=
CCl,+DMSO; G4= EBC 400; G5= CCI4+EBC 200; G6= CCI,+EBC 400. Dados sdo expressos como

média £ S.D. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p(10,05), ANOVA one-way.

4. Discussao

O CCl4 € um conhecido agente hepatotdxico que induz desordens celulares por
meio da formacdo do radical triclorometil (CCl;) e seu radical peroxi derivado
(CCI3;00), formados durante o metabolismo pelas enzimas de fase | presentes no
reticulo endoplasmatico dos hepatécitos. Os radicais CCl; e CCI300" oxidam os acidos
graxos insaturados da membrana plasmatica dos hepatdcitos e de organelas celulares,
levando a produgdo de radicais peroxi lipidicos (ROQO’), radical alcoxi (RO’) e
malondialdeido (MDA) que propagam o dano oxidativo em um processo denominado
peroxidacao lipidica (Boll et al., 2001; Ha et al., 2005; Wu et al., 2007). Além de seu
efeito toxico direto, os peroxidos lipidicos ativam uma resposta imuno-inflamatéria
mediada por quimiotaxia neutrofilica, ativagcao de citocinas, quimiocinas e fosfolipases.
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Ambos os mecanismos patologicos conduzem a alteragdes morfologicas e funcionais
que podem levar a morte celular (Brattin et al., 1985; Geier et al., 2003; Zhang et al.,
2005). Aléem do CCl, apresentar acao toxica hepatica, manifestagbes sistémicas sao
comuns como anorexia, letargia, inanicdo e perda de peso progressiva (Kono et al.,
2003). No presente estudo, apenas os animais do grupo 2, eutanasiados 48 horas apos
a administragdo da ultima dose de CCl4, apresentaram perda significativa de peso
corporal. Além disso, os maiores indices de hipertrofia hepatica determinados pelo IHS,
foram evidenciados nos grupos 2, 1 e 3, respectivamente. Os grupos tratados com
extrato ndo demonstraram alteracbes nas variaveis supracitadas. Isso indica que o
extrato exerce protecido contra perda excessiva de peso contribuindo, adicionalmente,

na manutencgao do peso do figado, impedindo a hipertrofia hepatica induzida pelo CCly.

No contexto bioquimico, devido a alteracdo da permeabilidade da membrana e
morte celular desencadeada pela peroxidacgao lipidica e por mediadores inflamatorios,
ha um aumento nos niveis de enzimas hepaticas no soro. Niveis elevados de enzimas
como ALT, AST, ALP e GGT sao indicadores da perda de integridade funcional da
membrana celular dos hepatdcitos e de lesdes hepaticas (Ozer et al., 2008; Ranawat et
al., 2010). Além disso, a avaliagao da bilirrubinemia constitui método complementar na
investigacao de lesdes hepaticas desencadeadas por CCls;, uma vez que essa
hepatotoxina € capaz de elevar os niveis séricos de bilirrubina devido a indugédo de
necrose hepatocelular e colestase (Sanmugapriya et al., 2006; Kumar et al., 2009). O
presente estudo revelou aumento significativo de ALT, AST e de bilirrubina direta nos
grupos que receberam apenas o CCly, indicando consideravel lesdo hepatocelular,
confirmada pela analise histopatologica. A administragdo do extrato de B. cuspidata
nas doses utilizadas (200 e 400 mg/kg) atenuou o0 aumento nos niveis destas enzimas
no soro e causou subsequente normalizacdo destes parametros quando comparado
aos animais dos grupos tratados com CCl,. Este fato indica que o EBC exerceu efeito
curativo nas lesdes hepaticas, onde ocorreram alteracdes da membrana, devido a

aplicagao do CCly.

Efeito curativo do extrato das cascas de B. cuspidata também foi observado
sobre parametros de peroxidacdo lipidica e na atividade de SOD, uma importante

enzima antioxidante que catalisa a converséo de radicais superéxido (O2") em oxigénio
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molecular (O;) e perdéxido de oxigénio (H20;). Durante lesdo hepatica causada pelo
CCl4, os niveis de SOD e MDA refletem a quantidade de estresse causada pela
liberacdo de radicais livres in vivo. Em funcéo do processo inflamatério desencadeado
pelo CCl4, ocorre ativagdao de macrofagos, neutréfilos e células hepaticas estreladas
que produzem grande quantidade de O," e como consequéncia MDA. Essa elevagdo da
producdo de O, aumenta o consumo de SOD, levando a uma exaustdo enzimatica, o
que resulta no declinio dos niveis teciduais desta enzima (Brattin et al., 1985; Zhang et
al., 2005; Raja et al., 2007). No presente estudo, os grupos 1 e 2, que receberam
exclusivamente CCls, apresentaram aumento significativo da quantidade de
hidroperoxidos quando comparados aos demais grupos. Por outro lado, animais que
receberam EBC (grupos 4 e 5) apresentaram menores niveis de MDA quando
comparados aos demais grupos, o que demonstra a eficacia deste extrato na
neutralizacdo de radicais livres e protegcdo a peroxidacdo das citomembranas. Em
relacdo a SOD, os grupos 1 e 2 apresentaram reducgao significativa na atividade desta
enzima, provavelmente associada com o aumento do estresse oxidativo causado pelo
CCls. O decréscimo de SOD foi revertido em todos os grupos de tratamento,
particularmente nos grupos que receberam o extrato da planta em diferentes
concentragbes. Os maiores valores de SOD foram encontrados no grupo que recebeu
apenas o extrato da planta (grupo 4), demonstrando que o extrato das cascas de B.
cuspidata estimula a atividade de SOD, mesmo na auséncia de estimulos lesivos. A
catalase constitui mecanismo adicional de defesa antioxidante e complementar a
atividade de SOD, que catalisa a degradagdo do H,O, a oxigénio molecular e agua
(Brattin et al., 1985). No presente estudo, os animais do grupo 2 apresentaram a menor
atividade de CAT, que também se apresentou diminuida nos grupos 1, 3 e 4 quando
comparados aos grupos 5 e 6. Animais que receberam EBC em ambas as doses
apresentaram elevacéo na atividade de CAT. Esse achado indica a modulagao positiva
do extrato sobre essa enzima, principalmente na presenca de estimulos hepaticos

lesivos.

Além de modificagbes no sistema enzimatico antioxidante, a administragdo de
CCl4 promove acentuada modificagao na histoarquitetura do figado, como hemorragia,

infiltracdo leucocitaria, edema, fibrose, esteatose e necrose (Ha et al., 2005; Zeashan
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et al.,, 2008; Kumar et al., 2009). Neste trabalho, o dano histolégico do érgdo foi
mensurado pela deposicdo de gordura no tecido hepatico, presente em grande
quantidade, principalmente nos grupos 1, 2 e 3. E bem estabelecido que o CCl,
interfere na sintese de lipoproteinas devido a peroxidacao lipidica e dano oxidativo a
proteinas do reticulo endoplasmatico liso dos hepatécitos, tendo como conseqiéncia o
acumulo de lipidio no citoplasma dessas células (esteatose microvesicular). Os grupos
tratados com o extrato da B. cuspidata apresentaram estrutura hepatica normal em
relagao a disposigao dos corddes de hepatdcitos, vascularizagéo e disposicao de tecido
conjuntivo, o que indica a eficacia do tratamento com EBC depois que o tecido hepatico
recebeu CCls. O grupo 4 também apresentou arquitetura normal do tecido hepatico,
mostrando que o extrato administrado isoladamente n&o induz a deposi¢cdo de gordura
no tecido hepatico. Em associagdo com a analise dos marcadores de estresse
oxidativo, esse achado sugere que o extrato investigado auxilia na regulagdo do
metabolismo de lipidios por meio da estimulagdo de mecanismos enzimaticos de

controle do dano celular oxidativo.
5. Conclusao

Os resultados mostraram que o extrato das cascas de B. cuspidata estimula o
sistema de defesa antioxidante e reduz os danos morfolégicos e funcionais do figado
de ratos Wistar expostos a injurias induzidas por CCls, indicando que a planta
apresenta grande potencial para a descoberta de novas drogas para tratamento de

doencas hepaticas confirmando, nesse caso, a indicagao popular.
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CAPITULO Il

Resumo

Efeito hepatoprotetor do extrato da casca de Bathysa cuspidata (A. St-Hill)
Hook.f. em lesdes no figado de ratos wistar induzidas por tetracloreto de

carbono.

A espécie Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. € uma arvore nativa do bioma Mata
Atlantica, conhecida popularmente como quina, e comumente empregada na medicina
tradicional brasileira para tratamento de doencgas do figado. O objetivo deste estudo foi
investigar o efeito hepatoprotetor do extrato etandlico das cascas de B. cuspidata sobre
o figado de ratos Wistar que receberam o solvente tetracloreto de carbono (CCly) por
via intraperitonial. O tratamento dos animais com extrato de B. cuspidata (EBC) foi
realizado por meio de gavagem. Trinta e cinco ratos foram divididos aleatoriamente em
5 grupos, com 7 animais cada, de acordo com o tratamento recebido. G1: CCl, sem
EBC; G2: DMSO+CCl, (dimetil sulféxido, 700ul); G3: EBC (somente EBC 200mg/kg
durante 18 dias); G4: EBC (200mg/kg + CCly); G5: EBC (400mg/kg+CCl,). Todos os
animais comegaram a receber o extrato seis dias antes do inicio da aplicagéo do CCl, e
foram todos eutanasiados no final da aplicacido do CCl,, que ocorreu durante 12 dias,
em intervalos de 48 horas. A concentracdo da enzima aspartato aminotransferase
(AST) foi significativamente menor (p<0,05) no soro dos animais que receberam o
extrato, em ambas as doses, e a atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) foi significativamente maior (p<0,05). Extensas
areas de necrose e goticulas lipidicas foram observadas no figado de animais dos
grupos G1 e G2. Ja nos animais que receberam o extrato foi observada diminuigao
significativa nas areas de goticulas lipidicas e de necrose celular (p<0,05) no tecido
hepatico. Os resultados encontrados confirmam o efeito protetor das cascas de B.

cuspidata em lesdes induzidas pelo CCla.
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Abstract

The hepatoprotective effect of the bark of Bathysa cuspidata (A. St-Hill) Hook.f. in

carbon tetrachloride-induced liver injury in rats

Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. is a tree that is native to the biome of the
Brazilian Atlantic rainforest. It is commonly known in Brazil as “quina-do-mato” and is
often used in Brazilian traditional folk medicine for the treatment of liver diseases. The
objective of this study was to investigate the hepatoprotective effect of the ethanolic
extract of the bark of B. cuspidata on carbon tetrachloride (CCl4) induced liver lesions in
Wistar rats. The animals were treated with extract of B. cuspidata (BCE), administered
by gavage. Thirty-five rats were randomly allocated to 5 groups of 7 animals each and
treated as follows: G1: CCls without BCE; G2: DMSO + CCl, (dimethyl sulfoxide 700
pl); G3: BCE (BCE 200 mg/kg alone for 18 days); G4: BCE (200 mg/kg + CCly); G5:
BCE (400 mg/kg + CCl,). In all the animals, treatment with the extract was initiated six
days prior to the first application of CCl,. After completing CCl4 administration (every 48
hours for 12 days) the animals were euthanized. A significant reduction (p(10.05) in
serum aspartate transaminase (AST) and gamma-glutamyl transferase (GGT) levels
and a significant increase (pJ0.05) in the antioxidant enzymes super oxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) were found in the livers of the animals that received the
extract. Extensive areas of necrosis and lipid droplets were found in the livers of the
animals in G1 and G2. Conversely, a significant reduction (p(10.05) was found in the
areas of lipid droplets and cell necrosis in the liver tissue of the animals that received
the extract. These results confirm the protective effect of the bark of B. cuspidata in

injuries induced by CCly.
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1. Introducgao

A prevaléncia de doengas hepaticas induzidas por agentes quimicos e farmacos
tem aumentado progressivamente ao longo das décadas em varios paises (Bissel et
al., 2001, Lee, 2003). O figado é o 6rgao responsavel pela maior parte do metabolismo
de xenobiodticos e apresenta importante fungdo na desintoxicagcdo do organismo
(Marina, 2006). Devido a exposicdo a compostos hepatotoxicos como produtos
derivados de fungos, metabolitos bacterianos, metais pesados, poluentes ambientais e
agentes quimioterapicos, o figado esta suscetivel a varias desordens (Wang et al.,
2008; Kumar et al., 2009; Ranawat et al., 2009). O tetracloreto de carbono (CCls) € um
solvente industrial que apresenta reconhecida atividade hepatotoxica. O CCly induz
lesdo hepatica por meio da producédo de espécies radicalares (CClze e Cl+) derivadas
de seu metabolismo pelo sistema enzimatico mitocondrial NAPDH-citocromo P450
(Bedda et al., 2003; Okuyama et al., 2003). Esses radicais sdo altamente reativos e
oxidam lipidios insaturados e proteinas das membranas celulares em um processo
denominado peroxidagao lipidica que culmina em alteracdo da estrutura e fungao
celular e, eventualmente, morte celular (Recknagel et al., 1984; Boll et al., 2001).
Devido ao baixo custo e boa reprodutibilidade da utilizagdo do CCl4 na indugéo de dano
hepatico, esse composto é amplamente utilizado em modelos animais de
hepatotoxicidade. Além disso, esse modelo experimental fornece importante ferramenta
que suporta os continuos esforgos para investigagdo e descoberta de plantas com
potencial efeito hepatoprotetor, que sao utilizadas na medicina tradicional, mas que

ainda nao apresentam eficacia comprovada cientificamente.

A biodiversidade € um grande reservatorio de metabdlitos secundarios bioativos
que aliada ao conhecimento tradicional tem possibilitado a descoberta de farmacos
para tratamento de diferentes patologias humanas, como céncer, infec¢des, ulceras,
diabetes, bronquites. Nesse contexto, diversos paises tém buscado a introdug¢ao das
plantas medicinais como pratica integrativa e complementar na atencdo primaria a

saude, sendo tal iniciativa estimulada pela propria Organizacdo Mundial de Saude,
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principalmente devido a aceitabilidade, disponibilidade e menor custo, (Elbling et al.,
2005; Melo et al., 2007; Sreelatha et al., 2009; Ranawat et al., 2010).

Embora diferentes plantas sejam utilizadas na medicina popular, estima-se que
menos de 10% tenham sido avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas
(Guerra, 2001). Nesse contexto, investigagbes etnobotanicas tém sido
sistematicamente conduzidas para selecionar e investigar plantas com potencial efeito

medicinal na busca de novos farmacos (Albuquerque, 2005).

A Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f., pertencente a familia Rubiaceae, é
comumente encontrada em algumas regides de mata brasileira constituindo arbustos
ou arvores com até 6m de altura (Germano-Filho, 1999). Suas cascas sao geralmente
utilizadas para a producdo de tdnicos empregados na medicina popular para o
tratamento de anemias e caquexias (Correa, 1984). Além disso, a B. cuspidata tem
sido utilizada para diversas desordens incluindo problemas de estémago, figado e
também na cicatrizacdo de feridas (Leite, 2008) Estudo realizado em camundongos
albinos mostrou que a B. cuspidata possui atividade antinociceptiva e antiinflamatéria,
resultados que podem explicar o uso popular desta planta para doencas que envolvem
inflamacéo e dor (Vanderlinde et al., 2001). Auséncia de mutagenicidade dos extratos
da casca e a presenca de cumarinas, flavondides, taninos e alcaldides ja foram
evidenciados (Nunes, 2008). Nesse contexto, torna-se importante estudar o possivel
efeito protetor do extrato etandlico das cascas de B. cuspidata sobre lesbes hepaticas

induzidas por CCls em ratos Wistar.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencao do material vegetal

A espécie B. cuspidata foi coletada em bioma de Mata Atlantica, no municipio de
Araponga, estado de Minas Gerais, Brasil (20°43°00,0"'S e 42°29°10,8""W, 1.200 m de
altitude). Amostras das cascas da espécie foram separadas, secas a temperatura

ambiente em sala escura ventilada por 48hs, sendo posteriormente pulverizadas em
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moinho de faca e armazenadas. Amostras foram herborizadas e depositadas no

Herbario da Universidade Federal de Vigosa, sob o registro (VIC 21559).

2.2. Preparacao do extrato de B. cuspidata.

Plantas da espécie B. cuspidata, coletadas em bioma de Mata Atlantica, no
municipio de Araponga, estado de Minas Gerais, Brasil (20°43°00,0°S e
42°29'10,8'W, 1.200 m de altitude), foram herborizadas e depositadas no Herbario da
Universidade Federal de Vigosa, sob o registro (VIC 21559). Amostras das cascas da
espécie foram secas a temperatura ambiente em sala escura, ventilada, por 48hs,
sendo posteriormente pulverizadas em moinho de faca e armazenadas. O extrato
etandlico foi obtido por método de percolagdo a partir da droga vegetal empregando
etanol 98° GL como solvente extrator de forma exaustiva. Em seguida o extrato foi
concentrado em evaporador rotatorio até a completa remocdo do solvente. Para

completa remogéao do solvente, o extrato foi posteriormente liofilizado (Nunes, 2008).
2.3. Produtos quimicos

Tetracloreto de carbono (CCls), etanol (Vetec), dimetilsulféxido (DMSO) e
peréxido de hidrogénio (H,O.) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (Missouri
USA). Formaldeido e glutaraldeido foram adquiridos da Merck Chemicals (Sdo Paulo,
Brazil). Os kits diagnosticos para aspartato aminotransferase (AST), y-glutamil
transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA) foram adquiridos da Human In Vitro
Diagnostics (Minas Gerais, Brazil) e o kit para dosagem de bilirrubina foi adquirido da
Labtest (S&o Paulo, Brasil). A atividade de superdxido dismutase foi mensurada por

meio de Kit Cayman Chemical Co. (Michigan USA).
2.4. Animais

Trinta e cinco ratos Wistar machos, pesando em média 235,04 + 25,28q,
provenientes do biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), foram mantidos sob condigdes controladas de luminosidade
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(ciclos de 12 horas claridade/escuriddo), temperatura (21 + 2 °C) e umidade relativa do
ar (60%-70%). Agua e racdo comercial (Labcil) foram fornecidas ad libitum. Todos os
procedimentos envolvidos no protocolo experimental foram aprovados pelo Comité de
Etica para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) (protocolo 122/2008) e estdo de acordo com o Guiding Principles
in the Use of Animals in Toxicology, adotado pela Sociedade Americana de Toxicologia,

revisado em dezembro de 2008.
2.5. Delineamento Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos, com 7 animais cada, de
acordo com o tratamento recebido. A lesdo hepatica foi induzida nos grupos 1, 2,4 e 5
por meio da administragcéo intraperitoneal (i.p) de CCls (1ml/kg em 60% em azeite de
oliva, v/v) a cada 48 horas, durante 12 dias. O tratamento dos animais com extrato de
B. cuspidata (EBC) foi realizado por meio de gavagem utilizando-se o extrato etandlico
da casca ressuspendido em 700 pl (w/v) de veiculo dimetil sulféxido (DMSO). A
administragcao do extrato, nas doses de 200mg/kg (BC 200) e 400mg/kg (BC 400) de
peso corporal, teve inicio seis dias antes da primeira aplicacdo de CCl4 e continuou
sendo administrado diariamente aos animais durante os 12 dias de aplicacdo de CCl,.
Para o grupo de animais que recebeu apenas veiculo (DMSO) utilizou-se o mesmo
protocolo descrito para administracéo do extrato. Grupo 1 (G1): CCls sem EBC; Grupo
2 (G2): DMSO 18 dias + CCl4 (controle do veiculo, 700ul); Grupo 3 (G3): EBC (recebeu
somente EBC 200mg/kg durante 18 dias); Grupo 4 (G4): EBC 200mg/kg durante 18
dias + CCl, ; Grupo 5 (G5): EBC 400mg durante 18 dias + CCl,. Todos os animais

foram eutanasiados apds 24hs ao final de 12 dias de aplicagao do CCly.

2.6. Analise bioquimica e histopatolégica

Quarenta e oito horas apds receberem os ultimos tratamentos os animais foram

anestesiados com quetamina (10 mg/kg de peso corporal) e xilazina (2 mg/kg de peso
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corporal) e eutanasiados por aprofundamento da anestesia seguido de pungdo
cardiaca. Aliquotas de sangue foram coletadas e centrifugadas a 1750 G durante 15
minutos para separagdao do soro que foi imediatamente utilizado nas analises
bioquimicas de AST, FA, GGT e bilirrubina total (BRT). Amostras de soro foram
processadas de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante dos kits
diagnosticos. Para analise histopatoldgica e dosagens bioquimicas no tecido hepatico
foi realizada uma incisdo ventral mediana e o figado foi removido in totum e pesado em
balanga analitica. Em seguida, o figado de cada animal foi rapidamente removido,
sendo retirado o I6bulo caudado para analise histolégica (imerso em solugdo

Karnovsky) e o restante do 6rgao congelado em nitrogénio liquido (-196°C)

Aliquotas de 500mg de fragmentos do figado congelado foram homogeneizadas
em tampéao fosfato de sodio (PBS), centrifugadas a 3.500 G sob refrigeragao (5°C) e o
sobrenadante foi utilizado para analise da SOD e CAT. A catalase foi avaliada pelo
método de Aebi (1984), pela mensuragcdo da taxa de decomposi¢cao do peroxido de
hidrogénio (H203). A determinagao da peroxidagéo lipidica no homogenato de figado foi
realizada por meio da deteccdo de hidroperoxidos lipidicos, segundo metodologia
padronizada por Nourooz-Zadeh et al. (1994). A dosagem de proteinas totais foi
realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Para analise histopatoldgica, fragmentos de figado foram imersos em
Karnovsky durante 24 horas, desidratados em etanol e embebidos em metacrilato
(Leica, Germany). Secc¢des de 4 ym de espessura foram obtidas em microtomo rotativo
Multicut 2045° (Reichert-Jung, Germany), coradas com azul de toluidina e
hematoxilina-eosina e montadas com Entellan® (Merck, Germany). Foram capturadas
70 imagens para cada grupo utilizando-se microscépio de luz BX-60% (Olympus, Tokio,
Japan) conectado a camera digital QColor-3® (Olympus, Tokio, Japan). Uma grade de
200 pontos foi utilizada sobre imagens digitalizadas, para quantificar a presenca de
areas de necrose e acumulo de goticulas lipidicas nos hepatécitos (% por area
histoldgica). Foi utilizado o software Image Pro-plus 4.5° (Média Cybernetcs, Silver
Spring, USA) sendo contados 1000 pontos por animal (Azevedo et al., 2010; Vilela et
al., 2010).
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2.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos como medidas de tendéncia central média + desvio
padrao (S.D.). A normalidade na distribuigdo dos dados foi verificada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov. Baseado nesse teste os dados bioquimicos foram submetidos a
analise de variancia unifatorial one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
multiplas comparagdes. Em adicao, o teste Kruskal-Wallis foi utilizado para analise da
area histolégica de goticulas de gordura sendo p<0,05 definido como estatisticamente
significativo. Todos os testes foram realizados no software estatistico GraphPad Prism
5.0° (GraphPad Software, Inc, Califérnia,USA).

3. Resultados

3.1. Peso corporal e peso do figado

Nao houve diferenca significativa entre os pesos iniciais dos animais nos
diferentes grupos (Tabela 1). Ao final do experimento foi observada diminuigao do peso
corporal em todos os grupos, sendo que os animais do grupo G3 apresentaram peso
corporal final significativamente superior aos demais grupos (p(10,05). Além disto,
quando analisado perda ou ganho de peso, G3 apresentou a menor variagdo de peso e

se diferenciou de todos os demais grupos (p10,05).

Tabela 1. Influéncia do extrato da casca de B. cuspidata (200 e 400 mg/kg) sobre o

peso corporal de ratos wistar expostos ao CCls (60% v/v, 1ml/kg).

Peso Peso Variagao
Grupos
Inicial (g) Final (g) (9)
G1 271,43 £ 20,562 212,85 + 28,112 -58,57 + 34,962
G2 259,29 + 10,972 211,14 £ 8,592 -48,14 + 6,362
G3 263,58+ 20,35° 247,43 + 16,47° -16,15 + 10,91°
G4 256,71 £ 13,672 215,00 £ 12,912 -41,71 + 10,172
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G5 268,57 + 14,06° 212,14 £ 23,072

-56,42 + 12,10°

(*) Sinal Negativo indica perda de peso. Dados sdo expressos como média + S.D. Letras diferentes nas
colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos (p10,05), ANOVA one-way,

3.2. Quantificag6es de enzimas no soro

Os animais de G3 apresentaram o0s menores niveis seéricos de AST,

diferenciando-se de todos os outros grupos (p(] 0,05), com excecéo de G4. Os grupos

G1 e G2 apresentaram valores significativamente mais elevados dessa enzima quando

comparados a G3 e G4 (pJ0,05), mas nao se diferenciaram de G5. A analise dos

niveis séricos de FA mostrou que os maiores valores foram encontrados nos grupos G4

e G5, que nao diferenciaram entre si, mas se diferenciaram de G1 e G3, sendo que G5

se diferenciou também de G2 (p(10,05). Nao houve diferengas significativas entre os

grupos quando analisados os niveis de GGT. Em relagdo a bilirrubina o grupos G3

apresentou os menores valores quando comparados aos outros grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito preventivo do extrato das cascas de B. cuspidata (200 and 400 mg/kg)
sobre os niveis séricos (U) de AST, FA, GGT e BRT (bilirrubina total) em ratos Wistar
expostos ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg).

Grupos AST FA GGT BRT
G1 718,71£142,34° 234,14+50,56° 5,14+1,062 0,62+0,34 @
G2 620,85+116,52° 289,57+97,82°° 3,71+0,75° 0,47+0,16 @
G3 87,8515,242 218,14456,17° 2,57+0,97° 0,18+0,10°
G4 166,14+44,99%° 431,85+133,05®° 3,71+1,79° 0,50+0,24 @
G5 482,71+178,30°° 486,00+114,502 7,57+2,57° 0,40+0,13 @

Dados sao expressos como média + S.D. Letras diferentes nas colunas indicam diferenga

estatistica entre os grupos (p0,05), ANOVA one-way,
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3.3. Determinacao da peroxidagao lipidica hepatica

O efeito de EBC na peroxidagao lipidica em figado de ratos induzida por CCl4
(Figura 1), mostrou aumento significativo na quantidade de hidroperdxidos nos animais
do grupo 1 quando comparados aos demais grupos (p[J0,05). Animais de G3 e G5
diferenciaram entre si (p[10,05), mas nao apresentaram diferengas em relacdo aos
outros grupos.

1500+

-
o
o
?

5001

Hidroperoxidos (png/mg proteina)

o
1

G1 G2 G3 G4 G5
Grupos experimentais

Figura 1. Efeito do EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposi¢cdo ao CCl, sobre os niveis hepaticos de
marcadores da peroxidagéo lipidica no figado de ratos Wistar. G1= CCl,; G2= DMSO+CCl,; G3= EBC
(400mg/kg); G4= EBC 200mg/kg + CCl,; G5= EBC 400mg/kg +CCl,. Dados sdo expressos em meédia +

S.D. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (p0,05), teste Tukey.
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3.4. Histopatologia

A administragdo de CCl, levou a um alto grau de desorganizagao tecidual e a
lesdes hepaticas nos animais dos grupos G1 e G2 que apresentaram intensas areas de
necrose e degeneracgédo lipidica. Na Figura 2 pode-se observar que os animais dos
grupos G1 e G2 apresentaram proporgao de goticulas lipidicas significativamente mais
elevada (pJ0,05) em relacdo aos outros grupos. O efeito hepatoprotetor da B.
cuspidata pode ser observado ao analisar o figado dos animais de G4 e G5, que
apresentaram pequeno percentual de goticulas lipidicas dispersas no interior de
hepatocitos, n&o mostrando diferencas significativas entre si, mas diferindo
significativamente dos demais grupos (p]0,05). Os animais do grupo G3 apresentaram
a menor quantidade de goticulas lipidicas nos hepatdcitos. Com relagdo ao percentual
de necrose tecidual hepatica, observou-se que os animais dos grupos G1 e G2 nao
apresentaram diferengas significativas entre si, mas mostraram maior porcentagem de
necrose por area quando comparado a todos os outros grupos (pJ0,05). Os animais
dos grupos G4 e G5, que receberam pré-tratamento com B. cuspidata, néo
apresentaram diferengas significativas entre si além de mostrarem pequeno percentual
de necrose celular quando comparado aos grupos G1 e G2. Os animais do grupo G3
apresentaram a menor quantidade de areas de necrose, sendo diferentes de todos os
outros grupos. Os dados mencionados acima em relagcdo a goticulas lipidicas e
necrose podem ser confirmados pela analise da figura 4, onde podem ser observados
préximos a veia centrolobular uma grande quantidade de goticulas lipidicas e regides
de necrose, principalmente em G1. Os grupos 4 e 5 que receberam tratamento prévio
com o extrato de B.cuspidata apresentaram poucas goticulas lipidicas e pequenas

regides de necrose no tecido.
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Figura 2. Efeito do extrato EBC (200 and 400 mg/kg) sobre a area histoldgica de goticulas de gordura
(%) no figado de ratos Wistar expostos ao CCl,. G1= CCl,; G2= DMSO+CCl,; G3= EBC (400mg/kg); G4=
EBC200mg/kg + CCls; G5= EBC400mg/kg +CCl,. Dados sédo expressos em média + S.D. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (pJ0,05), teste Kruskal-Wallis.
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Figura 3. Efeito preventivo do EBC (200 and 400 mg/kg) sobre area de necrose (%) no figado de ratos
Wistar expostos ao CCl;. G1= CCl,y; G2= DMSO+CCl,; G3= EBC (400mg/kg); G4= EBC200mg/kg + CCly;
G5= EBC400mg/kg +CCl,. Dados sédo expressos em média + S.D. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre os grupos (pJ0,05), teste Kruskal-Wallis.

Figura 4. Efeito preventivo do EBC (200 and 400 mg/kg) e da exposi¢cao ao CCl, (60% v/v, 1 ml/kg) no
tecido hepatico de ratos Wistar. A=G1 (CCl,); B=G2 (DMSO+CCl,); C=G3 (EBC); D=G4 (EBC200mg/kg
+CCl,); E=G5 (EBC400mg/kg+CCl,). Ponta de seta= Goticulas lipidicas; Asterisco *= Veia
Centrolobular. Hematoxilina-Eosina (HE). Barra: 65u
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3.5. Determinagcao das atividades de SOD E CAT no tecido
hepatico.

A atividade de SOD no tecido hepatico estda mostrada na figura 5. Os resultados
mostram reducdo significativa nos niveis de atividade de SOD no grupo G1 quando
comparado aos demais grupos (p<0,05), o que demonstra os efeitos negativos de CCl,
sobre a acao desta enzima. O grupo G3 apresentou atividade significativamente maior
de SOD quando comparado aos outros grupos (p[10,05). Em adigéo, o grupo G2 nao
se diferenciou de G4 e G5, enquanto G4 apresentou atividade de SOD estatisticamente
inferior ao encontrado no grupo G5 (p(J0,05). Em relagcdo a atividade de CAT, os
grupos G1 e G2 apresentaram reducdo quando comparados aos outros grupos
(p[10,05) exceto ao G3. Os grupos G3, G4 e G5 nao apresentaram diferenca estatistica
entre si. Nas figuras 5 e 6 observa-se um aumento gradativo na atividade das enzimas
de acordo com o aumento na dose de B. cuspidata, sendo este aumento mais

acentuado em relagdo a SOD.
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Figura 5. Efeito preventivo do EBC (200 and 400 mg/kg) sobre os niveis hepaticos de superéxido
dismutase - SOD (U/mg protein) em ratos Wistar expostos ao CCL4. G1= CCl,; G2= DMSO+CCl,; G3=
EBC (400mg/kg); G4= EBC200mg/kg + CCl,; G5= EBC400mg/kg +CCl,. Dados sdo expressos em média

t S.D. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p0,05), teste Tukey.
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Figura 6. Efeito preventivo do EBC (200 and 400 mg/kg) sobre os niveis hepaticos de catalase - CAT
(U/mg) em ratos Wistar exposto ao CCl,. G1= CCl,; G2= DMSO+CCl,; G3= EBC (400mg/kg); G4=
EBC200mg/kg + CCls; G5= EBC400mg/kg +CCl,. Dados sédo expressos em média + S.D. Letras

diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (pJ0,05), teste Tukey.

4. Discussao

Além de sua acdo hepatica, a intoxicagao por CCls; apresenta modificagdes
sistémicas, e alteragbes nos sinais clinicos, letargia, anorexia e perda de peso séo
manifestagbes comuns de intoxicacdo (Ha et al., 2005; Faremi et al., 2008). No
presente estudo, foi observada perda de peso em todos os animais ao final do
experimento quando comparados ao inicio do mesmo, sendo que a maior perda foi
encontrada no grupo G1, que recebeu apenas o CCl,. Esses achados indicam que a
disfuncdo metabdlica determinada pelo CCl, apresenta importante influéncia sobre o
peso corporal (Xiao-Yan et al., 2010) e que, quando foi administrado preventivamente a
acao do EBC nao foi suficiente para manter o peso dos animais.

59



As células hepaticas apresentam elevada concentragcdo de enzimas como AST,
FA e GGT. Um aumento na concentracdo destas enzimas no soro indica perda da
funcao celular e da integridade da membrana (Drotman & Lowhorn, 1978). O indice
hepatoprotetor de uma droga pode ser avaliado por sua capacidade de reduzir efeitos
lesivos ou preservar os mecanismos fisiologicos hepaticos normais, e as analises de
AST, FA e GGT sao utilizadas como mecanismos indiretos para avaliar a condicao
hepatica (Kumar et al., 2009). Neste trabalho G1 e G2 apresentaram os maiores
valores de AST no soro e o grupo G4 que recebeu o pré-tratamento com a B. cuspidata
apresentou uma menor atividade desta enzima, valores que se aproximaram dos
encontrados em G3. Ja a quantificagdo de FA mostrou grandes variagdes
principalmente nos animais dos grupos G4 e G5. Esta grande variacdo dos valores das
enzimas no soro pode ser justificada pela baixa especificidade destes biomarcadores
(Ozer et al., 2008; Amacher., 2002), como exemplo, o aumento de FA no soro pode
indicar lesdo em outras regides como intestinos, ossos e rins (Raimaiah, 2007). A
bilirrubina total que funciona como um bom marcador de lesdo hepatobiliar aguda,
principalmente quando associada a ALT (Dufour et al.,, 2001), ndo apresentou

diferencas em relagcao aos diferentes grupos, assim como GGT.

A peroxidagao lipidica € um evento comum quando ocorre lesdo hepatica.
Embora também ocorra em condi¢des fisiologicas normais, fatores externos podem
amplificar este processo levando a degradacgédo de lipidios da membrana causando
danos e levando a morte celular. A SOD e a CAT possuem papel protetor importante
contra os efeitos toxicos de muito xenobidticos (Khatri et al.,, 2009). Durante lesao
hepatica os niveis de SOD e CAT sao baixos e os niveis de hidroperoxidos estéo
elevados. Isto reflete o nivel de estresse causado pela liberacdo de radicais livres in
vivo (Raja et al.,, 2007), uma vez que os hidroperoxidos sdao um dos principais
subprodutos provenientes da decomposi¢cdo de acidos graxos poliinsaturados da
membrana plasmatica (Parola et al., 1999) e as enzimas tém um papel importante nos
mecanismos de defesa da célula contra espécies reativas de oxigénio (Kosover &
Kosover, 1976). No presente trabalho os animais do grupo que receberam somente
CCly apresentaram quantidade significativamente superior de hidroperéxidos quando

comparado a todos os outros e 0s grupos que receberam o extrato apresentaram uma
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concentracéo sérica significativamente menor. Em relacdo a SOD, G1 apresentou os
menores valores e os grupos tratados com o extrato G4 e G5 mostraram atividade
aumentada desta enzima. Este é um fato importante ja que a elevagao na produgéao de
radicais livres aumenta o consumo de SOD, o que leva a um declinio nos seus niveis
teciduais (Zhang et al., 2005; Raja et al., 2007). Neste trabalho, os valores de CAT
mostraram-se mais baixos em G1 e G2 e os grupos que foram tratados com extrato da
B. cuspidata mostraram valores elevados desta enzima quando comparados a G1. O
aumento de SOD e CAT pode estar relacionado a quantidade de extrato recebida, ja
que o grupo que recebeu 400mg/kg de extrato apresentou valores mais elevados para

ambas as enzimas.

Estudos histopatolégicos s&o pontos diretos para avaliar o efeito hepatoprotetor
de uma droga. A degeneracao lipidica € uma alteragdo morfofisioldgica dos hepatécitos
que ocorre em consequéncia de diversas desordens metabdlicas (llyas & Iglesia, 1978;
Hwang et al., 2009). Os dados encontrados mostraram que a B. cuspidata efetivamente
preveniu as lesdes e os acumulos de gordura causados pelo CCls; no figado dos
animais. Levando em consideragdo a quantidade de goticulas lipidicas, os grupos G4 e
G5 que receberam o extrato preventivamente, apresentaram reducao significativa
quando comparados a G1 e G2, que nao receberam EBC. Além do acumulo de lipidios,
o CCly promove também produgdo do radical peroxi triclorometil que se liga
covalentemente as macromoléculas e causa a degradagdo da membrana celular
levando a necrose hepatica (Brattin et al., 1985; Guicciardi e Gores, 2005; Chien-Chen
et al., 2009). Neste estudo, necrose de hepatdcitos foi evidente nos grupos tratados
com CCl,; que nao receberam o pré-tratamento com B. cuspidata, o que demonstra o
poder protetor do extrato nas acdes de radicais livres. Desta forma o extrato da B.
cuspidata impediu os mecanismos citados acima e protegeu as células de possiveis
danos que seriam causados pelo CCl,. Os resultados dos estudos histopatologicos
suportam e também correlacionam os dados obtidos na avaliagdo dos parametros
bioquimicos. Os efeitos observados podem ser atribuidos a presenca de compostos

fendlicos e, ou, alcaléides evidenciados pela prospecgao fitoquimica preliminar.
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5. Conclusoes

O extrato da casca da B. cuspidata foi efetivo na manutencéo dos niveis séricos
de AST e GGT. O efeito protetor da B. cuspidata em lesbdes hepaticas, também pode
ser atribuido a reducédo da peroxidacgao lipidica e a melhora do sistema de defesa dos
hepatdcitos, através da elevacdo nos niveis de SOD e CAT, contra espécies reativas
de oxigénio. A analise histopatoldgica também confirmou o efeito protetor do extrato de
B. cuspidata impedindo o acumulo lipidico e necrose hepatica. Desta forma, os
resultados sugerem efeito hepatoprotetor das cascas de B. cuspidata, confirmando o

seu uso na medicina tradicional para o tratamento de desordens do figado.
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8. Conclusoes Gerais

A administragéo intraperitoneal (i.p) de CCls (1ml/kg, 60% em azeite de oliva,
v/v) a cada 48 horas durante 12 dias, mostrou-se extremamente eficaz na produgéo de
lesdes no figado dos animais. Este fato pode ser comprovado pelos elevados niveis de
enzimas no soro, assim como na quantidade de hidroperoxidos e malondialdeido.
Adicionalmente, os baixos niveis de enzimas como CAT e SOD e a presenca de
intensas areas de degeneracao lipidica e necrose através do estudo histopatolégico,
confirmam que a dose utilizada promoveu alteragao severa no 6rgdao sem levar a morte

do animal.
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Por outro lado a partir de todas as analises citadas acima pode-se observar os
efeitos benéficos do extrato de B. cuspidata em lesdes induzidas pelo CCls. Os efeitos
do extrato foram observados no tratamento e também na prevengao de lesbées. No
entanto, os melhores resultados foram encontrados nos animais que receberam o
extrato apds a leséo ja ter sido causada, ou seja, o efeito curativo foi maior do que o

efeito preventivo do extrato de B. cuspidata.

Os resultados ndo foram dose-dependentes, dentro das doses testadas, pois
apenas em algumas situagcbes uma dosagem promoveu diferengas significativas
quando comparada a outra. Este fato pode ser observado tanto nos grupos que foram
testados os efeitos curativos quanto nos grupos onde foram testados os efeitos

preventivos.

Nossos achados reforcam o grande potencial do conhecimento popular para a
realizacédo de pesquisas de bioprospecgdo farmacéutica, além de mostrar a grande
biodiversidade da regido da zona da Mata Mineira. Diante disto pode-se concluir que o
uso da Bathysa cuspidata (A. St. Hil.) Hook. f. € eficaz na prevencéo e no tratamento

de lesdes hepaticas.
9. Perspectivas

E necessario que sejam realizados outros estudos, utilizando novas técnicas,
com o objetivo de confrontar e comparar os resultados encontrados no presente
trabalho, pois a B.cuspidata tem sido muito utilizada pela populagdo do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro com objetivos terapéuticos. Além do seu efeito sobre o
figado é importante analisar também os efeitos desta planta sobre outros locais como
pele e estbmago, ja que patologias relacionadas a estes 6rgédos foram as mais citadas

pelo levantamento etnofarmacoldgico feito na regido.

S&o0 necessarios mais estudos com objetivo de se obter as doses mais indicadas
para as diferentes alteragdes no figado e a partir dai estabelecer as doses mais

indicadas para tratar diferentes alteragdes em outros 6rgaos do corpo.
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Além disto, faz-se necessario a criagdo e manutencdo de programas de
conscientizag&o junto a populagdo para a utilizacdo de fitoterapicos, ja que a grande
maioria ainda nao foi testada quanto a toxicidade e conseqlentemente seus efeitos no

organismo ainda sao desconhecidos.
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