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RESUMO

CARVALHO, Izabela Maria Montezano de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2009. Avaliacdo da atividade antihepatotéxica de duas espécies
vegetais popularmente conhecidas como “quina”: Strychnos pseudoquina
A. St.-Hil. E Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum. Orientador: Jodo Paulo Viana

Leite. Coorientadores: Claudio César Fonseca e Tania Toledo de Oliveira.

O Brasil possui a maior e mais diversa flora mundial, sendo detentor de
cerca de 22% de todas as espécies de plantas superiores do planeta. Ao mesmo
tempo, o conhecimento tradicional de varias culturas brasileiras esta associado a
esse patrimonio genético, sobretudo com o uso de plantas na medicina popular.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como propésito avaliar o potencial
antihepatotéxico de extratos obtidos de cascas e folhas de duas espécies vegetais
utilizadas popularmente com esta finalidade, as quinas Strychnos pseudoquina A.
St.-Hil., familia Loganiaceae, e Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum, familia
Rubiaceae. Foi realizada a prospeccao fitoquimica preliminar, por cromatografia
em camada delgada, dos extratos etandlicos de cascas e folhas, separadamente,
destas espécies e avaliado o potencial antioxidante in vitro. Posteriormente,
ensaios biologicos foram conduzidos para investigar a capacidade dos extratos
avaliados em reverter injuria hepatica induzida por paracetamol em ratos. Os
testes in vivo antihepatotoxico foram realizados empregando-se trés doses
distintas, sendo ao final do experimento, avaliados parametros bioquimicos e
histologicos dos animais. Pela prospeccao fitoquimica preliminar observaram-se
diferencas na composi¢cado dos grupos de metabdlitos secundarios avaliados entre
0os extratos de cascas e folhas para cada uma das espécies. Em relacdo ao
potencial antioxidante, em ambas as espécies, 0s extratos provenientes das
cascas demonstraram melhores resultados em relacdo aos da folha. No ensaio
biolégico da espécie S. pseudoquina, o extrato de cascas (100mg/kg) e de folhas
(200mg/kg) apresentaram possivel efeito benéfico no metabolismo do sistema

hepatobiliar. Por outro lado, os resultados indicam a incapacidade desses extratos
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em reverter as lesbes hepatocelulares causadas pelo paracetamol. No mesmo
modelo de ensaio conduzido para a C. hexandra, observou-se fraco efeito
antihepatotéxico em toxicidade induzida por paracetamol do extrato de cascas
(100mg/kg), enquanto o extrato das folhas ndo mostrou atividade. Observacdes
histologicas confirmam o efeito benéfico dos extratos de cascas de ambas as
espeécies contra injurias do figado induzidas por paracetamol em ratos. Possivel
mecanismo pode envolver a atividade antioxidante desse extrato, promovido

principalmente por metabdlitos polifendlicos.
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ABSTRACT

CARVALHO, Izabela Maria Montezano de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2009. Evaluation of antihepatotoxic activity of two plant species
popularly known as “quina”: Strychnos pseudoquina A. St.-Hil. and Coutarea
hexandra (Jacq.) K. Schum. Advisor: Jodo Paulo Viana Leite. Co-Advisor:

Claudio César Fonseca e Tania Toledo de Oliveira.

Brazil possesses the most abundant and diverse plant life in the world,
home to nearly 22% of all higher plant species on the planet. Traditional knowledge
of many of these Brazilian plants is associated to this genetic patrimony, especially
the use of plants in popular medicine. Therefore, the proposal of the present work
was to evaluate the antihepatotoxic potential of extracts obtained of bark and leafs
from plant species popularly used for this purpose, Strychnos pseudoquina A. St.-
Hil., family: Loganiaceae and Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum, family:
Rubiaceae. A preliminary phytochemical analysis was separately performed on the
ethanol extract of bark and leafs by thin film chromatography; as well as an in vitro
evaluation of antioxidant potential. Subsequently, biological tests were conducted
to investigate the capacity of the evaluated extracts to revert hepatic damage
inducted by paracetamol in rats. In vivo antihepatotoxic tests were performed by
employing three distinctive doses and thereafter, evaluating biochemical and
histological parameters of the animals. From the preliminary phytochemical
analysis, differences in the composition of evaluated secondary metabolite groups
were observed between the bark and leaf extracts for each of the studied species.
In relation to antioxidant potential, in both species, the bark extracts showed better
results compared with leafs. In the biological test of the species S. pseudoquina,
the bark (100mg/kg) and leaf (200mg/kg) extracts presented possible beneficiary
effects on the metabolism of the hepatobiliary system. On the other hand, results
indicated the incapability of these extracts to revert the hepatocellular damages
caused by the paracetamol. In the same test model conducted for C. hexandra, a
weak antihepatotoxic effect was observed in toxicity induced by parecetamol from

the bark extract (100mg/kg), while the leaf extract showed no activity. Histological

XV



observations confirmed the beneficiary effect of the bark extracts from both species
against liver damage induced by paracetamol in rats. A possible acting mechanism
may involve antioxidant activity of this extract, principally promoted by polyphenolic

metabolites.
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1. INTRODUCAO

O homem sempre buscou no reino vegetal recursos para sua
sobrevivéncia, tanto para a sua alimentacdo, levando-o ao aprendizado de
praticas agricolas, quanto para a cura de suas doencas, através do uso de
plantas medicinais. A construgdo do arsenal de informacdes sobre o uso
terapéutico de plantas ao longo da historia baseou-se, principalmente, no
conhecimento intuitivo dos homens que aprenderam a diferenciar as ervas
benéficas daquelas toxicas a saude (Leite, 2008).

Nesse contexto, o Brasil, pais de maior biodiversidade do planeta,
apresenta adicionalmente uma rica diversidade social e cultural que detém
valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais. Essa
conjuncdao estabelece cenario com grande potencial para o desenvolvimento de
pesquisas gue visam a descoberta de novos farmacos e desperta interesses de
comunidades cientificas internacionais para o estudo, conservacao e utilizacdo
racional destes recursos.

O emprego de plantas medicinais é muitas vezes 0 Unico recurso
terapéutico de algumas comunidades e grupos étnicos, sendo 0 Seu uso
relacionado a origem da espécie humana. O uso popular de plantas medicinais
contribui fortemente para a divulgacao de propriedades terapéuticas de muitas
espécies vegetais prescritas com frequéncia na fitoterapia, apesar de né&o
terem sempre sua composicao quimica, efeitos toxicologicos e farmacolégicos
conhecidos. Dessa forma, na medicina popular de diversas nagcdes existe a
pratica do consumo de plantas medicinais, sustentado pelas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante varias geracdes (Maciel et
al., 2002).

Ao longo da historia, as plantas medicinais sempre tiveram importante
papel como ferramenta de cura das patologias humanas, seja pelo uso
tradicional, ou como fonte para o desenvolvimento de farmacos modernos. Nao
obstante, mesmo com a grande evolu¢do da medicina, ocorrida principalmente
a partir da segunda metade do século XX, ainda coexiste a falta de acesso a
esses avancos, inclusive de farmacos, por grande parte da populagdo mundial.
Esse contexto de exclusdo de parte da sociedade aos novos farmacos,
associado com o facil acesso e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais,

contribui para a grande utilizacdo desses recursos terapéuticos pelas

1



populacdes de diversos paises, sobretudo em desenvolvimento (Veiga Junior
et al., 2005). Vale também ressaltar, o crescimento na pesquisa de novos
medicamentos a partir de plantas, seja nos laboratorios de instituicdes de
ensino e pesquisa, como também nas industrias farmacéuticas, incentivado
pelo aumento de consumo desses instrumentos terapéuticos pela populacao,
que reflete no crescimento do mercado farmacéutico de fitoterapicos. Esse
cenario mostra que o conhecimento popular sobre 0 uso de plantas medicinais
se tornou hoje um forte aliado as pesquisas cientificas de novos farmacos,
incorporando a essa ferramenta terapéutica os subsidios de seguranca e
eficicia, essenciais para a sua incorporacdo em sistemas oficiais de saude.

Mesmo sendo recente no cenario de pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos, o campo de bioprospeccdo farmacéutica dos recursos
vegetais tem despertado grande interesse de pesquisadores, envolvendo
estudos em areas multidisciplinares, como a boténica, engenharia florestal,
toxicologia, farmacologia, quimica, nutricdo e tecnologia farmacéutica, que
juntas enriquecem o0s conhecimentos sobre a abundante fonte medicinal
natural: a flora mundial (Maciel et al, 2002).

No Brasil, o uso das plantas medicinais foi difundido com a contribui¢ao
de vérias culturas, como indigena, africana, européia, asiatica e outras, e por
ser um pais cujo territério possui grande diversidade bioldgica distribuida em
cinco grandes biomas (floresta amazonica, cerrado, mata atlantica, pantanal e
caatinga) garante uma megadiversidade, tornando-se fonte potencial para o
desenvolvimento de produtos florestais ndo-madeireiros, como medicamentos,
cosméticos, alimentos e agroquimicos. No entanto, este potencial para a
descoberta de plantas como fonte de novas drogas é ainda pouco explorado,
quando comparado com O que ocorre em alguns outros paises como
Alemanha, Estados Unidos e Canada (Calixto, 2000; Rates, 2001; Veiga-
Junior, 2008).

As pesquisas de investigacdo das propriedades terapéuticas de plantas
usadas na medicina popular devem envolver diferentes etapas, como o0 acesso
a informacéo tradicional e ao patriménio genético, domesticacdo agrondmica,
extracdo, isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos;
investigacdo farmacoldgica de extratos e dos constituintes quimicos isolados;
transformacdes quimicas de principios ativos; estudo da relacdo entre

estrutura-atividade e dos mecanismos de agao dos constituintes ativos e, por

2



fim, os procedimentos para a formulacdo e producéo de fitoterapicos. Assim, a
integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um

caminho promissor e eficiente para descobertas de novos medicamentos.

1.1. Importancia do estudo das plantas medicinais para obtencdo de

novos farmacos

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacologica e
o desenvolvimento de novas drogas, ndo somente quando seus extratos séo
usados em formulagdes fitoterapicas, mas também quando seus constituintes
isolados e purificados sdo usados diretamente como agentes terapéuticos e
como protétipos para a sintese de compostos farmacologicamente ativos
(Calixto et al., 2001).

As plantas medicinais desempenham, portanto, papel importante na
medicina moderna. Primeiramente, porque podem fornecer metabdlitos
secundarios extremamente complexos, muitos dos quais dificilmente seriam
obtidos por via de sintese quimica. Em segundo lugar, os metabdlitos
secundérios, também conhecidos como produtos naturais, podem ser
guimicamente modificados, tornando-os mais eficazes ou menos téxicos. Em
terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como modelos para
obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos
compostos originais (Turolla et al., 2006). Por fim, mas ndo menos importante,
extratos vegetais padronizados podem ser obtidos para a producdo de
medicamentos fitoterapicos (Leite, 2008).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microrganismos, e 3%
de animais (Calixto et al., 2001). Das 252 drogas consideradas basicas e
essenciais pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 11% sao originarias de
plantas e um namero significativo trata-se de drogas semi-sintéticas obtidas de
precursores naturais (Rates, 2001). Além disso, o aumento significativo do
interesse da populacdo pelas terapias naturais verificado nas ultimas décadas,
tem resultado em expanséo na pesquisa de fitoterapicos tanto em paises em

desenvolvimento como em paises desenvolvidos.



E notavel nas Ultimas décadas a revalorizacdo do emprego de
preparacoes fitoterapicas. Assim, alguns grupos farmacéuticos passaram a
desenvolver esforgos voltados para o aprimoramento de medicamentos
fitoterapicos e sua producdo em escala industrial. Entretanto, o novo avancgo
dos medicamentos fitoterapicos, longe de ser volta ao passado, caracteriza-se
pela busca de producdo em escala industrial, com comprovacédo cientifica de
seguranca e eficdcia de uso, diferentemente das formas artesanais que
caracterizaram os estagios iniciais de sua utilizac&o (Turolla et al., 2006).

O crescimento do mercado mundial de fitoterdpicos é estimado em
10% a 20% ao ano e as principais razdes que impulsionaram esse grande
crescimento nas ultimas décadas podem ser atribuidas a valorizacdo de uma
vida de habitos mais saudaveis e, consequentemente, o consumo de produtos
naturais; a descoberta de novos principios ativos nas plantas; a comprovacao
cientifica de fitoterapicos. O custo da pesquisa e desenvolvimento de um novo
fitoterapico oriundo de uma planta usada na medicina popular é mais viavel em
relacdo aquele sintético, sendo privilegiados os paises possuidores de
megabiodiversidade, como o Brasil. O desenvolvimento de medicamentos
sintéticos custa em torno de US$ 500 milhdes, podendo cair a cerca de US$ 50
milhdes no caso dos fitoterapicos e chegar ao mercado em intervalo de tempo
dez vezes menor (Souza et al., 2008).

As plantas medicinais e o0s medicamentos fitoterapicos sao
amplamente utilizados no Brasil pela medicina popular, porém deve-se
ressaltar que o emprego de algumas plantas usadas pelo arsenal terapéutico
podem, também, provocar efeitos adversos, toxicidade e apresentar contra-
indicacbes de uso (Alexandre, 2008). Diante disto, torna-se de extrema
importancia a conducao de estudos cientificos que comprovem a eficacia e

seguranca dos efeitos atribuidos a tais plantas ou fitoterapicos.

1.2. Etnofarmacologia

Para pesquisa no campo da fitoterapia faz-se fundamental a forma como
os estudos sédo conduzidos, e alguns aspectos devem ser considerados, como
0 acesso ao conhecimento popular e 0 uso racional das espécies. O estudo
etnobotanico consiste na avaliacdo da interagdo humana com todos os

aspectos do meio ambiente, através de levantamentos nas comunidades
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tradicionais sobre a utilizacdo das plantas nos afazeres diarios (Souza et al.,
2006). J& a etnofarmacologia baseia-se particularmente nas plantas
empregadas na medicina popular, valorizando, sobretudo, conjuntamente os
aspectos étnicos e culturais. Deste modo, na conduta etnofarmacolégica, para
interpretar corretamente uma propriedade terapéutica de determinada planta
usada na medicina tradicional, & fundamental conhecer suas formas
especificas de cultivo, coleta, preparo e administracao (Sixel et al., 2008).

Segundo Albuquerque et al. (2006), esta forma de abordagem
etnodirigida consiste na selecdo de espécies de acordo com a indicacdo de
grupos populacionais especificos de plantas em determinados contextos de
uso, enfatizando a busca pelo conhecimento construido localmente a respeito
de seus recursos naturais e aplicacdo que fazem deles em seus sistemas de
saude e doenca.

A partir da década de 1990, houve um incremento significativo nas
pesquisas etnofarmacoldgicas, devido a teoria de que o sucesso na descoberta
de novos farmacos oriundos de fontes vegetais seria maior a partir de
pesquisas etnodirigidas (Albuquerque, 2006). Alguns exemplos confirmam essa
tendéncia. Slish et al. (1999) compararam a percentagem de confirmacao da
atividade biolégica, nesse caso monitorada por contragbes induzidas em
musculo liso, apresentada por espécies acessadas de forma etnodirigida e com
espécies coletadas de forma randémica. Os resultados mostraram que, pelo
estudo etnodirigido, o efeito observado foi positivo para 13% das 31 amostras
acessadas; enquanto que, para o estudo aleatério, nenhum efeito foi observado
em 32 amostras analisadas, indicando assim, a maior possibilidade de sucesso
ao se buscar compostos bioativos de plantas quando se faz o acesso do
patrimdnio genético pela estratégia etnodirigida. Khafagi e Dewedar (2000)
pesquisaram plantas com efeito vasoativo, também comparando os resultados
de amostras acessadas de forma etnodirigida com aquelas obtidas de forma
randdémica. Das espécies etnodirecionadas, 83,3% apresentaram algum efeito
relaxante no tecido vascular, enquanto que das espécies escolhidas de forma
randoémica, 41,7% apresentaram tal propriedade.

Tendo em vista o0s resultados promissores da pesquisa
etnofarmacologica, deve-se ressaltar a importancia do seu rigor metodoldgico e

suas implicacdes éticas, no contexto das discussdes atuais sobre o0 acesso a



conhecimentos associados a biodiversidade brasileira e retorno de resultados

das pesquisas (Albugquerque, 2006).

1.3. Hepatotoxicidade

O figado é o 6rgdo mais volumoso do corpo humano, pesando cerca de
1.400 a 1.600g em no adulto, correspondente a aproximadamente 2,5% do
peso corporal. Situa-se no quadrante superior direito da cavidade abdominal,
junto a superficie inferior do diafragma (Oliveira, 2007).

A unidade funcional deste 6rgdo é o l6bulo hepatico, uma estrutura de
forma poliédrica com 0,8 a 2 mm de didmetro. No I6bulo hepético, os
hepatocitos se dispdem em laminas continuas e unicelulares que se distribuem
de forma radial partindo da veia centro-lobular (Guyton e Hall, 2002).

No local de jungdo entre os I6bulos ha um conjunto de estruturas
denominado espaco-porta, composto por um ramo da veia porta, um ramo da
artéria hepatica, um ducto biliar e vasos linfaticos, envolvidos por uma bainha

de tecido conjuntivo (Junqueira e Carneiro, 1995).

Figura 1 — Localizacdo e anatomia do figado humano

A maior parte do sangue que chega ao figado é oriundo da veia porta,
levando o material absorvido pelos intestinos, com excecdo de parte dos

lipidios, que é transportada pela via linfatica (Junqueira e Carneiro, 1995).



Do espaco-porta, 0 sangue venoso e arterial é distribuido para a rede de
vasos sinusodides que ocupam 0 espaco entre as laminas de hepatdcitos. O
sangue percorre 0s sinusoéides e € recolhido pela veia centro-lobular (ramo
inicial da veia hepatica), de onde flui para a veia cava inferior (Junqueira e
Carneiro, 1995).

O figado é um 6rgdo que desempenha varias fun¢cdes como o
metabolismo de substancias cujos metabdlitos gerados séo transportados para
outras partes do organismo. O 6rgao desempenha também funcdes especificas
para o organismo no metabolismo de macronutrientes (carboidratos, proteinas
e lipidios), e no armazenamento de micronutrientes como vitaminas e ferro
(Guyton e Hall, 2002; Klover e Mooney, 2004). Além disso, é o principal érgéo
envolvido na biotransformacdo e eliminacdo de compostos quimicos de
natureza exdgena e enddgena, aos quais 0 organismo esta constantemente
exposto (Oliveira, 2007). Entre os compostos exdgenos estdo os farmacos,
poluentes ambientais e outros (Hodgson e Rose, 2007). Quando a exposi¢céo a
tais fatores supera a capacidade de seu metabolismo, o resultado é a injuria
hepatica, que pode ser hepatocelular ou no sistema biliar (Setty et al., 2007).

No Brasil, as doencas gastroenteroldgicas representam a 7% causa de
mortalidade, sendo a cirrose hepéatica a primeira causa de 6bito deste grupo de
doencas. Estima-se que, nos Estados Unidos, nas ultimas trés décadas, cerca
de quatro milhdes de pessoas tenham sido infectadas por diferentes tipos de
hepatite, com o0 numero de casos novos mantendo-se, atualmente, em torno de
30 mil por ano. Para o0 mundo como um todo, a OMS estima a existéncia de
cerca de 170 milhdes de portadores cronicos de hepatite (Passos, 2003).

Muitos medicamentos empregados rotineiramente na pratica clinica
podem apresentar como reacao indesejavel a agressdo ao figado, o que
poderd limitar seu uso e 0s beneficios esperados. O dano hepéatico induzido por
medicamentos pode ser hepatocelular, o que se traduzird por aumento das
enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT) devido ao
extravasamento destas enzimas citoplasmaticas; ou colestatico, o que levara
ao aumento de bilirrubinas, da fosfatase alcalina e da gama-glutamil
transferase (y-GT). Além disso, o dano hepatico estd frequentemente
associado a necrose celular, aumento da peroxidacao lipidica e deplecdo dos
niveis teciduais de glutationa (GSH) (Bertolami, 2005; Setty et al, 2007).
Existem alguns mecanismos que podem ser desencadeados pelos
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medicamentos que, dependendo da relacdo dose-resposta, podem induzir a
alteracdes hepéticas em diversos niveis celulares, como por exemplo, reacfes
envolvendo as enzimas do citocromo P-450 que podem alterar a homeostase
do célcio intracelular culminando com a lise celular, alteracdes nas proteinas de
transporte da membrana canalicular e a interferéncia no fluxo biliar levando a
colestase intra-hepatica. A biotransformacao de farmacos no figado também
pode gerar produtos que desencadeiam resposta imune indesejada
(citotoxicidade mediada por anticorpos), com estresse oxidativo resultante da
agressao as mitocondrias pelo farmaco, o qual pode desregular a oxidacéo dos
acidos graxos e a producgdo de energia na célula. Esse evento pode resultar na
elevacdo do metabolismo anaerébio, produzindo acidose latica e acumulo de
triglicerideos das células (esteatose hepatica) (Lee, 2003; Jaeschke et al.,
2002).

1.4. Parametros bioquimicos para andlise de hepatotoxicidade

Como ja foi mencionado, o tecido hepatico submetido a estimulos
nocivos pode sofrer danos funcionais ou estruturais, transitérios ou
permanentes, dependendo da for¢a e da duracdo do estimulo. Nesse sentido, o
paracetamol tem sido usado em diversos modelos experimentais para inducao
de hepatotoxicidade em animais, pois pode levar a danos como cirrose,
proliferacdo celular hepatica e necrose celular (Khatri et al., 2009). Existem trés
vias de metabolismo para o paracetamol ingerido, sendo essas, a sulfatagéo,
glicuronidacdo e metabolismo pelo sistema enzimatico do citocromo p-450. Os
dois primeiros processos sao responsaveis por cerca de 90% do metabolismo
da droga, enquanto o terceiro, por aproximadamente 5%, estando este
relacionado com a overdose, pois quando o paracetamol é ingerido em
excesso, as vias de glicuronidacdo e sulfatacdo tornam-se saturadas. O
metabolismo via citocromo p-450 produz a N-acetil-p-benzoquinona imina
(NAPQI), a qual €& diretamente toxica ao figado. Normalmente ela €
destoxificada pelo figado por acdo da glutationa (GSH), com a formacédo do
conjugado paracetamol-GSH. Porém, quando a NAPQI excede a capacidade
de destoxificacdo da GSH, aquela se liga covalentemente as proteinas dos

hepatocitos causando a morte celular e as subsequentes disfuncées hepéticas,



sendo esse evento refletido por alteracbes nos testes de funcdo hepética
(Bartlett, 2004; Mladenovic et al., 2009).

Embora as funcdes hepéticas afetem os niveis séricos de muitos
metabolitos, alguns testes correlacionam-se muito bem com a integridade
funcional e estrutural do figado, sendo essas determinacdes
convencionalmente denominadas testes da funcdo hepatica. Dentre esses
testes destacam-se niveis seéricos de albumina (capacidade de sintetizar
proteinas), aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT)
(integridade hepatocelular) e fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil
transferase (y-GT) (sistema hepatobiliar) (Abrah&o, 2007).

AST e ALT catalisam a transferéncia dos amino-grupos de aspartato e
alanina, respectivamente, para o alfa-cetoglutarato formando piruvato ou
oxalacetato e glutamato, respectivamente (Ozer et al., 2008). Geralmente estas
enzimas sdo avaliadas para o diagnostico de lesdo aos hepatécitos, pois sua
liberagdo através da membrana plasmética danificada eleva seus niveis na
circulacao sistémica. Acredita-se que a ALT seja o indicador mais especifico da
lesdo hepatica, uma vez que a AST, apesar de estar associada com a
toxicidade hepatica, pode aparecer elevada em enfermidades de outros 6rgaos,
como coracdo e musculo esquelético (Oliveira, 2004). Além disso, a ALT em
ratos possui meia-vida mais longa (~40-60 horas) do que a AST (~12 horas)
(Ramaiah, 2007), o que possibilita a deteccao de injuria hepatocelular aguda e
sub-aguda pela avaliacdo da ALT, uma vez que os niveis de AST podem voltar
rapidamente ao normal.

Novas formas de mensuracdo da ALT para um diagndéstico mais
especifico de hepatoxicidade tém sido propostas, minimizando a ocorréncia de
resultados falsos positivos. Ozer et al. (2008) propdem a avaliacdo separada
das isozimas ALT1 e ALT2, uma vez que foi identificada imunorreatividade (IR)
para ALT1 em hepatdcitos, células do epitélio tubular renal e células epiteliais
das glandulas salivares, enquanto que para ALT2, a IR foi detectada no cortex
da glandula adrenal, neurbnios, midcitos cardiacos, fibras musculares
esqueléticas e pancreas enddécrino (Lindblom et al., 2007).

J4 as enzimas FA e y-GT mostram pequena atividade em tecido
hepatico normal, mas se elevam em uma grande quantidade de transtornos
que afetam a drenagem da bile, como no caso de obstru¢des que blogqueiam o

seu conduto normal ou enfermidade hepatica causada por &lcool ou
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medicamentos, que bloqueiam o fluxo da bile nos canaliculos dentro do figado.
Desta forma, quando o fluxo da bile é prejudicado ha um aumento na sintese
de FA e y-GT em poucas horas, e elas sao entéo liberadas na circulagdo por
mecanismos ainda desconhecidos. A y-GT hepatica esta localizada
particularmente nas células epiteliais dos ductos biliares. Possui mdultiplas
fungcbBes cataliticas, incluindo a transferéncia de grupos y-glutamil para
aminoacidos e peptideos, e degradacdo da glutationa tornando-a disponivel
como fonte de cisteina para sintese protéica (Oliveira et al., 2000; Ozer et al.,
2008). J4 a FA esta associada as membranas celulares em diversos tecidos;
no figado esta localizada principalmente nos canaliculos biliares e células
epiteliais dos ductos biliares. E responsavel pela hidrélise de monofosfatos em
pH alcalino (Ramaiah, 2007). Como ela pode ser encontrada em outros 0rgaos
(ossos, placenta e intestino), sua avaliacdo é realizada em conjunto com a y-
GT para assegurar que o aumento da FA provém verdadeiramente do sistema
biliar ou do figado (Oliveira, 2004). Em humanos, niveis aumentados de FA tém
sido associados com colestase induzida por drogas. Em ratos, a atividade da y-
GT é considerada um marcador confiavel para colestase quando comparada a
atividade da FA (Ozer et al., 2008).

1.5. Extratos vegetais com acao antihepatotoxica

Atualmente, vérias drogas convencionais ou sintéticas usadas no
tratamento de doencas hepaticas apresentam inconveniéncias para 0 usuario e
algumas vezes podem ter sérios efeitos colaterais, 0 que torna necessario a
busca de novos farmacos que atuem sobre patologias do figado (Rao et al.,
2006).

Como anteriormente mencionado, 0 uso das plantas faz parte da cultura
de vérias populacdes, desde aquelas que ainda mantém costumes antigos até
o homem atual que tem acesso aos grandes avancgos tecnoldgicos. De acordo
com a OMS, 80% da humanidade dependem da medicina tradicional para
tratamento de doencas. Isto corresponde a aproximadamente cinco bilhdes de
pessoas e, ainda 85% desta medicina tradicional envolvem o uso de extratos
vegetais (David et al., 2004).

Na medicina tradicional de diferentes paises existe o emprego de drogas

vegetais no tratamento de doencas hepaticas. Nesse contexto, ha relatos na
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literatura nacional e internacional sobre a utilizacdo de plantas com atribuicdo
de efeito hepatoprotetor (profilatico) ou antihepatotéxico (curativo), porém a
maioria delas ainda ndo tem sua eficacia cientificamente comprovada. A
investigacdo cientifica de algumas dessas drogas vegetais tem levado a
constatacdo de atividade hepatoprotetora/antinepatotéxica, indicando uma
promissora fonte para a descoberta de novos farmacos com aplicacdo em
doencas hepaticas (Rao et al., 2006; Achliya et al., 2004).

Setty et al (2007) avaliaram a atividade hepatoprotetora da espécie
Calotropis procera em ratos sob injuria hepética induzida por paracetamol e
verificaram que o0 extrato etandlico das flores da planta reduziu
significativamente os elevados niveis sanguineos de AST, ALT, fosfatase
alcalina, bilirrubina e colesterol, indicando que a administracdo prévia do
extrato estudado foi capaz de proteger o figado dos agravos causados pelo
paracetamol.

Porchezhian e Ansari (2005) verificaram efeito hepatoprotetor
significativo ao estudar a espécie Abutilon indicun. Ao induzir dano hepatico
com tetracloreto de carbono (CCl,;) em ratos e tratad-los com extrato agquoso das
folhas da planta, observaram importante redu¢cdo dos niveis sanguineos de
AST, ALT, fosfatase alcalina, bilirrubinas direta e total e aumento dos niveis de
GSH no tecido hepatico. Sanmugapriya e Venkataraman (2006) também
estudaram efeito hepatoprotetor em modelo de dano induzido por CCl, em
ratos. Eles testaram o extrato aquoso das sementes de Strychnos potatorum e
verificaram que nos grupos tratados com a planta, o0 aumento das enzimas
séricas provocado pelo CCl, foi atenuado e os cortes histoldgicos dos mesmos
nao apresentaram necrose celular.

Em modelo experimental desenvolvido por Kumar e colaboradores
(2004), o dano hepatico em ratos foi induzido por paracetamol e tioacetamida.
Os animais foram tratados com extrato alcoolico das folhas de Trianthema
portulacastrum e foram avaliados os parametros bioquimicos sanguineos AST,
ALT, fosfatase alcalina, bilirrubina sérica e proteinas totais. Em ambos os
grupos, houve reducao significativa de todos os parametros elevados induzidos
por paracetamol e tioacetamida e aumento nas proteinas totais.

Jain et al. (2008) avaliaram também em ratos com hepatotoxicidade
induzida por CCl,, os efeitos hepatoprotetor e antioxidante de extratos alcodlico

e aquoso de folhas de Mormodica dioica. Foram verificados melhores
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parametros bioquimicos sanguineos em todos os grupos teste, principalmente
naqueles tratados com extrato alcodlico, sendo o resultado também
evidenciado nos cortes histolégicos.

Bolkent et al (2005) estudaram o papel do extrato aquoso de Melissa
officinalis em figados de ratos hiperlipidémicos. Verificaram melhora nos
parametros bioquimicos de avaliacdo da atividade hepatica, redugédo dos niveis
de colesterol sérico e lipidios totais, aumento dos niveis séricos de GSH e
reducao da peroxidacéo lipidica.

Em relacdo as plantas usadas popularmente no Brasil, sdo algumas
associadas ao tratamento de doencas hepaticas: Baccharis trimera, Peumus
boldus, Passiflora sp., Spiranthela odorantissima, Erythrina verna, Strychnos
pseudoquina, Anona squamosa, Maytenus ilicifolia, Plecranthus gratissima,
Portulaca pilosa, Strychnos pseudoquina, entre muitas outras (Luz, 2001;
Souza e Fefili, 2006). Souza e Felfili (2006) estudaram o uso de plantas
medicinais na regido de Alto Paraiso no estado de Goiés, e verificaram que a
populacdo do municipio utiliza plantas medicinais, seja para enfermidades
cotidianas, seja para trabalhos terapéuticos alternativos e por médicos
naturalistas. Para uma parte das plantas relatadas é atribuido algum efeito
benéfico ao sistema hepatico, como por exemplo, Artemisia verlotorum (males
do figado em geral), Carduus benedictus (ictericia), Phyllanthus niruri (calculos
biliares), Amburana cearensis (males do figado em geral e ictericia), Croton
adenodontus (ma digestao) e Erythrina verna (males do figado em geral).

Apesar da extensa utilizacdo de cascas, raizes e folhas de plantas com
atribuicbes medicinais, esta pratica ainda carece de pesquisas que comprovem

sua seguranca e sua eficacia.

1.6. Strychnos pseudoquina A. St.-Hil

Espécies vegetais do género Strychnos, da familia Loganiaceae, tém
relato de uso na medicina tradicional de diversos paises da América de Sul e
Central, sendo algumas delas popularmente conhecidas como “quina”, nome
esse atribuido oficialmente (Farmacopéia Brasileira) a espécies da regido
amazonica pertencentes ao género Cinchonas spp.. Diferentes espécies
conhecidas como quina sdo usadas popularmente pelos seus efeitos

antimalarico, ténico, afrodisiaco, antitérmico e anti-anémico, tendo essas
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atividades atribuidas principalmente a classe de metabdlitos secundarios
conhecida como alcaldides quinolinicos (Pinheiro et al., 2004; Leite, 2008).

O género Strychnos é constituido por cerca de 150 a 200 espécies, que
ocorrem praticamente em todo o planeta, mas especialmente nas Américas do
Sul e Central, na Africa, na Asia e na Austrélia (Aimi et al., 1989). Sdo espécies
encontradas predominantemente na forma de cipds ou arbustos de pequeno
porte (Lorenzi, 1998). Apenas a espécie S. pseudoquina, nativa da América do
Sul, se apresenta como uma arvore de meédio porte, tendo a sua altura
variando de 3 a 5 m de altura (Silva et al., 2005).

O Brasil € um dos centros de diversidade de espécies do género
Strychnos, onde sé@o encontradas cerca de 62 espécies das 71 registradas para
a América. So para a regiao amazonica, Ducke (1955) registrou a presenca de
43 espécies.

Uma importante classe de metabdlitos secundérios conhecida de
algumas espécies do género Strychnos € a dos alcaldides (Philippe et al.,
2004), ja identificado em algumas espécies como Strychnos nux-vomica
(Sefcovic et al., 1968; Bisset, 1976; Baser e Bisset, 1982; Gadi-Biala et al.,
1996), Strychnos ignatii (Bisset e Walker, 1974; Bratati e Bisset, 1990),
Strychnos wallichiana (Bisset, 1976), Strychnos lucida (Shaw e De la Lande,
1948; Bisset, 1976), Strychnos icaja (Kambu et al., 1980), Strychnos tabescana
e Strychnos panamensis (Marini- Bettolo et al., 1972).

Embora algumas espécies sejam toxicas, muitas vém sendo utilizadas
popularmente para diversas afec¢fes. A maioria das espécies usadas na
medicina popular emprega o cha das folhas ou cascas (Angenot et al., 1990;
Frederich et al., 2000).

A Strychnos pseudoquina St. Hil. (Figuras 2 e 3) é nativa do cerrado
brasileiro e usada na medicina popular para tratamento de doencgas hepaticas e
gastricas, febres e maléria (Andrade-Neto et al., 2003).
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Figura 2 - Strychnos pseudoquina St. Hil.

Figura 3 - Strychnos pseudoquina St. Hil (planta seca).

Estudos fitoquimicos realizados nesta espécie tém demonstrado a
presenca de alcalbides e flavonéides (Nicoletti et al., 1984; Silva et al., 2005).
Ja foram identificados nessa espécie alcaldides bisnorhidroxitixiferina, diabolina
e 1l1-metoxidiabolina, como também, dos flavondides isoramnetina e
estricnobiflavona (Delle-Monache et al., 1969; Nicoletti et al., 1984). Outro
estudo demonstrou que, apesar do seu nome popular de “quina” estar
associado a algumas plantas usadas tradicionalmente para o tratamento de
malaria, ndo foi evidenciada atividade antimalarica para extratos da planta,
sendo também ndo detectada a presenca do alcaldide quinina, presente em
outras espécies também conhecidas como quina (Andrade-Neto et al., 2003).

Apesar de muitos alcaldides terem demonstrado potencial biolégico,

exibindo atividades antimicrobiana e antitumoral (Frederich et al., 2000;
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Kingston et al., 1978), alguns desses sédo conhecidos por serem téxicos (Wang
e Peng, 1996; Mei et al., 2004; Ansah et al.,, 2005). Da mesma forma, os
flavondides, apesar de varios resultados indicarem atividade farmacoldgica e
benéfico potencial para a saude humana (Park et al., 2004; Toker et al., 2004),
muitos também séo descritos como possuidores de potencial mutagénico
(Suzuki et al., 1991). Nunes (2008) avaliou o potencial mutagénico de extratos
etandlicos de folhas e de cascas de S. pseudoquina, e verificou atividade
mutagénica para o extrato etandlico das folhas.

Apesar de ndo terem sido encontrados estudos sobre a S. pseudoquina
que avaliem seu efeito no metabolismo hepatico, alguns trabalhos que citam a
utilizacdo e/ou acdo de outras espécies da familia Loganiaceae em doencas
relacionadas ao figado estdo disponiveis (Sanmugapriya e Venkataraman,
2006; Estomba et al., 2006).

Como varias espécies do género Strychnos sao conhecidas por
conterem componentes potencialmente toxicos, faz-se importante também
conduzir investigacao especifica que vise avaliar a presenca de componentes

toxicos em extratos provenientes dessas plantas (Angenot et al., 1990).

1.7. Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum.

Segundo Pereira e Barbosa (2004), a familia Rubiaceae ocupa o quarto
lugar em diversidade entre as Angiospermas, sendo que no Brasil sdo
estimados cerca de 96 géneros. No mundo todo, abrange cerca de 637
géneros e aproximadamente 10.700 espécies que sao classificadas em quatro
subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae),
basicamente tropicais (Robbrecht, 1988). Os grupos de produtos naturais
biossintetizados caracteristicos destas subfamilias incluem iridoides, alcaldides
indolo-terpénicos, antraquinonas, triterpenos, e derivados de acidos fendlicos
(Trevisan et al., 1993).

Os estudos recentes sobre plantas do género Coutarea abordam
principalmente questdes pertinentes a distribuicéo, filogenia e ecologia (lvizi e
Aravjo, 1997; McDowell et al., 2003). Para a espécie Coutarea latiflora foi
detectada atividade antimalarica in vitro e hipoglicemiante (Barbosa-Filho et al.,

2005), bem como atividade hemolitica em seres humanos (Roca, 2003).
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Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum (Figuras 4 e 5), é conhecida
popularmente como murta-do-mato, também como quina, quina-branca, quina-
de-pernambuco, quina-do-pard, quina-do-piaui, quina-quina, quineira e outros.
Apresenta-se como uma arvore ou arvoreta, 3-5m altura, de tronco tortuoso e
copa globosa, com inflorescéncia résea, sendo usada bastante como planta
ornamental em paisagismo. E nativa do Brasil, amplamente distribuida em
regibes Umidas da Amazénia e Mata Atlantica. Na medicina popular, a casca
de sabor fortemente amarga, é usada contra febre intermitente, malaria,

paludismo, feridas e inflamacdes (Pereira & Barbosa, 2004).

Figura 4 - Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum.

Figura 5 - Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum (planta seca)

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de flavonoides (Reher et al.,
1983) e cumarinas (Aquino et al., 1988) em extratos de C. hexandra. Algumas
das cumarinas isoladas da C. hexandra também tém sido sintetizadas (linuma

et al., 1987; Lucena et al., 2006).
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O uso popular de casca de C. hexandra como abortiva foi avaliado em
ratas e foi observado efeito anti-fertilizante apos tratamento com a fracdo
acetato de etila desta casca enquanto a fracdo hexanica, embora néo tenha
apresentado efeito anti-fertilizante, interferiu no crescimento fetal e aumentou a
mortalidade intra-uterina (Almeida et al., 1990). Reabsorcéo fetal foi observada
na presenca do extrato etandlico da casca de C. hexandra (Almeida et al.,
1988) e atividade antiinflamatéria (Falcéo et al., 2005). O extrato aquoso da C.
hexandra administrado para camundongos e ratos por via oral, possui efeito
antiinflamataério e antinociceptivo em doses de 100, 200 e 400mg/kg mantendo-
se o0 volume administrado de 0,1 mL/10g de animal. O efeito antinociceptivo do
extrato aquoso ndo estd relacionado a ativacdo dos sistemas opidide e
adenosina e, a0 menos em parte, € devido a atuacdo no sistema nervoso
central (Lucena et al., 2006).

Estudos sobre a atividade antihepatotoxica da C. hexandra ainda nao
estdo disponiveis, porém, pesquisas que avaliam a atividade de outras
espécies da familia Rubiaceae no metabolismo hepético jA& se encontram
publicados (Sadasivan, et al., 2006; Ahmed, et al., 2001; Rao et al., 2006).

Apesar do extenso uso etnomedicinal de preparados com cascas e
folhas de C. hexandra no tratamento de doencas hepéticas, ndo foram

encontrados na literatura estudos que avaliem esta atividade da espécie.

1.8 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antihepatotoxico
de extratos de cascas e folhas provenientes de duas espécies vegetais
popularmente conhecidas como quina, Strychnos pseudoquina e Coutarea

hexandra.

1.8.1 Objetivos especificos

- Avaliar a acdo antihepatotoxica de extratos etanodlicos de cascas e folhas de
Strychnos pseudoquina e de Coutarea hexandra em ratos com injarias

hepaticas induzidas por paracetamol, monitorando-se parametros bioquimicos

e histomorfométricos;
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- Realizar a prospeccao fitoquimica preliminar dos extratos etandlicos de
cascas e folhas de Strychnos pseudoquina e Coutarea hexandra;
- Avaliar o potencial antioxidante dos extratos etandlicos de cascas e folhas de

Strychnos pseudoquina e Coutarea hexandra em diferentes concentracoes.
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CAPITULO 1

Avaliacéo da eficacia de extratos de folhas e cascas de
Strychnos pseudoquina A. St.-Hil contra hepatoxicidade aguda

induzida em ratos
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Avaliacdo da eficacia de extratos de folhas e cascas de Strychnos

pseudoquina A. St.-Hil contra hepatoxicidade aguda induzida em ratos

Resumo

Diferentes partes da planta Strychnos pseudoquina A. St.-Hil.
(Loganiaceae), nativa do cerrado brasileiro, sdo utilizadas na medicina popular
brasileira, principalmente para tratamento de desordens hepaticas. O objetivo
do presente estudo € avaliar o efeito antihepatotdxico de extratos etandlicos de
cascas e folhas em diferentes doses (100, 200, 300 mg/Kg peso corporal,
oralmente) de Strychnos pseudoquina contra a hepatotoxicidade induzida por
paracetamol em ratos. Parametros bioquimicos como aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), albumina (ALB),
fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (y-GT), foram avaliados. As
observacfes bioguimicas foram suplementadas com exames histolégicos de
secbes de figado dos ratos. Os resultados dos parametros bioquimicos
permitem sugerir que o0s extratos de cascas (100 mg/Kg) e de folhas (200
mg/Kg) apresentam possivel efeito colerético ou colagogo, com diminuicdo
significativa nos niveis de FA e y-GT, embora ndo tenha sido observado
diferenca significativa na reversdao da injuria hepatocelular induzida por
paracetamol nas doses administradas. No entanto, pelos resultados obtidos
dos parametros bioquimicos, com respaldo do estudo histolégico, pode-se
observar que a administracdo do extrato das folhas de S. pseudoquina agravou
0 quadro de injdria hepatocelular induzida por paracetamol, principalmente pelo
aumento do numero de hepatdcitos com depdsitos de lipidios e de sinuséides.
Ja essa acao nao foi observada para o extrato das cascas, que, pela analise
dos dados histolégicos, ndo se verificou diferenca entre as doses administradas
desse extrato com o grupo controle. Os extratos também exibiram atividade
sequestrante de radicais livres pelo teste do DPPH, sendo essa atividade maior
para as cascas. Esse estudo sugere que possivel efeito dos extratos sobre o
figado poderia ser atribuido a presenca de compostos polifendlicos, como
flavondides e taninos nos extratos, sendo que no caso das cascas, compostos
alcaloidicos e cumarinicos também poderiam estar relacionados com a

atividade.
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Abstract

Different parts of the plant Strychnos pseudoquina A. St.-Hil.
(Loganiaceae), native to the Brazilian Cerrado, are used in popular Brazilian
medicine, principally for the treatment of hepatic disorders. The objective of the
present study was to evaluate the antihepatotoxic effect of bark and leaf ethanol
extracts from Strychnos pseudoquina at different doses (100, 200 and 300
mg/kg body weight, orally induced) against hepatotoxicity, inducted by
paracetamol in rats. Biochemical parameters such as aspartate
aminotransferase (AST), aloumin (ALB), alkaline phosphatase (FA) and gamma
glutamyl transferase (y-GT) were evaluated. Biochemical observations were
supplemented with histological exams of liver sections of the rats. Results from
the biochemical parameters suggested that bark (100 mg/kg) and leaf (200
mg/kg) extracts presented possible choleretic or cholagogic effects with
significant reduction of FA y-GT levels; nevertheless, no significant difference
was observed in the reversal of hepatocellular induced damage by paracetamol
at the administered doses. However, from the results obtained by the
biochemical parameters and supported by the histological study, it could be
observed that administration of the S. pseudoquina leaf extracts aggravated the
hepatocellular injury induced by paracetamol, principally by the increase in
number of hepatocytes with lipid and sinusoid deposits. This action was not
observed for bark extracts, which, from analysis of the histological data, showed
no difference between the doses administered with this extract and the control
group. The extracts also exhibited sequestering activity of free radicals from the
DPPH tests, with greater activity being observed from the bark. This study
suggested that possible extract effects on the liver may be attributed to the
presence of polyphenolic composts, such as flavonoids and tannins in the
extracts, whereas in the bark, alkaloidal and coumarin composts can also be

related to activity.
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1. Introducéo

Os recursos vegetais desempenham um papel importante na medicina
moderna, uma vez que biossintetizam metabdlitos secundarios que podem
interagir com receptores do organismo humano, exercendo agao terapéutica ou
toxicolégica. Assim, a investigacdo cientifica das propriedades medicinais das
plantas pode ser direcionada para a obtencdo de farmacos. A legislacdo
brasileira, pela sua Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2004), discrimina
duas formas de aproveitamento de plantas para o desenvolvimento de
medicamentos. A primeira trata-se do emprego do metabdlito secundario
purificado, passando esse a constituir o principio ativo de uma formulacdo
farmacéutica, recebendo a denominacdo de fitofarmacos. A segunda
possibilidade trata-se da obtencdo de fitoterdpicos, no qual se faz uso do
extrato vegetal bruto ou semi-purificado, de forma padronizada, cuja mistura
complexa de metabdlitos secundarios estard presente na formulacéo
(Ministério da Saude - Brasil, 2004). Aléem disso, na génese de novos farmacos,
os produtos naturais isolados de plantas podem ser utilizados como prototipo
para a sintese quimica, ou emprestarem seu esqueleto estrutural para a
realizacédo de modificagOes estruturais (Turolla e Nascimento, 2006).

Outro aspecto das plantas medicinais diz respeito ao seu emprego na
medicina popular, fazendo parte da cultura de varias populagdes tradicionais
brasileiras. Nesse contexto deve-se ressaltar que 0s conhecimentos empiricos
acumulados no passado sobre as propriedades medicinais das plantas, aliados
aos avancos cientificos mais recentes, podem contribuir para o
desenvolvimento de um instrumento terapéutico mais eficaz, seguro e de baixo
custo. No entanto, a investigacdo cientifica dessas praticas populares faz-se
importante, uma vez que as plantas medicinais também podem apresentar
efeitos adversos, toxicidade e contra-indicacdes de uso (Alexandre et al.,
2008).

Na medicina tradicional de diferentes paises existe o emprego de
fitoterapicos para o tratamento de doencas do figado. Sabe-se que o sistema
hepético esta envolvido na manutencédo de importantes funcées metabdlicas e
destoxificacdo de substancias exdgenas e enddgenas como drogas, infeccdes
virais e alcoolismo cronico. Quando a exposicdo a tais fatores supera a

capacidade de seu metabolismo, o resultado é a injuria hepatica (Setty et al.,
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2007). A investigacdo cientifica de algumas drogas vegetais popularmente
utilizadas tem levado a comprovacao de atividade antihepatotoxica, indicando
uma promissora fonte para a descoberta de novos farmacos com aplicacao em
doencas hepaticas (Rao et al., 2006; Achliya, et al., 2004). Além disso, na
pesquisa por espécies vegetais com acdo antihepatotoxica, estudos tém
associado essa atividade com a capacidade antioxidante dos extratos de
plantas, uma vez que 0s processos oxidativos podem estar envolvidos na
génese de algumas patologias hepaticas (Kumar et al., 2004; Bolkent et al.,
2005; Porchezhian e Ansari, 2005; Sanmugapriya e Venkataraman, 2006; Setty
et al., 2007; Jain et al., 2008).

No Brasil, algumas espécies conhecidas como quina, pertencentes ao
género Sthychnos, familia Loganiaceae, sdo empregadas na medicina popular,
que as apontam como fonte promissora de tratamento de doencas hepaticas,
embora algumas destas espécies sejam toxicas (Botsaris, 2007). Dentre estas,
as cascas do caule de S. pseudoquina A. St.-Hil., conhecida popularmente
como quina-mineira ou quina-do-cerrado, apesar de ser amplamente utilizada
na medicina popular para o tratamento de doencas hepaticas e problemas
estomacais, ndo foram encontrados relatos na literatura que comprovem a
eficicia dessa acado (Almeida et al., 1998; Silva et al., 2005).

A S. pseudoquina € nativa do bioma cerrado brasileiro, sendo
encontrada nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Goias, Mato Grosso do
Sul e Tocantins. Trata-se de uma arvore com cerca de 4 a 9 metros de altura e
tronco tortuoso, com até 40 cm de didmetro, casca bastante grossa e folhas
simples (Almeida et al., 1998).

Segundo Silva et al. (2005), a S. pseudoquina apresenta alcaldides e
flavondides em sua constituicdo, sendo atribuida atividade antiulcerogénica ao
extrato metandlico de suas folhas. Tendo em vista o seu uso popular
amplamente difundido para o tratamento de enfermidades hepaticas e a
escassez de estudos que comprovem sua eficacia neste sentido, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo fitoquimica, a atividade
antihepatotoxica in vivo, e a atividade antioxidante in vitro de extratos de
cascas e folhas de S. pseudoquina.

34



2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As cascas e folhas de S. pseudoquina foram coletadas no municipio de
Uberlandia no estado de Minas Gerais. O material foi coletado em bioma de
cerrado, em abril de 2007 e identificado pelo botanico André Furtado Carvalho.
Foram depositadas exsicatas no Herbario da Universidade Federal de
Uberlandia (HUFU 10936). As partes da planta foram separadas, secadas em
sala com circulacédo de ar e a temperatura ambiente, protegidas da incidéncia

direta de luz e, posteriormente, pulverizadas em moinhos de faca.

2.2. Preparo dos extratos

Os materiais vegetais secos de S. pseudoquina (400g de cada parte do
vegetal) foram submetidos a percolagédo exaustiva com etanol 92° e os extratos
concentrados sob pressao reduzida em evaporador rotatorio. Para completa
remocao dos solventes, os extratos etandlicos foram liofilizados, obtendo-se
82,8 g (20,7% p/p) e 84,4 g (21,1% p/p) de extratos secos de cascas e de

folhas, respectivamente.

2.3. Prospeccao fitoquimica preliminar

Os extratos etandlicos foram submetidos as analises fitoquimicas
preliminares para investigar as principais classes de metabdlitos secundarios,
0s quais podem estar relacionados as atividades atribuidas para essa planta na
medicina popular. Testes para identificacdo de triterpenos/esteroides,
compostos fendlicos, flavondides, taninos, cumarinas, antraguinonas,
glicosideos cardiotonicos, saponinas e alcaldides foram realizados por
cromatografia em camada delgada, utilizando-se folhas de aluminio cobertas
com silica gel GF254 (Merck ®) de espessura 0,25 mm e 20 cm de
comprimento, com diferentes sistemas de eluicdo. Os reagentes borrifados nas
folhas cromatograficas para identificar a presenca das classes de metabdlitos
foram o reagente de Lieberman-Burchard (esteréides/triterpenos); cloreto

férrico 1% (taninos); cloreto de aluminio 5% em etanol (flavonoides); solucéo
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etandlica de hidréxido de potassio 5% (cumarinas, fluorescéncia azul em
UVsesnm; derivados antraquindnicos, mancha vermelha); reagente de Kedde
(glicosideos cardiotbnicos); anisaldeido sulfdrico (saponinas); e reagente de
Dragendorff (alcaldides) (Wagner et al., 1984).

2.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando-se o
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) de acordo com Blois (1958).
Nesta forma, o radical DPPH® absorve luz ultravioleta na faixa de 517 nm, e
desaparece sob reducdo pelo composto antioxidante. Diferentes quantidades
(1,0; 10,0; 50,0; e 100,0ug) de cada extrato foram diluidas em 1,0 mL de
metanol, obtendo-se quatro diferentes solu¢des. De cada uma destas solugdes,
foi retirada uma aliquota de 0,3 mL, a qual foram adicionados 2,7 mL da
solucdo de DPPH® (0,07mM) preparada diariamente e armazenada em frasco
ambar e sob refrigeracao (4°C). Para os tubos controle, foram adicionados os
mesmos volumes de reagentes, porém no lugar do extrato foi utilizado somente
0 seu veiculo, metanol. A absorbancia a 517 nm foi mensurada com auxilio de
espectrofotometro marca T70+UV/VIS, 30 minutos apo6s o inicio da reacao.
Uma reducédo na absorbancia a 517 nm da solucéo mistura de extrato e DPPH*
indica aumento na sua atividade, a qual é dada como porcentagem de captura
do radical DPPH®. Cada determinacdo foi realizada em ftriplicata. A
porcentagem de DPPH® remanescente foi calculada a partir da equacéao:

% de captura do radical DPPH"® = [(Ac — AJ)/Ac] X 100%

Onde: A = Absorbancia do controle

A, = Absorbancia da amostra

2.5. Animais

Foram utilizados 48 ratos Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
machos, pesando em meédia 280g, com 60 dias de idade, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Vigosa. Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas de
polietileno com tampa metalica e assoalho forrado com maravalha (6 animais

por gaiola), cada uma correspondendo a um grupo de seis animais, mantidas
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em ambiente climatizado (25+2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo comercial (Labina - Purina®) e éagua “ad libitum”, no
Laboratorio Biofarmacos | da UFV.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG - Protocolo 122/2008).

2.6. Inducao de hepatotoxicidade com paracetamol

A hepatotoxicidade foi induzida por administracdo oral de paracetamol
na dose de 2g/kg de peso animal, dividida em cinco dias consecutivos. O
paracetamol foi administrado a todos os grupos de seis animais, exceto para o
grupo |, utilizado como controle. O grupo Il recebeu somente o paracetamol,
sem uso de extrato vegetal. Durante 30 dias ap0s a administracdo do
paracetamol os grupos GlIl a GVIII receberam os extratos de casca ou de

folhas, nas dosagens descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Grupos de animais testados com extratos etandlicos de S.

pseudoquina

Grupo Agente indutor de Extrato n Dose (mg de extrato /kg
hepatotoxicidade etandlico animal/dia)
Gl - - 6 -
Gl paracetamol - 6 -
Gl paracetamol cascas 6 100
GIv paracetamol cascas 6 200
GV paracetamol cascas 6 300
G VI paracetamol folhas 6 100
G Vi paracetamol folhas 6 200
G Vi paracetamol folhas 6 300

2.7. Avaliacdo da funcéo hepatica

Apods 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados por inalagéo
de CO; (ap06s 12 horas de jejum) e o0 sangue, retirado por puncao cardiaca, foi

centrifugado por 15 minutos a 7100 x g para separacdo do soro e utilizado para
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as estimacdo de parametros bioquimicos. Todas as analises no soro foram
realizadas em equipamento de dosagens multiparamétrico de bioquimica
(Alizé) utilizando kits da marca BIOCLIN®

2.7.1 Andlises de transaminases séricas e de albumina

As atividades de aspartato aminotransferase (AST) e de alanina
aminotransferase (ALT) foram estimadas segundo Bergmeyer et al. (1976) e
expressas em U/L, de forma a avaliar a capacidade dos extratos de
regeneracdo da integridade hepatocelular. As dosagens de albumina (ALB)
foram realizadas segundo método de Doumas et al. (1971) e os resultados

expressos em g/dL.

2.7.2. Andlise de fosfatase alcalina e de gama-glutamil transferase

As atividades de fosfatase alcalina (FA) e de albumina e gama-glutamil
transferase (y-GT) foram estimadas de forma a avaliar a acdo dos extratos
sobre o sistema hepatobiliar. A atividade enzimatica de ambas as enzimas foi
expressa por U/L (Dimov e Kulhanék, 1967; Bretaudiére et al., 1977).

2.7.3. Andlises histologicas

Foram coletados fragmentos do figado de trés animais por grupo e
fixados em solucdo de formol a 10% tamponado. Os fragmentos foram
desidratados em série crescente de alcoois 70 a 100%, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina histolégica. Em seguida foram feitos cortes de 5 um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE). Dez campos aleatdrios
em cada corte histolégico foram fotografados para caracterizacao do fragmento
e posteriores analises morfométricas.

2.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em valores de média + erro padréo, e
foram realizadas analises estatisticas descritivas e analises de variancia
(ANOVA), seguida por testes de comparacdo de médias. Para avaliacdo do

efeito antioxidante dos extratos utilizou-se teste t (P<0,05); para andlise dos
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resultados dos testes bioquimicos utilizou-se teste de Dunnet (P<0,05); os
resultados histolégicos foram avaliados pelo teste de Dunnet ou teste de
Kruskal Wallis conforme a distribuicAio normal ou n&o dos dados,

respectivamente (P<0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1. Andlise fitoquimica por cromatografia de camada delgada (CCD)

A Tabela 2 mostra os resultados da prospeccéo fitoquimica dos extratos

etandlicos de cascas e folhas de S. pseudoquina.

Tabela 2 - Prospeccéao fitoquimica por CCD dos extratos etanélicos de folhas e

cascas de S. pseudoquina

Classe de metabdlitos Extratos de Extratos de
secundarios cascas folhas
Cumarinas + -

Antraquinonas - -

Triterpenos e esterdides + +
Saponinas - -
Flavondides + +

Heterosideos cardiotonicos - -
Taninos + +

Alcaldides + -

CCD: Cromatografia de camada delgada.

Na prospeccao fitoquimica preliminar de grupos de metabdlitos
secundarios nos extratos etandlicos das cascas e folhas de S. pseudoquina
ndo foi detectada a presenca de antraquinonas, saponinas e de heterosideos
cardiotonicos. A deteccdo de triterpenos/esterdides, flavondides e taninos foi
positiva nos extratos de cascas e folhas. Foi detectada presenca de cumarinas
e alcaléides apenas nas cascas de S. pseudoquina, o que pode refletir variacdo
na atividade terapéutica da planta ao se utilizar extratos provenientes de cada
uma dessas partes. Vale ressaltar que, estudos etnofarmacolégicos sobre o
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emprego de S. pseudoquina apontam a casca como principal farmacégeno

desta planta a ser utilizado nas preparacdes caseiras (Botsaris, 2007).

3.2. Atividade antioxidante dos extratos

Os resultados da capacidade antioxidante dos extratos etandlicos das
cascas e folhas de S. pseudoquina estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade sequestrante (%) do radical DPPH de extratos etandlicos de

cascas e folhas de S. pseudoquina em diferentes concentragdes, com respectivo ICsg

Extrato 1Cs0
. lpg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
etandlico (ng/mL)
Cascas 1,32 +0,25%  6,42+0,37° 19,71+0,37° 59,95+0,47° 89,09
Folhas 2,42 +0,69° 556+0,70° 21,51+0,52* 39,19+0,89° 128,04

ICso=quantidade em massa de extrato necessdaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do

radical DPPH. As analises foram feitas em triplicata e os resultados estdo expressos na forma de
média + erro padrdo. Médias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes
(P <0,05).

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Na andlise dos resultados da capacidade antioxidante considerou-se 0s
valores de ICsp, sendo observado que o extrato de cascas apresentou atividade
antioxidante 1,44 vezes maior do que o extrato de folhas de S. pseudoquina. A
acdo antioxidante encontrada nos extratos avaliados pode ser atribuida a
presenca de alguns compostos naturais identificados pela CCD, como
flavondides e taninos.

Galvez et al. (1995) avaliaram a atividade antioxidante de varios
flavondides sobre a peroxidacdo de membrana de células de figado de rato
induzidas pelo sistema ndo enzimatico (sistema acido ascorbico-Fe2") e pelo
sistema enziméatico (acido araquiddnico). Todos os flavondides testados foram
capazes de inibir a peroxidacao lipidica, induzida pelos dois sistemas. Outros
estudos sugerem que a administracdo oral de flavondides em ratos pode
proteger o figado contra faléncia do 6rgdo por melhora da atividade
antioxidativa hepética. Além disso, também pode exercer acdo hepatoprotetora
e ainda ser utilizada na prevencdo do desenvolvimento de fibrose hepatica
(Lee, 2003; Su, 2003).
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3.3. Efeitos dos extratos sobre AST, ALT e de ALB

Todos os tratamentos foram comparados ao grupo que recebeu somente
paracetamol (Gll). A administracdo de paracetamol elevou os valores dos
pardmetros sanguineos AST e ALT no grupo que recebeu somente
paracetamol (Gll) em relagdo ao grupo controle sadio (Gl), apesar desse
aumento nao ter sido significativo estatisticamente (P <0,05). J4 os teores de

ALB sofreram uma reducédo significativa no grupo I, sendo esta redu¢cdo um

indicativo de lesdo hepética. Estes resultados sdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Efeito da administracdo dos extratos etandlicos de cascas e folhas de

S. pseudoquina nos parametros soroldgicos de AST, ALT e ALB

% de % de % de
AST (U/L) variagdoda ALT (U/L) variacdo da ALB variacdo da
Grupo AST em ALT em (g/dL) albumina
relacdo ao relacdo ao em relacéo
Grupo Il Grupo Il ao Grupo Il
Gl 47,6 +4,6° - 33,0+5,0° - 48+0,1° -
Gl 56828 - 36,829 - 4,4 +0,02° -
Glll 83,3+11,4% + 46,65 42,6+25" + 15,76 4,8 +0,08° + 9,09
GIV  753%125° + 32,57 45,0 +3,0° +22,28 4,8+0,1° +9,09
GV  793%23 + 39,61 46,6 +2,9° + 26,63 4,4 £0,4a 0,0
GVI 86,3 + 6,5° +51,93 49,0 #1,1% + 33,15 4,8 +0,04° + 9,09
GVIl  91,0+6,9° + 60,21 453 +2,4° + 23,09 5,1 0,07 +15,9
GVIIl 76,336 + 34,33 40,0+0,8° + 8,69 5,1+0,07° +15,9
G I: controle sem paracetamol. G Il: controle com paracetamol. G lll: paracetamol + extrato de cascas

(100mg). G IV: paracetamol + extrato de cascas (200mg). G V: paracetamol + extrato de cascas (300mg). G
VI: paracetamol + extrato de folhas (100mg). G VII: paracetamol + extrato de folhas (200mg). G VIII:

paracetamol + extrato de folhas (300mg). Os resultados estéo expressos em valores de média * erro-padréo.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente do grupo Il (P<0,05).

Foi observada elevacéo significativa do parametro ALB nos grupos que
receberam extrato de cascas nas doses de 100 e de 200mg/kg (Glll e GIV), e
nos grupos que receberam extrato de folhas nas trés doses testadas, 100, 200
e 300 mg/kg (GVI, GVII e GVIII).

A albumina é sintetizada exclusivamente pelos hepatdcitos (Santos,
2003), e a redugdo no seu nivel sérico pode refletir desordens na sintese
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protéica hepatica. Alteragcdes em seus niveis sanguineos ocorrem em cerca de
70-80% dos casos de perda significativa da funcdo hepética. No entanto, sua
avaliacdo no diagndstico de hepatopatias deve ser feita em conjunto com
outros parametros especificos de funcdo hepatica, uma vez que ela pode ser
alterada por causas diversas (Ramaiah, 2007).

Ja em relacdo as transaminases, verificou-se que, nos grupos tratados
com extrato de cascas, houve elevacao significativa na enzima AST no grupo
que recebeu a dose de 100mg/kg (Glll). Nos grupos que receberam extratos de
folhas houve elevacao significativa nas dosagens sorolégicas das enzimas AST
e ALT no grupo tratado com a dose de 100mg/kg (GVI) e elevacdo da AST no
grupo que recebeu 200mg/kg (GVII).

AST e ALT catalisam a transferéncia dos grupamentos aminos de
aspartato e alanina, respectivamente, para o a-cetoglutarato formando piruvato
ou oxalacetato e glutamato, respectivamente (Ozer et al., 2008). Geralmente
estas enzimas sdo avaliadas para o diagnostico de lesdo nos hepatdcitos, pois
sua liberacdo através da membrana plasméatica danificada eleva seus niveis na
circulacdo sistémica. Acredita-se que a ALT seja o indicador mais especifico da
lesdo hepatica, uma vez que a AST, pode aparecer elevada em enfermidades
de outros érgdos, como coracdo e musculo esquelético (Oliveira, 2004). Além
disso, a ALT em ratos possui meia-vida mais longa (~40-60 horas) do que a
AST (~12 horas) (Ramaiah, 2007), o que possibilita a deteccdo de injuria
hepatocelular aguda e sub-aguda.

No presente trabalho, as eleva¢des ocorridas nestes dois parametros
sugerem que 0S extratos vegetais administrados aos grupos que receberam
extrato de cascas 100mg/kg e de folhas nas doses de 100 e 200mg/kg né&o
foram capazes, nestas doses, de reverter os danos hepaticos causados pelo
paracetamol quanto aos parametros sanguineos. Por outro lado, deve-se
destacar a elevacgao significativa dos teores de albumina nos grupos Glll e GIV,
tratados com extrato de cascas e nos grupos GVI, GVII e GVIII, tratados com
extrato de folha. Esta elevacdo pode ser um indicativo de recuperacdo da

capacidade de sintese protéica pelo figado.
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3.4. Efeitos dos extratos sobre fosfatase alcalina e gama-glutamil transferase

Como mostrado na Tabela 5, houve redugao significativa das enzimas
FA e y-GT nos grupos de animais que receberam extrato de cascas a
100mg/kg e de folhas a 200mg/kg.

Tabela 5 - Efeito da administracdo de extratos etandlicos de cascas e folhas de S.
pseudoquina nos parametros soroldgicos de fosfatase alcalina (FA) e gama-

glutamil transferase (y-GT)

% de variagdo da % de variacdo da

Grupo FA (U/L)* FA em relagéo ao y—GT (U/L) * Y-GT em relacéo
Grupo Il ao Grupo Il
Gl 38,6 + 5,8 - 17,33+ 2,17 -
Gl 60,4 + 8,1 - 14,40 +0,7° -
Gl 29,3+6,1° - 51,49 7,33+2,1° - 49,09
GIV 46,3+ 19,7° - 23,34 9,67 +2,2° - 38,84
GV 36,0 + 7,3 - 40,39 8,33+ 1,3 - 42,15
G VI 55,6 + 13,5 -7,94 10,00 + 1,8° - 30,55
G VI 30,6 + 6,0 - 49,33 6,67 + 1,4° - 53,68
G Vil 44,6 + 4,0° - 26,15 12,67 +0,6° -12,01

G I: controle sem paracetamol. G II: controle com paracetamol. G IlI: paracetamol + extrato da casca (100mg).
G IV: paracetamol + extrato da casca (200mg). G V: paracetamol + extrato da casca (300mg). G VI:
paracetamol + extrato da folha (100mg). G VII: paracetamol + extrato da folha (200mg). G VIII: paracetamol +
extrato da folha (300mg). Os resultados estdo expressos em valores de média * erro-padréo.

*Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente do grupo Il (p<0,05).

Estas duas enzimas apresentam pequena atividade em tecido hepético
normal, mas se elevam em grande quantidade em eventos de obstrucdo que
interferem na conducdo normal da bile ou em enfermidades hepéaticas
causadas por alcool ou medicamentos, que também podem bloquear fluxo da
bile no figado. A y-GT hepatica esta localizada particularmente nas células
epiteliais dos ductos biliares. Possui multiplas fungdes, incluindo a transferéncia
de grupos y-glutamil para aminoacidos e peptideos (Oliveira et al., 2000; Ozer
et al., 2008). J4 a FA, no figado, esta localizada principalmente nos canaliculos
biliares e células epiteliais dos ductos biliares. E responsavel pela hidrolise de
monofosfatos em pH alcalino (Ramaiah, 2007). Desta forma, quando o fluxo da

bile é prejudicado ha um aumento na sintese de FA e y-GT em poucas horas e
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elas séo liberadas na circulagédo, por mecanismos ainda desconhecidos. Como
a FA pode ser encontrada em outros 6rgaos (0ssos, placenta e intestino), sua
avaliacdo € realizada em conjunto com a y-GT para assegurar que 0 aumento
da FA provém verdadeiramente do sistema hepatico (Oliveira, 2004). Em
humanos, niveis aumentados de FA tém sido associados com colestase
induzida por drogas. Em ratos, a atividade da y-GT é considerada um marcador
mais confiavel para colestase quando comparada a atividade da FA (Ozer et
al., 2008).

Como houve reducéo significativa destas duas enzimas nos grupos de
tratamento que receberam extrato de cascas a 100mg/kg e extrato de folhas a
200mg/kg, pode-se dizer que estes extratos foram capazes de recuperar 0S
danos hepatobiliares causados pela droga sintética (paracetamol),

apresentando possivel efeito colerético ou colagogo.

3.5. Histologia

Na andlise histomorfométrica do tecido hepatico, foram quantificados
hepatdcitos com e sem depdsito de lipidios, sinusoéides, veias centrolobulares,
ramos da veia porta e bainhas perivasculobiliares (Figuras 1, 2 e 3), cujas
propor¢cdes avaliam quantitativamente estes constituintes do 6rgdo. Os
resultados estéo expressos na Tabela 6.

Figura 1: Tecido hepatico normal (GI) (aumento de 200X — HE). 1: Hepatécito normal.

2: Sinusoide. 3: Veia centrolobular. 4: Bainha perivasculobiliar.
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Figura 2: Tecido hepatico submetido a injaria com paracetamol (Gll) (aumento de 200X
— HE). 1: Hepatécito normal. 2: Sinusoide. 3: Hepatdcito com depdsito de lipidios. 4:

Veia centrolobular.

Figura 3: Tecido hepético submetido a injuria com paracetamol e tratado com extrato
etanolico de folhas de S. pseudoquina 200mg/kg (GVII) (aumento de 200X — HE). 1:
Veia centrolobular. 2: Hepatécito com deposito de lipidios. 3: Sinusoide. 4: Hepatdcito

normal.
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Tabela 6 - Morfometria percentual (média * erro padrdo da média) de elementos do parénquima
lobular (hepatécitos com e sem depésitos de lipidios, sinusdides); e do estroma néao-lobular
(veia centro-lobular, veia porta e bainha perivasculobiliar) de figado de ratos submetidos a

tratamentos com extratos de S. pseudoquina

Grupo Parénquima lobular Estroma nao-lobular
Hepatécitos  Hepatdcitos Sinusodides Veia centro- Ramo da Bainha peri-
sem com (%) lobular veia porta vasculobiliar
depésito de  deposito de (%) (%) (%)
lipidios (%) lipidios (%)
Gl 75,04 + 2,37 0,00 24,852 2" 0,00% 0,00% 0,10+0,092
Gl 67,51 + 3,6% 2,73+1,4 28,97+3,1° 0,78+0,62 0,00° 0,00°
Gl 61,91+58  4,59+25° 31,69+4,6° 0,38+0,22 0,18+0,12 1,22+0,5%
GIV 69,72 + 3,0° 0,00° 29,42+3,0° 0,27+0,12 0,00° 0,57+0,2%
GV 66,09 + 4,1% 2,23+1,3° 31,20+3,8° 0,09+0,092 0,00% 0,36+0,22
G VI 66,03 +3,6° 0,00° 32,77+3,4° 0,64+0,52 0,00° 0,55+0,22
G VI 47,11 +31° 10,54+2,2% 40,85+2,12 0,09+0,092 0,3740,22 1,02+0,52
G VIII 66,55+ 2,2°  0,83+0,3°  31,49+2,3"  0,28+0,22 0,00 0,83%0,3°

G |: controle sem paracetamol. G II: controle com paracetamol. G Ill: paracetamol + extrato da casca (100mg). G
IV: paracetamol + extrato da casca (200mg). G V: paracetamol + extrato da casca (300mg). G VI paracetamol +
extrato da folha (100mg). G VII: paracetamol + extrato da folha (200mg). G VIII: paracetamol + extrato da folha

(300mg).
*Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente do grupo Il (p<0,05).

Segundo Weibel et al. (1969) os dados morfométricos fornecidos pela
microscopia de luz em figados de ratos normais demonstram que 96% do
volume hepético do rato € constituido pelo parénquima lobular, isto é, pelos
hepatdcitos, sinuséides, espacos de Disse e canaliculos biliares, enquanto os
4% restantes constituem o estroma nao lobular, ou seja, bainhas
perivasculobiliares, ramos da artéria hepatica, ramos da veia porta e ductos
biliares que constituem os espacos portas. De acordo com os resultados
obtidos, o parénquima lobular dos animais controle (Gl) tem constituicdo
semelhante aqueles descritos na literatura, totalizando aproximadamente
99,89+2,25% do volume hepético. Nos animais do grupo I, que recebeu

somente paracetamol, esta parte totaliza cerca de 99,21+2,70%, porém, deste
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total, em 2,73+1,41% foram observados hepatdcitos contendo depdsito de
lipidios, o que indica que o tecido sofreu algum tipo de injuria decorrente de
desordem no metabolismo normal, como pode ocorrer em intoxicagdes por
medicamentos, neste caso, o paracetamol.

Assim como na avaliacdo dos parametros bioquimicos, todos 0s grupos
foram comparados ao grupo |II.

No grupo de tratamento VII, que recebeu extrato etandlico de folhas a
200mg/kg, foi observada reducdo significativa na proporcdo de hepatocitos
normais e, aumento significativo no niumero de hepatocitos com depdsito de
lipidios e na contagem de sinusodides. Tais observacdes podem indicar uma
reducdo da velocidade do fluxo sanguineo no tecido hepético, uma vez que
houve aumento percentual de sinusdides. O aumento percentual de
hepatocitos com depdsito de lipidios indica que o sangue, ao chegar ao figado
levando nutrientes, esta permanecendo em contato com o tecido hepatico por
mais tempo, com o consequente acumulo lipidico na célula. A reducdo do
namero de hepatdcitos normais pode ser uma consequiéncia do aumento desse
namero de hepatécitos com depdsito de lipidios, e/ou mesmo pela destruicdo
destas células normais pelo paracetamol. Neste caso, o extrato, na dose
administrada para o grupo VIl indica nédo ter sido eficaz para reverter a injlria
causada ao tecido pelo paracetamol.

Na avaliagcdo dos parametros sanguineos deste mesmo grupo GVII, foi
observado o aumento nos niveis soroldgicos das enzimas AST e ALT, o que
também € indicativo de injuria hepética, mais especificamente de dano a
membrana dos hepatécitos causando extravasamento destas enzimas
citosdlicas. Tais resultados corroboram as alteracdes histolégicas encontradas.
Além disso, na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos etandlicos, o
extrato de folhas apresentou menor atividade antioxidante in vitro, o que pode
sugerir que este extrato possui menor potencial para proteger e/ou recuperar o
tecido hepatico de possiveis lesfes.

Na prospeccdo fitoquimica do extrato de folhas de S. pseudoquina
administrado ao grupo VII, foram identificados os metabdlitos secundarios
triterpenos/esterdides, flavonoides e taninos. Os triterpenos podem produzir
danos ao figado por interferéncia no metabolismo biliar, uma vez que sé&o
metabolizados pelas enzimas do sistema microssomal hepatico podendo se

transformar em metabdlitos ativos. Essas toxinas podem causar colestase
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intra-hepéatica pela inibicdo da secrecédo da bile pelos hepatdcitos (Santos et al.,
2008). Pires (2001) sugere que triterpenos de Brachiaria decumbens
(Gramineae) podem estar envolvidos na patogenia de lesGes hepaticas. Sanz
et al. (1993) estudaram o efeito hepatotoxico de diferentes extratos de
Heliotropium indicum L., dentre eles o extrato contendo a fracdo composta por
triterpenos, e verificaram, no estudo histopatolégico, zonas de necrose com
destruicdo da membrana citoplasmética dos hepatocitos.

Os flavondides e taninos sdo compostos fendlicos exaustivamente
estudados pelas suas propriedades antioxidantes e consequente prevencao de
doencas desencadeadas pelo estresse oxidativo, como as patologias
hepéaticas. No entanto, estudos mostram que seus efeitos biolégicos e
farmacoldgicos dependem da sua concentracdo e da fonte de radicais livres
sobre a qual eles atuam, podendo agir como anti ou prooxidantes (Cao et al.,
1997). Metodiewa et al. (1999) observaram que o flavonéide quercetina pode
exercer atividade prooxidante e citotoxica. Sahu e Gray (1993) verificaram
peroxidacao lipidica e dano ao DNA em hepatécitos de ratos que receberam o
flavondide miricetina isolado, sugerindo um papel ambiguo deste composto nos
processos de mutagénese e carcinogénese.

Deve-se ressaltar, no entanto, que, apesar de ndo serem verificadas
diferencas estatisticas nos resultados histomorfométricos dos grupos que
receberam extratos de casca de S. pseudoquina (Glll, GIV e GV), também
foram identificados triterpenos/esterdides, flavondides e taninos nestes
extratos, assim como nos extratos de folhas. Contudo, novos trabalhos
fitoquimicos devem ser realizados para identificar e quantificar tais compostos

nas cascas e folhas dessas espécies.

4. Concluséao

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

v alguns compostos identificados nos extratos de S. pseudoquina podem
justificar a atividade antioxidante verificada nos ensaios in vitro;

v 0s extratos de cascas (100mg/kg) e de folhas (200mg/kg) apresentam
possivel efeito colerético ou colagogo, segundo os resultados dos

parametros sanguineos;
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v' 0 extrato de folhas na dose de 200mg/kg parece néo ter sido eficaz em
reverter a injaria hepatocelular causada pelo paracetamol, como

demonstrado nas analises histomorfométricas

Modelos biologicos especificos de avaliacdo do metabolismo do sistema
biliar devem ser realizados com o extrato de cascas administrado na dose de
100mg/kg e o de folhas a 200mg/kg, uma vez que as reducdes observadas nos
parametros bioguimicos FA e y-GT destes grupos foram bastante expressivas.
Por outro lado, novos estudos precisam ser realizados para avaliar possivel

hepatotoxicidade do extrato das folhas de S. pseudoquina.
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CAPITULO 2

Atividade antihepatotoxica de extratos de cascas e folhas de
Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum em hepatoxicidade

induzida por paracetamol em ratos
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Atividade antihepatotéxica de extratos de cascas e folhas de Coutarea
hexandra (Jacq.) K. Schum em hepatoxicidade induzida por paracetamol

em ratos

Resumo

O presente trabalho objetivou investigar possivel efeito antihepatotoxico
de extratos etandlicos de cascas e folhas de Coutarea hexandra em diferentes
doses (100, 200, 300 mg/Kg peso corporal, oralmente) em ratos com
hepatotoxicidade induzida por paracetamol. Diferentes parametros bioquimicos
como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
albumina (ALB), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (y-GT)
foram avaliados. As observacfes bioquimicas foram suplementadas com
exames histologicos de secdes de figado dos ratos. A acdo antioxidante
desses extratos foram analisados pela atividade sequestrante de DPPH, sendo
também obtido o perfil fitoquimico por CCD. A avaliagdo dos parametros
bioquimicos sugere que os extratos, tanto de cascas quanto de folhas, nas
doses administradas, ndo foram capazes de reverter a injuria hepatocelular
causada pelo paracetamol. Na avaliacdo histologica, o extrato de cascas
apresentou melhores resultados comparado ao extrato da folhas, porém ambos
nao apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle com
paracetamol. Os extratos exibiram atividade sequestrante de radicais livres
pelo teste do DPPH, sendo essa atividade maior para as cascas. Esse estudo
sugere que os extratos de cascas e folhas de Coutarea hexandra nas doses
utiizadas tem fraco efeito antihepatotoxico em toxicidade induzida por
paracetamol. O efeito sobre o figado, anunciado pelas informacfes
etnofarmacoldgicas talvez possa se dar por efeito hepatoprotetor. O
desenvolvimento de condi¢cdes e parametros analiticos fitoquimicos para os

extratos analisados contribui para o controle de qualidade da espécie.

Abstract

The objective of the present study was to investigate possible
antihepatotoxic effects of ethanol extracts from bark and leafs of Coutarea

hexandra in different doses (100, 200, 300 mg/Kg body weight, orally induced)
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in rats with hepatotoxicity inducted by paracetamol in rats. Different biochemical
parameters such as aspartate aminotransferase (AST), albumin (ALB), alkaline
phosphatase (FA) and gamma glutamyl transferase (y-GT) were evaluated. The
biochemical observations were supplemented with histological exams of liver
sections of the rats. Antioxidant action of these extracts was analyzed by the
DPPH sequestering activity and the phytochemical profile was obtained by
CCD. Evaluation of the biochemical parameters suggested that extracts, from
both bark and leafs at the administered doses, were not capable of reverting
hepatocellular damage caused by paracetamol. The histological evaluation
showed better results for the bark extract compared with that of leafs, however
neither presented significant differences in relation to the control group with
paracetamol. The extracts exhibited sequestering activity of free radicals from
the DPPH tests, with greater activity being observed for the bark extracts. This
study suggested that leaf and bark extracts from Coutarea hexandra at the
utiized doses has a weak antihepatotoxic effect on paracetamol induced
toxicity. Effect on the liver, shown by ethnopharmacological indications may be
due to the hepatoprotector effect. Development of phytochemical conditions and
analytical parameters for the analyzed extracts contributes to quality control of
the species.

Introducéo

O Brasil além de ser considerado um pais de megabiodiversidade,
apresenta também uma rica soécio-diversidade que detém um valioso
conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais. Essa
conjuncdo estabelece um cenéario potencial para o desenvolvimento de
pesquisas que visam a descoberta de novos farmacos. Ao mesmo tempo, o
aproveitamento sustentével da biodiversidade, visando a busca de recursos
vegetais com propriedades medicinais, representa uma forma de agregacéao de
valor ao importante patriménio genético vegetal, contribuindo para a
conservagao dos ecossistemas.

Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum, familia Rubiaceae, € uma planta
nativa em quase todo o territdrio brasileiro, popularmente conhecida como
quina-branca, quina-quina ou amora-do-mato (Pereira et al., 2006). Na

medicina popular, as cascas de sabor fortemente amargo, sao usadas na forma
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de decocto para tratamento de febre intermitente, malaria, paludismo,
hepatopatias, feridas e inflamacbdes (Lucena et al., 2006; Lorenzi e Abreu
Matos, 2002). Estudo fitoquimico dessa planta levou ao isolamento de
metabolitos 4-aril-cumarinas (Dellemonache et al., 1983) e fenilcumarinas que
apresentam comprovada acdo relaxante muscular, sem apresentar efeitos
toxicos quando administrada por via oral em camundongos (Araujo et al.,
1988). Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de flavondides (Linuma et
al., 1987) e de cumarinas em extrato aquoso de C. hexandra (Dellemonache et
al., 1990). Efeitos antinflamatério e antinociceptivo foram confirmados em
testes realizados com camudongos para o0 extrato aquoso da entrecasca de C.
hexandra (Lucena et al., 2006).

Tendo em vista sua extensa utilizacdo como erva medicinal e a
escassez de estudos que comprovem cientificamente suas indicacfes de uso
no tratamento de doencas hepéticas, o presente trabalho objetivou investigar a
atividade de extratos etandlicos de cascas e folhas de C. hexandra contra a
hepatoxicidade aguda induzida em ratos, bem como fazer um estudo

fitoquimico preliminar da espécie e avaliar o seu potencial antioxidante in vitro.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As cascas do caule e folhas de C. hexandra foram coletadas no
municipio de Uberlandia no estado de Minas Gerais. O material foi coletado em
bioma de cerrado, em abril de 2007 e identificadas pelo botanico André Furtado
Carvalho. Foram depositadas exsicatas no Herbario da Universidade Federal
de Uberlandia (HUFU 2124). As partes da planta foram separadas, secadas em
sala com circulacéo de ar e a temperatura ambiente, protegidas da incidéncia

direta de luz e, posteriormente, pulverizadas em moinhos de faca.

2.2. Preparo dos extratos

Os materiais vegetais secos de C. hexandra (400g de cada parte do
vegetal) foram submetidos & percolagéo exaustiva com etanol 92° e os extratos

concentrados sob pressdo reduzida em evaporador rotatério. Para completa
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remocao dos solventes, os extratos etandlicos foram liofilizados, obtendo-se
116,09 (29,0% p/p) e 218,69 (54,6% p/p) de extratos secos de cascas e folhas,

respectivamente.

2.3. Prospeccao fitoquimica preliminar

Os extratos etanolicos foram submetidos a andlise fitoquimica preliminar
para investigar as principais classes de metabdlitos secundarios, as quais
podem estar relacionadas as atividades atribuidas para essa planta na
medicina popular. Testes para identificacdo de triterpenos/esteroides,
compostos fendlicos, flavondides, taninos, cumarinas, antraguinonas,
glicosideos cardiotdnicos, saponinas e alcaldides foram realizados. A presenca
de metabdlitos secundarios foi analisada por cromatografia em camada
delgada, utilizando-se folhas de aluminio cobertas com silica gel GF254 (Merk
®) de espessura 0,25 mm e 20 cm de comprimento; com diferentes sistemas
de eluicdo. Os reagentes borrifados nas folhas cromatograficas para identificar
a presenca das classes de metabdlitos foram: reagente de Lieberman Burchard
(esterdides/triterpenos); cloreto férrico 1% (taninos); cloreto de aluminio 5% em
etanol (flavondides); solugéo etandlica de hidréxido de potassio 5% (cumarinas,
fluorescéncia azul em UVsesnm; derivados antraquindnicos, mancha vermelha
na regido do visivel); reagente de Kedde (glicosideos -cardiotonicos);
anisaldeido sulfarico (saponinas); e reagente de Dragendorff (alcaléides)
(Wagner et al., 1984).

2.4. Atividade sequestrante de DPPH

A atividade sequestrante (antioxidante) do radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH®) dos extratos foi determinada utilizando-se de acordo com
Blois (1958). Nesta forma, o radical DPPH"® absorve luz ultravioleta na faixa de
517 nm, e desaparece sob reducédo pelo composto antioxidante. Diferentes
quantidades (1,0; 10,0; 50,0; e 100,0ug) de cada extrato foram diluidas em 1,0
mL de metanol, obtendo-se quatro diferentes solu¢cdes. De cada uma destas
solucdes, foi retirada uma aliquota de 0,3 mL, a qual foram adicionados 2,7 mL
da solucdo de DPPH® (0,07mM) preparada diariamente e armazenada em
frasco ambar e sob refrigeracdo (4°C). Para os tubos controle, foram
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adicionados os mesmos volumes de reagentes, porém no lugar do extrato foi
utilizado somente o seu veiculo, metanol. A absorbancia a 517 nm foi
mensurada com auxilio de espectrofotbmetro marca T70+UV/VIS
Spectrometer, 30 minutos apdés o inicio da reacdo. Uma reducdo na
absorbancia a 517 nm da solucao mistura de extrato e DPPH® indica aumento
na sua atividade, a qual € dada como porcentagem de captura do radical
DPPH’. Cada determinacao foi realizada em triplicata.

A porcentagem de DPPH® remanescente foi calculada a partir da

equacao:

% de captura do radical DPPH® = [(Ac — Aa)/Ac] x 100%
Onde: Ac = Absorbancia do controle
Aa = Absorbancia da amostra

2.5. Animais

Foram utilizados 48 ratos Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
machos, pesando em meédia 280g, com 60 dias de idade, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Vigosa. Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas de
polietileno com tampa metéalica e assoalho forrado com maravalha, cada uma
correspondendo a um grupo de seis animais, mantidas em ambiente
climatizado (25+2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo
comercial (Labina - Purina®) e agua “ad libitum”, no Laboratorio Biofarmacos |
da UFV. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG - Protocolo 122/2008).

2.6. Inducao de hepatotoxicidade com paracetamol

A hepatotoxicidade foi induzida por administracdo oral de paracetamol
na dose de 2g/kg de peso animal, dividida em cinco dias consecutivos. O
paracetamol foi administrado a todos os grupos de seis animais, exceto para o
grupo I, utilizado como controle normal. O grupo Il recebeu somente o

paracetamol, sem uso de extrato vegetal. Durante 30 dias apds a
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administracdo do paracetamol os grupos Ill a VIII receberam as doses

desejadas dos extratos por gavagem, diariamente, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Grupos testados com extratos etandlicos de C. hexandra

Grupo Agente indutor de Extrato n Dose (mg de extrato /Kg
hepatotoxicidade etanolico animal/dia)
I - - 6 -
Il paracetamol - 6 -
i paracetamol cascas 6 100
v paracetamol cascas 6 200
\% paracetamol cascas 6 300
Vi paracetamol folhas 6 100
Vi paracetamol folhas 6 200
VI paracetamol folhas 6 300

2.7. Avaliacdo da fungdo hepatica

ApoOs tratamento, os animais foram eutanasiados por inalagcdo de CO,
(apés 12 horas de jejum) e o sangue, retirado por puncdo cardiaca, foi
centrifugado por 15 minutos para separacdo e coleta do soro, sendo esse
utilizado para a estimacao dos seguintes parametros bioquimicos: aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), albumina (ALB),
fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (y-GT). Todas as analises
no soro foram realizadas em equipamento de dosagens multiparamétrico de

bioquimica (Alizé) utilizando kits da marca BIOCLIN®

2.8. Andlise histoldgica

Foram coletados fragmentos do figado de trés animais por grupo e
fixados em solucdo de formol a 10% tamponado. Os fragmentos foram
desidratados em série crescente de alcoois 70 a 100%, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina histologica. Em seguida foram feitos cortes de 5 um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE). Dez campos aleatérios
em cada corte histolégico foram fotografados para identificacdo do fragmento e
posteriores analises morfométricas.
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2.9. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em valores de média + erro padréo, e
foram feitas estatisticas descritivas e analises de variancia (ANOVA), seguida
por testes de comparacdo de médias. Para avaliacdo do efeito antioxidante dos
extratos utilizou-se teste t (p<0,05); para andlise dos resultados dos testes
bioquimicos utilizou-se teste de Dunnet (p<0,05); os resultados histoldgicos
foram avaliados pelo teste de Dunnet ou teste de Kruskal Wallis conforme a

distribuicdo normal ou ndo dos dados respectivamente (p<0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1. Andlise fitoquimica preliminar

Os estudos fitoquimicos dos extratos de cascas e folhas de C. hexandra
mostraram a presenca de triterpenos/esteroides, flavondides e taninos. A
presenca de cumarinas e de alcalbides foi evidenciada no extrato das cascas
de C. hexandra. N&o foi detectada a presenca de antraquinonas, saponinas e
de heterosideos cardiotdnicos para ambos extratos.

A ocorréncia de triterpenos, taninos e de flavondides é relatada na
literatura em espécies da familia Rubiaceae, como nas folhas de Rudgea
viburnoides, planta bastante comum na regido do cerrado brasileiro (Young et
al., 1998; Alves et al., 2004). Em folhas e cascas da espécie Remijia ferruginea
(Rubiaceae), também conhecida como quina, existe relato da presenca de
iridoides, triterpenos e esterdides, cumarinas, alcalbides e flavondides (Braga
et al.,, 2003). Metabdlitos alcaloidicos também sdo encontrados em diversas
espécies medicinais da familia Rubiaceae, como Psychotria ipecacuanha

(ipeca), Cinchona spp. (quinas) e Uncaria tomentosa (unha-de-gato).

3.2. Atividade antioxidante dos extratos

Os resultados da andlise da capacidade antioxidante dos extratos

etanolicos de cascas e folhas de C. hexandra estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Atividade sequestrante do radical DPPH dos extratos etandlicos de cascas

e folhas de C. hexandra

Concentragao (ug/mL) Sequestro de DPPH (% de inibig&o)
Cascas Folhas
1,0 2,52 +0,70% 2,22 +0,35%
10,0 7,27+0,26% 6,26+1,17%
50,0 27,37+0,46% 24,60+0,49°
100,0 57,83+0,74% 50,76+1,46"
IC50 87,46 99,57

ICso=quantidade em massa de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do
radical DPPH. As analises foram feitas em triplicata e os resultados estdo expressos na forma de
média + erro padrdo. Médias na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes
(P < 0,05).

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Os resultados indicam que o extrato de cascas apresentou atividade
antioxidante maior do que o extrato de folhas de C. hexandra, sendo o poder
sequestrante de DPPH diretamente proporcional com o0 aumento da
concentracdo. Na prospeccao fitoquimica dos extratos de cascas e folhas desta
espécie foram identificados grupos de metabdlitos secundarios aos quais tem
sido atribuidas propriedades antioxidantes, como taninos, flavonéides e
cumarinas (Galati e O'Brien, 2004; Zhang e Wang, 2004; Okuda, 2005;
Montagner, 2007; Araujo et al., 2008; Ammar et al., 2009; Pessuto et al., 2009).

3.3. Efeito hepatotoxico do paracetamol

A desordem hepatica causada pelo paracetamol no grupo Il, quando
comparado ao grupo controle normal (Gl), foi verificada pelo aumento
significativo de albumina e pela andlise histolégica, evidenciada,
principalmente, pela alteracdo do parénquima lobular que apresentou aumento
no numero de hepatocitos com depodsito de lipidios. Os teores de albumina
sofreram uma reducdo significativa no grupo Il (Tabela 3). Apesar da
administragao de paracetamol ter elevado os valores dos parametros de AST e
ALT no grupo que recebeu somente paracetamol (Gll), esses parametros nao

foram significativos quando comparados com o controle normal ().
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O paracetamol é um medicamento seguro quando ndo sdo excedidas
suas doses terapéuticas, mas quando usado em doses que ultrapassam 140 a
250 mg/kg/dia pode exercer toxicidade. Em condigbes normais, parte desta
substancia é metabolizada pelas enzimas do complexo citocromo P-450,
originando um composto toxico ativo denominado N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI), que, nas condi¢des fisioldgicas € destoxificado pela glutationa.
Apesar do mecanismo pelo qual o paracetamol causa hepatotoxicidade nao
estar totalmente esclarecido, sabe-se que, quando este sistema de
desintoxicacdo € sobrecarregado, a NAPQI se liga covalentemente as
proteinas hepatocelulares, formando complexos que levam aos efeitos
deletérios podendo provocar até mesmo morte celular (Hinson et al., 2002;

Jaeschke et al., 2003).

3.4. Efeito dos extratos sobre os parametros bioquimicos

Os resultados da acdo dos extratos sobre os parametros bioquimicos
para se avaliar o efeito antihepatotoxico estdo mostrados na Tabela 3. Todos
os tratamentos foram comparados ao grupo que recebeu somente paracetamol
(GII).

Tabela 3 - Efeito da administracdo dos extratos etandlicos secos de cascas e

folhas de C. hexandra sobre os parametros bioquimicos de figado em ratos

Grupo AST (U/L) ALT (U/L)  ALB (g/dL) FA y - GT (Ul
| 476 4,6 33,0+50%° 48+0,1° 38,66+5,8% 17,33+2,1°

1 56,8 +2,8° 36,8+2,9° 4,4+0,02*°  60,40+8,1° 14,40+0,7°

1T 67,6 £ 4,6° 436+2,2° 46+0,04°  44,33+4,7° 13,66+1,2°
\Y; 76,6 + 4,6% 50,3+4,1° 4,7+0,09°  46,005,1° 9,66+1,4°

v 72,0+ 6,22 456+4,00 46+01*°  61,33+11,9° 13,66+1,8°
VI 98,0+ 9,6 556 +2,0° 50+0,03° 47,66+10,2° 10,66+2,2°
VII 89,6 + 10,2% 483+2,9°  4,6+0,1° 68,66+6,6% 11,66+1,2°
VIl 76,0 + 3,6% 426+2,8  48+0,1° 42,33+4,8° 10,66+1,6°

G I: controle sem paracetamol. G II; paracetamol sem extrato. G lll; paracetamol + extrato da casca
(100mg). G IV: paracetamol + extrato da casca (200mg). G V: paracetamol + extrato da casca

(300mg). G VI: paracetamol + extrato da folha (100mg). G VII: paracetamol + extrato da folha
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(200mg). G VIII: paracetamol + extrato da folha (300mg). Os resultados estdo expressos em
valores de média + erro-padrao.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente do grupo Il (p<0,05).

Verificou-se que entre 0s grupos que receberam extratos de cascas,
houve aumento significativo de ALT no grupo tratado com a dose de 200mg/kg
(IV). J& entre os grupos que receberam extratos de folhas, houve aumento
significativo dos parametros AST e ALT no grupo que recebeu a dose de
100mg/kg (VI), e aumento da AST no grupo tratado com a dose de 200mg/kg.
Esses resultados, no entanto, ndo sao suficientes para afirmar uma possivel
hepatotoxicidade desses extratos. Para os demais grupos tratados com
extratos ndo observou-se diferenca significativa sobre os niveis de AST e ALT
Em relacdo a albumina, houve aumento significativo deste parametro nos
grupos tratados com extrato de casca a 100 e 200mg/kg (lll e IV) e nos grupos
com extrato de folha a 100 e 300mg/kg (VI e VIII). Chama-se atencdo para o
grupo VI, no qual foi observada elevacao simultanea de AST e ALT.

Na avaliacdo dos parametros sanguineos de FA e y — GT nao foram
observadas alteracBes significativas nos grupos tratados com os extratos em
relacdo ao grupo Il. Com esses resultados, néo verifica-se evidéncia de acao
dos extratos sobre o sistema hepatobiliar nos ratos com hepatotoxicidade
induzida por paracetamol.

Estas duas enzimas mostram pequena atividade em tecido hepatico
normal, mas alteracbes nos niveis de fosfatase alcalina e y-GT sé&o
interpretadas como dano no sistema hepatobiliar, uma vez que estas enzimas,
no figado, localizam-se principalmente nas células epiteliais dos ductos biliares
(Ozer et al., 2008, Ramaiah, 2007). Sua elevacdo sugere a obstrucao
mecanica dos ductos biliares, e tem sido relacionada com ocorréncia de cirrose
biliar primaria ou hepatite induzida por &lcool ou medicamentos (Herlong,
1994). A y-GT hepatica esta localizada particularmente nas células epiteliais
dos ductos biliares. Possui mdltiplas funcgdes, incluindo a transferéncia de
grupos y-glutamil para aminoacidos e peptideos (Oliveira, 2000; Ozer et al.,
2008). Ja a FA, no figado, estéd localizada principalmente nos canaliculos
biliares e células epiteliais dos ductos biliares, sendo responsavel pela hidrélise
de monofosfatos em pH alcalino (Ramaiah, 2007). Como a FA pode ser
encontrada em outros Orgdos (0ssos, placenta e intestino), sua avaliacdo é

realizada em conjunto com a y-GT para assegurar que o aumento da FA
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provém verdadeiramente do sistema hepatico (Oliveira, 2004). Em humanos,
niveis aumentados de FA tém sido associados com colestase induzida por
drogas. Em ratos, a atividade da y-GT é considerada um marcador mais
confiavel para colestase quando comparada a atividade da FA (Ozer et al.,
2008).

3.5. Analise histologica

Na andlise histomorfométrica do tecido hepatico, foram quantificados
hepatécitos com e sem depésito de lipidios, sinusoéides, veia centrolobular,
ramo da veia porta e bainha perivasculobiliar (Figuras 1, 2 e 3), cujas
proporcdes avaliam quantitativamente estes constituintes do 6rgdo. Os

resultados estéo expressos na Tabela 4.

Figura 1: Tecido hepatico normal (GI) (aumento de 200X — HE). 1: Hepatécito normal.

2: Sinusoide. 3: Veia centrolobular. 4: Bainha perivasculobiliar.
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Figura 2: Tecido hepatico submetido a injaria com paracetamol (Gll) (aumento de 200X
— HE). 1. Hepatécito normal. 2: Sinusoide. 3: Hepatdcito com depdsito de lipidios. 4:

Veia centrolobular.

Figura 3: Tecido hepatico submetido a injuria com paracetamol e tratado com extrato
etandlico de cascas de C. hexandra 100mg/kg (Glll) (aumento de 200X — HE). 1: Veia

centrolobular. 2: Sinuséide. 3: Hepatécito normal.
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Tabela 4 - Morfometria percentual (média * erro padrdo da média) de elementos do parénquima
lobular (hepatécitos com e sem depésitos de lipidios, sinusdides); e do estroma néao-lobular
(veia centro-lobular, veia porta e bainha perivasculobiliar) de figado de ratos submetidos a

tratamentos com extratos de C. hexandra.

Parénquima lobular Estroma nao-lobular

GRUPO
Hepatécitos  Hepatdcitos Sinusodides Veia centro- Ramo da Bainha peri-
sem com (%) lobular veia porta vasculobiliar (%)
depdsito de  depdsito de (%) (%)
lipidios (%) lipidios (%)
Gl 75,06+2,2 @ 0,00% 24,8242 2% 0,00% 0,00% 0,10+0,09%
Gl 66,16+3,6 ° 2,85+1,4% 30,77+3,1% 0,20+0,5% 0,00% 0,00%
Gl 77,65+3,0 ° 0,43+2,4% 21,90+1,1% 0,00% 0,00% 0,00%
GIV 74,07+4,0 2 0,47+0,2% 25,44+3,3% 0,00% 0,18+0,1% 0,00%
GV 61,38+3,3° 0,47+0,4% 37,65+3,3% 0,00% 0,00 0,49+0,3%
G VI 74,33+3,0° 0,09+0,09% 24,65+3,1% 0,18+0,1% 0,00% 0,73+0,3%
G VI 71,20+2,8 2 0,28+0,1% 27,39+2,7% 0,45+0,3% 0,00% 0,65+0,3%
G VIl 63,78+4,3 ° 0,84+0,3% 33,39+3,8% 0,00% 0,00 1,97+0,6°

G [: controle sem paracetamol. G II; paracetamol sem extrato. G Ill; paracetamol + extrato da casca (100mg). G IV:
paracetamol + extrato da casca (200mg). G V: paracetamol + extrato da casca (300mg). G VI: paracetamol +
extrato da folha (100mg). G VII: paracetamol + extrato da folha (200mg). G VIII: paracetamol + extrato da folha
(300mg).

*Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente do grupo Il (p<0,05).

De acordo com os resultados obtidos a microscopia de luz no presente
trabalho, cerca de 99,88+2,20% do volume hepético dos animais do grupo
sadio () correspondem ao parénquima lobular, o qual é constituido por
hepatdécitos, sinusoides, espacos de Disse e canaliculos biliares. Estes
resultados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura para tecido
hepatico de animais normais (Weibel et al.,1969). Ja no grupo que recebeu
somente paracetamol (ll), foi verificado que aproximadamente 98,78+2,70%
dos pontos contados correspondem ao parénquima lobular, porém, 2,85+1,42%
deste total sdo constituidos por hepatécitos com depdsito de lipidios, o que
caracteriza a ocorréncia de desordem hepéatica causada pelo paracetamol, uma
vez que hepatdcitos com esta caracteristica ndo sdo encontrados em tecido

hepatico sadio.
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A comparacao entre os tratamentos foi realizada da mesma forma que
na analise dos parametros bioquimicos, de forma a confrontar os resultados
obtidos. Todos os grupos foram comparados ao grupo Il.

Verificou-se diferenca estatistica somente na contagem de hepatocitos
sem depdsito de lipidios no grupo lll, que recebeu extrato etandlico da casca
de C. hexandra na dose de 100mg/kg. Neste grupo, este percentual de
hepatécitos normais (77,65%) foi estatisticamente maior em relagdo ao valor
encontrado no grupo Il (66,16%), aproximando-se do valor encontrado no
grupo sadio (75,06%). O somatdrio dos valores que traduzem o parénquima
lobular quantificado (hepatocitos sem lipidios, hepatocitos com lipidios e
sinusoéides) no grupo Il totalizou cerca de 99,98%, valor semelhante ao
encontrado para o grupo controle (99,88%), como citado anteriormente, e
destes, apenas 0,43% foram de hepatdcitos com depdsito de lipidios. Tais
resultados permitem sugerir que o tratamento administrado ao grupo Ill pode
ter promovido uma recuperacao da injuria provocada pela administracdo do
paracetamol.

Na avaliagdo dos parametros bioquimicos, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre o grupo Ill e o grupo Il em nenhum dos parametros
dosados. Porém, deve-se ressaltar que os valores verificados para as enzimas
fosfatase alcalina e y-GT foram menores no grupo Il em relagdo ao grupo Il
Apesar deste resultado néo ter sido estatisticamente significativo a 5%, houve
significancia estatistica a 10% para fosfatase alcalina nesta comparacdo. O
significado clinico deste achado deve ser considerado, uma vez que a
mensuracdo destas duas enzimas em conjunto faz parte da avaliacdo da
funcao hepatobiliar. A elevacédo simultanea destes dois parametros bioquimicos
€ observada em mais de 90% dos casos de doencas hepatobiliares e lesdes
hepéticas inflamatorias e toxicas (Santos, 2003). A reducdo de fosfatase
alcalina e y-GT observada no grupo Il pode indicar a reversdo de uma possivel
injuria hepatobiliar causada pelo paracetamol.

Na prospeccao fitoquimica do extrato etandlico de cascas de C.
hexandra foram identificados cumarinas, triterpenos/esteréides, flavondides,
taninos e alcaldides. Ja no extrato etandlico de folhas da espécie, identificou-se
triterpenos/esteroides, flavondides e taninos. Em relacdo ao potencial
antioxidante, o extrato etandlico da casca apresentou atividade antioxidante

1,14 vezes maior do que o extrato da folha. Tais resultados sdo importantes
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para se tentar estabelecer uma relacdo entre os resultados encontrados na
andlise histomorfométrica e as atividades atribuidas aos metabdlitos
secundarios identificados no material vegetal administrado aos animais.

Flavondides, taninos, cumarinas e alcaldides sdo compostos que podem
exercer acao antioxidante dependendo da sua estrutura, concentracdo e meio
em que atuam.

Os compostos fendlicos sao reconhecidamente detentores de evidente
atividade antioxidante, despertando, assim, interesse diante da possibilidade de
serem utilizadas em varias doencas, como nas hepatopatias. Taninos e
flavondides séo utilizados na pratica terapéutica por suas propriedades como
antiinflamatdérios, antioxidantes e cicatrizantes (Zuanazzi e Montanha, 2004;
Santos e Mello, 2004). Hikino et al. (1985) verificaram atividade
antihepatotoxica de taninos em culturas de hepatdcitos, sugerindo uma
possivel supressdo da lesdo causada aos hepatdcitos por tetracloreto de
carbono (CCl,) pelos taninos.

As cumarinas podem se comportar como importantes antioxidantes
naturais (Zhang e Wang, 2004). A atividade antioxidante das cumarinas ja foi
demonstrada em fibroblastos humanos e em células cancerosas (Nishiyama et
al., 2001; Dinkova-Kostova, 2002). Algumas estruturas como as 4-
metilcumarinas mostraram propriedades fortemente antioxidantes, melhores
até do que as do a-tocoferol, antioxidante de referéncia em estudos (Raj et al.,
1998). J& os alcalbides ocorrem em muitas plantas medicinais e possuem uma
longa e importante histéria na medicina tradicional (Roberts e Strack, 1999).
Foram relatados efeito protetor hepéatico, colerético e colagogo para a espécie
Peumus boldus (popularmente conhecida como boldo), os quais foram
atribuidos a presenca do alcaléide boldina, entre outros compostos naturais
(Ochoa et al., 2008).

A presenca dos compostos acima citados no extrato da casca pode ter

contribuido para o melhor resultado encontrado no grupo Ill.

4. Concluséao

De acordo com os resultados encontrados, conclui-se que:
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v' 0s extratos das cascas (100 e 200 mg/kg) e das folhas (100 e 300
mg/kg) de C. hexandra aumentam significativamente o nivel de albumina
sérica quando comparado com 0 grupo controle com hepatotoxicidade
induzida por paracetamol,

v' embora os achados dos estudos histolégicos sugerirem que o extrato
das cascas quando administrado na dose de 100 mg/kg tenha efeito
antihepatotoxico, os resultados dos parametros bioquimicos néo
sustentam essa hipotese;

v' 0 presente estudo sugere que o0s extratos de cascas e folhas de C.
hexandra tém fraco efeito antihepatotoxico em toxicidade induzida por

paracetamol em ratos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem concluir que:

e A prospeccéo fitoquimica por CCD dos extratos etandlicos das cascas e
folhas das espécies popularmente conhecidas como quina, C. hexandra, e
S. pseudoquina, apresentaram composicao semelhante quanto a classes
de metabdlitos secundarios. Para as duas espécies observou-se a
presenca simultdnea em cascas e folhas de triterpenos/esteroides,
flavondides e taninos, enquanto que, as cascas soma-se a presenca de
cumarinas e alcalbides, inexistentes nas folhas. Esses parametros
cromatograficos contribuem para o controle de qualidade das espécies;

e O extrato etanodlico das cascas de C. hexandra foi o que revelou maior
potencial antioxidante in vitro, com o menor valor de I1Cso;

e Quanto aos parametros bioquimicos, apenas 0s extratos de S.
pseudoquina, mais especificamente das cascas (100mg/kg) e folhas
(200mg/kg), apresentaram resultado significativamente benéfico,
demonstrando possivel efeito colerético ou colagogo;

o Pela andlise histoldgica, apenas o extrato de cascas (100mg/kg) de C.
hexandra demonstrou indicios de efeito na recuperacao tecidual quanto
aos danos causados pelo paracetamol;

o Pelos resultados obtidos, verifica-se a necessidade de se avaliar a
toxicidade aguda e sub-cronica dos extratos de cascas e folhas de ambas
as espécies, de modo a monitorar o efeito desses extratos sobre o figado
de animais sem hepatotoxicidade induzida;

e Os resultados ndo sao conclusivos sobre o efeito antihepatotdéxico do
preparado popular, em que se emprega o chi das cascas das duas
espécies no tratamento de doencas hepaticas. Novos estudos deverao ser

realizados para se investigar a indicacao etnofarmacologica.
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