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RESUMO

A espécie vegetal Vernonia Condensata Baker (Asteraceae), tradicionalmente
empregada para o alivio de diversas doencas, tais como distirbios gastricos e
hepaticos, e, ainda, em processos inflamatoérios, foi foco deste estudo que buscou
aprofundar os conhecimentos sobre o potencial biolégico desta espécie. As folhas
da mesma foram submetidas a extracdo a frio com etanol. O extrato (EE) assim
obtido foi seco e ressuspendido, passando por um processo de particdo liquido-
liquido com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as particdes:
hexéanica (PH), diclorometanica (PD) e em acetato de etila (PA). A atividade
hepatoprotetora foi avaliada in vivo. Para tal foram aplicados trés modelos de
inducéo de lesédo hepética: paracetamol dose aguda, paracetamol doses repetidas e
etanol dose aguda. Para o primeiro modelo foram testados o extrato etandlico e suas
particdes, observou-se inibicdo do dano hepatico para os animais tratados com PA
nas concentracées 50, 100 e 200 mg / kg, com a diminuicdo dos niveis das
transaminases hepéticas, dos parametros lipidicos e acdo antioxidante observada
pelos ensaios de peroxidacao lipidica e atividade das enzimas catalase e glutationa
reduzida realizados no tecido hepatico. Para o modelo de paracetamol em doses
repetidas os animais foram tratados com PA nas concentracdes 100 e 200 mg / kg,
dado o perfil do tratamento nao foram observadas diferencas significativas entre os
parametros bioquimicos dos diferentes grupos, porém foi possivel verificar a
atividade antioxidante da particdo para este modelo. Para inducao de lesao hepatica
aguda por etanol, observaram-se diferencas significativas para o0s niveis de
transaminases hepaticas para os grupos tratados simultaneamente e ap0és a inducéo
com PA na concentragcdo de 200 mg / kg. A atividade anti-inflamatéria in vitro
também foi testada frente a células RAW (macrofagos) para PA e os niveis de NO,
IL- 6 e TNF- a foram dosados e observou-se reducdo significativa destes
mediadores pro-inflamatorios. A atividade antibacteriana das amostras foi verificada
pelos testes de concentracdo inibitdria minima (CIM), concentracdo bactericida
minima (CBM), checkerboard, analise da curva de crescimento, viabilidade celular e
inibicdo da adesado do biofilme. Os resultados da CIM para PA indicaram moderada
atividade antibacteriana para as cepas de S. aureus com resultados iguais ou
inferiores a 625 ug / mL, apresentando, entdo, atividade bacteriostatica. PA levou a
diminuicdo da velocidade de crescimento das cepas de S. aureus bem como inibiu a
adesdo do biofilme. Em PA, que se mostrou mais promissora pelos ensaios
realizados, foram identificados e quantificados por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodo com padrées externos os flavonoides
luteolina, apigenina e o composto fendlico acido clorogénico. PA foi ainda fracionado
e de uma das fracdes obtidas foi isolado, identificado e quantificado o acido 1,5 — o-
dicafeoilquinico. A presenca destes pode justificar, em parte, as atividades
observadas neste estudo.

Palavras-Chave: Vernonia condensata Baker, etnofarmacologia, bioatividades,
hepatoprotecéo, antibacteriana.



ABSTRACT

Vernonia Condensata Baker (Asteraceae), traditionally used for the relief of several
diseases, such as gastric and hepatic disorders, and also in inflammatory processes,
was the focus of this study, which sought to deepen the knowledge about the
biological potential of this species. The leaves were subjected to cold extraction with
ethanol. The extract (EE) thus obtained was dried and resuspended, passing through
a liquid-liquid partitioning process with solvents in increasing order of polarity, giving
the partitions: hexane (PH), dichloromethane (PD) and ethyl acetate (PA).
Hepatoprotective activity was evaluated in vivo. Three models of hepatic injury
induction were applied: acetaminophen, acetaminophen, acetaminophen,
acetaminophen and acetaminophen. For the first model the ethanolic extract and its
partitions were tested, inhibition of hepatic damage was observed for the animals
treated with PA at the concentrations 50, 100 and 200 mg / kg, with the reduction of
hepatic transaminases levels, lipid parameters and antioxidant action observed by
the lipid peroxidation assays and the activity of catalase and reduced glutathione
enzymes performed in hepatic tissue. For the paracetamol model in repeated doses
the animals were treated with PA at concentrations 100 and 200 mg / kg, given the
treatment profile no significant differences were observed between the biochemical
parameters of the different groups, however it was possible to verify the antioxidant
activity of the partition for this model. For induction of acute hepatic injury by ethanol,
significant differences were observed for hepatic transaminase levels for the groups
treated simultaneously and after induction with BP at the concentration of 200 mg /
kg. In vitro anti-inflammatory activity was also tested against RAW (macrophages)
PA cells and levels of NO, IL-6 and TNF-a were measured and a significant reduction
of these pro-inflammatory mediators was observed. The antibacterial activity of the
samples was verified by tests of minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (MBC), checkerboard, growth curve analysis, cell viability
and inhibition of biofilm adhesion. The results of CIM for PA indicated moderate
antibacterial activity for S. aureus strains with results equal to or less than 625 ug /
mL, presenting bacteriostatic activity. PA led to a decrease in the growth rate of S.
aureus strains as well as to inhibit biofilm adhesion. In PA, which was more
promising for the tests performed, the flavonoids Iuteolin, apigenin and the
chlorogenic acid phenolic compound were identified and quantified by means of high
performance liquid chromatography coupled to diode array with external standards.
PA was further fractionated and one of the fractions obtained was isolated, identified
and quantified 1,5 - o - dicyclohexylic acid. The presence of these may justify, in part,
the activities observed in this study.

Keywords: Vernonia condensata Baker, ethnopharmacology, bioactivities,
hepatoprotection, antibacterial.
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1 JUSTIFICATIVA

Vernonia condensata Baker (Asteraceae Bercht. & Presl), popularmente
conhecida como figatil, boldo baiano ou necroton, tem sido tradicionalmente usada
no Brasil e em diversos paises africanos como hepatoprotetora, antimicrobiana,
antipirética, antiulcerogénica (LORENZI; MATOS, 2002), analgésica e anti-
inflamatoria (FRUTUOSO et al., 1994; RISSO, 2010; SILVA et al, 2011;
VALVERDE, 2001). Existem, ainda, relatos de seu uso como agente protetor contra
a acao deletéria de veneno de cobras (HOUGHTON; OSIBOGUN, 1993; PEREIRA
et al. 1994).

Adicionalmente, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Saude brasileiro divulgou, em 2009, a Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que contém os
nomes de 71 plantas com potencial terapéutico, onde a V. condensata ocupa a 692
posicdo. O objetivo desta lista é

"orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar
a elaboracao da relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso
da populacéo, com seguranga e eficacia para o tratamento de
determinada doenca" (BRASIL, 2009).

Sob a ética da pesquisa cientifica, ao se efetuar atualizacdo da literatura
por meio de importante plataforma de busca utilizada por profissionais da area de
saude, o Pubmed, e empregando como palavras-chave hepatoprotective e Vernonia
condensata e antimicrobial activity e Vernonia condensata, ambas as combinac¢des
confirmaram a necessidade de exploracdo desses temas, visto que, no primeiro
caso, ndao havia nenhum relato, e no segundo, somente duas publicacdes, sendo
gue, em uma delas, ndo foram realizados experimentos de acdo antimicrobiana
(https:/lwww.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/?term=hepatoprotective+and+Vernonia+cond
ensata;https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antimicrobial+activity+and+Vern
onia+condensata, acessado em 14 de junho de 2013).

Estudos prévios mostraram que a particio em acetato de etila (PA)
concentra altos teores de compostos fendlicos e flavonoides e, ainda, apresenta
atividade antioxidante promissora (SILVA et al, 2013). Assim, o presente trabalho

visou aprofundar os estudos quimicos e bioldgicos de PA.
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Portanto, com base na abordagem etnofarmacolégica de V. condensata e
em estudos preliminares de suas propriedades bioldgicas realizados por esta
investigadora, a presente tese visou avaliar a atividade hepatoprotetora in vivo,
aprofundar os estudos in vitro acerca dos potenciais anti-inflamatorio e
antibacteriano dessa planta medicinal, previamente observado, além de identificar

seus constituintes quimicos.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

Qual particdo da espécie vegetal V. condensata possui atividades hepatoprotetora,

antioxidade in vivo, anti-inflamatéria e antibacteriana?

2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades hepatoprotetora in vivo e antibacteriana e anti-inflamatéria in
vitro de V. condensata e identificar constituintes quimicos presentes no extrato ou

particdo mais ativa obtida a partir das folhas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigagcao da atividade hepatoprotetora in vivo

- Avaliar a atividade hepatoprotetora in vivo do extrato etanodlico bruto (EE) e suas
particbes hexanica (PH), diclorometanica (PD) e em acetato de etila (PA) frente ao
modelo de hepatotoxidade induzido;

Investigacao da atividade anti-inflamatéria in vitro de PA

- Avaliar a atividade anti-inflamatéria de PA por meio de ensaios in vitro utilizando
linhagem celular Raw 264.7 com leséo induzida por LPS;

Investigacao da citotoxidade in vitro de PA

- Verificar a citotoxidade de PA para diferentes linhagens celulares;

Investigacao da atividade antibacteriana in vitro

- Avaliar o potencial antibacteriano de EE, PH, PD e PA frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas envolvidas em varios cenarios relevantes, desde clinicos
até ambientais;

Caracterizacao do perfil fitoquimico

- Identificar e quantificar marcadores quimicos presentes na particdo em acetato de
etila (PA);

- Isolar e identificar substancia quimica de PA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 VERNONIA CONDENSATA BAKER: CONSIDERACOES RELEVANTES

V. condensata Baker € um arbusto zoocorico, familia das Asteraceae
género Vernonia, distribuido principalmente no cerrado, matas de galerias e regides
semi-aridas do nordeste do Brasil, bem como em diversas areas africanas
(ALBUQUERQUE et al., 2007; RAMOS et al.,, 2013). As folhas deste arbusto
(Figuras 1 e 2) séo descritas como simples, com forma eliptica e aguda para o apice
acuminado; apresenta base cuneiforme e margem denteada. Possuem consisténcia
membranosa e estdo inseridas em um padrdo em espiral. Vistas pela frente,
apresentam epiderme hipoestomatica e com estdbmatos anomaociticos e tricomas na
superficie abaxial. V. condensata apresenta dois diferentes tipos de tricomas
glandulares com um numero variavel de células-haste, enquanto as células terminais
possuem forma semi-esférica alongada. O mesdfilo é dorsiventral e a nervura central
no terco médio das folhas, em geral, apresenta cinco (5) feixes vasculares
colaterais. As veias laterais do sistema vascular também sdo colaterais e pode ou
nao apresentar extensdes de bainha em relacdo a superficie. No peciolo ocorre
massa globular formada por cristais em forma de agulha (LOLIS; MILANEZE-
GUTIERRE, 2003; MILAN et al., 2006).

Figura 1: Fotografia de Vernonia condensata cultivada no Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia

da Universidade Federal de Juiz de Fora, onde se observa os aspectos gerais da morfologia externa
dessa espécie.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2013.
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Figura 2: Fotografia da morfologia foliar externa de Vernonia condensata
& 7

Fonte: SILVA, 2012.

Sob o ponto de vista quimico, as plantas, em seu metabolismo, sintetizam
diferentes classes de substancias importantes a sua sobrevivéncia, adaptacdo e
reproducdo. Estes produtos do metabolismo vegetal sdo divididos em metabdlitos
primarios (carboidratos, lipideos e proteinas) e secundarios, também denominados
especiais (compostos fendlicos, cumarinas, flavonoides, alcaloides, entre outros).
Estudos que tratam especificamente das moléculas sintetizadas por V. condensata
sdo escassos. Bohlmann e colaboradores (1981), ao estudarem espécies do género
Vernonia, identificaram a presenca de alguns hirsutinolideos e, para esta planta
medicinal, foram identificados dois (2) derivados do 8-a-acetoxi-10-B-hidroxi-
isohirsutinolideo. A lactona sesquiterpénica, vernoniosideo B2, também foi descrita
(VALVERDE et al., 2001), assim como também foram detectados os flavonoides
luteolina e apigenina (SILVA et al., 2013), e alcaloides isoquinolinicos (AFFONSO,
2001). As atividades biologicas descritas na literatura para esses constituintes
quimicos sugerem que tais metabdlitos estejam envolvidos com as acdes
antioxidante, antimicrobiana, analgésica, antipirética e anti-inflamatéria relatadas
pela medicina tradicional. Diferentes metabdlitos secundarios sdo descritos para
espécies deste género (Tabela 1); porém, referéncias que quantifiquem esses
compostos isolados, bem como que correlacionem a presenca de determinados

componentes com as atividades bioldgicas sugeridas, séo raras.
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Tabela 1. Metabdlitos secundarios descritos para espécies do género Vernonia

Metabdlito Referéncia

Vernonidina Kupchan et al., 1969

3-oxovernoniol B1, Hidroxivernolideo, Isovernoniol B1, Vernodalina,

i Ohigashi et al., 1994
Vernoniol: A4 e B1

Vernodalol, Vernolida Erasto et al., 2006

Acido miristico, Acido 9-metildodecanoico, Acido 14-
metilhexadecanoico, Acido linoleico, Acido alfa-linoleico, Acido
, . . . . . . ) . Erasto et al., 2007
estearico, Acido eicosanoico, Acido heneicosanoico, Acido gama-

linoleico, Acido docosanoico, Acido tetradocosanoico

Acido 1,5-dicafeoilquinico, Acido clorogénico, Apigenina-O-
i ] ) o ) Ola et al., 2009
glucoronideo, Luteolina e seus derivados glicosilados, Rutina

Vernodalinol, Vernoniosideo: Al, A2, A3, A4, Bl e B2 Luo et al., 2010

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Quanto ao aspecto ecoldgico, estudos tém relatado que V. condensata é
hospedeira de certos insetos, como a Bucephalogonia xanthophis (Berg)
(BEZERRA-SILVA et al., 2012; MIRANDA et al., 2008), os insetos machos sao
atraidos pelos compostos volateis liberados pelas folhas de V. condensata (ARAB;
BENTO, 2006). A multiplicacdo in vitro desta Vernonia, como medida para minimizar
o0 impacto de sua crescente exploracdo nas reservas naturais, foi proposta com
sucesso (VICENTE et al., 2009).

O papel de V. condensata como planta medicinal no Brasil pode ser
observado em diversos estudos de revisdo etnoboténica e etnofarmacoldgica
(MONTEIRO et al., 2011; PERONI; BEGOSSI; HANAZAKI 2008; ROSSATO et al.,
1999; SCUDELLER et al., 2009; VOEKS, 1996). Entre as plantas medicinais usadas
tradicionalmente para combater e prevenir malaria, V. condensata foi citada pela
populacdo para tratar sintomas da infec¢do pelo protozoario envolvido no processo,
estando sua aplicacéo relacionada aos disturbios do figado causados pelo parasito
(BRANDAO et al., 1992).

A revisao de Houghton e Osibogun (1993) relatou o uso desta espécie no
tratamento de picadas de cobras, referenciando Pereira e colaboradores (1991) que,
por sua vez, demonstraram a acdo antiofidica do extrato aquoso das folhas da
planta, via oral, em camundongos, frente ao veneno de Bothrops jararaca,

corroborando seu uso popular para esse proposito.



- 26 -

O levantamento sobre o perfil dos consumidores de plantas medicinais e
condimentares no municipio de Pato Branco, Parana, realizado por Marchese e
colaboradores (2004), apontou a V. condensata como uma entre as dez plantas
medicinais preferidas pela populagcédo local, onde é tradicionalmente chamada de
boldo e utilizada no tratamento de disturbios hepaticos.

Albuquerque e colaboradores (2007) fizeram um levantamento das
plantas medicinais da caatinga, regido semi-arida do Brasil, com base em uma
analise de dados de 21 referéncias. A espécie € conhecida nesta regido como
alcachofra e alumé e, segundo estes autores, é usada tradicionalmente para o
tratamento de afec¢Bes do estbmago, problemas digestivos e hepéticos, bem como
para dores musculares.

Pesquisa etnofarmacoldgica realizada na cidade de Diadema, S&do Paulo,
buscou analisar a influéncia do uso de plantas medicinais na regido por migrantes de
outros estados. Neste estudo, as entrevistas, usadas como instrumento de
investigagdo, apontaram o uso de V. condensata, mais uma vez, no tratamento de
distarbios gastricos e hepaticos, além do frequente cultivo doméstico dessa planta
(GARCIA et al., 2010). Outro estudo foi publicado, no qual esta espécie teve seu uso
tradicional elencado entre as plantas usadas em Santa Catarina, onde € conhecida
como boldo da Amazbdnia, com aplicagdo popular no tratamento de
hipercolesterolemia e hiperglicemia, como emagrecedor e no tratamento de doencas
do figado, como hepatite (GIRALDI; HANAZAKI, 2010). O mesmo uso tradicional foi
relatado no estudo realizado por Pompilho e colaboradores (2011), em um
levantamento etnobotanico na cidade de Natividade, Rio de Janeiro, onde também é
conhecida como boldo.

Em estudo mais recente, Conde e colaboradores (2014) listaram, na
regido da Zona da Mata Mineira, as plantas medicinais usadas pela populacéo local
e, novamente, foi relatado o uso tradicional das folhas de V. condensata, conhecida
nesta regido como necroton, como hepatoprotetoras.

O uso popular de V. condensata néo se limita apenas ao homem. Existem
comunidades nas quais a espécie € utilizada no tratamento de dor, inflamacao e até
mesmo como cicatrizante em animais (OLIVEIRA et al., 2009).

Os principais usos tradicionais de V. condensata citados em diferentes

fontes de revisao estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Usos tradicionais de Vernonia condensata

Parte Forma
Uso Tradicional da de Local Referéncia
Planta Uso
Analgésico e anti- . Albuquerque et al., (2007); Oliveira et
inflamatério Folhas  Suco/infusdo Nordeste al, 2009; Monteiro et al, 2011
Cicatrizante Folhas Suco/ Dlvg[sas Oliveira et al, 2009
Emplastro regides
Picada de Cobra Folhas Infusé@o Dlvg[sas Pereira et gl.,1991; Houghton;
regioes Osibogun,1993
Parang;
Nordeste; Brandao et al, 1992; Voeks, 1996;
Sado Paulo;  Albuquerque et al. 2007; Scudeller et

Hepatoprotetor e

distdrbios hepaticos Folhas Suco Rio Qe al., 2009; Garcia et al, 2010; Giraldi;
Janeiro; Hanazaki, 2010; Monteiro et al, 2011;
Minas Pompilho et al, 2011; Conde, 2014
Gerais

Voeks, 1996; Scudeller et al., 2009;

Disturbios gastricos  Folhas  Suco/Infusdo ggédpe;ﬁé Garcia et al., 2010; Giraldi; Hanazaki,
2010; Monteiro et al, 2011
.Emagrecedqre_ Folhas Infusé@o Sant.a Giraldi; Hanazaki, 2010
Hipocolesterolémico Catarina
Diabetes Folhas  Suco/Infusédo Sant.a Monteiro et al, 2011
Catarina

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR (2016).

No Brasil, uma mistura popular, constituida do extrato de sete (7) plantas,
tem sido utilizada para melhorar a atividade do sistema imunolégico, bem como para
combater a proliferagdo de células tumorais. As plantas sdo Babacu (Orbignia
martiana Rodr.), Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae L.G.), Bardana (Arctium lappa L.),
Rosa (Rosa centifolia L.), Espinheira-Santa (Maytenus ilicifolia Mart.), Boldo-baiano
(Vernonia condensata Baker) e Tuia (Thuja occidentalis L.). A mistura é denominada
"Mais Vida" (CORREA et al., 2006; FRANCA et al., 2010; FRANCA et al., 2012).
Correa e colaboradores (2006) verificaram a capacidade do "Mais Vida" em modular
a atividade funcional de fagécitos do sangue. Estes autores concluiram que 0s
resultados obtidos contribuiram para a sustentacdo do uso popular do composto
"Mais vida" como imunomodulador. Outros efeitos imunomoduladores deste
composto contendo extrato de V. condensata foram avaliados in vivo e in vitro
apresentando resultados bastante promissores como agente imunoestimulante
(FRANCA et al., 2010, FRANCA et al., 2012).

Na busca por compostos antimicrobianos naturais, o extrato etandlico a
10% de partes aéreas de V. condensata teve a atividade antibacteriana avaliada
para Staphylococcus aureus e Escherichia coli pelos testes de difusdo em agar, CIM

e CBM, o qual ndo demonstrou atividade significativapara ambos o0s micro-
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organismos (BRASILEIRO et al., 2006). No entanto, segundo Fabri e colaboradores
(2011), o extrato metandlico das folhas dessa espécie vegetal foi ativo contra cepas
de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Salmonella enterica subsp
enterica sorovar Typhimurium e Klebsiella pneumoniae. Em estudo realizado por
Erasto e colaboradores (2006), duas lactonas sesquiterpénicas foram isoladas a
partir de folhas de Vernonia amygdalina, espécie representativa do género Vernonia:
vernolida e vernodalol. Estas foram testadas pelo método de diluicdo em agar contra
10 cepas bacterianas e cinco (5) espécies de fungos. Vernolida demonstrou
atividade contra B. cereus, Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Streptococcus
pyogenes. Entre os micro-organismos Gram-negativos, vernolida teve acdo somente
sobre Salmonella pooni. O vernodalol foi ativo contra B. cereus, S. epidermidis, S.
pooni e S. pyogenes. Portanto, concluiu-se que os resultados obtidos com estes
compostos fornecem suporte cientifico para a utilizacdo médica de folhas da espécie
no tratamento de doencas infecciosas. Também para V. amygdalina, Anibijuwon et
al. (2012) observaram que o extrato etandlico foi mais ativo do que o extrato aquoso
frente a cepas de Streptococcus mutans e S. aureus. Okigbo e Mmeka (2008)
também fizeram observacdes semelhantes para os extratos aquoso e etandlico,
frente a S. aureus, E. coli e Candida albicans.

A atividade antioxidante, avaliada pelo método do DPPH, também foi
observada para o extrato metandlico das folhas de V.condensata (FABRI et al.,
2011). A mesma atividade também foi avaliada por Silva e colaboradores (2013)
para o extrato etandlico das folhas e suas particbes (hexanica, diclorometanica, em
acetato de etila e butandlica) que avaliaram, ainda, a atividade antioxidante pelo
método poder de reducéo do Fe * 3, pelo teste de reacdo com fosfomolibdénio e pelo
teste do &cido tiobarbitarico. Considerando os resultados obtidos, os autores
ressaltaram que o extrato etandlico bruto, as particées diclorometanica e em acetato
de etila sdo promissores agentes antioxidantes. Dois flavonoides com atividade
antioxidante, luteolina e apigenina, foram detectados na particdo em acetato de etila.

A acdo analgésica central foi observada por Frutuoso (1994) para o
extrato aquoso liofilizado (200 mg / kg) em modelo de contor¢cdes abdominais. Neste
estudo, também foi observado o aumento acentuado do tempo de sono induzido por
tiopental. Ja a fragc&o polar, preparada por lavagem do extrato bruto com cloroférmio,
nao alterou o tempo de sono, mas manteve a atividade analgésica. Os autores

relataram, ainda, a atividade antiulcerogénica do extrato aquoso liofilizado em ratos
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com Ulcera péptica induzida por indometacina. A atividade analgésica também foi
observada por Risso e colaboradores (2010), Affonso (2001) e Silva e colaboradores
(2011) para diferentes extratos da planta.

O extrato etandlico das folhas de V. condensata também teve sua
atividade anti-inflamatéria avaliada em modelo animal pelos testes de edema de
pata induzida por carragenina e de pleurisia induzida por carragenina (SILVA et al.,
2011). Este estudo sugeriu que as ac¢bes anti-inflamatérias do extrato estdo
relacionadas com a inibicdo de um ou mais sinais intracelulares de vias envolvidas
nos efeitos de mediadores inflamatorios. Os autores relataram letargia nos animais
tratados, indicando um provavel efeito sedativo. Assim, usaram modelo de sono
induzido para melhor compreender a sonoléncia e letargia. O extrato etandlico de V.
condensata aumentou significativamente a duragdo do sono induzido em
camundongos sugerindo provavel acdo tranquilizante, bem como a¢édo depressora
do SNC.

A toxicidade aguda, a embriotoxicidade e a mutagenicidade também
foram avaliadas em animais para o extrato aquoso liofilizado de folhas de V.
condensata. Nenhuma toxidade foi observada apdés a administracdo oral. A
embriotoxicidade foi investigada em camundongos Han: NMRI. Exceto por uma
pequena reducdo de peso corporal fetal acompanhada por sinais de ossificacao
retardada na dose mais elevada, nenhum outro efeito embriotéxico foi observado
pelo grupo. A mutagenicidade foi avaliada em Salmonella sp pelo teste de Ames e 0
mesmo nado foi mutagénico para cepas teste TA97a, TA98 e TA100. Com os
resultados obtidos sugeriram que 0 extrato aquoso desta espécie apresenta baixa
toxicidade aguda, ndo possui efeitos teratogénicos e nao oferecem riscos
mutagénicos (MONTEIRO et al., 2001). Este trabalho foi citado como referéncia por
Rodrigues et al. (2011) em sua reviséo intitulada: “Efeito embriotdxico, teratogénico
e abortivo de plantas medicinais” 0 que ajuda a evidenciar a relevancia da espécie
no rol de plantas medicinais usadas tradicionalmente no pais. Com impacto
semelhante, este estudo também foi referenciado em 2011 por Verissimo e
colaboradores, em estudo sobre as plantas de interesse do Governo Federal onde
compilou referéncias de trabalhos relacionados a toxidade no sistema reprodutor de

fémeas e no desenvolvimento do feto.
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3.2 O FIGADO: BREVES CONSIDERACOES

O figado é um 6rgdo vital e bastante complexo do corpo humano. E
responsavel por centenas de reacdes metabdlicas necessarias a sobrevivéncia do
organismo. Didaticamente, as fungBes hepaticas podem ser divididas em duas
categorias principais: uma de processamento das substancias absorvidas e reagfes

de sintese; e a outra, secrecéo e excrecao (LOPES, 2009).

Figura 3: llustragcdo da anatomia hepatica humana

Diafragma (rebatido para cima) Ligame:to triangular
esquerdo

Ligamento coronario

Ligamento triangular
direito

Apéndice
fibroso

Lobo direito e
do figado ] Lobo esquerdo

dofigado

Margem inferior do figado

Impressdes
costais X .
Ligamento falciforme

Ligamento redondo (ligamentum teres)
do figado (veia umbilical obliterada)

Margem inferior do figado

Vesicula
biliar (fundo)

Fonte: NETTER, 2000.

Os hepatdcitos, células parénquimais, correspondem a aproximadamente
80% do tecido hepético, a fracdo ndo parenquimatosa equivale aos 20% restantes e
sao localizadas em compartimentos sinusoidais e das vias biliares do tecido. O
hepatocito realiza muitas fungbes metabdlicas e sintéticas, tais como
armazenamento e de mobilizacdo dos carboidratos, manutencdo dos fatores
sanguineos de coagulagdo e o metabolismo de substancias exdgenas (farmacos ou
drogas). Em condic6es normais, o hepatdcito € capaz de se regenerar e restaurar a
funcdo normal. A manutencdo da funcao hepética € vital para a fisiologia normal, e
danos a esse 6rgdo sdo prejudiciais para a saude humana (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).
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As células de Kupffer (KC) constituem os macréfagos do tecido hepatico.
Sao encontradas no interior do limen das sinusoides do figado, e estao
constantemente expostas a bactérias da microbiota intestinal e toxinas diversas que
muitas vezes as ativam. Uma vez ativas as KC produzem citocinas, oxido nitrico e
outros mediadores da inflamacdo. Assim, pode-se dizer que estdo intimamente
envolvidas na resposta a infec¢des, toxinas, isquemia e outros tipos de estresse no
tecido hepatico (BILZER et al., 2006).

As doencas hepaticas podem possuir etiologia diversa, podendo ser
ocasionadas, por exemplo, por infeccdo viral, excesso de alcool ou exposicdo a
determinados farmacos (GIANNINI, 2005). A lesdo hepatica induzida por varios
agentes toxicos, incluindo o paracetamol, tem sido atribuida, em parte, para a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e outros mediadores pelas KC. Foi
demonstrado que fatores hepatoprotetores, tais como a interleucina (IL) -10 e os
mediadores derivados de ciclo-oxigenase, também séo regulados positivamente em
resposta ao dano hepatico, e as KC tém sido apontadas como fonte destes fatores
moduladores. Estas células, também tém funcbes reguladoras importantes em
estados patofisioldgicos do figado protegendo o 6rgdo por meio da producao de uma
variedade de fatores moduladores que podem neutralizar as respostas inflamatérias
e / ou estimular a regeneracéo hepatica (JU et al., 2002).

Alguns parametros bioquimicos sdo usados como ferramentas de estudo
e avaliacdo das funcbes hepaticas. Porém, a maioria dos testes clinico-laboratoriais
empregados indicam apenas determinados aspectos do comprometimento do 6rgéo.
Os testes mais utilizados sdo os que avaliam as bilirrubinas, as proteinas séricas e
algumas enzimas. Alguns fundamentos fisiopatolégicos do diagndéstico enzimaticos
sdo base para o entendimento da correlacdo da funcdo hepética com estes
parametros bioquimicos (LOPES, 2009).

As enzimas podem ser classificadas em intra e extracelular, de acordo
com o local onde exercem sua atividade biolégica. As enzimas intracelulares
diferenciam-se quanto a localizagdo no interior da célula. Uma vez sintetizadas
distribuem-se no citoplasma ou nas diferentes organelas citoplasmaticas
participando dos processos celulares. Alteracdes na célula, tais como danos diretos
na membrana celular, traumas, mudancas de pressao, quantidade insuficiente de
oxigénio e substratos, alteragbes metabodlicas sdo possiveis causas para liberacéo

de enzimas intracelulares, aumentando assim seus niveis séricos. (LOPES, 2009).
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O aumento dessas enzimas ndo € proporcional a gravidade da desordem
em cada célula. Assim, na hepatite aguda causada por virus, a lesdo celular é
ligeira, porém extensa (a maioria das células esta comprometida) e de evolugéo
rapida. Neste caso ha acentuado aumento dos niveis séricos das enzimas
transaminases. No caso de intoxicacdo por fungos, por exemplo, a lesdo no
hepatécito € grave, extensa e a evolugéo é rapida, acarretando aumento dos niveis
séricos dessas enzimas e ainda daquelas de localizacdo mitocondrial e lisossomal.
A cirrose hepatica por sua vez, € um quadro de lesao celular grave, porém, com
pequena extensdo e evolugdo lenta, produzindo discreto aumento dos niveis de
atividade das aminotransferases (GIANINNI, 2005).

As principais enzimas que fornecem informacdes sobre o
comprometimento hepatico s&do alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e a Y-glutamiltransferase (GGT)
(GHABRIL et al., 2010).

A ALT é uma enzima intracelular de localizacdo exclusiva citoplasmatica.
Encontra-se em maior concentracdo no tecido hepatico, sendo encontrada também,
porém em menores quantidades, no miocardio, rins e musculos esqueléticos. Apesar
de presente em outros tecidos € considerada pela préatica clinica um importante
marcador especifico de lesdo hepatica (LOPES, 2009).

A AST é encontrada no citoplasma e nas mitocondrias do miocardio e do
figado em maiores quantidades, sendo presente também no muasculo esquelético,
Nos rins e No pancreas.

Em caso de hepatite fulminante (necrose hepética de grande extensao),
0s niveis de ALT e AST inicialmente aumentam, mas como 0s hepatocitos estao
destruidos, os niveis retornam a niveis discretos ou normais (LOPES, 2009).

Nas lesBes hepaticas por envenenamento, 0s niveis de
aminotransferases podem atingir valores muito elevados, ja em casos de hepatite
alcoodlica a razdo AST/ALT costuma ser de aproximadamente 2:1, sendo que o
aumento dos niveis de AST raramente ultrapassa dez vezes o limite superior normal
(GIANINNI, 2005). Certos medicamentos e alguns produtos quimicos também

podem provocar aumento nos niveis sericos das aminotransferases (Tabela 3).



Tabela 3: Medicamentos, toxinas e drogas que aumentam niveis séricos de

atividade das aminotransferases.
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Medicamento

Toxina

Droga

Paracetamol Tetracloreto de Carbono Esteroides anabolizantes
Metildopa Cloroférmio Cocaina

Carbamazepina Dimetilformamida Ecstasy

Fluconazol Hidrazina Fenciclidina

Heparina 2-Nitropropano

Nitrofurantoina Tricloroetileno
Alguns AINES Tolueno
Fenitoina

Sulfonamidas

Acido Valproico

Vitamina A

Anticoncepcionais

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR (2016).

Outra enzima intracelular presente no figado é a fosfatase alcalina (FAL).
Porém também é encontrada em outros tecidos. Na clinica, o aumento dos niveis de
FAL é indicativo de colestase, diminuicdo do fluxo biliar. Nas lesGes hepaticas,
observa-se aumento de até dez vezes o limite superior normal, como no caso de
ictericia obstrutiva e nas colestases induzidos por drogas (LOPES, 2009).

A Y-glutamiltransferase (GGT) aparece no figado (ductos biliares e fracao
microssomal) e em outros tecidos como o pancreas, rins, intestino, préstata,
coracao, cérebro e glandulas mamarias. Esta enzima apresenta maiores alteracdes
guando ha comprometimento do sistema biliar. O consumo aumentado de etanol
eleva os niveis de GGT no soro, porém uma vez cessada a ingestao da bebida, os
niveis retornam aos valores normais (GHABRIL et al., 2010).

3.2.1 Intoxicacdo hepética

A hepatite medicamentosa ou lesédo hepéatica idiossincratica induzida por
drogas € definida como uma lesdo hepética provocada pelo uso de farmacos
sintéticos, fitofarmacos, ou qualquer outro xenobidtico que conduz a alteracdo na
bioquimica hepatica com consequente aumento das aminotransferases (SUK, KIM,
2012). Existem mais de 1.200 substancias farmacéuticas com potencial de provocar
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fendbmenos de hepatotoxicidade, a imensa maioria de natureza idiossincrasica
(BITTENCOURT, 2011).

Dados mostram que aproximadamente 10% dos casos de Obito por
doenca hepética grave, ou da necessidade transplante de figado, devem-se a leséo
irreversivel do hepatdcito por farmacos (BARBIERI et al., 2010).

A doencga hepatica medicamentosa é um problema de saude publica com
profundas implicacbes para os doentes, profissionais de saude, industrias
farmacéuticas e os sistemas de saude como um todo. Muitas vezes o langcamento de
um novo medicamento é interrompido na fase de ensaios clinicos devido a questdes
toxicolégicas e de seguranca, com destaque para toxidade hepatica (WATKINS,
SEEFF, 2006). Sendo também a causa principal de remocao de drogas do mercado
mesmo apos as fases clinica e pés-clinica. Ainda € um desafio a pratica clinica o
diagnostico preciso de hepatite medicamentosa devido a auséncia de evidéncia
direta da hepatotoxidade induzida e a sua incidéncia relativamente baixa (NOBRE et
al., 2008). O atraso no estabelecimento do diagnostico é, portanto, muito comum
uma vez que requer a exclusdo de outras causas de lesdo hepatica (GHABRIL,
2010).

A insuficiéncia hepatica aguda € um quadro clinico grave e imprevisivel,
podendo ser definido pelo aparecimento repentino de encefalopatia e distirbios na
coagulacdo. A superdosagem de paracetamol € a causa mais comum de
insuficiéncia hepatica aguda e €, ainda, uma das principais causa de lesdo hepatica
que leva ao transplante de figado (FONTANA, 2008).

O paracetamol, também chamado acetoaminofeno, € um farmaco com
acdo analgésica e antitérmica cuja venda é isenta de prescricdo. E encontrado sob
diversas formas farmacéuticas com facil acesso para populacdo, porém muitos
desconhecem seus efeitos nocivos ao organismo (HE et al., 2011; SEBBEN et al.,
2010). Vérios principios ativos de uso comum na pratica clinica sdo potenciais

agressores aos tecidos hepaticos (Tabela 4).
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Tabela 4. Lesdes hepaticas induzidas por farmacos e principais farmacos
envolvidos.

Tipo de leséo Principais drogas

Lesédo aguda no figado . i
Paracetamol, salicilatos (>2g/dia)
dependente da dose

Les&o aguda no figado ) ) o )
) Indometacina, alopurinol, atenolol, piroxicam, carbamazepina
independente da dose

Infiltragc&o de gordura no o o ] o
Salicilatos, fenitoina, acido valproico, metotrexato, tetraciclinas

figado
Ictericia Eritromicina, carbamazepina, cefalosporinas, haloperidol,
cetoconazol, contraceptivos orais, antidepressivos triciclicos
Nédulos inflamatérios crénicos Quinidina, carbamazepina, fenilbutazona
Doencas hepéticas cronicas Paracetamol (uso crdénico), metildopa, nitrofurantoina
Cirrose hepética Metotrexato, terbinafina

o Combinacao de clorpromazina e acido valprdico, imipramina,
Ictericia cronica o
fenitoina

Tumor hepético Esteroides anabolizantes, contraceptivos orais

Fonte: HepCNet, 2003 com modificagfes.

O metabolismo do paracetamol é hepatico e pode ocorrer por meio de
trés mecanismos distintos: sulfatacdo, glicuronizacéo e oxidacao (Figura 4). Quando
ligado ao acido glicurbnico, o acetoaminofeno produz um metabdlito inerte, da
mesma forma como quando passa pelo mecanismo de sulfatacdo. A via oxidativa
produz um metabdlito altamente téxico que em condi¢cBes terapéuticas, se une a
glutationa, formando conjugados de cisteina e acido mercapturico (SEBBEN et al.,
2010). Porém, quando administrado em doses acima de 4 g/dia, apds a saturagao
das vias metabdlicas principais, o paracetamol sofre oxidacao, gerando o metabdlito
toxico n-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) (HE et al., 2011).
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Figura 4: Ativacdo do paracetamol pelo citocromo P450 levando a hepatotoxidade.
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Quando administrado em doses terapéuticas, o metabolismo do
paracetamol resulta em quantidades pequenas de NAPQI que s&o conjugadas a
glutationa. Em doses elevadas, a oxidacédo do paracetamol por meio da ativacéo do
sistema citocromo P450 (CYP) incrementa a producédo de NAPQI, e o acumulo deste
leva a um processo irreversivel de lesao hepatocelular (JUNIOR, 2011).

A NAPQI é um metabdlito muito reativo que se liga a proteinas dos rins e
do figado do organismo intoxicado. Estudos revelaram que, tanto em roedores
guanto em humanos, leva a lesdo mitocondrial e fragmentacdo de DNA, resultando
em morte celular por necrose (MCGILL et al, 2012).

Outro importante agente causador de lesdes hepaticas € o alcool etilico.
Entre as inUmeras drogas de abuso, o alcool € uma das drogas mais acessiveis e
com maior taxa de consumo abusivo no mundo sendo, talvez, uma das drogas mais
antigas utilizadas pela espécie humana (MARQUES, 2001).

Os estudos epidemiologicos permitiram evidenciar a correlacdo do
consumo de etanol e os indices de mortalidade por cirrose hepatica em varios

paises. Em estudo realizado com babuinos péde-se observar o desenvolvimento de
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cirrose mesmo sem deficiéncia nutritiva, uma vez que foi oferecida uma dieta
completa, denominada, entdo, protetora. A hepatotoxidade do etanol esta associada
ao processo metabdlico do mesmo (MINCIS, MINCIS, 2011).

O etanol é metabolizado principalmente no figado por meio de uma série
de reacdes oxidativas, sendo que na primeira reacdo o etanol é catalisado pela
enzima, a éalcool desidrogenase (ADH). No individuo alcodlico crbnico, em que a
atividade de ADH pode encontrar-se ja bloqueada, duas outras vias, “vias de
recurso”, sdo acionadas: a via do Sistema Mitocondrial de Oxidac&o do Etanol (sigla
em inglés - MEOS) pelo citocromo P450 (CYP2E1), e a da catalase, localizada nos
peroxissomas dos hepatécitos (KACHANI et al.,, 2008). Independentemente do
sistema enzimatico, ADH, MEOS ou catalase, a primeira etapa do metabolismo do
etanol leva a producdo de hidrogénio e acetaldeido, sendo este, um produto toxico
(JUNIOR et al., 1998). Também reduz os niveis de glutationa aumentando o efeito
toxico de radicais livres (Figura 5). E, interfere com a cadeia de transporte de
elétrons, causando alteracbes estruturais na mitocondria, além de inibir os
mecanismos de reparacdo do DNA (MATOS, 2003).

Figura 5: Esquema geral do metabolismo do etanol no tecido hepatico
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Lesdes agudas por etanol sdo consideradas intoxicagfes hepaticas e, em
geral, em lesdes hepaticas isquémicas ou toxicas, os niveis de AST geralmente
aumentam antes dos niveis de ALT. Tal evento ocorre, pois esta enzima apresenta
distribuicdo intralobular peculiar. A Zona 3 do acinus é mais vulneravel a ambas
situacdes: niveis reduzidos de oxigénio (no caso das lesGes isquémicas) e toxidez
(hepatdcitos sdo mais ricos em enzimas microssomais). Além disso, os niveis de
aminotransferase tendem a diminuir rapidamente apds um pico (GIANINNI, 2005).

O uso cronico de alcool traz consequéncias complexas, como a
esteatose, fibrose hepatica, sindrome de Wernicke-Korsakoff (grave sindrome
psiquiatrica), hipoglicemia, entre outros (MATOS, 2003).

3.2.2. Doengas hepaticas e o tratamento com produtos naturais

Por todo o mundo hd um crescente interesse em medicamentos de
origem vegetal para o tratamento de véarias doencas incluindo hepatopatias
(IBRAHIM et al., 2008). Algumas espécies apresentaram resultados bastante
significativos no que tange a hepatoprotecdo tais como a Spirulina maxima
(TORRES-DURAN et al., 1999), Eclipta Alba (SAXENA et al.,1993), Boehmeria
nivea (LINN et al.,, 1998), Cichorium intybus (HEIBATOLLAH et al.,, 2008), e
Picrorhiza kurroa (NALLAMILLI et al., 2013).

Os agentes hepatoprotetores sédo as ferramentas terapéuticas usadas na
pratica clinica para se minimizar, ou mesmo evitar os efeitos da hepatotoxidade. E
possivel encontrar no mercado inUmeros medicamentos descritos com propriedades
hepatoprotetoras. Muitos desses medicamentos sdo produtos do metabolismo
especial de plantas tais como a curcumina, o resveratrol, a glicirrizina, a Liv-52 e
com grande destaque, a silimarina, (RIVERA-ESPINOZA, 2008). A glicirrizina € o
principal constituinte da raiz de Glycyrrhiza glabra e é usada desde a antiguidade
pelos chineses como droga hepatoprotetora (WAN, 2009). A curcumina (CECILIO
FILHO et al.,, 2000; MATHEWS et al.,, 2012) e o resveratrol (ADEWUSI e
AFOLAYAN, 2010; RIVERA et al.,, 2008) demonstraram em estudos recentes
resultados significativos como compostos protetores e curativos para doencas
hepaticas em modelos experimentais.

A silimarina compreende um complexo formado por varias substancias do
metabolismo especial de Sylibum marianum, tais como silibina, silidianina e

silicristina (Figura 6), e € utilizada principalmente como hepatoprotetora, antifingica,
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antiedema cerebral e antidepressiva (LEMOS JUNIOR e LEMOS, 2012). Estudos
evidenciaram o0s potenciais beneficios terapéuticos da silimarina em necrose
inflamatoria do figado e fiborogénese dada a sua acdo antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, bem como sua provavel capacidade de estimular seletivamente a
proliferacdo dos hepatocitos (SALLER et al., 2001). O conhecimento sobre o papel
do estresse oxidativo na patogénese da doenca hepética alcodlica, sugere que as
propriedades farmacoldgicas da silimarina podem ter valor terapéutico potencial no
tratamento desta patologia (ARTEEL, 2003).

FIGURA 6: Estruturas quimicas dos constituintes da silimarina.

OCH

- J 07| N oM
N "\O' -5 : _.()‘,7.!' »
2 ; OC»
O o
> o o™ Nerno
Som
O O >
SILIBINA
Lo’ (e} HO_ o j‘ - ~OH
)| _OM < AL
3 o »
<« pr* a— & ~ 1 oM P
8 - \ = s - /
o b -0 < ¢ HOH
Z we” ]
C» 0 s
- & & >
o OC
SILICRISTINA
SILIDIANINA

Fonte: MEDSCAPE, 2014. (adaptado)

3.3. OUTRO PONTO DE RELEVANCIA PARA ESTE ESTUDO

3.3.1 Staphylococcus aureus

A existéncia de bactérias patogénicas resistentes a drogas
antimicrobianas € uma das principais questdes de saude publica da atualidade
(WOOLHOUSE et al.,, 2016). Os agentes antimicrobianos tornam-se ineficazes
frente a esses patdégenos por diferentes razbes tais como antibioticoterapia
inapropriada ou prolongada, manejo inadequado de antimicrobianos na agropecuaria
(LUYT et al., 2014; SPELLBERG e GILBERT, 2014).

Estimativas do numero de mortes (Figura 7) em escala global decorrentes

de resisténcia aos antibioticos chegam 10 milhdes de mortes por ano. A resisténcia
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bacteriana foi classificada como uma séria ameaca a sociedade como o terrorismo
(O’'NEILL, 2014).

Figura 7: Estimativa do nimero de mortes atribuidas a resisténcia antimicrobiana até 2050.
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Fonte: O'NEILL, 2014 (adaptada).

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou a lista
das bactérias mais resistentes aos antibiéticos no mundo (Tabela 5). Estes
patégenos figuram, para a OMS desde entdo, como prioridade nas pesquisas de
novos agentes antibacterianos. Os patdogenos de maior relevancia para pesquisa
foram agrupados em niveis de prioridade e S. aureus situa-se entre aqueles de alta
prioridade (WHO, 2017).

Existe um forte apelo global para o desenvolvimento de medicamentos
alternativos para combater as infeccfes causadas por patdgenos resistentes aos
farmacos em uso. Embora o numero de dados venha crescendo nos ultimos anos,
as informac0des sobre epidemiologia de S. aureus resistente na América Latina ainda
nao correspondem a realidade vivenciada pela populacdo, especialmente em
regibes em que sdo poucos 0s recursos disponiveis para a caracterizacdo e
descrigcéo das linhagens (MEJIA, ZURITA, GUZMAN-BLANCO, 2010).
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Tabela 5: Patdogenos de maior prioridade nas pesquisas de novos antibioticos:

Nivel de Prioridade Patégeno Resistencia
Acinetobacter baumannii Carbapenem
. Pseudomonas aeruginosa Carbapenem

Critico

) Carbapenem; B-lactamase de
Enterobacteriaceae ]
espectro ampliado

Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina; Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Alta Campylobacter spp. Fluoroquinolona
Salmonellae Fluoroquinolona

. . Fluoroquinolona;
Neisseria gonorrhoeae ]
Cefalosporina

Streptococcus pneumoniae Penicilina
Média Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp Fluoroquinolona

Fonte: WHO, 2017 (adaptada).

Cerca de 30% da populacdo mundial sdo colonizadas por Staphylococcus
aureus, bactérias tipo cocos Gram-positivas (TONG et al.,2015). Pele e fossas
nasais de pessoas saudaveis sao locais onde € possivel isolar com facilidade
amostras deste micro-organismo. Apesar de estar presente na microbiota normal, S.
aureus frequentemente esta relacionada a uma série de patologias da pele
(espinhas, furanculos e celulites), do trato respiratério (pneumonia) e outras doencas
graves como endocardite e meningite (BANNERMAN, 2003, HEPBURN et al., 2016,
REPESSE et al., 2016; VANEPEREN E SEGRETI, 2016). O S. aureus libera
diferentes toxinas e enzimas que lesionam a pele, e a partir de proteinas da derme
adere na mesma formando um biofilme, € um importante mecanismo de adeséo e
resisténcia aos agentes antibacterianos (ABRAHAN et al., 2012; MASAKO et al.,
2007; NAVASIVAYAM et al., 2013). Os biofilmes de S. aureus representam um
problema real para a eficiéncia dos tratamentos de tecidos infectados bem como
para higienizacdo de superficies em ambientes hospitalares e para industria de
alimentos (PERIASAMY et al.,, 2011). E ainda, S. aureus apresenta grande
plasticidade genética sendo capaz de adquirir novos genes, inclusive aqueles

relacionados a resisténcia aos antimicrobianos. Assim, este micro-organismo € uma
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das principais causas de infec¢fes hospitalares e comunitarias em todo o mundo
(SPAGNOLO et al., 2014).

Com o advento da penicilina na década de 1940, o numero de infeccdes
causadas por S. aureus reduziu por um tempo, contudo em poucos anos
comegaram a surgir os primeiros casos de resisténcia a penicilina pela agao das (3-
lactamases (HIRAMATSU et al.,, 2014). A meticilina, penicilina semissintética, foi
desenvolvida como alternativa as bactérias produtoras de penicilinases. Contudo,
sua utilizagdo irracional levou ao surgimento de amostras de S. aureus Resistente a
Meticilina (MRSA) que rapidamente se disseminaram pelo mundo (NAMVAR et al.,
2014). A prevaléncia de MRSA (Figura 8) é apontada como elevada no Brasil, em
paises do Mediterraneo e nos Estados Unidos desde 2006 (GRUNDMANN et al.,
2006).

Figura 8: Proporcdo de MRSA em partes do mundo durante o ano de
2006.
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Fonte: GRUNDMANN et al., 2006.
O numero de novos agentes antibacterianos descobertos tem diminuido

nos ultimos anos, sendo lancadas no mercado apenas 5 novas classes de
antibacterianos desde o ano 2000 (RENWICK et al., 2016). Muitos compostos tém
sido testados, porém as atividades nao tém correspondido ao esperado (ABRAHAN
et al., 2012; COWAN, 1999).

Por outro lado, as investigacbes de produtos de origem natural no
combate a bactérias vém apresentando resultados bastante promissores. Muitos

extratos de plantas podem ser utilizados para inibir a formagéo de biofilmes de S
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aureus. Por exemplo, o extrato da raiz de Rubus ulmifolius (QUAVE et al., 2012),
das folhas de Cassia alata (SAITO et al., 2012), dos frutos e das folhas de Quercus
cerris (HOBBY et al.,, 2012) entre outros extratos, e ainda os Oleos obtidos de
plantas, 6leo de cassia (Cinnamomum aromaticum), Balsamo do Peru (Myroxylon
balsamum), 6leo vermelho de Thymus (Thymus vulgaris) demonstraram resultados
bastante promissores (KAVANAUGH e RIBBECK, 2012), bem como moléculas
isoladas de plantas, tais como acido tanico, quercetina (LEE et al., 2013), apigenina
(SUPURAN, 2015) e luteolina (ZHU et al., 2015).

Muitos estudos sugeriram que os flavonoides possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, dentre outras. Diversos versam sobre a atividade
antimicrobiana dos flavonoides e indicam que os extratos brutos contendo esses
constituintes tém mostrado atividade significativa contra varias estirpes de S. aureus,
e E. coli (BAHARFAR, AZIMI, MOHSENI, 2015; LEE et al., 2013; TALEB-CONTINI et
al., 2003; XIE et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Vernonia condensata foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Uma exsicata (CESJ n°® 52943) encontra-se depositada no Herbario Leopoldo
Krieger da UFJF, e foi gentilmente identificada pela Dra. Fatima Regina Goncalves
Salimena. As coletas foram realizadas entre os horarios de 8:00 e 9:00 horas, no
periodo de junho a setembro de 2012. O nome da planta V. condensata Baker foi
verificado no sitio eletronico da The Plant List
(http://www.theplantlist.org/tpll.1/search?g=Vernonia+condensata, acessado em 26
de junho de 2017), ndo tendo sido encontrada outra sinonimia para essa espécie

vegetal.

4.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO E PARTICOES

As folhas (2,5 Kg) foram secas a temperatura ambiente, e em seguida
transferidas para estufa com ventilagdo forcada para perda de umidade.

Apoés a secagem, todo o material botanico foi triturado em liquidificador
industrial e pulverizado em tamise n°18.

O p6 assim obtido foi pesado (500g) e entdo submetido a extracao por
maceracao estatica em etanol P.A. Apds evaporacdo do solvente em rotavapor com
temperatura em até no maximo 45°C, parte do extrato etandlico (EE) seco (579) foi
ressuspenso em agua: etanol (9:1) seguido de particao liquido/liquido com solventes
organicos de polaridades crescentes: hexano (PH) (19,2 g), diclorometano (PD)
(6,06 g) e acetato de etila (PA) (5,7 g) (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

4.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular

4.3.1.1 Analise de citotoxidade geral para células eucariéticas

A avaliacao da viabilidade celular foi realizada pelo teste do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ila) - 2,5 — difeniltetrazdlio, MTT. O MTT é um sal insoluvel
metabolizado pelas enzimas mitocondriais de células viaveis, originando cristais de

formazana com coloracdo azul (MOSSMAN, 1983). O teste foi realizado sobre
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linhagens de células tumorais e ndo tumorais. As células Raw 264.7, 3T3, HepG2,
MDA-MB 231 e HCT-116 foram inoculadas em microplacas a 1x10* células/poco. As
demais suspensfes celulares foram semeadas em microplacas de 96 pocos
contendo 1x10° células/poco. As placas foram pré-incubadas por 24h a 37 °C para
permitir a adaptacdo das células antes da adi¢cdo das amostras.

Posteriormente, PA foi adicionado as células na concentracdo de 50
pug/mL. As placas foram incubadas por 48h a 37 °C em uma atmosfera de 5% de
CO2 e 5 % de umidade relativa. Apos periodo de incubacdo com as amostras, 20 pL
de solucédo de MTT (5 mg/mL em tampé&o fosfato) foram adicionados a cada poco e
incubados por 4h. Ao final deste periodo, o sobrenadante foi removido e 200 uL de
DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazana. Os grupos
controle incluiram o tratamento com 0,1% de DMSO (controle de interferéncia do
sistema solvente-diluente), etoposideo (controle positivo para células tumorais),
silimarina (controle positivo para HepG2) e um controle de células (CC) em que h&
apenas meio e células. Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO, antes da
diluicdo. Para comparacdo, a citotoxidade do etoposideo foi avaliada sob as
mesmas condi¢des experimentais.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e expressos como a
média de trés experimentos independentes. A densidade 6ptica (DO) foi avaliada em
espectrofotdometro a 590 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de

proliferacéo celular, em comparacdo com 0,1% de DMSO.

4.3.1.2 Anédlise de citotoxidade especifica contra Raw 264.7 para determinacéao
da atividade anti-inflamatéria in vitro

A viabilidade celular na presenca de PA foi avaliada pelo teste do MTT
(MOSMANN, 1983). Resumidamente, as células foram cultivadas em microplacas de
96 pocos em meio DMEM para cultura celular sem SFB e incubadas em estufa a 37
°C em atmosfera de CO2 a 5% umidificada. Depois de 24 h, o meio foi gentilmente
retirado e substituido por meio DMEM suplementado com PA em concentracdes
variando entre 0,5 a 40 pg / mL, as células foram, entdo, tratadas com
lipossacarideos de Escherichia coli (LPS) 100 ng / mL, as microplacas foram
incubadas em estufa de CO2 a 5% por 44 h, quando foram adicionados 20 pL de
solugcéo de MTT e a incubacao foi mantida por mais 4 h. O meio foi entdo removido,

e os cristais de formazana foram solubilizados em 100% de DMSO. A quantidade de
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MTT-formazan obtido é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis que é
determinada pela medida da absorvancia a 590 nm no leitor de microplacas. O
controle positivo utilizado foi dexametasona em concentracdes variando de 0,001 uM
a 10 uM.

4.3.2 Avaliacao da atividade hepatoprotetora in vivo

4.3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias, pesando entre 250 e
350 g provenientes do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da UFJF. Os
animais foram alojados em gaiolas e mantidos sob condicbes adequadas e
controladas. Os animais foram adaptados ao ambiente e aos tratadores por um
periodo minimo de 72 h antes da realizacdo dos experimentos. Os protocolos
experimentais e procedimentos seguiram os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e os
protocolos foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Pré-Reitoria de Pesquisa/UFJF e aprovados sob o niumero de protocolo n® 027/2014
(Anexo B).

4.3.2.2 Atividade hepatoprotetora frente a inducdo de lesdo hepética aguda por

paracetamol

Foram realizados os ensaios de hepatoprotecao frente a toxidade aguda
induzida por paracetamol (KURIAKOSE, KURUP, 2010). Os tratamentos consistiram
em EE, PH, PD e PA solubilizados em &gua destilada com auxilio de Lauril Sulfato
de Sdédio a 0,6% e Tween 80 a 2% (veiculo).

Este ensaio envolveu trés etapas: pré-tratamento, inducdo da lesao e
coleta de resultados. Os animais foram divididos em 12 grupos (A - L) de seis
animais cada, como se segue:

Grupo A: controle normal — Veiculo;

Grupo B: controle negativo — Veiculo (7dias) + Paracetamol 3 g/kg (dose
anica);

Grupo C: EE 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo D: EE 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);
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Grupo E: PH 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo F: PH 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo G: PD 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo H: PD 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo I: PA 200 mg / kg(7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo J: PA 100 mg / kg (7dias) +Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo K: PA 50 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

Grupo L: Silimarina 100 mg / kg — Controle positivo — hepatoprotetora
(7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose Unica);

O paracetamol foi administrado apés 7 dias do inicio dos tratamentos, em
dose Unica e, apos 24 h os animais foram eutanasiados. O sangue foi coletado para
analises bioquimicas.

Os seguintes parametros bioguimicos foram avaliados de acordo com
metodologia descrita pelo fornecedor (LABTEST®): alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), proteinas potais (PT),
albumina (ALB), bilirrubina direta (BD), indireta (BI) e total (BT), triglicérides (TRIGL),
colesterol total (CT), colesterol VLDL (c-VLDL), colesterol LDL (c-LDL) e colesterol
HDL (c-HDL).

No tecido hepético foi realizada a avaliacdo das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) foi realizada como um indice de peroxidacéo lipidica.
Foram avaliadas também as atividades das enzimas catalase (CAT) e glutationa
redutase (GSH).

Exame histopatoldgico do figado foi realizado preservando o érgao em
formalina 10% para histopatologia. Para avaliacdo microscépica dos tecidos, secdes

em série de 5 um de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina.

4.3.2.3 Hepatoprotecéo frente a inducédo de lesdo hepatica por doses repetidas de

paracetamol

Este ensaio foi realizado com particdo e doses que apresentaram melhor
resultado no ensaio anterior. Os animais divididos em cinco grupos (A-E), de seis
animais cada, foram tratados por 10 dias, como se segue:

Grupo A: controle normal — Veiculo;

Grupo B: controle negativo — Veiculo + Paracetamol 750 mg / kg;
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Grupo C: PA 100 mg / kg + Paracetamol 750 mg / kg;

Grupo D: PA 200 mg / kg + Paracetamol 750 mg / kg ;

Grupo E: Controle positivo — Silimarina 100 mg / kg + Paracetamol 750
mg/ kg .

Os parametros bioquimicos e histopatologicos foram avaliados da mesma
forma como descrito no item 4.3.2.6.

4.3.2.4 Hepatoprotecao frente a inducéo de lesédo hepatica aguda por etanol

A inducdo da lesao hepatica aguda por etanol foi realizada como descrita
por Beena (2011) com modificacBes. Para este ensaio, optou-se por testar PA na

concentracdo de 200 mg / kg, uma vez que o conjunto dos resultados nos testes
anteriores mostraram-se mais promissores. Os animais foram divididos em seis
grupos de seis animais cada, exceto grupo B com 12 animais, como se segue:

Grupo A: controle normal — Veiculo (uma dose a cada 12 h em um total de
3 doses);

Grupo B: controle negativo — Veiculo + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada
12 h em um total de 3 doses);

Grupo C: PA 200 mg / kg + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em um
total de 3 doses). Administracdo simultanea;

Grupo D: PA 200mg/kg por 3 dias + Etanol 5g / kg (uma dose a cada 12 h
em um total de 3 doses). Pré-tratamento;

Grupo E: Silimarina 100 mg / kg + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12h
em um total de 3 doses). Administracao simultanea;

Grupo F: Silimarina 100mg / kg por 3 dias + Etanol 5 g / kg (uma dose a
cada 12 h em um total de 3 doses). Pré-tratamento.

Os parametros bioquimicos foram avaliados como descrito no item
4.3.2.6.

4.3.2.5 Tratamento de lesdo aguda induzida por etanol

A inducéo da lesdo hepatica aguda por etanol foi realizada como descrita
por Beena (2011) com modificacbes. Os animais foram divididos em quatro grupos

de seis animais cada, como se segue:
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Grupo A: controle normal — Veiculo (uma dose a cada 12 h em um total de
3 doses);

Grupo B: controle negativo — Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em
um total de 3 doses) + veiculo por 3 dias apoés inducao;

Grupo C: Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em um total de 3 doses)
+ PA 200mg/kg por 3 dias apos a inducao;

Grupo D: Etanol 5g/kg (uma dose a cada 12h em um total de 3 doses) +
Silimarina 100 mg / kg por 3 dias apos a inducéo.

Os parametros bioquimicos foram avaliados como descrito no item
4.3.2.6.

4.3.2.6 Determinacao dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos niveis de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), proteinas totais (PT),
albumina (ALB), de bilirrubina, triglicérides totais (TRIGL) e colesterol total (CT) e
fracbes (c-VLDL, c-LDL e c-HDL) foram avaliados por kits comerciais LABTEST®

conforme as especificacdes do fabricante adaptado para leitor de microplaca.

4.3.2.7 Determinacdo da peroxidacdo lipidica por meio do teste com o &cido
tiobarbitarico (TBA) — in vivo.

O objetivo desta andlise foi determinar a concentracdo de 4&cido
tiobarbitirico em amostras de figado para identificar a presenca de peroxidacéo
lipidica.

Para os célculos da concentracao de &cido tiobarbitarico foi construida a
curva padrao de malonaldeido (MDA) preparando-se 10 mL de solucdo com 164 uL
1,1,3,3-tetraetanopropano (TEP, libera MDA e etanol ap6s hidrélise acida) ao qual
foi adicionado 836 L etanol e o volume da solugao foi completado para 10mL com
agua destilada. Os tubos foram deixados por 15 minutos em banho fervente, e,
entdo, resfriados imediatamente em banho com agua gelada por 10 minutos. 200 uL
da solucéo foram adicionados a microplaca de 96 pocos e a absorvancia foi medida
em leitor de microplacas a 535 nm, em triplicata.

Para esta analise preparou-se um homogeneizado do figado triturando

aproximadamente 0,3 g do mesmo e adicionando 1,2 mL de tampé&o fosfato pH 7,4,
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homogeinizando em vortex. O sobrenadante ficou armazenado a -80 °C até o
momento da analise. A dosagem de TBA no homogeneizado de figado foi realizada
pesando-se 0,59 de cada homogeneizado e colocando em tubos de ensaio, em
triplicata. Logo apds, adicionou 50uL de solugdo etandlica de 2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol (BHT) 4% (p/v), 2,5mL de &cido fosférico 1% (v/v) e 1,25mL de &cido
tiobarbitdrico 1% (p/v) (em NaOH 0,05M). Estas solucbes foram aquecidas em
banho fervente por 15 minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo por 10
minutos. Depois de resfriadas, adicionou se 3 mL de butanol em cada tubo de
ensaio para que o complexo TBA-MDA (indicativo de peroxidacdo lipidica) passe
para a fase organica, e agitou-se por inversao (10 vezes). Em seguida centrifugou-
se a 4000 RPM por 5 minutos e retirou 200uL do sobrenadante (fase butandlica) de
cada amostra, colocando em microplaca de 96 pocos, em triplicata. A leitura foi
realizada em leitor de microplaca a 535 nm e calculou-se a concentracdo do
complexo TBA-MDA a partir da curva padrédo de MDA.

A porcentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi calculada pela
formula:

Abs controle negativo — Abs extrato x 100

Abs controle negativo

4.3.2.8 Procedimento para dosagem de proteinas totais pelo Método de Lowry
(1951) adaptado para microplaca

A dosagem de proteinas totais no homogeneizado do figado dos modelos
tratados com a amostra foi necessaria para verificar a atividade das enzimas
antioxidantes: glutationa redutase (GSH) e catalase (CAT) in vivo. Para a dosagem
de proteinas totais € necessario estabelecer a curva padréo de albumina. Para tal,
preparou-se uma solugdo estoque de albumina, no momento da dosagem, na
concentracdo de 1 mg / mL; em seguida foram preparadas diluicbes seriadas (em
triplicata) variando de 19,2 a 288,4 ug / mL, adicionou-se em cada tubo 2,0 mL de
solucdo alcalina de sulfato de cobre (CuSOas) e tartarato de sédio potassio.
Aguardou-se 10 minutos e, em seguida foram acrescentados 0,2mL do reativo de
Folin. Apos 30 minutos 200 pL da mistura foram transferidos para uma microplaca
de 96 pocos. Como branco utilizou-se 200 pL de agua destilada. A leitura da

absorvancia foi realizada a 625 nm, em leitor de microplaca.
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Para determinacdo da dosagem de proteinas totais no figado dos
diferentes grupos experimentais um homogeneizado foi preparado conforme descrito
anteriormente em 4.4.2.7. Entdo, em uma microplaca de 96 pocos foi pipetado 2 pL
de homogenato (em triplicata) e a este foi acrescentado: 38 pL de agua destilada e
200 pL de solucdo alcalina de sulfato de cobre (CuSOa4) e tartarato de sédio e
potéssio. Aguardou-se 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado 20 pL de reativo de
Folin, aguardou-se por mais 10 minutos e realizou-se a leitura da absorvancia em

625nm tendo como branco do teste agua destilada.

4.3.2.9 Determinagao da atividade das enzimas antioxidantes.

Para a determinacdo da atividade enzimatica um homogeneizado do
tecido hepético foi preparado conforme esta descrito no item 4.4.2.7.

e Atividade de catalase (BEUTLER, 1975)

Em uma placa de ELISA acrescentou-se, na seguinte ordem: 170 pL de
tampédo fosfato 0,1IM, pH 7,4 e 10 pL de homogenato. A microplaca foi
imediatamente colocada em isopor com gelo para manter a temperatura baixa, em
seguida a microplaca foi incubada 30°C por 1 minuto no leitor de microplaca ELISA.
No momento da analise acrescentou-se 20 puL de H202 0,3 M e a placa foi incubada
novamente por 10 segundos a 30°C com agitacao prévia de 5 segundos. As leituras
de absorvancia foram realizadas a cada minuto por um tempo total de 5 minutos em
um comprimento de onda de 240 nm. Como branco, foi colocado em um dos pogos
da microplaca: 180 pL de tampéao fosfato 0,1M, pH 7.4 mais 20 pyL de H202 0,3 M; o
resultado foi expresso em U / ug de proteina.

e Atividade de glutationa redutase (CARLBERG e MANNERVIK, 1985)

Em uma placa de ELISA adicionou-se, nessa ordem: 80 pL de tampao
fosfato 0,1 M, pH 7.4 e 20 yuL de homegenato, e armazenou-se imediatamente em
uma caixa de isopor com gelo. No momento da andlise, a placa foi incubada 30°C
por 1 minuto e em seguida acrescentou-se 50 uL de tampéao fosfato 1M, pH 7.0; 10
pL de solugdo de EDTA 0,2 mM; 20 pL de solucdo de glutationa 10 mM; 20 pL de
solugcéao estoque de NADPH 0,1 mM; como branco, adicionou-se em um dos pogos
da microplaca: 150 pL de tampao fosfato 1 M, pH 7.0; 10 pL de solugcdo de EDTA 0,2
mM; 20 yL de solucédo de glutationa 10 mM; 20 pL de solugcéo estoque de NADPH
0,1 mM. A microplaca foi incubada a 30 °C por 10 segundos com agitacdo de 5

segundos. A leitura da absorvancia foi realizada a cada minuto por um tempo total
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de 5 minutos em um comprimento de onda de 340 nm. O resultado foi expresso em

U / ug de proteina.

4.3.3 Atividade anti-inflamatéria

4.3.3.1 Linhagem celular

A linhagem de macréfagos murinos (RAW 264.7) foi adquirida no banco
de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em
meio de cultura DMEM suplementado com os antibiéticos penicilina (100 IU / ml) e
estreptomicina (100 pg / ml), e soro fetal bovino (SFB) estéril a 10%. Todas as

linhagens foram mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de COz..

4.3.3.2 Determinacédo de oxido nitrico

A producédo de Oxido Nitrico foi determinada de forma indireta pelo reacéo de
Griess para medir nitrito no meio de cultura. As células Raw 264.7 foram aderidas
em microplacas de 96 pocos a densidade de 8 x 10* células por pogco e foram
incubadas por 24h. As células foram expostas a 100 ng/mL de LPS (Sigma®) com
concentracfes de PA variando de 1,0 a 20 pg/mL por 48 h. O sobrenadante da
cultura (100 pL) foi misturado com o reagent de Griess (100 pL, 1% sulfanilamida,
0.1% N-[1-naftil]-etilenodiamina em &cido fosférico a 5%) e foi incubado a
temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida a 540nm. A
concentragéo de NO foi determinada usando uma curva padréo de nitrito (NaNO2).

4.3.3.3 Determinacao dos mediadores inflamatoérios

A determinagéo das citocinas IL-6 e TNF-a, mediadores da inflamacgéo, foi
avaliada em leitor de microplaca com Duo Set kit (R & D Systems®) segundo
instrucdes do fabricante. As microplacas de 96 pocos foram revestidas com 50 pL de
anticorpos primarios diluidos em tampao salina fosfato (PBS) e incubados por 18 h a
4 ° C. As placas foram lavadas com 0.05 % Tween PBS por 3 vezes. Entao a elas
foram adicionados 200 uL / pogo de PBS / 1% BSA para bloquear locais nao
ocupados durante 1 h a temperatura ambiente. Depois da incubacdo, as placas
foram lavadas novamente. As amostras e as citocinas recombinantes em
concentracdo conhecida foram adicionadas nas placas a um volume de 100 uL /
poco, e incubadas por 2 h a 37 ° C. Depois de lavar as placas, 50 pl de anticorpo de
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deteccao biotinilado para cada citocina foi adicionado e as placas foram incubadas
mais uma vez por 1 h a 37 ° C. ApoOs a lavagem, as placas foram incubadas com
estreptoavidina conjugada com peroxidase diluido em PBS 1: 200 (50 pL) durante 30
min a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e incubadas com uma solugéo
de tetrametilbenzidina, durante 20 minutos. A reacdo de bloqueio ocorreu com a
adicdo de &cido sulfurico 2 N. A densidade Optica das amostras foi determinada em

leitor de microplaca com filtro de 450 nm.

4.3.4 Atividade antibacteriana in vitro

4.3.4.1 Linhagens bacterianas utilizadas

Os ensaios microbiolégicos foram realizados empregando as seguintes
linhagens de referéncias da American Type Culture Collection (ATCC), na segunda
passagem, gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil,
representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos
fermentadores e nédo fermentadores:

e Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 29213™);
e Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 25923™);
e Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 33591™);
e Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 33592™);
e Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 6538™);
e Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™);

e Escherichia coli (ATCC® 25922™);

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 25619™);

e Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606™);

e Enterobacter aerogenes (ATCC® 13048™);

e Klebsiella pneumoniae subsp pneumoniae (ATCC® 4352™),

Foram também testadas cinco (5) cepas de rotina clinica de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279, MRSA 1605677,
MRSA 1664534, MRSA 1688441 e MRSA 1830466, isoladas de infeccoes

sanguineas de pacientes atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
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(HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Comité de Etica em Pesquisa
Humana do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho numero 976.427),
identificadas pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Durham, NC, EUA) e
gentilmente cedidas pela MSc. Adriana Lucia Pires Ferreira, responsavel pelo
Laboratorio de Bacteriologia do Servigo de Patologia Clinica dessa Instituicéo.

As linhagens S. aureus (ATCC® 29213™) e E. coli (ATCC® 25922™) foram
empregadas na etapa de validacdo dos ensaios, como controle de qualidade,
conforme recomendado pelos documentos M07-A9 e M100-S24 (CLSI, 2012; 2014).

Durante o texto, foram adotados os seguintes termos para referenciar as
linhagens mencionadas acima, respectivamente:
e S. aureus ATCC 29213,
e S. aureus ATCC 25923;
e S. aureus ATCC 33591,
. aureus ATCC 33592,
. aureus ATCC 6538;
. epidermidis ATCC 12228;
. coli ATCC 25922;
. aeruginosa ATCC 25619;
. baumanii ATCC 19606;
. aerogines ATCC 13048;
. pneumoniae ATCC 4352;
e MRSA 1485279;
¢ MRSA 1605677,
e MRSA 1664534,
e MRSA 1688441,
e MRSA 1830466.

°
A mMm > T mMmwn n nm

4.3.4.2 Determinagéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi determinada usando o método de microdiluicdo em caldo
Mueller Hinton (MHB) de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), com pequenos ajustes, frente a amostras de
referéncia representativas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas bem como

de rotina, listadas no item anterior.
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Um gradiente de concentracdo das amostras foi estabelecido segundo
Fabry e colaboradores (1998), cujo estudo propde que plantas medicinais utilizadas
tradicionalmente contra infeccbes podem apresentar alguma atividade quando
apresentam CIM < 8000 pg/mL. Assim, de cada amostra, EE, PH, PD ou PA foram
preparadas solu¢gbes estoque que foram diluidas em série (2500 - 18 pg / mL)
(volume final = 200 pL) e uma concentragao final de dimetilssulfoxido (DMSO) < 1%.
Para este ensaio, foram adicionados 20 pL de suspensdes bacterianas a 108 UFC /
mL (de acordo com os padrdes de turbidez McFarland). As placas foram incubadas
a 35 % 2 ° C por 24 h. Os mesmos testes foram realizados simultaneamente para o
controle do crescimento (MHB + bactérias) e controle de esterilidade (MHB +
amostra). Os agentes antimicrobianos utilizados como controles positivos foram
ampicilina (1000 — 7,8 ug / mL), um B-lactdmico que interfere na integridade da
parede celular bacteriana de efeito bactericida, e cloranfenicol (100 - 0,78 pg / mL),
um inibidor de sintese proteica de efeito bacteriostatico. O teste foi realizado em
triplicata. A CIM foi determinada como a menor diluicdo capaz de inibir o
crescimento visivel da cepa bacteriana testada, conforme conceito descrito no
documento M07-A9 (CLSI, 2012). A inibic&o foi constatada mediante a adi¢ao de 40
pL de p-iodonitrotetrazolium (INT).

4.3.4.3 Determinacao da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da CBM foi realizada em placa de Petri contendo agar
Muller Hinton (MHA) de acordo com as orientagcdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012) com modificacdes. A placa de Petri foi previamente
demarcada de acordo com as posicoes das diluicbes dos extratos e na placa de
microdiluicdo. Uma aliquota do contetdo dos pocos da placa de microdiluicdo onde
ndo foi visualizado crescimento foi transferida com o auxilio de uma alca estéril
descartavel para o respectivo local na placa de Petri. Incubou-se a placa em estufa a
35 £ 2 °C por um periodo entre 18 - 24 h. Foi determinada como CBM a menor
concentracdo dos extratos que ndo permitiu o desenvolvimento dos micro-
organismos, indicando assim, a amostra como bactericida ou bacteriostatico.

Para realizagdo dos ensaios microbiologicos abaixo, foram selecionadas
trés (3) cepas de S. aureus, a saber: 1) S. aureus (ATCC® 25923), caracterizada
como formadora de biofilme; 2) S. aureus (ATCC® 29213), S. aureus sensivel a

meticilina; e 3) MRSA 1485279, isolada de ponta de catéter de paciente com
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diagnostico de infeccdo de corrente sanguinea e que apresentou perfil de resisténcia
ao maior numero de agentes antibacterianos constantes do painel do sistema
VITEK®2.

4.3.4.4 Método de combinacao Checkerboard ou “Tabuleiro de Damas”

O possivel sinergismo entre PA e ampicilina ou cloranfenicol foi avaliado
pelo método checkerboard e o célculo do indice de reducdo de dose (FADLI et al.,
2012). Este método foi realizado utilizando microplacas de 96 pocos contendo caldo
de Mueller Hinton (MHB) com concentracdes de PA variando de 1/8 a 8x CIM e
combinados com ampicilina ou cloranfenicol em concentragdes variando de 1/8 a 2x
CIM na placa em estilo do tabuleiro de damas. As diluicbes em série de PA e
cloranfenicol foram combinados de modo que cada linha continha uma concentracao
do primeiro agente e concentracdes crescentes do segundo. O indculo foi de
aproximadamentel10® UFC / mL em cada tubo. As microplacas foram incubadas por
18-20 h a 35 = 2 °C. O indice de reducédo da dose (IRD) foi calculado como se
segue:

IRD = CIM do antibiotico sozinho

CIM do antibi6ético combinado
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Figura 9: Representacao esquematica da distribuicdo amostra versus antibiético no teste “tabuleiro de

damas”.
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Concentragoes Decrescentes de Antibiético
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR (2017)

O indice de concentracao inibitoria fracionada (IFIC) foi calculado como
se segue: IFIC = CIFa + CIFs

Onde: CIF = CIM amostra combinado

CIM amostra sozinha
A = amostra PA
B = Cloranfenicol/ Ampicilina
O sinergismo foi definido como (FADLI, 2012):
ICIF <0,5; Sinergismo Total;
0,5 > ICIF< 0,75; Sinergismo Parcial ou Aditivismo;
0,75> ICIF <2; Indiferenca
ICIF> 2 Antagonismo

4.3.4.5 Cinética bacteriana ou curva de crescimento ou time kill assay

A andlise da curva de crescimento foi realizada segundo Sutton (2006)

para determinar influéncia de PA na taxa de multiplicacdo das linhagens S. aureus
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(ATCC® 29213), S. aureus (ATCC® 25923) e MRSA 1485279. Culturas bacterianas
na densidade de 5 x 10° UFC / mL foram expostas a PA e combinacdes com
antibioticos em caldo MHB (concentracdes de PA variando de 1 x CIM a 4 x CIM). O
caldo MHB contendo apenas indculo bacteriano foi usado como controle de
crescimento. A leitura da densidade otica a 630 nm foi realizada antes da incubacéo
(t = 0) e a cada 60 minutos até completar 10 h de incubagéo a 37° C. A curva de

crescimento foi contruida com a variacdo da densidade 6tica em funcéo tempo.

4.3.4.6 Ensaio da viabilidade celular bacteriana

A viabilidade das células bacterianas na presenca de PA foi determinada
segundo protocolo previamente descrito por KIM e colaboradores (2015) com
modificagdes. Um mL de células bacterianas subcultivadas em agar nutriente foram
ressuspendidas em solucéo salina 0,9% estéril e, entdo, padronizadas a densidade
Otica de 0,7 em 600 nm. A seguir, as células foram adicionadas a 19 mL de tampé&o
fosfato pH= 7,1 (50mM) estéril com 1x, 2x ou 4x CIM de PA. Os controles foram
células sem PA na presenca de equivalente de DMSO utilizado na solubilizacéo e
Cloranfenicol e/ou Ampicilina na concentracdo equivalente ao CIM, bem como a
associacao destes com PA na combinacéo que inibiu o crescimento bacteriano pelo
teste do “tabuleiro de damas”. Nos tempos equivalentes a 1, 4 e 6 horas de
incubacgdo a 37°C, uma aliquota na ordem de diluicdo 10 foi inoculada em placas
de Petri contendo agar TSA (Tryptic Soy Agar) e incubada a 37°C por 20 h. O
resultado foi expresso graficamente como UFC mlt x 10°. A razdo entre o nimero
de bactérias e o numero de horas de incubacao representou o tempo de geracao

bacteriana em presenca de PA, antibiéticos e associacao.

4.3.4.7 Atividade antibiofilme in vitro

A quantificagdo da producgéo do biofilme foi realizada conforme descrito
por Silva e colaboradores, 2016. Em microplaca de poliestireno de fundo chato com
96 pocos, foram adicionados 200uL de solugéo teste em concentracdes equivalentes
acCM, 2 x CIM e 4 x CIM de PA bem como de combinacbes deste com o0s
antibiéticos ampicilina e cloranfenicol com o inéculo bacteriano a 108 UFC / mL

sendo adicionado a 2% (v/v). Na sequéncia, as microplacas foram incubadas a 37°C
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por 24 h. Apos este periodo, o contetdo das placas foi descartado e, cada poco foi
cuidadosamente lavado com tampéao fosfato pH 7,1 por 3 vezes para remocao das
células ndo aderidas. Os biofilmes foram fixados com etanol 98% e corados com
solucdo de cristal violeta. Todos os ensaios foram realizados em hexaplicata, o
controle do crescimento foi preparado utilizando indculo e meio estéril, controle do
método foi sistema diluente utilizado para amostra e antibiético (DMSO 1% — para
PA e EtOH - para cloranfenicol) e controle negativo foi utilizado apenas o meio
estéril. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de aderéncia do
micro-organismo, calculado de acordo com a férmula abaixo, em que ODensaio € a
densidade oOtica medida na presenca de PA e/ou antibiéticos e ODcc € a medida do

controle de crescimento.
% inibicdo de adesdo = 1-(ODensaio/ODcc) x 100

4.4. ESTUDO QUIMICO DA PARTICAO EM ACETATO DE ETILA (PA)
4.4.1. Perfil cromatogréafico de PA por CLAE-DAD

O perfil cromatografico foi obtido utilizando em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-DAD Agilent® 1200 Series) em coluna Zorbax SB-C18 (5 um x
4,6 x 150 mm). Foram injetados 20 yL de PA em concentracdo de 1 mg/ mL. A fase
moével foi um gradiente linear de solventes A e B, onde A (MeOH: H20, 5:95, v/ v,
pH = 3 com H3PO4) e B (MeOH); 0 a 100% de B em 30 min. Foi utilizado um fluxo de

0,6 mL / min. O cromatograma foi obtido a 330 nm.

4.4.2. Isolamento da substancia 1

PA (2 g) foi fracionado utilizando uma coluna aberta (4 x 74 cm) de
Sephadex® LH 20, Sigma® (250 g), eluido com MeOH e as fracbes foram
agrupadas de acordo com o seu perfil em cromatografia de camada delgada, de
modo que cinco fracdes foram obtidas e nomeadas de acordo com a sua ordem de
eluicdo cinco fragdes: A (2110 mg), B (12 mg), C (44 mg), D (970 mg), E (41 mg)
gue foram entdo analisadas por CLAE. 7,4 mg da substancia 1 foi isolada a partir da
fracdo FE utilizando CLAE-DAD com uma coluna semi-preparativa Zorbax CN (5 ym
X 9,4 x 250 mm). Utilizou-se uma solucéo isocratica a 70% A (MeOH: H20, 5:95, v /
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v, pH = 3 com H3PO4) e 30% de B (MeOH), 0-10 min como fase movel a um fluxo de
2,5 mL /min.

4.4.3. Identificagao estrutural da substancia 1

A substancia 1 foi identificada por espectros de RMN de 'H (500 MHz),
RMN de 13C (125 MHZ), DEPT-135 e 2D RMN (COSY, HMBC, HSQC), os quais
foram registrados em espectrometro Bruker AVANCE I1ll em solucdo de MeOD a
25°C, utilizando TMS (6= O) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos
foram reportados em ppm na escala 6 e referenciados as ressonancias do pico do
solvente residual. Essas analises espectroscépicas foram realizadas no
departamento de fisica do Instituto de Ciéncias Exatas, UFJF, com auxilio da prof.

Dr. Antbnia Ribeiro.

Para determinacédo da massa, 4 ug de 1 foram diluidos em metanol para o
modo negativo. A solucéo foi infundida diretamente na fonte de ESI utilizando uma
bomba de seringa a uma taxa de fluxo de (10 pyL / min). ESI (-) - MS e tandem ESI-
MS / MS foram adquiridos usando um hibrido de alta resolucao e alta precisdo Xevo
® G2-S Q-Tof (Waters ®). Para aquisicdo e processamento de dados, foi utilizado o
software MassLynx V4.1 (Waters®). Os dados foram recolhidos na faixa m / z de 50-
1000 a velocidade de uma varredura por segundo. A espectroscopia de massa foi
realizada na Central Analitica da Faculdade de Farméacia, com auxilio da técnica em
guimica Carolina Gasparetto e as analises contaram com a colaboracéo da Prof? Dr2

Antonia Ribeiro.
A substancia 1 foi identificada como &cido 1,5-di-O-cafeoilquinico:

Acido 1,5-di-O-cafeoilquinico: C2sH24012, p6 branco amorfo. ESI-MS / EM
m / z (rel. Int.): 515 [M-H] (75); 353 [M-H-C 9 H 6 O 3] - (100); 335 [M-H-C9H603-
H20] - (7); 191 [M-H-2xC9H603] - (20). RMN de 1H (500 MHz, CD30D): 2,09 (H-
6ax; dd, J6ax-6eq = 13,7, Hz, J5-6ax = 8,6 Hz); 2,58 (H-6eq, dd, J6ax-6eq = 13,7Hz
e J 5-6eq = 3,9Hz); 5,41 (H-5, td, J 4-5 = 8,2 Hz, J 5-6eq = 3,9 Hz, J 5-6ax = 8,6 Hz);
3,80 (H-4, dd, J 3-4 = 3,6 e J 4-5 = 8,2 Hz); 4,32 (H-3, m); 2,46 (2H, m, H-2ax e H-
2eq), (fracdo de acido quinico); 7,08 (2H, H-2 'e H-2''; d,J2'/ 2" - 6 '/ 6" '= 2HZ);
6,80 (2H,H-5'e H-5'";d,J5/5"-6"6"'"'=8,0 Hz); 6,96 (2H, H-6 'e H-6' ', dd, J 2'/
2"-6'6'"=2HzeJ5/5"-6'76"'=;760 (2H,H-7'eH-7"";d,J7'/7"-8"8'=
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15,1 Hz); 6,30 (2H, H-8'e H-8'";d,J7'/7"-8"' 8 '= 15,1 Hz); 6,28 (H-8",d,J 7" -
8 " = 15,1 Hz), (grupo cafeico). RMN de 13C (125 MHz, CD30D): 579,48 (C-1);
34,22 (C-2); 67,96 (C-3); 71,35 (C-4); 70,15 (C-5); 35,45 (C-6), 173,37 (COOH)
(porcao de acido quinico); 126.40 (C-1'/ C-1'"); 113,84 /113,83 (C-2'/ C-2'"); 145,42
(C-3'e C-3'"); 148,26 / 148,23 (C-4 '/ C-4'"); 115.11 / 115.08 (C-5'/ C-5'"); 121,70 /
121,63 (C-6 '/ C-6'"); 146.13 / 145.92 (C-7 '/ C-7'"); 113,76 / 113.70 (C-8 '/ C-8' ");
166,61 / 167,23 / (C-9 '/ C9' "), (grupo cafeico). Os espectros obtidos podem ser
apreciados no Anexo A desta obra.

4.4.4. |dentificacdo de marcadores quimicos da particdo em acetato de etila

(PA)

A quantificacdo de biomarcadores quimicos de PA foi realizada em CLAE-
DAD conforme descrito anteriormente (item 4.4.1), utilizando-se os padrdes externos
apigenina (pureza 295%), luteolina (pureza 298%) e acido clorogénico (pureza
295%) todos os padrbes utilizados foram da marca Sigma®, e ainda um padréo

interno (acido 1,5-di-O-cafeoilquinico isolado de PA).

Para construcdo da curva padrdo foi utilizado 1,0 mg de substancia
padrdo acido clorogénico, apigenina, luteolina ou padrdo interno &cido 1,5-di-o-
cafeoilquinico (diluidos em 1,0 mL de MeOH). Em seguida foram realizadas diluicdes
sucessivas para obtencao das seguintes concentracfes: 0,500; 0,250; 0,125; 0,0625
e 0,0312 mg / mL. Para cada marcador foi realizado um gradiente linear de
solventes A (MEOH: H20, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B
em 30 min; fluxo de 0,6 mL / min; volume de injecdo 20 pL, detecgdo UV 330nm. As
injecbes foram realizadas em triplicata. As curvas de calibracdo foram construidas
correlacionando a concentracdo versus a area sob a curva de cada padrdao no

cromatograma obtido a 330nm de deteccéo.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos testes in vivo e in vitro foram realizadas pelo
teste de one way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferengas foram

consideradas significativas com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.1.1 Avaliacéo da atividade hepatoprotetora in vivo

5.1.1.1. Frente & inducao de les@o hepatica aguda por paracetamol

O pré-tratamento dos animais com EE, PH, PD e PA seguido de
paracetamol (3g / kg), utilizado para causar lesdo hepatica aguda, teve como
objetivo avaliar a capacidade hepatoprotetora da planta e verificar qual destes
produtos das folhas de V. condensata seria mais ativo. O controle positivo utilizado
foi a silimarina. As atividades hepatoprotetora e antioxidante da silimarina advém de
sua capacidade em inibir os radicais livres que séo produzidos pelo metabolismo de
substancias toxicas tais como o paracetamol e o CCls. Esses radicais livres causam
danos nas membranas celulares. A silimarina aumenta a glutationa hepatica e pode
contribuir para acao antioxidante do figado. Estudos demonstraram que animais com
lesbes hepaticas induzidas por paracetamol e etanol apresentaram reducao
significativa dos marcadores bioquimicos de lesdo hepéatica AST e ALT quando
receberam tratamento com silimarina (VARGAS-MENDOZA et al., 2014).

Para o modelo proposto foram utilizados doze grupos com seis animais
cada. O tratamento com PA foi realizado em trés doses diferentemente dos demais
extratos que foram avaliados apenas em duas doses. Essa diferenca foi motivada
pela promissora atividade antioxidante in vitro demonstrada para PA em estudos
prévios (SILVA et al., 2012). Na tabela 6 estdo apresentados os pesos médios dos

animais de cada grupo e ainda o peso médio dos figados destes.
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Tabela 6: Peso médio corporal e do figado dos animais antes e apds o tratamento
com as amostras

Peso Médio Corporal (g) Peso Médio do indice Hepatico

Grupos Dia 0 DIA 8 Figado (g) (%)
Normal 212,8 £5,0 232,2+4,9 8,32 £ 0,252 35,83+0,512
Controle 41,39 + 0,88
Negativo 211,8+2,1 234,6 +1,7 9,71 + 0,15b
Sil 100 mg / kg 225,6 + 4,4 226,4+5,8 9,62 + 0,43b 42,49 £ 0,74°
EE 100 mg / kg 233,6+7,5 2452+ 4,4 9,00 + 0,31¢ 36,73 £ 0,702
EE 200 mg / kg 220,6 + 8,6 226,2+7,2 9,06 + 0,58¢ 40,05 £ 0,8°
PH 100 mg / kg 235,4 + 8,3 239,6 + 8,8 8,00 + 0,322 33,38 + 0,36¢
PH 200 mg / kg 220,2+9,5 230,8 + 10,5 9,31 £ 0,89> 40,33 £ 0,840
PD 100 mg / kg 267,6 +11,4 258,4 + 10,3 10,54 + 0,30° 40,78 + 0,29°
PD 200 mg / kg 2452 + 7,4 242,6 + 13,6 10,34 + 0,30¢ 42,72 £0,22°
PA 50 mg / kg 269,4 + 8,7 269,0 + 8,4 9.68 + 0,27¢ 35,98 + 0,322
PA 100 mg / kg 229,4+6,5 232,6 7,2 8,00 £ 0,312 34,39 £ 0,432
PA 200 mg / kg 226,6 + 8,3 2298+7,4 8,98 +0,43b 39,07+0,58°

Valores s@o apresentados média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etandlico, PH = Parti¢édo
Hexanica, PD = Particdo Diclometanica, PA = Particdo em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a na
mesma coluna ndo possuem diferencas estatisticas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

O indice hepatico dos animais tratados com EE (100 mg / kg), PH (100
mg / kg) e PA (50 e 100 mg / kg) ndo sofreu alteracdes significativas em relacdo ao
grupo normal, sugerindo a manutencéo da integridade do 6rgéao.

Em lesbBes hepaticas agudas induzidas por paracetamol e outras
substancias com metabolismo semelhante é possivel detectar alteracdes em alguns
parametros, uma vez que o figado é um 6rgao central na homeostase bioquimica do
organismo. As transaminases sdo indicadores sensiveis de dano hepatico,
particularmente quando € uma lesdo aguda, por exemplo, na hepatide tdxica
induzida por drogas. As transaminases hepéaticas sdo AST (aspartato
aminotransferase) e a ALT (alanina aminotransferase). A AST, como jA mencionado,
existe também em outros tecidos como o coragdo, musculo esquelético, rins,
cérebro, pancreas e, portanto, € um indicador muito menos especifico de leséo
hepatica do que a ALT que existe primariamente no figado. Portanto em se tratando
de lesdo hepética ha refluxo de ambas as enzimas para o plasma com elevacéo dos
niveis de ambas, sendo que a ALT sobe ligeiramente mais do que a AST se a leséo

for puramente hepatica. Assim, como paracetamol e outros agentes téxicos
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provocam lesédo hepatocelular, essas enzimas sédo importantes indicadoras de dano
hepatocelular uma vez que se apresentam aumentadas no soro quando ha lesédo do
tecido e, consequente extravasamento do citoplasma (GIANNINI et al., 2005).

A manutencao dos niveis de AST (Figura 10) e ALT (Figura 11) a valores
proximos aos niveis normais é um importante indicativo de protecdo da lesdo das

células hepaticas ou, ainda, da recuperacéo das células injuriadas.

Figura 10: Efeito da administracdo de EE, PH, PD e PA (concentracdo mg / kg) nos
niveis de AST no soro de ratos induzidos com paracetamol em dose aguda.

Nivel de AST (U/L)

Valores sdo apresentados médiaterro padrdo, n = 6. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,01). Onde EE = Extrato
Etandlico; PH = Particdo Hexanica, PD = Particdo Diclometanica; PA =
Particio em Acetato de Etila; Sil = Silimarina.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Para AST, apenas os animais tratados com PA na concentragédo de 200
mg / kg e com silimarina mantiveram seus niveis proximos ao valor normal, o que é
um indicativo que PA pode possuir acao hepatoprotetora frente aos possiveis danos
causados pelo paracetamol administrado em dose aguda. As outras amostras de V.
condensata testadas, excetuando-se PD na concentracdo de 200 mg / kg,
apresentaram também uma redug¢do dos niveis de AST quando comparado ao
controle negativo. Reducdes dos niveis de AST em ratos com lesdo hepética por
paracetamol também ja foram descritas para extratos de outras plantas como para
Coccinia grandis (SHERIEF et al., 2011), Plumbago zeylanica (KANCHANA et al.,
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2011) e também o extrato aquoso de Vernonia amygdalina (IWALOKUN et al.,

2006).

Figura 11: Efeito da administracdo de EE, PH, PD e PA (concentracdo mg /
kg) nos niveis de ALT no soro dos ratos induzidos com paracetamol em dose
aguda.
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Valores séo apresentados médiaterro padrdo, n = 6. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,001). Onde EE = Extrato Etandlico;
PH = Particao Hexanica, PD = Particdo Diclometénica; PA = Particdo em Acetato
de Etila; Sil = Silimarina.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Para a transaminase ALT, especifica para dano hepatico, excetuando EE
100 mg / mL e 200mg / mL, e PH 200 mg / mL, as demais amostras reduziram 0s
niveis desta enzima. E mais uma vez, 0os animais tratados com PA apresentaram
valores de ALT estatisticamente iguais aos do grupo normal. Assim, foi possivel
atestar a possivel atividade hepatoprotetora da espécie frente ao dano
hepatocelular.

A fosfatase alcalina também foi medida e o0s resultados estdo

apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Niveis de fosfatase alcalina no soro de animais pré-tratados com EE, PH, PD e PA
(concentracdo mg / Kg) e induzidos com paracetamol em dose aguda.
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Valores sdo apresentados médiaterro padrdo, n = 6. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,001). Onde EE = Extrato Etandlico; PH = Particdo
Hexanica, PD = Particdo Diclometanica; PA = Particdo em Acetato de Etila; Sil = Silimarina.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

O grupo controle negativo teve os niveis de fosfatase alcalina (FAL)
aumentados em relacdo ao grupo normal. Os niveis de FAL foram estatisticamente
iguais ao grupo normal para os grupos PD 200 mg/ kg e PA 50 mg / kg, os grupos
tratados com o controle silimarina 100 mg / kg, PH em ambas concentragdes,
enquanto, PD em 100 mg / kg e PA em 100 e 200 mg / kg apresentaram resultados
estatisticamente diferente do grupo controle negativo ndo tratado. O aumento na
atividade de FAL é resultado da maior sintese desta enzima pelas células que
revestem os canaliculos biliares. Em geral, ocorre em resposta a colestase e a
reducdo do fluxo biliar. (GAW et al., 2015). Porém, segundo Giannini et al.(2005),
lesbGes hepaticas induzidas por paracetamol e outros medicamentos ndo causam
necessariamente aumento significativo nos niveis de FAL. No entanto, no que tange
os tratamentos, a manutencao dos niveis de fosfatase é outro importante indicativo
de protecdo ao dano hepatico por PH, PD e PA.

Outros parametros bioquimicos (proteinas totais, albumina, bilirrubina
total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta) que se relacionam indiretamente com a

les&o hepatica foram avaliados no soro dos animais (Tabela 7).



Tabela 7: Pardmetros bioquimicos dos animais normais e tratados, com lesdo

hepética aguda causada por paracetamol.
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Grupo PT ALB BT BD BI
g/dL g/dL mg / dL mg / dL mg / dL
Normal 3,190,092  3,33:1,99%  2,40£0,08% 0,560,042 1,830,112
ﬁgggt?\'/eo 2,840,022 2,81+1,072  3,04:0,72 0,870,122  2,22%0,672
Sil100mg/kg 3,220,022  3,35:0,892  2,34#0,3%  0,65:0,072  1,69:0,312
EE100mg/kg  2,49:0,142 1,631,258  2,98+0,212  1,0:0,112  1,93%0,242
EE 200mg/kg 2,780,298 3,880,872  144+0,212  0,91%0,108  1,72+0,212
PH100mg/kg 3,070,138 3,353,412  148:0,292 0,590,022 0,890,302
PH200mg/kg 2,830,118  2,73:0,932  276:0,362 1,030,058 1,730,322
PD100mg/kg 2,970,162  2,82+1,672  1,75:0,392  0,63t0,0972  1,11+0,392
PD200mg/kg 3,320,108 2,512,732  2,03:0,15% 0,790,132  1,23:0,182
PASOmg/kg  3,72:0,080 2,711,712  1,71+0,24% 0,630,092  1,30%0,132
PA100mg/kg 3,860,012  2,90+1,772  1,88+0,092 0,580,072  1,30%0,132
PA200mg/kg 2,850,198  3,32+1,982  216+0,162 0,920,132  1,32%0,212

Valores sdo apresentados como média xep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato
Etandlico, PH = Particdo Hexanica, PD = Particdo Diclometanica, PA = Particdo em acetato
de etila. PT: Proteina Total; ALB: Albumin; BT: Bilirrubina Total; BD: Bilirrubina Direta; Bl:
Bilirrubina Indireta. Na mesma coluna, valores seguidos pela letra a ndo possuem diferencas
estatisticas significativas em relagcao ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Foi observado que para proteinas totais e albumina ndo houve alteracées
significativas para os grupos testados. A albumina é uma proteina produzida pelo
figado e é extremamente sensivel a leses/doencas hepaticas. Tem meia-vida longa
no plasma, assim, diminuicdes nas concentracdes de albumina demoram a ocorrer
quando ha reducdo subita de sua sintese (GAW et al., 2015). Como o modelo de
inducéo de lesédo hepética foi agudo, ndo houve tempo suficiente para percepgéo de
alteracdes significativas nas proteinas hepaticas.

A tabela 7 também mostra que ndo houve diferencas significativas entre

0S grupos para os niveis de bilirrubinas. Segundo Giannini et al (2005), para lesdes
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agudas causadas por paracetamol e outros medicamentos, alteracdes significativas
nos parametros de bilirrubina ndo sado esperados uma vez que o dano agudo nao
provocou colestase e o fluxo biliar ndo foi alterado.

O paracetamol demonstrou ser capaz de aumentar os niveis de colesterol
no soro de animais tratados com este medicamento (OZSOY E PABUCCUOGLUO,
2007). O perfil lipidico no soro dos animais tratados com as amostras esta
apresentado na tabela 8 abaixo.

Tabela 8: Perfil lipidico de animais normais e tratados, com lesdo hepatica aguda
induzida por paracetamol.

Grupo TRIGL CT C- HDL C-VLDL C-LDL

mg / dL mg / dL mg / dL mg / dL mg / dL
Normal 88,99+2,642 88,40+1,942 11,88+1,358 17,80+0,532 62,28+1,592
Controle Negativo 123,1+13,76° 122,40+14,6° 3,59+1,14° 20,57+1,35P 86,49+5,13°
Sil 100mg / kg 116,5+4,78¢ 84,27+4,462  3,87%0,21° 23,29+0,96° 57,10+4,402
EE 100 mg /kg 111,243,58¢ 97,57+4,45¢ 5,98+0,28¢ 22,25+0,71° 69,34+4,50¢
EE 200mg / kg 105,244,320 82,79+2,132  4,44+0,92b 21,05+0,86° 57,30+2,812
PH 100mg / kg 104,4+3,13> 80,58+2,722  9,09+1,392  20,89+0,62°*  50,60+3,274
PH 200mg / kg 112,5+7,00¢ 86,02+1,572  5,30+0,86° 22,78+1,75 57,39+1,412
PD 100mg / kg 113,1+£10,30¢ 84,75+3,832  5,07+0,76" 22,63+2,06P 57,04+4,462
PD 200mg / kg 108,5+4,29> 82,23+2,102 7,750,644 21,70+0,85P 52,78+2,344
PA 50mg / kg 117,8+ 15,87° 81,54+3,322  7,57+1,19¢ 24.98+6.8¢ 50.10+5.494
PA 100mg / kg 125,1+45,53¢ 81,04+1,123 12,47+1,08% 25,01+1,11° 43,561,764
PA 200mg / kg 84,22+1,002 83,06+1,642 12,34+0,812 16,84+0,20° 53,88+0,902

Valores sdo média +ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etandlico, PH = Particao
Hexanica, PD = Particdo Diclometanica, PA = Particdo em acetato de etila. TRIGL:
Triglicérides; C.T.: Colesterol Total; C- HDL: Colesterol — HDL, C-LDL: Colesterol — LDL; C-
VLDL: Colesterol-VLDL. Na colunas, valores seguidos pela mesma letra ndo possuem
diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Foi possivel observar um aumento significativo no nivel de colesterol total
e fracbes ¢ - LDL e ¢ - VLDL, bem como nos niveis de triglicérides para o grupo

controle negativo nao tratado, em relacdo ao grupo normal (Tabela 8). Em
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contrapartida, os grupos tratados com o controle positivo silimarina, EE e suas
particdes ndo apresentaram alteragdes significativas no CT e c-LDL em relagdo ao
grupo normal. Exceto pelos animais tratados com PA (200 mg/ kg), os demais
grupos apresentaram alteracdo nos niveis de c-HDL, c-VLDL e TRIGL. Assim, em
relagdo ao perfil lipidico, PA nesta concentracdo manteve os niveis dos parametros
avaliados proximos aos valores normais, sugerindo sua provavel atividade
hepatoprotetora.

Com a finalidade de aprofundar o entendimento sobre a atividade
hepatoprotetora em animais com lesdo hepética aguda causada por paracetamol, a
atividade antioxidante in vivo das amostras também foi realizada pela reacdo com o
acido tiobarbiturico, e pela avaliacdo da atividade das enzimas catalase e glutationa
redutase.

Figura 13: Niveis de malonaldeido (MDA) em animais pré-tratados com Vernonia condensata

e lesdo hepatica aguda causada por paracetamol em modelo animal.
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Valores expressos como média xep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato
Etandlico, PH = Particdo Hexéanica, PD = Particdo Diclometanica, PA = Particdo em
acetato de etila, doses em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra ndo possuem
diferencas estatisticas significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR,2016.

A Figura 13 mostra o aumento da concentragdo de MDA, um subproduto
da lipoperoxidacdo dos tecidos, em animais com leséo e néo tratados. Esse fato
acontece devido ao estresse oxidativo provocado pela presenca do radical livre
NAPQI nas células hepaticas. Diversos estudos tém demonstrado que os radicais
livres podem danificar lipideos e proteinas de membrana, alterando a estrutura

celular e, muitas vezes, levando a morte celular (SILVA, et al., 2011). Todos os
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grupos tratados previamente com as amostras, mantiveram os niveis de MDA abaixo
do nivel apresentado pelo grupo controle negativo néo tratado. Amostras que
diminuem os niveis de MDA nos tecidos animais sado consideradas como bons
antioxidantes. In vitro também, as amostras EE, PH, PD e PA demonstraram
atividade antioxidante promissora, porém PA foi mais ativo (SILVA et al., 2013). Com
os resultados in vivo obtidos no presente trabalho, associados aos descritos
anteriormente, fica clara a forte acdo de V. condensata como antioxidante na
inibicdo da peroxidacéo lipidica nos tecidos.

Outro importante parametro da capacidade antioxidante avaliado foi o
nivel da atividade da enzima catalase (Figura 14).

Figura 14: Niveis da atividade da enzima catalase em animais pré-tratados com Vernonia

condensata e lesdo hepatica aguda causada por paracetamol em modelo animal.
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Valores expressos como média +ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etandlico,
PH = Particdo Hexanica, PD = Particdo Diclometéanica, PA = ParticAo em acetato de etila,
doses em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra ndo possuem diferengas estatisticas
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A catalase € uma enzima presente nas células aerébicas que catalisa a
conversdo do peroxido de hidrogénio, subproduto de varias reacdes quimicas, em
agua e oxigénio livre protegendo o organismo dos danos oxidativos causados por
esta espécie altamente reativa. Neste trabalho, observou-se que os animais com
lesdo hepéatica ndo tratados tiveram a atividade desta enzima bastante diminuida,
caracterizando o estresse oxidativo provocado pelo metabolismo do paracetamol.

EE e PD, 100 mg / g bem como PA, 50 mg / kg ndo demonstraram diferenca
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significativa em relacdo ao grupo nao tratado. Este resultado indica o efeito
antioxidante in vivo das demais amostras.
A atividade antioxidante da enzima glutationa redutase também foi

avaliada (Figura 15).
Figura 15: Niveis da atividade da enzima glutationa redutase em animais pré-tratados com

Vernonia condensata e lesé@o hepatica aguda causada por paracetamol em modelo animal.
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Valores expressos como média +ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etandlico,
PH = Particdo Hexéanica, PD = Particdo Diclometanica, PA = Particdo em acetato de etila,
dose em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra ndo possuem diferencas estatisticas
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A glutationa redutase (GSH) encontra alta atividade no figado. Atua como
um antioxidante enddgeno reduzindo niveis de hidroperoxidos (H202) tal como a
catalase, e ainda demais espécies reativas de oxigénio como os peroéxidos lipidicos
que sdo ainda mais reativos que as espécies primarias de Oz (O2¢, H202, OHe). A
reducao relativa dos niveis de GSH no interior das células leva a uma situacédo de
estresse oxidativo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989). Os niveis de GSH para 0s
grupos PD 200 mg / kg e PA na mesma concentracdo apresentaram-se aumentados
em relagcdo ao grupo normal. Este aumento de GSH s&o evidéncias da atividade
antioxidante dessas particoes de V. condensata.

Em resumo, os resultados obtidos para os parametros e para atividade

antioxidante indicam um maior potencial hepatoprotetor para a particdo acetato de
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etila das folhas de V. condensata. Assim, a fim de corroborar esses resultados, os
figados dos animais dos grupos tratados com PA foram submetidos ao exame
histopatolégico.

Os estudos histopatologicos confirmaram o dano hepatico causado pelo
paracetamol. Os animais n&o tratados (controle negativo) apresentaram mudancas
degenerativas tais como vacuolizacdo e nucleo picnético nas células parenquimais
na area centrolobular, congestao e dilatacao sinusoidal, grau moderado de infiltrado
linfocitico e sangramento (Figura 16). Por outro lado, o figado dos animais pré-
tratados com PA ndo apresentaram mudancgas degenerativas mantendo os aspectos
histoldgicos bastante préximos ao 6rgdo dos animais do grupo normal, com poucas

areas de congestao e algum infiltrado linfocitico.

Figura 16: Fotomicrografia representativa das sec¢fes longitudinais do figado de rato apo6s 7

dias de pré-tratamento seguido pela indu¢é@o de dano hepatico agudo por paracetamol.

Grupo normal (A 100x, A’ 400x), Controle negativo (B 100x, B’ 400x), Controle Referéncia
silimarina (C 100x, C’ 400x), PA 50 mg/kg (D 100x, D’ 400x), PA 100 mg/kg (E 100x, E’ 400x) e
PA 200 mg/kg (F 100x, F’ 400x). Cortes histolégicos de 5um, l&minas coradas com
hematoxilina e eosina. As imagens foram capturadas usando o Image-Pro Plus® 6.0 software.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

5.1.2.2. Avaliacdo da atividade hepatoprotetora in vivo frente a inducdo de leséo
com doses repetidas de paracetamol
Dessa forma, PA foi selecionada para tratar animais, agora com leséo
hepética induzida por paracetamol em doses diarias de 750 mg / kg, sendo

administrada simultaneamente ao paracetamol.
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O peso médio corporal, fator considerado quando se avalia a toxicidade
de um farmaco, bem como o dos figados dos animais estdo apresentados na tabela
9.

Tabela 9: Peso médio corporal e dos figados de animais induzidos pelo uso continuo

de paracetamol, normais e tratados com PA

Peso médio corporal (g) Peso médio do indice Hepatico
Grupe Dia 0 Dia 11 figado (g) (%)
Normal 273,5+8,6 279,5+10,6 9,00 + 0,572 32,20 £ 0,532
Controle Negativo 301,4+5.3 318,8+6,6 11,80 + 0,58° 37,01 +0,87°
Sil. 100 mg / kg 288,8 + 4,0 299,246,5 10,60 + 0,24¢ 35,42 + 0,36°¢
PA 100 mg/ kg 251,6+8,1 268,0+7,8 9,20 £ 0,202 34,33 £ 0,25P¢
PA 200 mg / kg 2940+ 34 314,8+4,5 11,6 £ 0,24 36,84 + 0,53

Valores expressos como média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila.
Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey (p <
0,01).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

O indice hepético dos animais tratados com PA (100 mg / kg) nao
apresentou diferencas significativas em relacdo ao dos animais do grupo normal e
do controle Silimarina, o que sugere mais uma vez que PA (100 mg / kg) nao
interferiu significativamente na homeostase deste 6rgéo.

O nivel das enzimas AST (Figura 17) e ALT (Figura 18), foi medido
também neste modelo de inducéo.

Foi observado um aumento de AST, em animais com lesdo hepéatica
induzida por doses continuas de paracetamol, porém ndo tratados. Os animais
tratados com PA apresentaram niveis de AST estatisticamente iguais ao nivel

apresentado pelos animais do grupo normal.
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Figura 17: Efeito da administrac@o de PA nos niveis de AST no soro de ratos induzidos com

paracetamol em doses repetidas.
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Onde PA = Particdo em Acetato de Etila; Sil = Silimarina em doses em mg / kg.Valores
sdo apresentados médiaterro padrdo, n = 6. Letras iguais para valores nao diferem entre

si pelo teste de Tukey (p < 0,001).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A Figura 18 mostra os niveis da ALT. Nao foi observada diferenca entre

0S grupos avaliados.
Figura 18: Efeito da administrag@o de PA nos niveis de ALT no soro dos ratos induzidos

com paracetamol em doses repetidas.
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Valores s@o expressos média + ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo
em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a ndo possuem diferencas
estatisticas significativas em relacdo ao grupo normal pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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O tratamento com paracetamol em doses repetidas nas doses
terapéuticas diarias pode levar a elevacdes transitérias dos niveis das
transaminases séricas, geralmente comecando depois de 3 a 7 dias. Estas
elevacfes sdo assintomaticas e resolvidas rapidamente com a interrupcdo do
tratamento ou reducdo da dose, e em alguns casos a elevacdo dos niveis de
transaminases € resolvida pelo organismo, mesmo com a continuacdo na dose
completa (ZIMMERMAN et al, 1999). Portanto, a manutencdo dos niveis de ALT era
esperada.

Os niveis de transaminases ndo permitiram concluir se houve ou nado
lesdo hepética causada por doses continuas de paracetamol, entdo, outros
parametros foram também avaliados para se verificar 0 quadro de lesdo hepatica.
Os niveis de proteinas totais, fosfatase alcalina e albumina estdo apresentados na
Tabela 10, enquanto os parametros lipidicos encontram-se apresentados na Tabela
11.

Tabela 10: Pardmetros bioquimicos analisados no soro de ratos com
les@o hepatica induzida por doses repetidas de paracetamol.

Grupo PT FAL ALB
g/dL U/L g/dL
Normal 4,33 + 0,092 83,82 £8,922 3,26+0,642
Controle Negativo 4,12 + 0,072 127,42+8,83 3,37+£0,482
Sil 100mg / kg 4,43 + 0,072 117,52+4,092 3,30+0,402
PA 100 mg / kg 4,59 + 0,042 108,52+9,95? 3,44+0,95%
PA 200 mg / kg 4,41 + 0,052 122,69+10,03° 3,260,452

Valores sdo média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila.
PT: Proteina Total, FAL: Fosfatase alcalina; ALB: Albumina. Na mesma coluna, valores
seguidos mesma letra ndo possuem diferengas estatisticas significativas teste de Tukey
(p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Da mesma forma que nos animais com lesdo hepatica induzida por dose
Unica de paracetamol, ndo foram observadas alteragdes significativas em proteinas
totais e albumina. Como a meia vida sérica da albumina € de 12 a 21 dias e a
indugcdo com doses repetidas foi realizada por 10 dias, a ndo alteragcdo deste
parametro era esperada. A FAL mostrou-se aumentada para o0 grupo controle
negativo e PA 200 mg / kg, indicando uma possivel colestase no figado destes
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animais. Assim, o tratamento simultaneo com PA 200 mg / kg nao foi capaz de
manter os niveis da FAL nestas condicdes.
A tabela 11 apresenta o perfil lipidico, triglicérides, colesterol total e

fracGes no soro dos animais tratados com doses repetidas.

Tabela 11: Parametros lipidicos analisados no soro para o teste de
hepatoprotecao
TRIGL CT c- HDL c-VLDL c-LDL
Grupo
mg / dL mg / dL mg / dL mg / dL mg / dL
Normal 115,443,822 82,72+2,192 11,88+1,342 23,09+0,762 45,43+2,422
Controle
_ 114,3+4,392 89,60+7,522 2,09+0,22° 2286+0,872 65,76+7,59"
Negativo
Sil100mg/kg 101,244,712 81,53+1,952 12,35+2,042 20,24+0,942 49,87+3,242
PA 100 mg/kg 108,8+4,592 84,83+2,542 9,77+2,692 21,76+0,022 54,13+1,76¢
PA 200 mg/kg 104,9+3,912 75,45+0,782 12,14+0,782 20,98+0,782 43,90+1,032

Valores sdo média +ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila. TRIGL: Triglicérides;
C.T.: Colesterol Total; C- HDL: Colesterol — HDL, C-LDL: Colesterol — LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na mesma
coluna, valores seguidos pela letra mesma néo possuem diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey
ote: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Em relacdo aos parametros lipidicos, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos para os niveis de TRIGL, CT, c-VLDL. Contudo, de
forma andloga ao tratamento agudo, os niveis de c-LDL aumentaram para 0 grupo
controle negativo e diminuiram para os animais tratados com Sil 100 mg / kg e PA
em ambas as doses, sendo a diminuicdo mais expressiva na dose de 200 mg/ kg.
Os niveis de c-HDL apresentaram-se diminuidos para o grupo néo tratado. Para os
grupos tratados seja com PA a 200 mg / kg seja com silimarina, esse parametro
apresentou valores significativamente iguais aos do grupo normal. O c-HDL é uma
fracdo lipidica com funcéo protetora e a reducdo de seu nivel pode comprometer o
balanco normal das fragdes. O tratamento com PA favoreceu a manutencao do perfil
lipidico em relacdo ao balango c-HDL / c-LDL, alterado pelo paracetamol.

A atividade antioxidante de PA neste modelo também foi avaliada. A
concentracdo de MDA foi mensurada para avaliar a peroxidacéo lipidica induzida

pelo radical livre NAPQI (Figura 19).
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Figura 19: Niveis de malonaldeido (MDA) em animais com leséo hepdatica causada por

paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia condensata.
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Valores expressos como média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo
em acetato de etila (doses em mg / kg). Valores seguidos pela letra mesma néo
possuem diferengas estatisticas significativas entre si pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Foram observados niveis normais de MDA para o0s grupos tratados com
PA, em ambas as concentracfes, bem como para o controle positivo, silimarina. Os
danos inflamatérios causados pelos radicais livres a membrana celular, oriundos da
lipoperoxidacao, foram inibidos pela acéo protetora de PA.

Tal como para inducdo aguda com paracetamol, a atividade das enzimas
catalase e glutationa redutase foram avaliadas. Assim, foi possivel observar no que
tange a atividade da enzima catalase (Figura 20), que ndo houve diferencas

estatisticas entre os grupos tratados com PA e o grupo normal.
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Figura 20: Atividade da enzima catalase para animais com lesédo hepatica causada por
paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia condensata.
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Valores expressos como média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA =
Particdo em acetato de etila (doses em mg / kg). Valores seguidos por letras
iguais ndo possuem diferencas estatisticas significativas entre si pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Da mesma forma, como foi possivel observar na figura 20, a atividade da
enzima glutationa redutase (Figura 21), nos animais tratados com PA, permaneceu

significativamente igual aquela apresentada pelos animais do grupo normal.
Figura 21: Atividade da enzima glutationa redutase em animais com lesdo hepatica

induzida pelo uso por paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia
condensata.
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Valores expressos como média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA =
Particho em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a ndo possuem
diferencas estatisticas significativas em relagdo ao grupo normal pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Portanto, foi possivel verificar que PA exerceu importante atividade
antioxidante, inibindo a peroxidacéo lipidica e aumentando a atividade das enzimas
catalase e glutationa redutase. A observacao deste conjunto de atividades reforca o
potencial de PA como hepatoprotetor e antioxidante.

Os estudos histopatolégicos confirmaram as andlises bioquimicas. Os
animais nao tratados (controle negativo) ndo apresentaram significativas mudancas
degenerativas exceto por pequenas regides com infiltrado inflamatério (Figura 22). O
figado dos animais pré-tratados com PA também ndo apresentaram mudancas
degenerativas mantendo os aspectos histolégicos bastante préximos ao 6rgdo dos

animais do grupo normal.

Figura 22: Fotomicrografia representativa das se¢des longitudinais do figado de rato apds 10 dias de

tratamento com PA e simultdnea administragdo de paracetamol.

PA 200 mg/kg (E, 400x). Cortes histolégicos de 5um e laminas coradas com hematoxilina e eosina.As
imagens foram capturadas usando o Image-Pro Plus® 6.0 software.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

5.1.2.3. Avaliacdo da atividade hepatoprotetora in vivo frente a inducao de lesao
aguda por etanol

A inducao de lesdo aguda por etanol também foi utilizada para se avaliar
a atividade hepatoprotetora de PA. Para este modelo foi utilizada somente a dose de
200 mg / kg pois foi a que apresentou, de maneira geral, maior atividade

hepatoprotetora em animais com lesao hepéatica induzida por paracetamol.
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Os animais foram pesados antes e depois do tratamento. Ao final do
experimento, o figado dos animais foi retirado e pesado. Os resultados estdo
expressos Tabela 12.

Tabela 12: Peso corporal médio e do figado dos animais com lesdo hepética
causada pelo etanol.

Peso Medio Corporal () Peso Médio do Figado indice Hepatico
Grupos Antes da Apos Q) (%)
lesédo lesédo

Normal 258,6 +2,2 280,2+2,7 9,6+ 0,332 34,3+0,122
Controle Negativo 310,0+3,0 342,5+7,5 11,15 + 0,35P 32,6 + 0,46°
o Sil. 100 mg / kg 280+5,2 298+3,9 10,4 + 0,402 34,9 + 0,102
Simultaneo o, 04 mg/kg  250,0+7,5  263,2+4,1 8,8 + 0,482 33,4+ 0,110
Pré- Sil. 100 mg / kg 299+2,1  319,8+1,6 11,0 £ 0,43P 34,4+ 0,262
tratamento  PA 200 mg / kg 266+4,5 284,043 9,34 + 0,162 32,9 +0,37°

Valores sdo: média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila. Valores
seguidos pela mesma letra ndo possuem diferengas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

O indice hepético dos animais tratados com silimarina e PA tratados em
simultaneo ndo apresentou diferenga significativa.

Os parametros bioquimicos e a atividade antioxidante foram avaliados
para as duas situacdes propostas. A tabela 13 apresenta o efeito da administracéo

de PA nos niveis de AST e ALT no soro dos animais tratados com etanol.

Tabela 13: Efeito da administracdo de PA nos niveis de AST e ALT no soro dos ratos

com lesd@o hepatica aguda induzida por etanol.

Grupos AST (U/L) ALT (U/L)
Normal 94,59+4,202 98,66+1,862
Controle Negativo 201,90+7,68P 122,30+2,68P
Sil 100 mg / kg 94,07+2,512 113,803,502
Simultaneo
PA 200 mg / kg 91,22+1,032 110,10+3,252
Sil 100 mg / kg 165,77+11,61¢ 118,64+10,61b

Pré — tratamento
PA 200 mg / kg 215,6+28,88P 112,61+8,182

Valores sdo: média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de
etila. Valores seguidos pela letra a ndo possuem diferencas estatisticas significativas
em relacdo ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Os niveis das transaminases hepaticas estavam aumentados para 0s
animais do grupo controle negativo indicando a lesdo hepética provocada pelo
etanol. Os animais que receberam o tratamento com PA, simultaneamente ao
etanol, ndo apresentaram alteracdes significativas nas transaminases. Para o0s
animais que receberam pré-tratamento com PA 200 mg / kg, observou-se alteracdo
significativa nos niveis de AST. O resultado implica no impedimento da leséo
hepatica causada pelo etanol quando administrado simultaneamente. A
administracdo da PA antes da inducdo de lesdo por etanol impediu 0 aumento dos
niveis de ALT. O mesmo néao foi observado para os niveis de AST.

Valores dos parametros bioquimicos e do perfil lipidico avaliados nos
animais com lesdo hepatica por etanol e tratados com PA foram apresentados na
tabela 14.

Tabela 14: Paradmetros bioquimicos e lipidicos analisados no soro de ratos com

les@o hepatica aguda causada por etanol

PT

Sruno ALB TRIGL cT C-HDL CVLDL C-LDL
P o/ dL g/dL mg/dL. mg/dL  mg/dL  mg/dL  mg/dL
Normal 4,3+0,12  3,24¢0,6% 110,0£2,6@ 83,9+2,8% 11,5+1,38 22,5+0,52 49,0+1 52

C. Negativo 4,410,182 2,5+0,22 129,2+8,6> 78,8+0,82 2,7+0,3> 21,844,028 54,2+1,7°

Sil  3,2#0,2° 2,6+0,8% 131,9+7,2° 75,5+4,08 55+0,3° 26,4+1,4% 50,9+2,9%

Simult.

PA 3,5+0,3° 2,6+2,12 108,3+2,72 67,1+3,3° 6,2+0,1¢ 21,610,528 39,241 ,4¢
Pre Sil  3,6+0,2» 2,3+0,62 151,3+6,9¢ 67,1+3,2° 9,7+1,22 28,1+1,72 29,3+2,0d
Tratam.

PA 4,3+0,22 2,6+0,82 153,3+2,5° 66,5+2,7° 5,6+0,6¢ 30,3+0,4% 30,6+1,2¢

Valores sao expressos: meédia tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina 100 mg /kg; PA = Particdo em
acetato de etila 200 mg / kg. PT: Proteinas totais; Alb: Albumina; TRIGL: Triglicéreos; C.T.:
Colesterol Total; C- HDL: Colesterol — HDL; C-LDL: Colesterol LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na
mesma coluna, valores seguidos pela mesma letra ndo possuem diferengcas estatisticas
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

As proteinas totais e a albumina ndo apresentaram alteracdes
significativas em todos os grupos avaliados. Os triglicerideos mostraram-se
inalteradados apenas para o grupo tratado com PA administrado simultaneamente
ao etanol. O nivel de colesterol total ndo foi alterado pela administragdo aguda de

etanol nos animais do grupo controle negativo, contudo os animais tratados com PA,
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nas duas situacbes avaliadas, apresentaram colesterol total abaixo dos
apresentados pelos animais do grupo normal. A fracdo c-HDL ficou aumentada em
todos os grupos tratados com PA, em relacdo ao grupo controle negativo. As fracdes
c-LDL diminuiram para os grupos tratados com PA em relacdo ao grupo controle
negativo. As alteracdes observadas nos niveis de colesterol total e c-LDL no soro
dos animais tratados com PA sugerem possivel efeito hipocolesterolémico, estas
observacdes ja foram registradas nos grupos com lesdo aguda por paracetamol
tratadas com PA.

A atividade de PA sobre a producédo de MDA (Figura 23) e das enzimas
antioxidantes catalase e glutationa oxidase também foi avaliada.

Figura 23: Niveis de malonaldeido (MDA) em animais com lesdo hepatica induzida etanol.
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Valores sdo: média xep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré
tratamento; PA Pré-Tto = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil
Sm = silimarina 100 mg / kg tratamento simultaneo; PA Sm = Particdo em acetato de
etila 200 mg / kg simultineo. Valores seguidos por letras iguais ndo possuem
diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Os niveis de MDA se mantiveram inalterados apenas para 0 grupo pré-
tratado com PA. Ao ser administrado simultaneamente, PA ndo inibiu a formacao de
MDA.

A atividade da enzima catalase esta representada na figura 24. A
atividade da enzima catalase apresentou-se aumentada para 0S animais pre-
tratados com PA, sugerindo uma possivel acdo antioxidante do mesmo quando

administrado em pré-tratamento.
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Figura 24: Atividade da enzima catalase em animais com lesdo hepatica induzida por etanol.
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Valores s8o média +ep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré tratamento; PA
Pré-Tto = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil Sm = silimarina 100 mg
/ kg tratamento simultdneo; PA Sm = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg simultaneo.
Valores seguidos por letras iguais ndo possuem diferengas estatisticas significativas pelo
teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A atividade da enzima glutationa redutase se apresentou aumentada em
relacdo ao grupo normal para os grupos tratados tanto com PA (200 mg / kg) quanto
pelo controle positivo, e, ainda, ndo apresentou diferente do grupo normal quando
administrada simultaneamente ao etanol (Figura 25).

Figura 25: Atividade da enzima glutationa reduzida em animais com lesdo hepatica

causada por indu¢do com etanol.
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Valores sdo média +ep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré tratamento;
PA Pré-Tto = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil Sm = silimarina
100 mg / kg tratamento simultaneo; PA Sm = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg
simultaneo. Valores seguidos por letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Os resultados até agora apresentados mostram que, a protecdo hepéatica
proporcionada por PA esta ligada a atividade antioxidante.

A promissora atividade da particio acetato de etila ja foi descrita
previamente e pode estar correlacionada com a presenca de compostos fendlicos

quantificados para esta particdo (SILVA et al., 2012).

5.1.3. Particdo em acetato de etila como pds-tratamento de lesdo hepética aguda
induzida por etanol

Uma vez observada a capacidade hepatoprotetora de PA no pré-
tratamento, a inducéo de lesédo aguda por etanol foi utilizada para avaliar a atividade
de PA como tratamento apdés a lesdo. Neste caso, a dose de 200 mg / kg foi
escolhida para o modelo proposto.

Os animais foram pesados antes e depois do tratamento. Ao final do
experimento, o figado dos animais foi retirado e pesado. Os resultados estdo

expressos na tabela 15.

Tabela 15: Peso médio corporal e dos figados dos ratos tratados com PA apds leséo
induzida com etanol.

Peso médio corporal (g) indice hepatico

Grupo Peso médio
, 0,
Antes do Ap6s Tratamento 4o figado (g) (%)
Tratamento

Normal 280,2 + 2,7 258,6 + 2,2 9,6+ 0,33 37,2+0,152
Controle Negativo 323,0 £ 3,1 293,1 £5,2 11,00+ 0,1> 37,5+ 0,192
Sil. 100 mg / kg 310,0 £1,9 301,2 1,9 10,36 + 0,268 34,4+ 0,13
PA 200 mg / kg 277,2 + 7,65 266,6 + 8,5 9,140,162 34,2£0,18°

Valores sdo expressos: média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila.
Valores seguidos pela mesma letra ndo possuem diferengas estatisticas significativas pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Os pesos dos figados dos animais tratados com PA ndo apresentaram
aumento significativo em relacdo ao grupo normal. O peso médio corporal dos
animais de todos os grupos reduziu apos o tratamento. A tabela 16 apresenta os
niveis das enzimas AST, ALT, de proteinas totais e albumina no soro dos animais

tratados com PA apés indugéo de lesdo por etanol.
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Tabela 16: Niveis das enzimas AST, ALT, de proteinas totais e albumina no soro dos
animais tratados com PA apdés inducao de lesdo por etanol

Grupo AST (U/L) ALT (U /L) gF/’LL gA/LfL
Normal 94,59+4,20° 98,66+1,86° 4,33:0,09°  3,25+0,64%
Controle Negativo ~ 284,865+¢5,36  116,25¢6,53°  4,20£0,07%  2,60+0,65
Sil100mg/kg ~ 237,725+16,12°  109,814510°  3,00+0,10%  2,78+1,18°
PA 200 mg / kg 149,125+2,60¢  116,08+4,810 4,250,142  2,81+1,032

Valores sdo: média +ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Particdo em acetato de etila. Valores
seguidos pela mesma letra ndo possuem diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A administracdo de etanol aos animais elevou o0s niveis das
transaminases hepdticas, contudo o tratamento com PA diminuiu significativamente
apenas os niveis de AST. As proteinas totais e albuminas ndo demonstraram
alteracdes significativas pelos motivos ja discutidos anteriormente.

O perfil lipidico do soro dos animais tratados com PA foi apresentado na

tabela 17.

Tabela 17: Perfil lipidico analisados no soro de ratos tratados com PA apés leséo
hepatica causada por etanol em dose aguda

Gruoo TRIGL cT c- HDL c-VLDL c- LDL
P mg/dL mg / dL mg / dL mg / dL mg /dL
Normal 110,0042,652  83,98+2,788 11,541,352  22,50+0,492  49,94+1,542
ISO””Q'G 130,00410,93°  92,63+7,25°  8,52+0,842  2599+2,182  58,12+3,36P
egativo

Sil 100 mg/mL  100,90+9,98?2 70,15+1,552 6,54+0,29¢ 20,18+1,992  43,43+1,27¢

PA200mg/mL  101,60+7,542 59,06+3,40° 9,33+0,292 21,20+1,512  28,53+1,73¢

Valores sdo: média tep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina 100 mg /kg; PA = Particdo em acetato de
etila 200 mg / kg. TRIGL: Triglicérideos; C.T.: Colesterol Total, C- HDL: Colesterol — HDL; C-LDL:
Colesterol LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na mesma coluna, valores seguidos pela letra a ndo
possuem diferencas estatisticas significativas em relacéo ao grupo normal pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

A lesdo hepatica com etanol alterou significativamente os niveis de TRIGL
no soro dos animais nado tratados com PA. O tratamento com PA foi capaz de
diminuir significativamente os niveis de TRIGL para os valores normais. O colesterol

total também se apresentou aumentado no soro dos animais controle negativo,
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porém o tratamento com PA inibiu o aumento do colesterol total. A fragdo c-LDL,
aumentada pelo etanol, diminuiu significativamente no soro dos animais tratados

com PA.

O figado € considerado o principal local de metabolismo lipidico. Os
hepatocitos contribuem nos ciclos endégenos e exdgenos de lipideos, além de fazer
parte do transporte dos lipideos pelo organismo. Em individuos com a integridade do
tecido hepatico preservada, um equilibrio complexo é mantido entre a biossintese, a
utilizac@o e o transporte do colesterol e das lipoproteinas, no entanto, em disturbios
hepaticos essa homeostase é rompida, gerando um desiquilibrio no sistema (JIANG
et al., 2010). Assim, o perfil lipidico, em casos de exposicdo a agentes hepatotoxicos
€ superestimado, os niveis de triglicérides, colesterol total e fracdes aumentam em
funcdo da lesé@o do hepatdcito (SANTOS et al, 1999). Neste contexto, a manutencéo
do perfil lipidico em todos os animais utilizados neste estudo € mais uma forma de

atestarmos a capacidade hepatoprotetora de PA.

A atividade de PA sobre a producédo de MDA (Figura 26) e a atividade das
enzimas antioxidantes catalase (Figura 27) e glutationa redutase (Figura 28) também
foi avaliada.

Figura 26: Niveis de malonaldeido (MDA) em animais com lesdo hepatica induzida por

inducdo com etanol e tratados com PA.
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Valores s@o expressos: média tep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg / kg;
PA= Particdo em acetato de etila 200 mg / kg; Valores seguidos por letras
iguais ndo possuem diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Figura 27: Atividade da enzima catalase em animais com lesdo hepética
induzida por etanol tratados com PA.

o

o
1
o

o
a1
1

o
I
1

o
)
'l
|QJ

o
[EEY
1

Catalase
umol / pg de proteina
o
w

©
o
[

Valores sdo expressos: média xep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg / kg;
PA = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg. Valores seguidos por letras
iguais ndo possuem diferengas estatisticas significativas pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Figura 28: Atividade da enzima glutationa redutase em animais com leséo
hepéatica causada por indu¢do com etanol tratados com PA.
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Valores sao expressos média tep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg /
kg; PA = Particdo em acetato de etila 200 mg / kg. Valores seguidos por
letras iguais ndo possuem diferencas estatisticas significativas pelo teste
de Tukey (p< 0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Apoés os trés dias de tratamento, os niveis de catalase e de glutationa

redutase se mantiveram significativamente iguais aos niveis normais.
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5.1.4. Citotoxidade da particdo em acetato de etila (PA) in vitro

A citotoxidade de PA in vitro foi avaliada utilizando como modelos
diferentes linhagens tumorais e ndo tumorais. Assim, foi realizado o ensaio MTT
para avaliar a citotoxidade de PA na concentracao de 50 pug / mL. PA foi considerado
citotdxico para linhagens cujo percentual de viabilidade celular ficou abaixo de 50%
(Tabela 18).

Tabela 18: Média do percentual de viabilidade celular para diferentes linhagens

MDA-MDB HCT -
HepG2 HL-60 Jurkat MCF-7
Linhagens P 231 116
Tumorais
100 23,85 85,54 59,41 85,31 55,26
Linhagens Vero Raw 264.7 3T3
nao
tumorais 85,31 69,70 100
Resultados expressos como média percentual de viabilidade celular em dois experimentos
independentes.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Este ensaio permitiu verificar de forma preliminar que PA n&o apresentou
significativa toxidade para os diferentes tipos celulares testados, exceto para
linhagem tumoral HL-60. Embora, HepG2 seja uma linhagem tumoral, o fato de PA
ndo diminuir sua viabilidade celular é muito importante, uma vez que esta é

frequentemente utilizada em modelos de hepatoprotecéo in vitro (RAJ et al, 2010).

5.1.5. Atividade anti-inflamatéria in vitro

A atividade anti-inflamatoria in vivo de V. condensata ja foi demonstrada e
os resultados estédo descritos em detalhes em Silva e colaboradores, 2011. Contudo,
a atividade anti-inflamatéria de PA ainda nao foi descrita. Com o objetivo de verificar
se existe relacdo da atividade anti-inflamatéria com hepatoprotetora de PA, foi
avaliada in vitro sua atividade em células RAW 264.7, bem como frente a producéo
de NO e citocinas IL-6 e TNF-a, envolvidas no processo inflamatério. A atividade
anti-inflamatoria foi avaliada in vitro com indugdo de inflamag&o nas células RAW
264.7 por LPS.
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Figura 29: Efeito citototéxico de PA em linhagem de células Raw 264.7 em 48 h.
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Cada valor foi expresso em média + erro padrédo. 1 x 10* células / po¢o em microplacas de 96
pocos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Onde
PA: particdo acetato de etila; DEXA: dexametasona; DMSO: dimetilsulfoxido. Teste realizado
em hexaplicata.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Pela Figura 29, foi possivel perceber que em concentracdes crescentes
de PA até 20 pg / mL ndo hé citotoxidade celular, e nas concentragdes < 20 pg / mL
os valores de viabilidade maiores de 100% sugeriram um provavel estimulo a
multiplicagcdo celular. O controle positivo, dexametasona, ndo demonstrou
citotoxidade nas concentracoes testadas. Assim, para o modelo de inflamagéo com
LPS foram utilizadas concentracdes de PA abaixo de 20 pg / mL. Para a verificacédo
da atividade anti-inflamatéria in vitro, foram dosados os niveis de NO (6xido nitrico),
IL-6 e TNF-a 48 h apds a estimulo com o LPS.

Ndo houve diminuicdo dos niveis de NO produzido pelas células em
concentracdes menores de 5 ug / mL de PA, contudo a partir da concentracao de 10
pug / mL os niveis de NO foram significativamente reduzidos. Importante destacar
gue, na concentracdo de 20 pg / mL, PA reduziu os niveis de NO a valores
significativamente iguais aos atingidos pelas células tratadas com dexametasona,

um anti-inflamatorio esteroidal utilizado como referéncia (Figura 30).
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Figura 30: Efeitos de PA sobre os niveis de NO em células RAW 264.7 estimuladas por
LPS.
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Cada valor foi expresso como média + erro padréo. 8 x 10* células / po¢o em microplacas de
96 pocos. Teste realizado em hexaplicata. Onde: Control: controle células ndo induzidas e
ndo tratadas, LPS: controle células induzidas, PA: particdo em acetato de etila, DEXA:
dexametasona. Barras com letras iguais, valores ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,001).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Em situacdes que causam injaria celular, NO é produzido em grandes
guantidades pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), importante enzima
pré-inflamatéria, que esta relacionada com alguns eventos inflamatorios tais comos
a vasodilatagéo e a hipotenséo (YANG et al., 2009). O NO é um radical livre de curta
duracdo e um mensageiro intracelular produzido por diferentes células humanas e
de outros mamiferos. Atua como mediador de inUmeras a¢des biologicas tais como
a vasodilatacdo, neurotransmisséo, inibicdo da aderéncia e agregacao de plaquetas
(MACMICKING et al, 1997; OH et al, 2008). O nivel de NO produzido por iNOS pode
refletir o grau de inflamagdo de determinado tecido e ainda, serve como um
importante indicador na avaliacdo de processos inflamatérios. NO em grande
qguantidade inibe a respiracdo celular, danifica o0 DNA e diminui os niveis de
antioxidantes intracelulares (CHEN et al., 2002). Os niveis excessivos de NO
sintetizado por iINOS tém sido implicados como um dos fatores em leséo hepatica,
por isso, € essencial reduzir a inducdo de INOS para a prevencgdo de lesdes do
figado (MIKI et al.,, 2015). Sabe-se que a dexametasona € capaz de inibir a
expressado do gene de INOS (SUH et al, 1998).

O LPS, endotoxina, € um glicolipideo da membrana externa de bactérias
Gram-negativas como a E. coli. O LPS é reconhecido pelos receptores tipo TLR4,
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presentes em células animais como os macrofagos, que ativam o sistema imune
inato e estimula a secrecao de citocinas entre elas o fator de necrose tumoral (TNF-
a) por estas células. O TNF-a é geralmente produzido com a interleucina-6 (IL-6)
que exerce importante papel regulatorio na inflamacao aguda (local ou sistémica).
Amostras capazes de diminuir ou inibir a expressdo desses dois fatores proé-
inflamatdrios sdo consideradas promissoras com atividade anti-inflamatéria (IIMURO
et al.,, 1997; SITTISART et al.,, 2016). PA também demonstrou a diminuicdo dos
niveis de IL-6 (Figura 31).

Figura 31: Producéo de IL-6 pelas células Raw 264.7 em resposta ao estimulo com LPS.
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Cada valor foi expresso como média. 8 x 10* células / poco em microplacas de 96 pocos.
Onde: Control: controle células ndo induzidas e ndo tratadas, LPS: controle células induzidas,
PA: particho em acetato de etila, DEXA: dexametasona. Teste realizado em hexaplicata.
Barras com letras iguais, valores ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,001).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Os niveis de TNF-a também foram reduzidos por PA. A Figura 32 mostra
que PA diminuiu os niveis de TNF-a tal como a dexametasona. Os niveis de IL-6 e
TNF-a diminuiram a medida que a concentracdo de PA aumentou, sugerindo uma

relacdo entre a dose e a diminuicdo da expressao dessas citocinas.
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Figgra 32: Produgéo deJNF-a pelas células Raw 264.7em resposta a indugdo com LPS.
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Cada valor foi expresso como média. 8 x 104 células / pogo em microplacas de 96 pocos.
Onde: Control: controle células nédo induzidas e nado tratadas, LPS: controle células
induzidas, PA: particho em acetato de etila, DEXA: dexametasona. Teste realizado em
hexaplicata. Barras com letras iguais, valores ndo diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey (p < 0,001). )
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Os macréfagos desempenham um papel importante na patogénese de
doencas hepéticas, como a hepatite alcodlica por exemplo. Os resultados obtidos no
presente estudo sdo relevantes, pois a ativacdo da expressdo dos mediadores
inflamatdrios pelo LPS nas células RAW s&o correlacionaveis as injurias causadas
por toxinas no tecido hepatico. Em outros estudos, foi demonstrado que a inibicdo da
expressdo de TNF-a atenua a lesao hepatica alcodlica (IIMURO et al, 1997), e a
importancia de TNF-a foi confirmada pela auséncia de lesdo hepatica alcodlica em
camundongos knockout do receptor-1 de TNF (YIN et al, 1999).

Estes resultados sdo importantes para melhor compreender, ndo apenas
da atividade anti-inflamatéria de um modo geral, mas também a atividade protetora

exercida por PA no tecido hepatico.

5.1.6. Atividade antibacteriana in vitro

Com o objetivo de responder a segunda hip6tese deste estudo, avaliou-se
a atividade antibacteriana in vitro de EE, PH, PD e PA frente a um painel de 16
estirpes bacterianas por meio da determinacéo da CIM e CBM e da classificacdo do

efeito antibacteriano bactericida ou bacteriostatico.
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Todos os géneros testados figuram na lista das 20 bactérias resistentes
aos agentes antibacterianos, Acinetobacter baumanii resistente a carbapenémicos,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos e as
cefalosporinas de 32 geracdo, Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenémicos e Staphylococcus aureus resistente a meticilina e intermediario e
resistente & vancomicina, e estéo classificadas como risco critico ou alto risco. Esta
lista foi publicada pela OMS como prioridade para a pesquisa e o desenvolvimento
de novos agentes antibacterianos, em virtude do cenario alarmante mundial do
evento de resisténcia bacteriana (WHO, 2017).

Quanto a atividade antibacteriana in vitro, os valores de CIM de EE, PH,
PD e PA foram determinados pelo método de microdiluicdo em caldo, enquanto que
os de CBM foram estabelecidos sub-cultivando todas as concentracfes que ndo
apresentaram crescimento visivel (= CIM). PA foi ativa para S. aureus (ATCC®
6538), S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213), S. aureus (ATCC®
33591), S. aureus (ATCC® 33592), MRSA 1485279, MRSA 1605677, MRSA
1664534, MRSA 1688441 e MRSA 1830466, com valores de CIM de 625 ug / mL
para as cepas ATCC® e de 1250, 1250, > 5000, 2500 e 2500 pg / mL para as
MRSA, nessa ordem. PD inibiu S. aureus (ATCC® 29213), com CIM de 625 pg / mL.
EE, PH, PD e PA foram inativas frente as demais cepas nas concentracdes testadas
(CIM > 2500 pg / mL). As CBMs ndo puderam ser estabelecidas em virtude de
estarem acima do gradiente de concentracdo empregado (> 5000 pg / mL), sendo o
efeito definido como bacteriostatico para as CIMs determinadas. De acordo com a
classificagcdo de Kuete (2010), a atividade antimicrobiana de extratos vegetais ou
substancias com valor de CIM < 100 pg / mL é considerada significativa, 100 < CIM
< 625 ug / mL equivale a atividade moderada e CIM > 625 ug / mL implica em efeito
fraco. Pela andlise dos resultados obtidos no presente estudo, PA demonstrou
atividade moderada para as cepas de referéncia de S. aureus investigadas e fraca
acado sobre MRSA. PD também revelou efeito moderado sobre as cepas ATCC®
desta espécie.

Ainda que fraca, a atividade observada para as cepas de rotina de MRSA
testadas foram relevantes, uma vez que as principais opc¢bes terapéuticas
mostraram-se ineficazes (cepas resistentes) para a conducado dos quadros dos

pacientes acometidos com infec¢des da corrente sanguinea, inclusive glicopeptideos
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(vancomicina) (Tabela 19), e esses achados prospectam novas abordagens no
tratamento desses casos.

Tabela 19 - Perfil de susceptibilidade as principais classes de
antimicrobianos de linhagens de rotina clinica de Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (MRSA) realizado pelo sistema automatizado VITEK®?2

N° Cepa Classe de Antimicrobiano Perfil Susceptibilidade

Benzilpenicilina
MRSA 1664534 Eritromicina
Vancomicina

Benzilpenicilina
Clindamicina
MRSA 1485279 Eritromicina
Oxacilina
Vancomicina

Benzilpenicilina
Clindamicina
Oxacilina
Vancomicina

MRSA 1605877

Benzilpenicilina
MRSA 1830466 Oxacilina
Vancomicina

MRSA 1688441 Benzilpenicilina
Vancomicina

A 0|00 000000000000

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
No que diz respeito aos dados microbioldgicos, alguns resultados

conflitantes podem ser encontrados na literatura revisada e sdo atribuidos aos
diferentes procedimentos de extracdo e aos métodos de atividade antimicrobiana in
vitro realizados para avaliar esta relevante propriedade biologica (GITIRANA, 2017;
submitted article). Assim, excluindo a discussdo sobre as interferéncias destas
guestdes e focando apenas nas cepas investigadas e na atividade antibacteriana in
vitro, Brasileiro e colaboradores (2006), ao estudarem o extrato etandlico obtido das
partes aéreas de V. condensata frente a S. aureus (ATCC® 25985) e E. coli (ATCC®
25922), reportaram que esse extrato foi ativo somente contra a cepa de S. aureus,
com CIM de 10 mg / mL. Fabri e colaboradores (2011), por sua vez, investigaram a
atividade antimicrobiana do extrato metandlico obtido de folhas desta planta
medicinal frente a S. aureus (ATCC® 6538), P. aeruginosa (ATCC® 15442),
Salmonella enterica sorovariedade Typhimurium (ATCC® 13311), Shigella sonnei
(ATCC® 11060), K. pneumoniae (ATCC® 13866), E. coli (ATCC® 10536) e B.
cereus (ATCC® 11778) e descreveram que esse extrato inibiu o crescimento das
cepas de B. cereus, S. Typhimurium, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus,

com valores de CIM de 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 5 mg / mL, respectivamente. Denota-se
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gue existe um consenso entre 0s autores e 0 presente estudo sobre o efeito de V.
condensata sobre cepas de S. aureus, o que fortalece a hipotese do potencial
antibiotico desta planta medicinal sobre esse micro-organismo.

Com base nos resultados da atividade antibacteriana in vitro obtidos e em
virtude dos dados das demais atividades apresentadas no presente estudo, PA foi
selecionada para dar prosseguimento aos ensaios microbiolégicos. Quanto a PD,
essa particdo foi devidamente armazenada a - 20°C, em freezer, para investigagbes
posteriores. Vale ressaltar que, conforme descrito no item 5.1.1, PA revelou valores
compativeis com um perfil de baixa citotoxidade, o que nos leva a crer que 0s
resultados da atividade antibacteriana in vitro refletem um efeito antibiotico
verdadeiro decorrente da acédo dessa particdo. Entdo, considerando a relevancia do
conjunto destas informacdes, testes adicionais foram realizados para o maior
entendimento da propriedade antibacteriana de V. condensata, visto que a atividade
moderada para S. aureus apresentada por PA e PD sugere que ambas possuem
potencial como adjuvantes em produtos farmacéuticos voltados para tratamento de
infeccbes causadas por esse micro-organismo ou, ainda, como insumo na industria
de alimentos para evitar a contaminacao por esse patdgeno.

Com o objetivo de se investigar se PA teria uma acgdo sinérgica com
ampicilina ou cloranfenicol sobre estirpes de S. aureus, realizou-se 0 método de
combinacgao ou checkerboard, onde diferentes concentragdes a partir da CIM de PA
e desses agentes antimicrobianos foram testadas de modo a se demonstrar um
possivel efeito combinatorio (Tabela 20). A CIM do cloranfenicol para as cepas de S.
aureus testadas neste método e nos proximos foi determinada e correspondem a 75
ug / mL para S aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC® 25923), e 7,5 ug / mL
para MRSA 1485279. Da mesma forma, em relacdo a ampicilina, a CIM determinada
foi de 4 pg / mL para S aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC® 25923) e 1000
Mg / mL para MRSA 1485279. Assim para este ensaio estabeleceu-se que o
cloranfenicol seria o controle para todas as cepas testadas, enquanto a ampicilina

seria aplicada quando se tratasse da MRSA.
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Tabela 20 - Efeito combinatdrio da particdo em acetato de etila obtida de folhas de Vernonia condensata (PA) com ampicilina (AMP) ou
cloranfenicol (CHL), Indice de Reducdo da Dose (IRD), Concentracdo Inibitéria Fracionada (CIF) e Indice de Concentracdo Inibitéria

Fracionada (iCIF)
Cepa Bacteriana Pirrfit(i;t?:c{téar\%irge Sozinho CIIC\:/lombinado IRD CIF ICIF™ Corrlft];ﬁigério
S. aureus 29213 CIoraE?::nicol 67255 377?5 g 82(2) 0,62 Aditivismo
S. aureus 25923 CIoraEf;:nicol 67255 ;7565 g ggg 0,75 Aditivismo
MRSA 1485279 CIoraEfénicol 172’550 172,550 1 i 2 Indiferenca
MRSA 1485279 Am;?iéilina 1(2)88 27580 146 822 0,31 Sinergismo

*Valores em pg / mL; **Valores < 0,5 implicam em efeito sinérgico de acordo com a classificacdo de FADLI et al. (2012).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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Conforme mostra a Tabela 20, quando combinados PA e cloranfenicol,
observou-se efeito aditivo para S. aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC®
25923), com reducéo da CIM desse agente antimicrobiano, e indiferente para MRSA
1485279. Por outro lado, a combinacdo de PA e ampicilina revelou um efeito
sinérgico frente a MRSA 1485279, sendo esta acdo combinatéria capaz de reduzir a
CIM desse agente antimicrobiano em 4x o seu valor testado separadamente (1000
Mg / mL). Essa resposta a este B-lactamico com reducdo na CIM merece destaque,
visto que a cepa de rotina MRSA 1485279 mostrou-se resistente a classe das
benzilpenicilinas, conforme apresentou a Tabela 19.

Em virtude do ineditismo deste estudo com esta espécie vegetal, nao
dispomos de outros relatos na literatura para que possamos discutir nossos
resultados. No entanto, na tentativa de melhor compreendermos os nossos achados,
foi realizada busca cientifica nas principais plataformas que pudessem contribuir
para a explanacéo deste tema.

Neste contexto, Eumkeb, Siriwong e Thumanu (2012) avaliaram a
atividade antibacteriana de luteolina frente as cepas de E. coli resistentes ao [3-
lactamico amoxicilina e a acéo sinérgica dela combinada com amoxicilina. Estes
autores concluiram que esta flavona tem potencial de reverter a resisténcia
bacteriana a amoxicilina nestas cepas. Cha, Kim e Cha (2016) analisaram a
atividade antibacteriana sinérgica de outra flavona, a apigenina, sozinha e em
combinacdo com ampicilina, gentamicina, eritromicina ou vancomicina contra
bactérias orais. De acordo com estes autores, 0s resultados obtidos pelo método de
checkerboard revelaram atividade sinérgica na combinacdo de apigenina com 0s
antibioticos testados. A apigenina também foi objeto de estudo envolvendo o
sinergismo entre ela e ampicilina contra cepas MRSA (AKILANDESWARI,
RUCKMANI, 2016). Finalmente, Sanhueza e colaboradores (2017), ao investigarem
as interacdes sinérgicas entre substancias fendlicas identificadas em extrato em
acetato de etila obtido do bagaco de uva e agentes antimicrobianos de diferentes
classes contra cinco (5) cepas de S. aureus, incluindo duas (2) de MRSA, e quatro
(4) de E. coli, reportaram a diminuicdo significativa da CIM de todos os antibiéticos
testados quando combinados com esse extrato, independente se a bactéria era ou
nao resistente a eles. De acordo com estes autores, as substancias fendlicas mais
abundantes identificadas neste extrato foram quercetina (26,3%), acido galico
(24,4%), acido 3,4-dihidroxibenzoico (16,7%) e luteolina (11,4%). Porém, eles
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concluiram que a abundancia relativa destas substancias néo teria correlagdo com o
efeito sinérgico obtido, sugerindo que o mecanismo envolvido estaria ligado a uma
acao multi-objetiva. Tanto luteolina quanto apigenina foram detectadas em PA, o que
sera apresentado e discutido oportunamente.

O efeito bactericida de PA (1x CIM, 2x CIM e 4x CIM), cloranfenicol (1x
CIM) e PA combinada com cloranfenicol sobre S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus
(ATCC® 29213) também foi avaliado pelo método de time kill. Quanto a ampicilina,
empregou-se a CIM desse antibidtico e, quando combinado a PA, foi testada
somente MRSA 1485279 (Figura 33).

Figura 33 - Curvas de crescimento de S. aureus na presenca de particdo de acetato de etila obtida de
folhas de Vernonia condensata (PA) CIM, 2x CIM, 4x CIM, cloranfenicol (CHL), ampicilina (AMP) e PA
combinada com CHL ou AMP.
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Os dados representam as médias * e.p.; experimento realizado em hexaplicata. CC: controle de
crescimento bacteriano. )
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

As curvas de crescimento para as trés (3) estirpes testadas mostram que
PA reduziu a velocidade de multiplicacdo nessas trés situacfes de uma forma dose
dependente (Figura 33a, 33b e 33c). Nas combinacbes de PA e antibidticos,

observou-se, também, reducdo. Esta reducdo da velocidade de multiplicacdo pode

ser observada ao se comparar a inclinagéo da curva de controle de crescimento das
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bactérias néo tratadas (CC, cor azul) com aquelas tratadas com PA, antibiéticos e
PA combinada com antibi6ticos.

Para corroborar essa observacao, foi analisada a viabilidade celular por
meio da contagem de células viaveis nos tempos 1, 4 e 6 horas de exposi¢cdo a PA
(Figura 34). Esses tempos foram determinados apés a andlise da curva de
crescimento. Kim e colaboradores (2015) propuseram a observacédo da viabilidade
das células bacterianas apds 1 hora de exposicdo ao composto em teste. Contudo,
neste tempo as células bacterianas ainda estdo em fase de adaptacao ao ambiente.
Assim, para se ter uma avaliagdo mais precisa, a viabilidade foi verificada também
no tempo de 4 horas, no qual a detec¢éo da inibicdo de crescimento foi graficamente
melhor visualizada para PA combinada ao antibiotico controle e, ainda, € equivalente
ao ponto de mudanca da fase Lag (adaptacdo) para a fase Log (crescimento). No
tempo 6 horas os dados obtidos mostraram a fase de crescimento exponencial dos

micro-organismos.

Figura 34: Viabilidade celular S. aureus nos tempos de exposicdo 1, 4 e 6 horas.
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Onde: PA: particdo acetato de etila, CHL: cloranfenicol; AMP: ampicilina; DMSO: dimetilsulféxido;
ETOH: etanol; CC: controle de crescimento. Valores expressos como média + erro padrao.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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E possivel verificar pela figura acima que, no tempo de 4 horas, houve
diminuicdo da viabilidade celular para as células tratadas. J& no tempo 6 horas
houve diminuicdo da viabilidade da MRSA 1485279.

Assim estes resultados permitem inferir que o mecanismo de acéo de PA
a sintese de material genético, uma vez que diminui a velocidade de multiplicacédo

bacteriana.

Essas observacdes podem ser justificadas em parte pela presenca de
flavonoides (CUSHNIE, LAMB, 2005) como, por exemplo, aqueles que foram
detectados e quantificados, luteolina e apigenina, cuja atividade anti S. aureus ja foi
descrita como relacionada a aumento de permeabilidade de membrana celular
(DONG et al., 2012, CHENG et al., 2014, JOUNG et al., 2016) e ainda um potencial
sinergismo destes com antibiéticos da pratica clinica (EUMKEB et al, 2012, LIU et al,
2013, USMAN et al, 2016)

Assim sendo, para contemplar ao menos um aspecto de viruléncia de S
aureus, considerou-se importante verificar se ha um potencial de inibicdo de adeséo
do biofilme deste em superficie plasticas como o poliestireno da microplaca,
simulando provaveis ambientes de adeséo tais como sondas e cateteres. A figura 35
mostra 0s percentuais de adesao celular para os micro-organismos testados sendo
possivel verificar um alto percentual de inibicdo de adesdo para ATCC 25923,
caracterizada por apresentar este determinante de viruléncia, e para MRSA
1485279, cujo isolamento proveio de sangue de cateter contaminado por biofilme de

S. aureus.

Figura 35: Efeito inibitério de PA sobre a adeséo de S. aureus em superficie de poliestireno.
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Com base nos resultados apresentados foi possivel verificar o potencial
de PA como agente antiestafilococico capaz de diminuir a velocidade de
multiplicacdo desse micro-organismo, combinar-se sinergisticamente com ampicilina

frente a cepa MRSA 1485279 e ainda inibir a adesdo em superficies solidas.

5.2. PERFIL FITOQUIMICO

Assim, folhas de V. condensata Baker constituem importante recurso
etnofarmacologico para a populacdo brasileira em geral. A presenca de variados
compostos do metabolismo especial justificam as multiplas atividades bioldgicas ja
descritas para essa espécie vegetal, e estdo de acordo com os estudos
anteriormente realizados por outros grupos (VALVERDE et al., 2001; AFFONSO,
2011; SILVA et al., 2013).

Como no presente estudo PA deve destaque em todos 0s quesitos
avaliados, a composicao fitoquimica deste foi avaliada.O perfil cromatografico de PA
obtido por CLAE esta apresentado na Figura 36. Em co-injecdo com padrdes
externos foi possivel identificar a presenca do composto fendlico acido clorogénico e
dos flavonoides Apigenina e Luteolina. A presenca destes flavoinoides foram
descritas anteriormente (SILVA et al, 2012). O fracionamento de PA em coluna
aberta preenchida por Sephadex LH 20 forneceu 89 fracdes que foram agrupadas
de acordo com o perfil cromatografico em camada delgada apés observacao sob luz
UV 365nm e revelacdo com vanilina/acido sulftrico, cloreto férrico, e NP/PEG. Com
0 agrupamento, foram obtidas cinco fragdes: A (2110 mg), B (12 mg), C (44 mg), D
(970 mQ), E (41 mg) que foram entédo analisadas por CLAE.
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Figura 36: Cromatograma da particdo acetato de etila e estrutura quimica da substancia 1.
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A andlise foi realizada nas seguintes condicfes: em fase reversa em coluna SB C18 (25cmx 4,6x
5um); gradiente linear de solventes A (MEOH: H20, 5:95, viv, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a
100% de B em 30 min; fluxo de 0,6 mL/ min; concentragdo da amostra 1 mg / mL; volume de injecao
20 pL, temperatura 25°C, deteccdo UV 330nm. (1) Acido Clorogénico (2) Acido 1,5-di-O-
cafeoilquinico, (3) luteolina e (4) apigenina.

O composto correspondente ao pico 2 foi isolado da fracdo E e
identificado como acido 1,5-di-O-cafeoilquinico pela analise de espectroscopia de
ressonancia magneética nuclear unidimencional e bidimensional de alta resolucéo,
(Anexo 1) e pela comparacdo dos espectros encontrados (Tabela 21) com dados
publicados (MERFORT, 1992). A massa molecular (C2sH24012) foi determinada pelo
ESI-MS espectro negativo que demonstrou o pico molecular desprotonado, [M-H], a
m/z 515. O padrdo de fragmentacdo ESI-MS/MS foi idéntico ao observado por
Clifford (2005) para os isébmeros do acido 1,5-di-O-cafeoilquinico. Este composto ja

havia sido previamente detectado em V. condensata (ARANTES et al., 2016).



Tabela 21 Deslocamentos Quimicos do acido 1,5-dicafeoilquinico isolado da particdo

em acetato de etila das folhas de Vernonia condensata
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13C DEPT H COSY(*H, 'H) HMBC(*3C, H)
34,22 (C-2) CH2 2,58 (H-2eq, dd; J(2)ax- (H-2eqg-H- 2,09 (H-2ax);
eg= 14,5Hz, Jax-eq = 2ax) 2,58 (H-2eq);
3,6Hz) ,32 (H-5)
2,09 (H-2ax, dd; JH= 8,5
Hz ; J(2)ax-eq= 14,5 Hz)
35,45 (C-6) CH2 2,46 (2H, H-6ax e H-6eq, (H-6-H-5) 2,46 (H-6) ;
m) 3,80 (H-4)
67,96 (C-5) CH 4,32 (H-5,dd, Jas=8,0Hz; (H-5-H-3) 2,46 (H-6); 5,41
J5-6=3,2Hz) (H-5-H-6) (H-3)
70,15(C-3) CH 5,41 (H-3;td, J3«= 3,6 Hz; H-3-H-2ax) 2,09 (H-2ax);
J3-2¢q = 3,6 Hz, J32ax= 8,5 (H-3-H-2eq) 2,58 (H-2eq);
Hz) (H-3-H-4) 3,80 (H-4);
4,32(H-5)
71,35 (C-4) CH 3,80 (H-4; dd; Jsis= 3,6 Hz (H-4-H-3) e 5,41 (H-3); 2,46
e Jys=8,0 Hz) (H-4-H-5) (H-6)
79,48 (C-1) C - - 5,41 (H-3');
4,32 (H-5");
2,58(H-2"); 2,46
(H-6)
113,70 (C-8”) CH 6,28 (H-8";d,J=151Hz) (H-8"-H-7")
113,76 (C-8) CH 6,30(H-8;d,J=151Hz) (H-8 —-H-7)
113,83 (C-2”) CH 7,08 (H-2”; d, J= 2Hz) (H-2”-H-6")
113,84 (C-2’) CH 7,08 (H-2’; d, J= 2H2) (H-2’-H-6)
115,08 (C-5”) CH 6,80 (H-57;d,J=8,0Hz) (H-5"-H-6")
115,11 (C-5) CH 6,80 (H-5;d, J=8,0 Hz) (H-5’-H-6)
121,63 (C-6”) CH 6,98 (H-6”;dd,J=8,0Hze (H-6"-H-5") 7,60 (H-7");
=J 2Hz) e (H6” -H-2”) 6,98 (H-6");
6,80 (H-5")
121,70 (C-6’) CH 6,98 (H-6’;dd,J=8,0Hze (H-6-H-5)e 7,60 (H-7);
J =2Hz) (H6’ —H-2) 6,98 (H-6’);

6,80 (H-5)
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126,40 (C-1'e C - - 7,60 (H-7);
c-17) 6,30(H-8") e
6,80 (H-5)
14542 (C-3’e C - - 7,08 (H-2' e H-
C-3”) 2"): 6,80 (H-5'
eH-5"); 6,98
(H-6" e H-6")

14592 (C-7") CH 7,60(H-7;d,J151Hz) (H-7" —H-8")
146,13 (C-7) CH 7,60 (H-7;d,J151Hz) (H-7' —H-8)

148,23 (C-4”) C - - 7,08 (H-2");
6,80 (H-5");
6,98 (H-6")
148,26 (C-4) C - - 7,08 (H-2);
6,80 (H-5);
6,98 (H-6")
166,61 (C-9) C - - 7,60 (H-7’);
6,28(H-8)

167,23 (C9”) C - - 7,60 (H7") e
6,30 (H-8") e
5,41(H-3)

173,37 (COOH C - -
em C-1)

As substéancias: acido clorogénico (1), apigenina (3) e luteolina (4) foram
identificadas e quantificadas por meio de padrbes externos (Figura 38).

As Figuras 37, 38 e 39 apresentam as estruturas quimicas e espectro UV
a 330 nm dos padrdes externos.
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Figura 37: a) Cromatograma do acido clorogénico. b) Perfil UV acido clorogénico em 330 nm. c)
Estrutura quimica.
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A andlise foi realizada nas seguintes condi¢8es: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5um); gradiente linear
de solventes A (MEOH: H:0, 5:95, v/v, pH= 3 com Hs3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B em 30 min;
fluxo de 0,6 mL/ min; concentragdo da amostra 1 mg / mL; volume de injecdo 20 pL, temperatura
25°C, deteccdo UV 330nm.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Figura 38: a) Cromatograma da apigenina. b) Perfil UV apigenina em 330 nm. ¢) Estrutura quimica.
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A andlise foi realizada nas seguintes condi¢fes: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5um); gradiente linear
de solventes A (MEOH: H20, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% deB em 35 min;
fluxo de 0,6 mL/ min; concentracdo da amostra 1mg / mL; volume de injecdo 20 pL, temperatura
25°C, deteccao UV 330nm.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Figura 39: a) Cromatograma da luteolina. b) Perfil UV luteolina 330nm. c) Estrutura quimica.
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A analise foi realizada nas seguintes condi¢des: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5um); gradiente linear
de solventes A (MEOH: H20, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B em 35 min;
fluxo de 0,6 mL/ min; concentracdo da amostra 1mg / mL; volume de injecdo 20 uL, temperatura

25°C, deteccao UV 330nm. )
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.

Essas substancias ja foram anteriormente detectadas nesta espécie
contudo ndoforam quantificadas (OLA, et al., 2009, SILVA et al 2012). A curva de
calibracdo e teores desses marcadores detectados em PA estédo descritos na Tabela

22.

Tabela 22: Curvas de calibracdo e concentracédo de acido clorogénico, apigenina,
luteolina e &cido 1,5-O-dicafeoilquinico.

Marcadores Tempo de ) Concentracdo em PA (ug
_ Curva de calibragéo
Quimicos Retencéo / mg)
o o y=7998,6x — 31,639
Acido Clorogénico 10'909” 9,23+ 0,08
r =0,9982
) ] y=2918,3x + 47,453
Apigenina 24°863” 25,08 + 0,005
r>=0,9936
) y=20233x + 419,43
Luteolina 21°984” 1,87 £ 0,08
r°=0,9975
Acido 1,5-0- y=12012x + 688.60
) ) _ 16°'315” 292.00+0.06
Dicafeoilquinico r’=0.9986

Valores expressos em media + erro padrdo. Onde PA: Particdo em acetato de etila.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2016.
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Essas substancias foram utilizadas como marcadores quimicos para
caracterizagdo e padronizacdo de PA. O 4cido clorogénico e os flavonoides,
luteolina e apigenina, sdo comumente encontrados em varias espécies de plantas e
possuem atividades bioldgicas relacionadas aos resultados relatados neste estudo.
De acordo com a literatura, o &cido clorogénico é dotado de atividade antioxidante
(JOHNSTON et al.; 2003, SHIMODA et al., 2006; SATO et al., 2011). Além disso,
este composto pode inibir a absorcdo de lipideos, aumentar o seu metabolismo e
reduzir os niveis séricos de colesterol (SHIMODA et al., 2006; KHAN et al., 2016). A
apigenina e a luteolina sdo também agentes antioxidantes, anti-inflamatorios,
antimicrobianos e hepatoprotetores (LEOPOLDINI et al., 2004, RATHEE et al., 2009,
SIMEONOVA et al., 2014, RAJASEKARAN et al., 2014 MORIMOTO et al., 2015). E
ainda, é valido ressaltar uma vez mais, que outros autores descreveram a atividade
antioxidante dos acidos dicafeoilquinicos (ZHAO et al., 2014; SALEM et al., 2015).
Assim, a presenca destes compostos em PA pode contribuir para as propriedades
das folhas de V. condensata demonstradas neste estudo.

Em PA foi isolado e identificado por o &cido 1,5- O — dicafaeoilquinico,
cuja atividade antioxidante ja havia sido relacionada a extratos vegetais por outros
grupos (CHAKRABORTY, MITRA, 2008, KIM et al., 2010; GASIC et al., 2014).

O extrato aquoso da cabeca de alcachofra (Cynara cardunculus (L.)
subsp. scolymus Hayeke) cujas atividades hepatoprotetora, emagrecedora e
antioxidante sdo bastante difundidas €& comercializado sob diversas formas
farmacéuticas (LATTANZIO et al., 2009). Essas atividades sado atribuidas a presenca
dos acidos cafeicos, entre eles o acido 1,5- O — dicafaeoilquinico, cuja concentracao
determinada por D’Antuono et al.(2015) em CLAE-DAD ficou em torno de 208,1 mg/
100g de extrato seco. Ajustando as unidades, o presente estudo detectou em PA
uma concentracdo de aproximadamente 29,2 g/ 100 g Mesmo considerando as
diferencas nas metodologias empregadas nos dois estudos, ainda assim podemos
inferir a maior concentracdo do &cido 1,5- O — dicafaeoilquinico em PA. Cao et al.
(2010), mostraram a capacidade deste composto em mediar a sintese de glutationa
reduzida em modelos celulares. Assim, tais achados nos levam a inferir, também,
que a presenca de alto teor do acido 1,5- O — dicafaeoilquinico em PA relaciona-se
diretamente com a atividade antioxidante observada no soro de animais pré-
tratados. A presenca de luteolina, apigenina e &cido clorogénico, substancias
reconhecidamente antioxidantes (ROMANOVA et al.,, 2001; SATO et al.,, 2011,
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WOLFLE et al., 2013) e identificadas em PA também devem estar contribuindo para
os efeitos observados.
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6 CONCLUSOES

A particdo acetato de etila apresentou atividade hepatoprotetora para o
ensaio com paracetamol em dose aguda diminuindo significativamente os niveis das
transaminases bem como inibiu alteracdes nos parametros lipidicos comuns em
danos hepéticos. A atividade antioxidante também foi notadamente promissora ao
inibir a formacdo do MDA e manter os niveis de atividade das enzimas catalase e
glutationa redutase préximos aos niveis do grupo normal néo tratado.

A inducdo com doses repetidas de paracetamol n&o aumentou
significativamente a transaminase hepatica especifica, porém os grupos tratados
com PA mantiveram todos o0s parametros alterados pelo paracetamol
significativamente préximos aos niveis do grupo normal o que permitiu verificar a
atividade hepatoprotetora.

A inducdo aguda com etanol causou alteragbes nos parametros
analisados e verificou-se que a adminstracdo simultanea de PA é capaz de diminuir
o dano hepatocelular.

As atividades, anti-inflamatéria e antioxidante, observadas podem estar
relacionadas com a atividade hepatoprotetora observada.

A atividade contra S. aureus observada bem como uma potencial
aplicacdo de PA como inibidor da adesdo deste em superficies, embora mais
estudos sejam necessarios.

Os compostos que foram detectados e quantificados (acido clorogénico,
apigenina, luteolina) e isolado (4cido 1,5-O- dicafeoilquinico) podem justificar em
parte as atividades observadas: hepatoprotetora, antioxidante, anti-inflamatoria e

antiestafilocécica.
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ANEXOS

Anexo A — Espectro de RMN de 'H, RMN de 3C, DEPT, COSY, HSQC e

HMBC. Registados em espectrometro Bruker AVANCE Ill em solucdo de MeOD a

~
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Ve
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as ressonancias
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reportados em ppm na escala d e referenciados

residual.
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Anexo B — Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Protocolo de n®.: 027/2014

Coordenador: Prof®. Dr. Elita Scio Fontes

O protocolc intitulado “Estudo quimico ¢ farmacolégico de plantas bioativas — atividade
hepatoprotetora de VCB”, recebido em 14/08/2014, foi avaliado na reunido de 02/09/2014, e
recebeu o seguinte parecer:

Com pendéncias E] Reprovado D

Esclarecer, especificadamente e correspondentemente, a seguinte sequéncia de pendéncias:

Pendéncia Tépicos

Item 10.4: Justificar o uso de analgésico (paracetamol), uma vez que ndo ha

| £ AR g
procedimentos cirlrgicos e/ou claramente indutor de dor;

2 Item 10.6: Explicar a necessidade ¢ momento de jejum no experimento.

EXIGE-SE QUE O ENVIO DE RESPOSTA AS PENDENCIAS SEJA FEITO POR CARTA
OU OFICIO, EM DUPLICATA, ’ASSINADO PELO COORDENADOR DO PROJETO E
NAO ENVIAR NOVO FORMULARIO CORRIGIDO PARA ANALISE.

CASO HAJA NECESSIDADE DE DOCUMENTOS ANEXOS AO PROTOCOLO, EXIGE-
SE ENVIO EM DUPLICATA.

NAO RECEBEREMOS RESPOSTAS BE PROCESSOS NO FORMATO DE NOVO

PROTOCOLO CORRIGIDO
Juiz de Fora, 03 de setembro de 2014.
00
Coordetjadora Vice-coordenadora

CEUA CEUA



SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n’. 27/2014 — CEUA sobre “Estudo quimico e farmacolégico de
plantas bioativas — atividade hepatoprotetora de VCB” projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de ELITA SCIO FONTES com a colaboragio JUCELIA BARBOSA DA
SILVA e DANIELLE MARIA DE OLIVIEIRA ARAGAO esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em
06/09/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 228 ratos Wistar de 60 dias
de idade, conforme solicitado e que serdo utilizados no periodo de 03/12/2016 a 31/07/2017.

CERTIFICATE
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ABSTRACT
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Ethnopharmacological relevance: Vernonia condensata Baker (Asteracese) is traditionally used in South
American Countries as an anti-infl tory, analgesic and hepatoprotective.

At of the study: This study aimed to investigate the in vive hepatoprotective and antioxidant, and the in vitro
anti-inflammatory activities of the ethyl acetate partition (EAP) from the ethanolic extract of this medicinal
plant leaves.

Materials and methods: For the in vive hepatoprotective activity, rats were pretreated orally for seven days
with vehicle, silymarin 100 mg/kg or EAP 50, 100 and 200 mg/kg. Then, acetaminophen 3 g/kg was also orally
administrated. Animals were euthanatized 24 h after the damage inducement. The levels of the serum enzymes
ALT, AST and ALP were determined, as well as the triglyeerides, total cholesterol and fractions. The antioxidant
activity was evaluated by TBARS assay and by the measurement of glutathione reductase, superoxide dismutase
and catalase activities in the rats liver tissue. The in vitro anti-inflaimmatory assay using Raw 264.7 cell line
induced by lipopolysaccharide was conducted to verify EAP ability to inhibit pro-inflammatory evtokines.
Results: EAP was able to inhibit all the acute biochemical alterations caused by acetaminophen overdose. EAP
inhibited malondialdehyde formation, maintained the catalase and increased the glutathione reductase
activities. Also, EAP decreased NO, IL-6 and TNF-a levels at concentrations from 10 to 20pg/mL. 1,5-
dicaffeoylquinic acid was isolated and identified as the major compound in EAP. Apigenin, luteolin, chlorogenic
acid were also identified. EAP anti-inflammatory action may be due to its antioxidant activity or its capacity to
inhibit the pro-inflammatory eytokines.

Conclusion: These results strongly suggested that V. condensata may be useful as a possible therapy against
liver damage.

1. Introduction

consists of an essential task for new approval medications by regulatory
agencies (Kuehn, 2009). Regarding this aspect, liver damages are not

Drug-induced hepatic injury is a common reason of liver failure and due to drugs themselves, but to their toxic metabolites, such as free
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radicals, which react mainly with membrane lipids (Madkour and
Abdel-Daim, 2013). In general, the liver can combat the free radical
damage by biotransformation of these toxic agents in less reactive
compounds wa cytochrome P-450, and glutathione peroxidase
(GSHPx) (Hiraganahalli et al., 2012).

Acetaminophen, also known as paracetamol or N-acetyl-p-amino-
phenol (Wang et al., 2015), is an analgesic agent that often induces
hepatic intoxication causing serious liver damage, usually associated
with unintentional overdose (Kuehn, 2009). N-acetyl-p-benzoquinone
imine (NAPQI) is the main toxic metabolite produced after acetami-
nophen administration, which decreases the hepatic antioxidant sys-
tem, leading to a cellular oxidative stress (Wang et al., 2015).

The liver damage associated with drugs is also related to the
production of pro-inflammatory cytokines, and other mediators, by
Kupffer cells, which are the liver macrophages. These cells present
important regulatory roles in pathophysiological liver damages due to
the production of a variety of modulatory factors that can counteract
the inflimmatory response, and/or stimulate liver regeneration (Ju
et al., 2002).

In spite of the claim for an effective hepatoprotective medicine,
there is a lag in the modern pharmacotherapies of a reliable drug with
this property. However, there are a large number of traditional plants
recommended for liver protection or treatment (Hiraganahalli et al.,
2012).

Vernonia condensata Baker, popularly known in Brazil as “aluma”,
“figatil” or “necroton”, is a medicinal plant frequently used to treat liver
and stomach disorders, as well as an anti-inflaimmatory remedy by
some South American communities (Frutuoeso et al.,, 1994; Risso et al.,
2010; Silva et al., 2011; Valverde et al,, 2001). The ethyl acetate
partition (EAP), obtained from ethanolic extract of the leaves, had been
pointed as a promising source of antioxidants (Silva et al., 2013).
Several compounds have already been detected in V. condensata
leaves, as luteolin, apigenin, vernonioside, chlorogenic acid and rutin
(Ola et al., 2009; Silva et al., 2013; Valverde et al., 2001).

As species of Vernonia genus was already reported as hepatopro-
tective (Iwalokun et al,, 2006), and EAP was also described with a
remarkable antioxidant activity (Silva et al., 2013), this study aimed to
investigate EAP ability to prevent hepatic injury on acute acetamino-
phen-induced liver damage model in rats, by the evaluation of the
hepatic enzymes activities in the serum of these animals. The oxidative
stress in addition to the cholesterol and fractions measurements were
also used as parameters to understand better the EAP hepatoprotective
role. Besides, the anti-inflammatory activity was assessed in RAW264.7
murine macrophages. The chemical characterization was also per-
formed, followed by the isolation of the major compound, which was
identified by spectrometry methods.

2, Material and methods
2.1. Plant material

Vernonia condensata leaves were collected in the Garden of
Medicinal Plants of Faculty of Pharmacy, Federal University of Juiz
de Fora (UFJF), Minas Gerais, Brazil, between June and September
2012, in the morning. Local names for this species are “aluma”, “figatil”
or “necroton”. The plant name was checked with http://www.
theplantlist.org /tpll.1/record/gec-133050, site accessed in
November, 11th of 2016. The exsiccate (voucher number CESJ No.
52943) was deposited in the UFJF Herbarium Leopoldo Krieger.

2.2. Preparation of EAP

Approximately 2.5 kg of fresh leaves were dried at room tempera-
ture, and then crushed and pulverized. The powder (500g) was
extracted by static maceration with ethanol 96%. Then, the ethanolic
extract (EE) was concentrated using a rotary evaporator under reduced
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pressure. Forty five grams of EE were resuspended in water: ethanol
(9:1), followed by liquid/liquid partiion with organic solvents
(3x200 mL, each) of increasing polarity to obtain the hexane, dichlor-
omethane and ethyl acetate (EAP -5.7 g) partitions. All solvents were
purchased from Vetec'.

2.3. In vivo hepatoprotective and antioxidant properties

2.3.1. Animals

Male Wistar rats (2-3 months old and 200-300 g) were housed in
cages and kept under appropriately controlled conditions. The animals
were adapted to the environment and handlers for a minimum of 72 h
before the beginning of the experiments. The experimental protocols
and procedures were in accordance with the Ethical Principles in
Animal Experimentation adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA). The protocol was submitted to the Ethics
Committee on Animal Experimentation (CEEA/UFJF — n® 024/2014;
October 22nd, 2014).

2.3.2. Inducement of liver damage

The hepatoprotective activity was evaluated by the induction of
acute liver injury with acetaminophen in rats (Kuriakose and Kurup,
2010). The animals were divided into six groups (A-F) of six animals
each, as follows: Group A: normal control - Vehicle; Group B: negative
control - Vehicle; Group C: positive control - Silymarin 100 mg/kg
(Legalon, Nycomed® —-77,8%); Group D: EAP 50 mg/kg; Group E: EAP
100 mg/kg; Group F: EAP 200 mg,/kg. The vehicle consisted of distilled
water, sodium lauryl sulfate 0.6% and Tween 80 2% (Sigma®). Each
treatment was orally administered for seven days. After this period, the
animals from Groups B to F received a single oral dose of acetamino-
phen (Tylenol®) 3 g/kg, and after 24 h, they were euthanized. The blood
and liver were collected for biochemical and histopathological analysis,
respectively.

2.3.3. Measurement of the biochemical parameters in the serum

Liver injury was assessed by the determination of the serum
enzymatic activities of ALT, AST and ALP. TRIGL, TC, VLDL-c, LDL-
¢ and HDL-c were also evaluated. The analyses were performed using
corresponding commercial kits (LABTEST®) according to the manu-
facturer instructions.

2.3.4. TBARS assay and measurement of enzymes activity in liver
homogenates

Liver tissues were homogenized with phosphate buffer pH 7.4 at 1:9
ratio (w/v, tissue, buffer). The homogenates were centrifuged
(3000 rpm for 5 min) to collect the supernatants for the subsequent
determinations. The evaluation of MDA levels was performed as an
index of lipid peroxidation (Buege and Aust, 1978). The activity of GSH
(Cardberg and Mannervik, 1985), CAT (Beutler, 1975) and SOD
(Kakkar et al., 1984) were also determined in liver homogenates.

2.3.5. Histopathological analysis

Pieces of livers in each group were fixed in a formalin 10% solution,
and processed for paraffin embedding. Sections (5 pm thick) were
stained with hematoxylin and eosin (H & E) for microscopic evaluation
to verify changes of hepatic cells. Photomicrographs of these sections
were obtained using the software Image-Pro Plus” 6.0.

2.4. In vitro anti-inflammatory activity

2.4.1. Cell line RAW 264.7

The murine macrophages (RAW 264.7) were acquired from the cell
bank of Federal University of Rio de Janeiro. The cells were maintained
in DMEM purchased from Sigma® supplemented with the antibiotics
penicillin (100 TU/mL) and streptomycin (100 pg/mL), both purchased
from GIBCO®, and FCS 10% at 37 °C under 5% CO» atmosphere.
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2.4.2. Cell viability

Cell viability in the presence of EAP was determined using the MTT
assay (Mosmann, 1983). Briefly, RAW 264.7 cells (1x10* cells fwell)
were seeded in 96-well microplates and incubated for 24 h before the
treatment with EAP. The cells were treated with various EAP concen-
trations (0.5-40 pg/mL) at 37 °C for 44 h. Next, MTT solution (Sigma,
5 mg/mL in serum-free medium, 20 uL/well) was added to each well
and followed by incubation for 4 h. Finally, the MTT solution was
removed, and the formazan crystals formed by MTT reduction were
solubilized in 200 pL of DMSO. The absorbance was measured at
540 nm using a microplate reader (Thermo Secientific” - MULTISKAN)
and values were calculated in comparison to the control cells.

2.4.3. Nitric oxide production

The production of NO was indirectly determined hy Griess reaction
to measure the concentration of nitrite in the culture medium. RAW
264.7 cells were seeded in 96-well microplates at a density of 8x10%
cells/well and were incubated for 24 h. Cells were exposed to 100 ng/
mL of LPS (Sigma”) with various EAP concentrations (1.0-20 pug/mL)
for 48 h. The culture supernatant (100 pL) was mixed with Griess
reagent (100 pL, 1% sulphanilamide, 0.1% N-[1l-naphthyl]-etilenodia-
mine in 5% phosphoric acid) and incubated at room temperature for
10 min. The absorbance was measured at 540 nm (Thermo Scientific’ -
MULTISKAN). NO concentration was determined using a standard
curve of sodium nitrite (NaNO,).

2.4.4. Analysis of pro-inflammatory cytokines

Anti-inflammatory effects of EAP have also analyzed on the LPS-
induced RAW 264.7 cells. Cells were seeded on 96-well microplate at a
density of 8x10* cells/well and incubated for 24 h. The cells were
exposed to LPS 100 ng/mL in the presence or absence of EAP at
concentrations from 1.0 to 20 pg/mL for 48 h. Then, the TNF-a and 1L~
6 levels in the supernatants were analyzed with ELISA kits according to
the manufacturer instructions (DuoSet kit, R & D Systems).

2.5. Phytochemical analysis

2.5.1. HPLC-DAD phytochemical profile

The phytochemical profile was obtained using a HPLC-DAD Agilent
1200 series and a Zorbax SB-Cl8 column (5 pmx4.6x 150 mm).
Twenty pL of EAP was injected. The mobile phase used was a linear
gradient of solvents A (MeOH:H,0, 5:95, v /v, pH=3 with H3P0O,4) and
B (MeOH); 0 a 100% of B in 30 min; a flow rate of 0.6 mL/min was
used. The chromatogram was obtained at 330 nm. Solvents were
purchased from Tedia.

2.5.2. Isolation of EAP major compound

FAP (2 g) was fractionated using a Sephadex’ LH 20, purchased
from Sigma® (250 g) column chromatography (4x74 cm), eluted with
MeOH, and the fractions were grouped in accordance to their thin layer
chromatography profile, so that five fractions were obtained and named
according to their elution order (FA, FB, FC, FD and FE). The major
compound was isolated from the most purified fraction (FD) using
HPLC-DAD with a semi-preparative Zorbax CN column
(5 pm=9.4x250 mm). An isocratic 70% A (MeOH: H,0, 5:95, v/v,
pH=3 with H3P0,) and 30% B (MeOH), 0-10 min was used as mobile
phase at a flow rate of 2.5 mL/min to yield 7.4 mg of the major EAP
compound.

2.5.3. Spectroscopic studies

EAP major compound was identified by 'H NMR (500 MHz), **C
NMR (125 MHZ), DEPT-135, and *D NMR (COSY, HMEC, HSQC)
spectra, which were recorded on a Bruker AVANCE 111 spectrometer in
MeOD solution at 25 °C, using TMS (§=0) as internal standard.
Chemical shifts are reported in ppm on the § scale and referenced to
the residual solvent peak resonances.
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For chemical analysis by mass spectrometry, 4 pg of EAP major
compound was diluted in methanol for the negative mode. The solution
was infused directly into the ESI source using a syringe pump at a flow
rate of (10 pL/min). ESI (-)-MS and tandem ESI-MS/MS were
acquired using a hybrid high-resolution and high accuracy Xevo® G2-
S Q-Tof (Waters®). For data acquisition and processing, MassLynx V4.1
software (Waters®) was used. The data were collected in the m/z range
of 50-1000 at the speed of 1 scan per second.

1,5-di-O-caffeoylquinic acid: CosHo40,2, amorphous white powder.
ESI-MS/MS m/z (rel. int.): 515 [M-H] (75); 353[M-H-CoHz05] (100);
335 [M-H-CoHg04-H20]™ (7); 191 [M- H- 2xCoHgOa]™ (20). NMR
(500 MHz, CDs0D): &2.09 (H-6ax, dd, Jsa-seq=13,7 Hz,
J5-6ax=8.6 Hz); 258 (H-6eq, dd, Jsar-seq=13,7Hz and Js_
seg=3.9 Hz); 541 (H-5, td, J4 5=82Hz; Js5.5eq=3.9Hz, Js
sax=8.6 Hz); 3.80 (H-4; dd, J2_4=3.6 and J, 5=8.2 Hz); 4.32 (H-3,
m); 2.46 (2 H,m, H-2ax and H-2eq),(quinic acid moiety); 7.08 (2 H, H-
2" and H—Z"; d, nggf'_gf/gfcz H.Z); 6.80 (2 H, H-5"and H—S’,; d, J_gf/
s_66-=8.0 Hz); 6.98 (2 H, H-6' and H-6"; dd, Jo- /26~ =2 Hz
and Js5-5-_6v6-=8.0Hz); 7.60 (2H, H-7" and H-7"; d, J> /75,
g~=15.1 Hz); 6.30 (2H, H8" and H-8"; d, J>,>_g-.5-=15.1 Hz);
6.28 (H-8", d, J>-g-=15.1 Hz),(caffeoyl group).'*C NMR (125 MHz,
CD,0D): 6 7948 (C-1); 34.22 (C-2); 67.96 (C-3); 71.35 (C-4); 70.15
(C-5); 85.45 (C-6), 173.37 (COOH) (quinic acid moiety); 126.40 (C-1'/
C-17); 113,84/113,83 (C-2'/C-2"); 14542 (C-3' e C-3"); 148.26/
148.23 (C4'/C-4"); 115.11/115.08 (C-5"/C-5"); 121.70/121.63 (C-
6°/C-67); 146.13/145.92 (C-7°/C-7"); 113.76/113.70(C-8"/C-8");
166,61/167.23/(C-9/C9"), (caffeoyl group).

2.54. EAP chemical characterization

EAP chemical biomarkers quantification was conducted in HPLC-
DAD as previously described (item 3.5.1) using the external standards
apigenin (purity =295%), luteolin purity =98%) and chlorogenic acid
(purity =95%) all of them were purchased from Sigma”, in addition to
an internal standard (the major compound isolated from EAP). These
compounds were quantified by the calibration curve construction using
0.5; 0.25; 0.125; 0.0625-0.0312 mg/mL in triplicate of each standard.

2.6. Statistical analysis

The results were expressed as a mean +standard deviation. The
software GraphPad Prism’ 5.0 was used for one-way ANOVA followed
by Tukey test for all experiments (p < 0.05 was considered significant).

3. Results and discussion
3.1. In vivo EAP hepatoprotective activity

Acetaminophen overdose can induce hepatotoxicity and acute liver
failure (Kuriakose and Kurup, 2010). For this reason, a pretreatment
with EAP followed by the acetaminophen administration (3 g/kg, v.0.)
was used to evaluate its hepatoprotective capacity. As shown in Table 1,
the relative liver weights for EAP 100 and 200 mg/kg (group E and F)
were close to the normal group. An increase of the liver weight may be
associated with an inflammatory process induced by the hepatic
toxicity (Wang, 2015).

In acute liver injury induced by acetaminophen or other com-
pounds with similar metabolism, it is possible to detect changes in
certain biochemical parameters. The intracellular enzymes aspartate
aminotransferases (AST) and alanine aminotransferases (ALT) are
important indicators of liver damage. AST and ALT are normally
present in the cytoplasm; however, after liver injury their levels
increase in blood serum due to alterations in hepatic cells membrane
permeability (Giannini et al, 2005; Vargas-Mendoza et al.,, 2014).
Alkaline phosphatase (ALP) is another important hepatic parameter
and high serum levels of this enzyme indicate cholestasis (Vargas-
Mendoza et al, 2014). The levels of these enzymes in the serum of
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Table 1
Relative body and liver weight after the pretreatment with EAP.

Animals group  Relative body weight (g) Livers weight (g)
First day Bth day % change
A 2128+5.0 232249 9.15 8.32 £0.25%
B 211821 2346+ 17 10.80 9.71 £0.15"
C 225.6 4.4 2264 £58 0.3 9.62 +0.43%
D 269.4 £8.71 269.0 £ B44 0.1 9.68 £ 027"
E 2294 +6.5 232672 1.3 8.00 £0.312
F 2266 +8.3 2298+74 1.4 8.968 £ 043

Group A: normal group; Group B: negative control; Group C: silymarin, 100 mg/kg;
Group D, E and F: EAP 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. The values represent the
mean + standard deviation. One-way ANOVA followed by Tukey test (p < 0.001). Groups
with the same letter indicate no statistical differences.

animals pretreated with EAP are shown in Fig. 1. All EAP doses
reduced AST level; however, at 200 mg/kg, AST achieved normal levels
(Fig. 1A). Also, all pretreatments reduced ALT levels (Fig. 1B).
Pretreatment with EAP, at all doses, was able to maintain the ALP
levels close to normal values (Fig. 1C). Taken together, these results
suggested that EAP pretreatment was able to prevent liver damage.

Acetaminophen was capable to increase triglycerides and cholester-
ol serum levels (Ozsoy and Pabugcuoglu, 2007; Buttar et al., 1976),
which explains why total cholesterol (TC), and VLDL (¢-VLDL) and
LDL cholesterol (c-LDL) fractions, in addition to triglycerides (TRIGL),
were increased in the negative control group (Group B). Nevertheless,
HDL chalesterol (c-HDL) levels decreased. In contrast, EAP 50, 100
and 200 mg/kg caused significant reduction of TC and c-LDL. At
200 mg/kg, EAP also reduced TRIGL and ¢-VLDL levels to normal
values (Group A). It is important to point out that, under acetamino-
phen effect, animals pretreated with EAP 100 and 200 mg/kg (Groups
E and F) showed high levels of c-HDL when compared to Groups B and
C (Table 2).

The ability of V. condensata aqueous extract to inhibit the in vitro
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activity of HMG-CoA reductase, a key enzyme involved in the biosynth-
esis of endogenous cholesterol, was already published (Arantes et al.,
2016). Thus, the present data reinforced the hypocholesterolemic effect
reported in the literature and showed that EAP pretreatment can
prevent the hypercholesterolemia commonly caused after liver da-
mages induced by acetaminophen (Arantes et al., 2016; Koppes et al.,
2005).

In order to evaluate EAP ability to prevent oxidative stress,
thiobarbiturie acid reactive substances assay (TBARS) and GSH, CAT
and SOD activities were performed. NAPQI and other free radicals
induce macromolecules peroxidation, leading to an MDA increase and
a failure in the hepatocyte antioxidant system (Pareek et al, 2013;
Wang et al., 2015). Oxidative stress induced by NAPQI is the major
cause for the deleterious acetaminophen action (Wang et al., 2015).
NAPQI is converted to harmless water-soluble metabolites by the GSH
action, so that the increasing of GSH levels is fundamental for more
efficient NAPQI elimination (Iwalokun et al., 2006). Fig. 2 (A and B)
shows the effect of EAP pretreatment in the production of MDA and in
the GSH enzyme activity in the hepatic tissue, respectively. The
oxidative stress caused by NAPQI was evidenced in the animals of
Group B due to the high levels of MDA and the low GSH activity. On
the other hand, EAP in all doses, was able to inhibit MDA formation
and to increase the GSH activity.

In acetaminophen intoxications, CAT and SOD activities are
normally compromised (Adam et al., 2016; Wang et al., 2015). The
negative control group (Group B) showed a decrease in CAT activity,
unlike the animals pretreated with EAP (100 and 200 mg/kg), which
showed CAT levels similar to the normal group (Group A) (Fig. 2C).
EAP 100 and 200 mg/kg also increased SOD activity (Fig. 2D).
Therefore, EAP strongly prevented the oxidative stress caused by
acetaminophen administration, reaffirming its protective capacity,
which is a relevant finding, as the antioxidant activity is usually related
to a hepaprotective role (Sabir et al., 2012; Wang et al., 2015).

Histopathological studies confirmed the liver damage caused by
acetaminophen. Untreated animals (negative control) presented de-
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Fig. 1. Effects of EAP pretreatment on AST (A), ALT (B) and ALP (C) serum levels after acetaminophen-induced acute liver toxicity in rats. Group A: normal group; Group B: negative
control; Group C: silymarin, 100 mg/kg: Group D, E and F: EAP 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. The values represent the mean + standard deviation. One-way ANOVA followed by

Tukey test (p < 0.01). Groups with the same letter indicate no statistical difference.
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Table 2

Effect of FAP on lipidic | after acute acet: phen d in pretreated rats.
Animals groups TRIGL TC - VLDL c-LDL c-HDL

mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL

A 88.99+9.16% 88.40 £4.34% 17.80 + 1.83% 62.28 + 3.55° 11.88 + 4.67%
B 123.1+13.76" 122.4 + 14.62° 20.57 +4.67° 86.49 £ 1147 3.59+1.14"
c 116.5+ 16.58° 84.27 £ 0,982 23.29 & 3,12% 57.10 + 4.402 357 £0.57"
D 117.8+ 15.87° 81.54 +£7.427 24,98 + 6.8 50.10 + 5.49° 7.57+£1.19°
E 125141917 81.04 + 2,502 25.01 + 3.83% 43.56 + 3.94° 10.36 + 2.90%
F 8422+ 3.482 83.06 + 3.682 16.40 £ 0.702 53.88 £ 2,012 11.06 £ 0.672

Group A: normal group; Group B: negative control; Group C: silymarin, 100 mg/kg: Group D, E and F: EAP 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. The values represent the mean +
standard deviation. One-way ANOVA followed by Tukey test (p < 0.01). Groups with the same letter indicate no statistical differences.
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Fig. 2. Effects of EAP on MDA (A) content and GSH (B), CAT (C) and SOD (D) activity in hepatic tissue of acetaminophen-induced acute liver toxicity in rats. Group A: normal group;
Group B: negative control; Group C: sylimarin, 100 mg/kg; Group D, E and F: EAP 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. The values represent the mean + standard deviation. One-way
ANOVA followed by Tukey test (p <0.05). Groups with the same letter indicate no statistically difference.

generative changes such as vacuolization and pycnotic nuclei in the
parenchymal cells in the centrolobular areas, congestion and sinusoidal
dilation, mild degree of lymphocytic infiltrate and bleeding (Fig. 3B).
On the other hand, the liver of the rats pretreated with EAP did not
present degenerative changes maintaining a quite normal histological
aspect, with only few areas of congestion and mild lymphocytic
infiltrate.

3.2, In vitro EAP anti-inflammatory activity

The anti-inflaimmatory activity of EAP was ewvaluated by the
measurement of nitric oxide (NO), and interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor alfa (TNF-a) cytokines. LPS-induced RAW 264.7 cell
line, which presents a good correlation with the Kupffer cells (Kiemer
et al.,, 2002), was used. Initially, MTT assay was performed in order to
identify the ideal EAP concentrations to be assessed. Cellular viability
was observed below 20 pg/mL

In cellular injury, NO is produced in large quantities by the enzyme
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nitric oxide synthase (iNOS) (Yang et al., 2009). NO is a free radical
and an intracellular messenger produced by different human and other
mammalian cells. It is a mediator in numerous biological actions,
including vasodilation, neurotransmission, inhibition of platelet adhe-
sion and aggregation (Oh et al., 2008). The level of NO produced by
iNOS can reflect a certain degree of tissue inflammation and also serves
as an important indicator in the assessment of inflammatory processes.
Large amount of NO inhibits cellular respiration, induces DNA damage
and decreases intracellular levels of enzymatic antioxidants (Chen
et al, 2002). Thus, it is essential to reduce NO production for the
prevention of liver imjury (Miki et al., 2015). EAP was able to
significantly decrease the NO levels at 10 and 20 pg/mL (Fig. 4A).
LPS, a glycolipid endotoxin from Gram-negative bacteria outer
membrane, is recognized by receptors in animal cells, such as macro-
phages, which activate the innate immune system and stimulates the
secretion of cytokines (TNF-a) (Kim et al., 1999). The inhibition of
TNF-a expression may attenuate liver injury induced by alecohol
(Timuro et al., 1997). TNF-a is generally produced with IL-6, which
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Fig. 3. Repr ive ph icrographs of longitudinal sections of rat liver after 7 days of pretr followed by inophen-induced acute d d. normal group (A 100x,

A’ 400x), negative control (B 100x, B 400x), sslimarin (C 100x, C’ 400x), EAP 50 mg/kg (D 100x, D’ 400x), EAP 100 mg/kg (E 1oox, E’ 400x) and EAP 200 mg/kg (F 100x, F’ 400x).
Images were captured using the Image-Pro Plus® 6.0 software.

exerts an important regulatory role in acute inflammation (local or and apigenin were identified by relative retention times using authentic
systemic). Drugs that are capable to reduce or inhibit the expression of standards and quantified by a calibration curve (Table 3).

both pro-inflammatory cytokines are considered as promising anti- The main compound was isolated in order to better know the

inflammatory agents (Sittisart et al., 2016). IL-6 levels were reduced by chemical profile of EAP. Its structure, showed in Fig. 5, was identified

EAP at 5, 10 and 20 pg/mL (Fig. 4B). TNF-a levels decreased by EAP at as 1,5-di-O-caffeoylquinic acid by analysis of one-dimensional (1D)

all tested concentrations (Fig. 4C). and two-dimensional (2D) high resolution NMR spectroscopy and by

comparison with published data (Merfort, 1992). The molecular mass

1 ) (Ca5H24012) was determined by ESI-MS negative spectra that showed

3.3. Phytochemical analysis the deprotonated molecular peak, [M-H]-, at m/z 515. The ESI-MS/MS

fr: tati tt identical to that observed by Clifford et al.
EAP chemical profile was shown in Fig. 5. Chlorogenic acid, luteolin agmention patierm was iden o thato Y o e
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Fig. 4. Effects of EAP on NO (A), IL-6 (B) and TNF-a (C) levels in LPS-induced RAW 264.7 cells;8x10" cells/well in 96 wells microplates. The values represent the mean + standard
deviation. Test was performed in hexaplicate. One-way ANOVA followed by Tukey test (p < 0.05). Groups with the same letter indi ically diffe
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Fig. 5. HPLC-DAD phytochemical profile of EAP. (1) chlorogenic acid, (2) 1.5-di-O-caffeoylquinic acid, (3) lnteolin and (4) apigenin. Zorbax SB-C18 column (5 pmx4.6x 150 mm).20 pL
of EAP was injected. The mobile phase used was a linear gradient of solvents A (MEOH: H20, 5:95, v/v, pH=3 with H,PO,) and B (MEOH); 0 a 100% of B in 30 min; a flow rate of

0.6 mL/min was used. The chromatogram was obtained at 330 nm.

Table 3
Calibration curves and guantification of chlorogenic acid, apigenin, luteolin and 1,5-
dicaffeoylquinic acid.

Standard Curve Coneentration (ug/mL)"
Chlorogenic acid y=T908.6x-31.639 923+ 0.08
r*=0.9982
1.,5-di-0-caffeoylquinic y=12012x+688.60 292,00 £0.06
acid r*=0.9986
Luteolin y=20233x+419.43 1.87+0.08
r*=0.9975
Apigenin V=2918.3x+47.453 25.08 £ 0.01
r*=0.9936

* Values expressed as a mean +standand error.

(2005) for 1,5-di-O-caffeoylquinic acid isomers. Those compounds had
previously been detected in V. condensata (Arantes et al., 2016).

Chlorogenic acid and the flavonoids luteolin and apigenin are
commonly found in several plant species and possess biological
activities related to the findings reported in this study. According to
the literature, chlorogenic acid is endowed with antioxidant activity
(Johnston et al., 2003; Sato et al., 2011; Shimoda et al., 2006). In
addition, this compound may inhibit the absorption of lipids, increase
their metabolism, and reduce the serum cholesterol levels and steatosis
(Khan et al., 2016; Shimoda et al., 2006). Apigenin and luteolin are also
an antioxidant, anti-inflammatory and hepatoprotective agents (Rathee
et al, 2009; Simeonova et al., 2014). Moreover, there are reports
deseribing the antioxidant activity of dicaffeoylquinic acids (Salem
et al., 2015; Zhao et al., 2014). Thus, the presence of these compounds
in EAP might contribute for the expressive antioxidant, anti-inflam-
matory and hepatoprotective properties of V. condensata leaves
showed in this study.

4. Conclusion

Taken together, all those findings suggested that EAP pretreatment
presented a notable hepatoprotective potential associated with anti-
oxidant, hypocholesterolemic, control of triglycerides levels and anti-
inflammatory activities. For this reason, EAP should be further
evaluated as a future remedy to prevent liver damage, dyslipedemia
and inflammatory process.
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