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1.1 Lista das figuras, tabelas e ldminas presentes no texto
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Figura 1 - Efeito do pds-tratamento intragdstrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h ap6s
a indugdo de lesbes hepéticas pelo CCl4 nos niveis séricos de alanina
aminotransferase em ratos.

142

Figura 2 - Efeito do pds-tratamento infragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Sofanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h apbs
a inducdo de lesdes hepaticas pelo CCly nos niveis séricos de
aspartato aminotransferase em ratos.
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Figura 3 - Efeito do pos-tratamento intragéstrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum paniculatum \.. 8, 12 e 18 h apds
g indugdo de lesbes hepdticas pelo CCl, nos niveis séricos de
bilirrubina total em ratos.
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Figura 4 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum paniculatum .. 8, 12 e 18 h apbs
a inducdo de lesSes hepaticas pelo CCl; nos niveis séricos de
bilirrubina direta em ratos.
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Figura 5 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Sofanum variabile M. 6, 12 e 18 h apés a
inducéo de lesbes hepaticas pelo CCly nos niveis sericos de alanina
aminatransferase em ratos.
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Figura 6 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com ¢ extrato bruto
hidroalcodlica evaporado de Solanum variabile M. 6, 12 e 18 h apos a
inducéo de lesdes hepaticas pelo CCls nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase em ratos.
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Figura 7 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum variabile M. 6, 12 ¢ 18 h apés a

inducéo de lesdes hepaticas pelo CCl, nos niveis séricos de bilirrubina
total em ratos.
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Figura 8 - Efeito do pos-tratamento intragéstrico com ¢ extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum variabile M. 6, 12 e 18 h ap6s a
inducdo de lesdes hepéticas pelo CCl, nos niveis séricos de bilirrubina
direta em ratos.
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Figura 9 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum nigrum .. 6, 12 ¢ 18 h apds a
indugéo de lesbes hepaticas pelo CCly nos niveis séricos de alanina
aminotransferase em ratos,
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Figura 10 - Efeito do pos-tratamento intragéstrico com o extrato bruto
hidroalcoblico evaporado de Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h ap6s a
indugéo de lesdes hepaticas pelo CCl; nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase em ratos.
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Figura 11 - Efeito do pos-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporade de Solanum nigrum L. 6, 12 € 18 h apods a
inducéo de lesfes hepaticas pelo CCly nos niveis séricos de bilirrubina
total em ratos.
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Figura 12 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroaicodlico evaporado de Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apds a
inducao de lesdes hepaticas pelo CCl, nos niveis séricos de bilirrubina
dirata em ratos.
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Figura 13 - Efeito do pés-tratamento intragéstrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporade de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h
apés a inducdo de lesbes hepaticas pelo CCl nos niveis séricos de
alanina aminotransferase em ratos.
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Figura 14 - Efeito do pds-fratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h
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apos a inducdo de lesBes hepaticas pelo GGl nos niveis séricos de
aspartato aminotransferase em ratos.
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Figura 15 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h
apbds a induglio de lesdes hepéticas pelo CClL nos niveis séricos de
bilirrubina total em ratos.
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Figura 16 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o extrato bruto
hidroalcoodlico evaporado de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h
apds a indugéo de lesdes hepaticas pelo CCls nos niveis séricos de
bilirrubina direta em ratos.
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Tabela 1 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h apds a indugdo de lesbes
hepéticas pelo CCly nos niveis sericos de alanina aminotransferase em
ratos e no calculo da atividade hepatoprotetora.

142

Tabela 2 - Efeito do poés-ratamento intragéstrico com o EHE de
Solanum paniculatum L. 8, 12 e 18 h apos a indugdo de lesdes
hepéticas pelo CCly nos niveis séricos de aspartato aminotransferase
em ratos e no calculo da atividade hepatoprotetora.

143

Tabela 3 - Efeito do pos-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h apds a indugdo de lesbes
hepaticas pelo CCl, nos niveis séricos de bilirrubina total em ratos e no
calcuio da atividade hepatoprotetora.

144

Tabelia 4 - Efeito do pos-ratamento intragastrico com o EHE de
Solanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h ap6s a indugdo de lesdes
hepaticas pelo CCly nos niveis séricos de bilirrubina direta em ratos e
no calculo da atividade hepatoprotetora.
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Tabela 5 - Efeito do pos-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum variabile M. L. 6, 12 e 18 h apds a inducdo de lesdes
hepaticas pelo CCly nos niveis séricos de alanina aminotransferase em
ratos e no calculo da atividade hepatoprotetora,
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Tabela 6 - Efeiln do pdos-tratamenta intragastrico com o EHE de
Solanum variabile M. 6, 12 e 18 h apés a inducéo de lesdes hepéticas
pele CCly nos niveis séricos de aspartato aminotransferase em ratos e
no calculo da atividade hepatoprotetora.

147

Tabela 7 - Efeito do pds-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum variabile M. 6, 12 e 18 h apds a indugao de lesbes hepaticas
pelo CCl; nos niveis séricos de bilirrubina total em ratos e no calculo
da atividade hepatoprotetora.

148

Tabela 8 - Efeilo do pds-tratamento intragastrico ¢com o EHE de
Solanum variabile M. 6, 12 e 18 h apds a inducéo de lesdes hepaticas
pelo CCls nos niveis séricos de bilirrubina direta em ratos.

149

Tabela 9 - Efeito do poés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apés a indugdo de lesdes hepaticas
pelo CCl; nos niveis séricos de alanina aminotransferase em ratos e
no calculo da atividade hepatoprotetora.
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Tabela 10 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apods a inducdo de lesGes hepaticas
pelo CCls nos niveis séricos de aspartato aminotransferase em ratos e
no calculo da atividade hepatoprotetora.

151

Tabela 11 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apds a indugdo de Jesbes hepaticas
pelo CCls nos niveis séricos de bilirrubina total em ratos e no calculo
da atividade hepatoprotetora.
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Tabela 12 - Ffeito do pds-tratamento intragastrico com o EHE de
Sofanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apds a inducéo de lesdes hepaticas
pelo CCly nos niveis séricos de bilirrubina direta em ratos.
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Tabela 13 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum cernuum Vellozo 6, 12 ¢ 18 h apbs a indugdo de leses
hepaticas pelo CCls nos niveis séricos de alanina aminotransferase
em ratos.
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Tabela 14 - Efeito do pos-tratamento intragastrico com o FHE de
Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a inducso de lesdes

hepaticas pelo CCl; nos niveis séricos de aspartato aminotransferase
em ratos,
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Tabela 15 - Efeito do pos-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h ap6s a inducio de lesdes
hepéticas pelo CCly nos niveis séricos de bilirrubina total em ratos.
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Tabela 16 - Efeito do pés-tratamento intragastrico com o EHE de
Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a indugho de lesbes
hepaticas pelo CCls nos niveis séricos de bilirrubina direta em ratos.
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Tabela 17 - Resultados da andlise quimica qualitativa dos extratos
hidroalcodlicos evaporados obtidos a partir das partes aéreas de
Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum nigrum |.. e
Solanum cernuum V.
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Lamina 1 - Grupo controle {veiculo NaCl 0,8%). Corte histoldgico de
parénquima hepético de rato, exibindo a veia central, espagos
sinusdides e corddes de células hepaticas dentro dos parametros de
normalidade. H & E 100x.
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Lamina 2 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g,kg“1). Corte histoldgico de parénquima hepatico
de rato, exibindo a veia central, espacos sinusdides e corddes de
células hepaticas dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Ldmina 3 - Grupo controle tratade com o EHE de Solanum

paniculatum L. (1,0 g.lgg”"). Corte histologico de parénquima hepatico
de rato, exibindo a veia central, espagos sinuséides e cordbes de
células hepaticas dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.

161

{.dmina 4 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum variabile M.

{1,0 g.kg"T)n Corte histologico de parénquima hepético de rato,
exibindo a veia ceniral, espagos sinuséides e corddes de células
hepaticas dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina & - Grupo controle com o EHE de Solanum nigrum L. (1,0 g.kg™

1). Corte histolégico de parénquima hepético de rato, exibindo a veia
central, espacos sinusdides e corddes de células hepdticas dentro dos
parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 6 - Grupo controle tratado com o EME de Solanum cemuum V.

1,0 g,kg“'t }. Corte histolégico de parénquima hepatico de rato, exibindo
a veia central, espagos sinusbides e cordbes de células hepéticas
dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 7 - Grupo tratado somente com CCl4 (1,5 mL.kg"i, em bleo de

oliva a 40%, viv/). Corte histoldgico de parénquima hepético de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & E 100x.
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L.amina 8 - Grupo tratado somente com CClg (1,5 mi,.kg"", em dleo de

oliva a 40%, viv). Corte histolégico de parénguima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & £ 400x.
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Lamina 9 - Grupo tratado com CCly mais EHE Solanum paniculatum L.

(0.5 g.kg'1). Corte histoldgico de parénguima hepatico de rato,
apresentando moderada estetatose hepética microvesicular. H & k&
100x.
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Lamina 10 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g.kg™1). Corte histolégico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada estetatose hepética microvesicular. H
& E 400x,
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Lamina 11 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum

paniculatum L. (1,0 g. kg"1 ). Corte histoldgico de parénguima hepatico
de rato, apresentando moderada estetatose hepatica microvesicular. H
& £ 100x.
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Lamina 12 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Sofanum
paniculatum 1. (1,0 g.kg‘1). Corte histoldgico de parénquima hepatico
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de rato, apresentando maderada estetatose hepatica microvesicular. H
& E 400x.
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Lamina 13 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Selanum variabile

M.{1,0 g.kg”1), Corte histolégico de parénquima hepético de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & E 100x.
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Lamina 14 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum variabile

M. (1,0 gkg!). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & E 400x.
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L.amina 15 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum nigrum L.

(1.0 g.kg“1). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & £ 100x.
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Lémina 16 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum nigrum L.

{1,0 g.kg‘"’). Corte histoldgico de parénquima hepético de rato,
apresentando intensa estetatose hepética microvesicular. H & E 400x

174

i.amina 17 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum cernuum

V. (1,0 gkg™!). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica. H & £ 100x.
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Lamina 18 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum cernuum

V. (1,0 g.kg'ﬁ. Corte histologico de parénguima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepética microvesicular. H & E 400x.
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Lamina 19 - Grupo tratado somente com CCly (1,5 mi.,kg"l, em 6leo

de oliva a 40%, viv/). Corte histologico de paréngquima hepético de
rato, apresentando moderada necrose dos hepatodcitos. H & £ 100x.
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Lamina 20 - Grupo tratado com CCigy mais EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g,kg“1). Corte histolégico de parénquima hepatico
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de rato, apresentando moderada necrose dos hepatdcites H & F
100x.

178

Lamina 21 - Grupo tratado com CClgy mais EHE de Solanum

papiculatum L. (1,0 g.kg“1). Corte histolgico de parénquima hepético
de rato, apresentando moderada necrose dos hepatocitos. H & E
100x.
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Lamina 22 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum variabile

M. (1,0 gkg™!). Corte histoldgico de parénquima hepético de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatécitos. H & £ 100x.
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Lamina 23 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum nigrum L.

(1,0 gkg"). Corte histologico de parénguima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatocitos. H & E 100x,

181

Lamina 24 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum cernuum

V. (1,0 g.kg‘*). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatocitos. H & E 100x

182

Lamina 25 - Grupo tratado somente com CClg (1,5 mL.kg‘1, em dleo

de oliva a 40%, vi/). Corte histolégico de parénquima hepético de
rato, apresentando intensa tumefacdo turva dos hepatéeitos. H & E
100x.
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Lamina 26 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum

panicufatum L. (0,5 g,kg"‘). Corte histologico de parénquima hepatico
de rato, apresentandc moderada tumefac&o turva dos hepatocitos. H &
E 100x.
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Lamina 27 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum
paniculatum L. (1,0 g.kg"1 ). Corte histolégico de parénquima hepatico
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da rato, apresentando intensa tumefacdo turva dos hepatacitos. H& E
100x.

185

Lamina 28 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum variabile

M (1.0 g.kg‘*). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apreseniando intensa tumefacao turva dos hepatocitos. H & E 100x

186

Lamina 29 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum nigrum L.

(1.0 g.kg“qj. Corte histologico de parénguima hepatico de rato,
apresentando intensa tumefacao turva dos hepatéeitos. H & £ 100x.
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Lamina 30 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum cernuum

V. (1,0 g.kg'1), Corte histologico de parénquima hepético de rato,
apresentando moderada tumefac8o turva dos hepatdcitos. H & E 100x.
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1.2. Lista das abreviaturas presentes no texto:

%

it

(e)
pg.mb
ul.

{n)
(t)
“C-AP
AFB,
ALT
AST
BILDIR
BILTOT
C

CCl
(ch)
Cmoat
EPM,
EA
EAB
EHA
EHE

et al
EtOH
FA

FD
Fdag

porcento

micra

esteatose

micrograma por mililitro

microlitro

necrose

tumefagéo turva dos hepatécitos
“¢-aminopirina

Aflotoxina B,

alanina aminotransferase

aspartato aminotransferase

bilirrubina direta

bilirrubina total

ché

tetracloreto de carbono

corddes de células hepaticas

transportador de anion organico multiespecifico
erro padréo da meédia

extrato aguoso

extrato aguoso bruto

extrato hidroalcoblico

extrato hidroalcodlico evaporado

e outros

etanol

fracdo obtida por infusdo em agua de residuo
fracdo soliivel em diclorometano

fracdo sollvel em diclorometano particionada em
agua



LISTAS 11

FR

g
gkg
h
H.0
HBsAg

L.

ig.

Lp.

M

mg.100 mL™
mg.kg”

=1

min

L

mi.kg"
mL.min™.100g™
MMPT

n
NaCl 0,8%
AM.mL”
°C

PVPI
r.p.m.

{s)
SNMC

SPF.

fracdo soldvel em diclorometano insollvel em
agua

grama

grama por Kilograma

hora

agua

antigeno superficial ou antigeno Austrélia
intraduodenal

intragastrica

intraperitoneat

mol

miligrama por cem mililitros

miligrama por kilograma

minuto

mililitro

mililitro por kilograma

mililitro por minuto por cem gramas

transicdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial

numero

cloreto de sédio 0,9 gramas por cem mililitros
nanomoi por mililitro

grau centigrado

polivinil-pirrolidone iodine

rotagbes por minuto

espacos sinuséides

preparacdo contendo glicirrizina (40 mg), cisteina
(20 mg) e glicina (400 mg) em solugéo de cloreto
de sodio a 0,9%

specific pathogen free (livre de patdgenos

especificos)
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SIAM
SP
TNP-LP,
Ul

USKE

V.0

viv

(ve)
VELL

hipGxia pericentral

Solanum paniculatum L.

fragdo macromolecular trinitrofenilada

unidade internacional

Universidade Sao Francisco de Braganga Paulista
via oral

volume por volume

veia central

Herbario Frei Velloso do  Laboratorio
Multidisciplinar de Pesquisa da Universidade S30
Francisco de Braganga Paulista
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2. RESUMO

Os pés-tratamentos com os extratos hidroalcodlicos evaporados (EHEs) das
espécies Solanum panicufatum L. (urubeba), Solanum Qarfabile M. {jurubeba-
falsa), Solanum nigrum L. (maria-pretinha) e Sofanum cemuum Vell.
{panacéia) selecionadas etnofarmacolégicamente, foram investigados em
lesOes hepaticas previamente induzidas pelo tetracloreto de carbono (CCly).
Os EHEs foram obtidos por percolagdo empregando-se o processo A
Farmacopéia Brasileira 2° edigdo, a partir das partes aéreas destas espécies
{caules, folhas, flores), coletadas na regido de Braganca Paulista (SP).
Previamente procedeu-se a analise quimica qualitativa para alcaldides,
flavonbides, saponinas e taninos. Ratos albinos, Wisfar, machos, foram
divididos em 6 grupos para o S. panicufatum L. e 4 grupos para ¢ S, variabile
M., S. nigrum L. e S. cernuum V. | recebendo no tempo 0, respectivamente,
G1a, G2a e G3a (dleo de oliva 3,75 mL kg", intragastricamente - i.g.), Gda,
G5a e Gba (CCl, - 1.5 mLkg" em Glec de oliva a 40% viv, ig.), para S.
paniculatum L., e no tempo 0, G1b e G2b (éleo de oliva 3,75 mLkg", ig.),
G3b e G4b (CCls - 1.5 mLkg” em éleo de oliva a 40% viv; ig.) para as
demais espécies. Nos tempos 6, 12 e 18h, os grupos do S. paniculatum L.
receceberam, i.g., G1a (veiculo do EHE, 3,0 mL.kg"*), G2aeG3a(EHE-0,5¢
1,0a.kg” respectivamente), Gda (veiculo do EHE, 3,0 mL.kg"), G5a ¢ G6a
(EHE - 0,5 e 1,0 gkg' respectivamente), sendo para as demais espécies,
G1b (veiculo do EHE, 3,0 mLkg"), G2b (EHE - 1,0g.kg"), G3b (veiculo do

EHE, 3,0 mikg™), G4b (EHE - 1,0 g.kg™). Decorridas 24h da leséo pelo CCl,,



REBUMO 14

espécimes sanguineos e hepaticos foram coletados, & como marcadores das
lesbes hepatocitotdxicas, andlises bioguimicas de atividade das
aminotransferases (ALT e AST) ¢ de conceniragGes séricas de bilirrubina
total ¢ direta foram realizadas. Para o estudo histopatoidgico levou-se em
considerag@o a intensidade dos fendmenos esteatose, necrose e tumefacdo
turva dos hepatdcitos. Os valores bioguimicos foram submetidos a analise de
varidneia, sendo aplicado o teste de Dunneit acs dados significativos
{p<0,05) . Os grupos tratados com os EHEs associados ao CCl, néo se
mostram efetivos na reversao da rota de lesdo hepatica citotdxica induzido
por este agente, em nenhuma das doses administradas, medianie 0s
resultados bioquimicos. Os EHEs de Solanum paniculatum L. e Solanum
nigrum L., exacerbaram a lesao hepatica pelo CCl, de acordo com 0s valores
de bilirrubina total e direta obtidos, assim como o EHE de Solanum variabile
M., a partir dos resultados de atividade enzimatica da ALT. Os resultados da
histopatologia néo diferiram significativamente entre os grupos tratados com
CCls e EHEs em relagdo ao grupo tratado somente com o CClg, nos
parmetros esteatose, necrose e tumefacdo turva dos hepatéeitos. O EHEs
de Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum nigrum L. e
Solanum cernuum V. foram ineficazes na reversdo da progressdo do dano
hepdtico promovido pelo CCl,, sendo por isto, destituidos de atividade
hepatoprotetora no presente protocolo experimental, ndo se justificando seus
empregos etnofarmacolégicos para o tratamento de hepatopatias.

Palavras-chave: Plantas medicinais, plantas uteis, figado - doencas,

toxicidade - testes, testes funcionais hepaticos.
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3. INTRODUCAO

A vida do homem esta diretamente ligada a seu meio ambients,
onde busca elementos que lhe proporcionem alimento, salde, vestimenta e
materiais de construgdo. Os vegetais, em particular, estdo associados a
estes elementos, que sob diversas formas tém sido fator decisivo nos
fendmenos sociais e econdmicos determinantes da evolucéo da humanidade.

A utilizacdo de plantas com propriedades medicinais remonta a
muitos séculos, a Biblia descreve aproximadamente 200 plantas medicinais e
respectivas aplicagfes. Ha 3.400 anos atrds alguns papiros ja indicavam o
tratamento de enfermidades através de plantas. Hipdcrates, ha 2 500 anos,
conhecia o uso da cicuta e do ruibarbo. Teofrasto, em 372 a.c., menciona em
suas obras o uso da canela e centeio, entre outras plantas. Didscores, ao
escrever “De Matéria Médica”, no ano 77 a.c., menciona as planias
medicinais conhecidas.

Galeno (131-200 d.c) indicava o emprego e adulteracbes nas
plantas medicinais ao escrever seus vinte livros sobre Medicina e Farmacia.
Através dessas obras e autras posteriores, tornou-se possivel a formacéo da
farmacia européia.

As informaces iniciais sobre a flora medicinal da Ameérica foram
transmitidas pelos nativos aos missionarios € vigjantes europsus, gue
tornaram estes conhecimentos publicos através de obras editadas a partir de

1535, onde aparecem descricdes do guaco, cacau e tabaco. Nos séculos
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seguintes as plantas medicinais continuaram sendo utilizadas empiricamente
pela populacio;, fato que paulatinamente acabou motivande muitos
cientistas, nos seculos XVill e XIX, a estudarem e isolarem substancias
puras de origem vegetal.

Entre os muitos compostos isolados pode-se destacar a sacarose
em 1747, os acidos latico, citrico, tartarico entre outros. Em 1808, foi obtido o
primeiro alcaléide, a morfina. Em 1860, foi isolada a cocaina. No século XX,
a partir da Segunda Guerra Mundial, o interesse em se buscar compostos
quimicos como intermediarios de sintese de medicamentos se intensificou,
como, por exemplo, a sintese de hormdnios esteroidais a partir de produtos
naturais, os glicoalcalbides.

Calcula-se que ao redor de 80% dos habitantes do planeta tratem
principalmente com medicamentos tradicionais suas necessidades primaria
de saude, e seguramente uma grande parte dos tratamentos tradicionais
compreendem o uso de extratos de plantas ou seus principios ativos.

A hase de dados Napralet, da Universidade de ilinois, documenta
os usos etnomedicos de quase 8.200 das 33.000 espécies de
monocotiledoneas, dicotileddneas, gimnospermas, pteridofitas, bridfitas e
liguens. Na China, 5.000 das 35.000 espécies de plantas existentes s&o
utilizadas como medicamentos na medicina tradicional. A federa¢do Mundial
de Fabricantes de Medicamentos de Livre Acesso estd levando a cabo, por
encargo da Qrganizagéo Mundial de Saidde (OMS), um estudo sobre a

utilizacdo atual de plantas medicinais em alguns paises, em sua maioria
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industrializado. Os resultados indicam que o numero de pessoas que utiliza
medicamentos a base de plantas medicinais & alto e crescente
principalmente  em individuos jovens. A populagio estudada usa
medicamentos herbais para o tratamento de problemas como insénia,
indigestao, perda do apetite e tenso nervosa. Nao obstante, pesquisadores
da China, Alemanha, Japdoc e, em menor medida, a india, estdo dedicando
grande atencéo ao estudo guimico-farmacologico de plantas medicinais.

No Brasil, a utilizagio de plantas medicinais t&m sido uma pratica
generalizada na medicina popular, em decorréncia do acUmulo secular de
conhecimentos empiricos sobre a a¢éo dos vegetais, por diversos grupos
étnicos. Observacdes realizadas até o presente momento permitem supor
gue todas as formacOes cuiturais fazem uso de plantas medicinais como
recurso terapéutico. No nosso Pais, além da assimilac8o dos conhecimentos
indigenas, as confribuicbes frazidas pelos escravos e imigra'ntes
representaram papel imporiante para o surgimento de uma medicina rica e
original, na qual a utilizacéo de plantas medicinais ocupa lugar de destague.

Hoje, 0 seu uso ndo se resiringe as zonas rurais ou regides
desprovidas de assisténcia médica e farmacéutica, tudo indicando também a
utilizacdo intensa no meio urbano, como forma alternativa ou complementar
aos medicamentos da medicina oficial. Qutros indicativos de amplo uso de
plantas medicinais sdo o comércio intenso em locais publicos e a venda de
formas derivadas simples (planta rasurada ou pd) em mercados municipais,

farmacias, drogarias e supermercados.
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Nos uliimos anos, alguns fatores tém contribuido para o aumento
da utilizacéo de tal recurso, mesmo em camadas sociais que até entdo ndo
empregavam: a crise econdmica, o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populagdo a assisténcia médica e
farmacéutica, bem como uma tendéncia generalizada dos consumidores em
utilizar, preferencialmente, produtos de origem natural. Esta prética vem
sendo estimulada, geralmente de maneira pouco criteriosa, pela propaganda
e pelos meios de comunicagdo, tal como ocorre com outros medicamentos,
através da divulgagdo de propriedades “milagrosas” de determinadas
plantas. Frequentemente, estes setores ignoram ou omitem ¢ conhecimento
popular acumulado em seculos passadeos € o conhecimento académico
obtido em pesquisas desenvolvidas nas Ultimas décadas sobre os efeitos
desejados ou ndo, precaugdes e confra-indicagles destas plantas.

A doenca hepatica tem se constituido em um problema global.
Entre os principais fatores etiologicos estéio o aumento do consumo de
alcool, subnutrigo, anemia, infecgbes virais e bacterianas, além do facil
acesso da populacdo a muitas drogas com potencial hepatotdxico
comercializadas liviemente em farmacias e drogarias nos paises em
desenvolvimento.

Muitas compostos sintéticos potentes tem sido utilizados no
tratamento das hepatopatias, tais como agentes corticosterdides, antivirais e
imunossupressores, sendo porém em aigumas situagbes ineficazes.

Paradoxalmente, muitos destes agentes por si 36 s80 capazes de causar
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les&o hepatica, como a ictericia colestéatica pela azatioprina e elevacbes das
aminotransferases pelo interferon e virazol. Portanto tem se tornado
imperioso a busca de substancias slternativas para o tratamenio dos
disturbios hepéticos, com o propdsito de complementar a lacuna terapéutica
gue muitos dos compostos sintéticos disponiveis ndo conseguem preencher.

A utilizacdo de plantas medicinais na prevencdo e tratamento de
doengas hepaticas, em sua grande maioria tem sido condicionada a um
processo de experimentacdo empirica, fazendo com que a pesquisa
farmacolégica de plantas com possiveis efeitos benéficos sobre a
morfofuncionalidade hepatica se revista de grande importancia. Neste
contexto muitas sdo as que tem sido indicadas e utilizadas em nosso folclore
com finglidade hepatoprotetora. Entre as espécies de plantas medicinais
brasileiras que gozam de grande reputagdo, as jurubebas (Solanum
paniculatum L, Solanum variabile M., Sclanum nigrum L. e Solanum cernnum
V.) ocupam lugar de destaque, sendo amplamente empregadas para o
tratamento de “males do figado”, sem porém, qualquer subsidio cientifico

comprovado de sua eficacia.
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4. REVISAOQ BIBLIOGRAFICA

4.1. Solanum paniculatum L.

As Solanaceas sd0 plantas que ocorrem em todo o planeta,
sendo particularmente abundantes nas Américas. ksta familia é constituida
por um grande numero de espécies com atividades medicinais e toxicas, além
de outras de interesse bromatolégico, ndo havendo talvez uma sé plania
desta familia que néo goze de alguma propriedade aproveitavel (KAWATA,
1978).

Esta planta distribui-se geograficamente em quase toda a Nacéo,
proximo de habitacbes, campos, locais semidevastados e em terrenos recém-
queimados, onde forma agrupamentos as vezes densos (SACCO et al,
1985).

Muitas espécies do génerc Solanum séo conhecidas vulgarmente
por jurubeba, HOEHNE (1920), porém, cita a jurubeba como sendo o
Solanum paniculatum L. Regionalmente o Solanum paniculatum L. recebe
diversas denominacbes vulgares, tais como, gerobeba (MG); joa-manso (SP);
jubeba (CE, SC); jupeba, juribeba (SC); juripeba (CE); jurubeba (BA, CE, MG,
MT, PA, RJ); jurubeba-verdadeira (SC); jurubebinha (SC), jurupeba (8C),
sendo sua sinonimia no estrangeiro, Friega Platos (CUBA) (COELHO & LIMA,
1958; LINS, 1956; MONTEIRO ef a/, 1956, CARVALHO, 1958; LIMA, 1964,
BLANCO & FRATTINI, 1978; CORREA, 1878; FERREIRA & LACA-BUENDIA,

1978).
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Tudo parece indicar que a jurubeba ja era utilizada pelos
nossos silvicolas quando da descoberta do Brasil pelos portugueses. No
entanto, a primeira noticia escrita desta planta & de autoria de médicos
naturalistas holandeses Pies e Marggravi, que aqui estiveram no Brasil
durante o dominio holandés (COSTA, 1840).

SIQUEIRA-JACCOUD et al., 1982, da noticia de que o emprego
do fruto da jurubeba ja era conhecido desde longa data em todo o norte do
Brasil, e que no Ceard, o cirurgifio Jodo Francisco Tavares de Melo, ja a
empregava desde 1816, nas afecgbes do figado, nos casos de anemia e
ingurgitamento do bago e na opilacdo sob a forma de cosimento, e,
externamente, sob a forma de emplastro para uso local.

Foi PINTO (1873), que muito concorreu para a maior divulgagao
do conhecimento das extraordinarias propriedades terapéuticas da jurubeba.
Efetivamente este pesquisador foi um grande entusiasta do uso desta
espécie a tal ponto que considerava a jurubeba “superior a todos os tbnicos
até entdo conhecidos’, aconsethando seu emprego internamente contra a
anemia, clorose, febre intermitente, hidropisia, obstru¢éo do figado e do baco
e até mesmo como emenagogo e no combate do catarro da bexiga.
Externamente indicava a utilizacdo de suas folhas frescas em lavagens e
compressas para apressar a cicatrizagéo de ferimentos e tlceras (SIQUEIRA-
JACCOUD et al., 1982}

O professor Arnaido Catani, eminente clinico italiano,

preconizou, em 1877, o emprego da jurubeba nas febres intermitentes, nos
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tumores e afeccbes cronicas do figado, nas moléstias da bexiga e do Gtero,
na anemia, na clorose e especialmente na hidropisia (COSTA, 1940).

A raiz é a parte medicinalmente indicada na Farmacopéia I°
edicao, porem, na sua li® edigéo, verifica-se o seguinte: “a droga consiste da
raiz ou do caule ou da mistura de ambos, sempre cortados em pedacgos de
comprimento muito varidvel (KAWATA, 1978), porém a comercializacio da
droga € frequentemente constituida por caule mais ou menos desenvolvido,
folhas e, muitas vezes, também, flores e frutos, podendo-se concluir que a
droga utilizada terapeuticamente pela populagdo & constituida por toda a
planta (HOEHNE, 1920; SIQUEIRA-JACCOUD et a/., 1982).

Farmacoquimicamente, encontram-se identificados a partir da
espécie Sofanum paniculatum L., um alcaldide, a jurubebina (SIQUEIRA-
JACCOUD et g, 1882), duas resinas: jupebenina e jupebina (COSTA, 1840).
Das raizes foram isoladas duas saponinas esteroidais nitrogenadas
identificadas como paniculina e jurubina gue quando hidrolisadas produzem
as pseudo-agliconas paniculidina e jurubidina e uma D-glicose (SIQUEIRA-
JACCOUD et al, 1982; SANTOS, 1996). Outras saponinas também estdo
presentes na raiz; as agliconas denominadas isojuripiding, isojurubidina e
isopaniculidina (SIQUEIRA-JACCOUD ef al, 1982; SANTOS, 1998). Os
alcalbides solamargina, solaning, solanidina e solascdina também foram
detectados nas raizes e foi constatado que a concentracdo de alcaldides €
maior nas raizes {0,25-0,96%), do que no caule (0,28%), nas folhas (0,20%)

ou nos frutos (SIQUEIRA-JACCOUD ef af, 1982; SANTOS, 1996).
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G estudo quimico das folhas revelou a presenca dos glicosideos
paniculoninas A e B e do material hidrolisado foram obtidas as agliconas néo
néo nitrogenadas: neoclorogenina e paniculogenina (SANTOS, 1996). Nas
flores e folhas foram detectados trés alcalbides, sendo um deles identificado
como solanina, um alcalbide esteroidal encontrado em varias espécies do
género Solanum (SANTOS, 1996). Ainda das folhas e caule foram
encontrados o0s alcalbides solanina e soiamafgina (SIQUEIRA-JACCQUD et
al., 1982, SANTOS, 1996). Qutras substancias quimicas também ja foram
detectadas em seus frutos e raizes como mucilagens {(HOENE, 1939),
flavondides e taninos (AGRA & BARBOSA, 1990).

Manuel Freire Alemao, é considerado o precursor dos estudos
farmacolégicos das plantas medicinais do Brasil influindo com suas
observacdes em numerosos trabalhos escritos apés sua morte em 14 de maio
de 1863. Este colocou as jurubebas entre o0s “aperientes”, diuréticos,
“desobstruentes” e “tdnicos ou reboranies”, na ordem dos amargos, dando as
seguintes indicagbes terapguticas: raizes e frutos amargos, tdnico,
desobstruente, usados na opilacéo, na hidropisia. Em vérios trabalhos, este
pesquisador discutia a possibilidade das propriedades terapéuticas serem
devidas a presenca de saponina e solanina (SIQUEIRA-JACCOUD ef al,
1982).

PIZARRO (1872) na Tese apresentada sobre "Solaniceas
Brasileiras” atribui as jurubebas 08 usos médicos nas obstrugdes do figado e

no catarro vesical (SIQUEIRA-JACCOUD et &/, 1982).
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CARRASCOSA (1886) na Tese apresentada & Faculdade de
Medicina da Bahia em 1886 sobre a jurubeba, discute as varias indicactes
terapéuticas das diversas preparacfes da planta, atribuindo grande parte de
suas atividades estimulantes no aparelho digestivo e glandulas anexas ao
principic amargo e a jurubebina. Foram discutidas as propriedades
expectorantes e diuréticas, sendo estas afribuidas a uma substancia
balsadmica, cuja eliminagho na urina podia ser constatada pelo odor
caracteristico. A melhora da dispepsia induzida pela substancia amarga seria
responsavel pela acdo tbnica e pelo combate & constipacio intestinal.
Segundo ainda este estudo, o estimulo a secregBo acida do estébmago
melhoraria o aproveitamenio de ferro alimentar frazendo beneficios nas
anemias ferroprivas, concorrendo para a liberacdo do fator intrinseco
responsével pela absorgdo da vitamina By Este autor, ainda realizou
observaches acerca da aplicacdo da jurubeba no ingurgitamento hepatico e
espiénico demonstrando ser benéfica a adminisiracéo do fitoterapico. As
demais indicagbes da planta n&o ofereceram resultados conclusivos
{SIQUEIRA-JACCOUD et a/., 1982).

OLIVEIRA (1947) realizou ensaios clinicos através da
entubacdo duodenal em grupos de individuos normais, com insuficiencia
hepética e em portadores de colecistites. Qs exames das biles coletadas
comprovaram as propriedades colagogas e coleréticas de preparagbes de

jurubebas ensaiadas (SIQUEIRA-JACCOUD ef al, 1982).
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BARROS st al (1967), realizaram ensaios farmacolégicos com
exirato aquoso e etandlico de S. paniculatum L. observando a depresséo
respiratoria e da pressao arterial em gato com o extrato etandlico, e queda da
pressdo arterial e estimulo respiratéric do mesmo animal com o extrato
aquoso. Observou ginda que, tanto os extratos aquoso como o etandlico,
gram toxicos para o camundongo pela injegéo intraperitoneal @ somente o
etandlico era ictio tdxico. A maior ictictoxicidade do extrato etandlico levou a
admitir ndo ser somente a saponina responsavel por este tipo de efeito
{SIQUEIRA & JACCOUD et al,, 1982).

PEREIRA & KIRK, nos testes de hidratagdo em ratos
cbservaram uma discreta atividade diurética do extrato aquoso das folhas de
jurubsba (SIQUEIRA-JACCOUD ef af., 1982).

COSTA (1940) em seu trabalho apresentou uma sintese das
indicagbes terapéuticas da jurubeba & de suas preparagbes galénicas. A
presenca de derivados do tipo acido clorogénico, come a neoclorogenina
(WEILER ef al, 1980) poderia explicar a atividade colagoga e colerética da
jurubeba, como a observada pelo estudo clinico de QLIVEIRA (1947).

LIMA et al. (1994), estudando a atividade antifungica “in vifro”
de varios extratos de plantas, dentre eles o de Solanum paniculatum L., sobre
16 cepas de dermatofilos isolados de lesdes de pacientes com
dermatofitoses, ulilizando o método de difuso em &agar Sabouraud,
incubados & temperatura ambiente (28-30 °C) por 10-14 dias, observaram

que este foi capaz de inibir em média 76% das cepas testadas, confirmando
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as atividades farmacologicas existentes nos metabdlitos vegetais, sobre os
fungos.

YSHIMINE ef af. (1994), analisaram os efeitos do tratamento
cronico de ratas com o extrato aquoso (EA) sobre a fertilidade e capacidade
reprodutora, Para tanto ratas virgens com 120 dias de idade foram tratadas
com dose 20 vezes maior que aquela empregada popularmente (250 mg.kg’
'dia”, v.0.). Durante o tratamento foram acompanhados o ciclo estral das
ratas por exame diario do esfregago vaginal e dos pesos corporais 2 vezes
por semana. Apés 15 dias de tratamento as ralas foram acasaladas e ©
primeiro dia de prenhez determinado pela presenca de espermatozdides no
esfregago vaginal. O tratamento dos animais com EA foi continuado até a
interrupgdo da prenhez no 17° dia de gestacBo ou até nascimento dos
conceptos, O tratamento com EA de S panjculatum L. no periodo de
gestacdo e durante a amamentagdo ndo alterou os pesos corporais das ratas
em relacéo ao controle.

A duracdo do ciclo estral, os indices de fertilidade
{(numero de ratas prenhes/numerc de ratas acasaladas) e de gestacéo (% de
prenhez resultante em nascimento de fithotes vivos) determinados no 17° dia
de gestacéo nao diferiram dos encontrados nos controles,

O indice de viabilidade (% de sobrevida apbs 4
dias de nascimento) foi de 100% em ambos os grupos. O ndmero de
implantes, fetos, peso dos fetos n&o diferiram entre 0s grupos, também néo

havendo diferengas no numero, peso, comprimento dos filhotes nascidos a
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termo. Qs resultados desse trabalho indicaram que o tratamento cronico com
o EA da planta ndo apresentava efeitos toxicos na fertilidade, nidacéo ou na
capacidade reprodutora.

Dando continuidade aos estudos toxicolégicos com o extrato
aquoso (EA) de 8. paniculatum L., HARRY ef al (1994), conduziram uma
pesquisa onde os efeitos do tratamento cronico com 0 EA na fertilidade e na
capacidade reprodutora de ratos foram analisados. Ratos de pais tratados
cronicamente com o EA {geracdo F.), machos e fémeas, receberam apés o
desmame o EA (250 mgkg'.dia”, v.0.). Ao final dos tratamentos, esses
animais foram necropsiados e determinados os pesos das gdnodas, adrenais,
hipdfise e da genitalia acesséria masculina. Os animais foram tratados com o
EA até o acasalamento (60 dias), durante a gestacdo (21 dias) e periodo de
lactacéo (21 dias), e ndo se constatou qualguer aiterac&o no ganho ponderal
dos animais tratadas em relacdo aos seus controles. A duragdo do ciclo estral
nas ratas e o numero de implantes e de fetos dos animais tratados n&o diferiu
do controle. Os indices de fertilidade, de gestacéo, de viabilidade e de
lactacéo, determinados no 17° dia, ndo diferiram entre os grupos tratados e
controle. Os pesos dos fetos, ¢ numero de filhotes por ninhada, ©
comprimento dos fithotes resultantes do cruzamento, nascido a termo néo
diferiram entre os grupas tratados e controle. Os resultados obtidos dos peso
corporal, peso dos testiculos, prostata, vesicula seminal, adrenais e hipdfise

nao diferiram entre o0s animais tratados e controle.




REVISAQ BIBLIOGRAFICA 28

Resultados semelhantes foram obtidos em animais da geracéo
F. Os dados encontrados por estes autores indicaram que o tratamento
crénico de duas geracdes com o EA de S. paniculatum L. ndo interferia na
fertilidade, nidac8o e na capacidade reprodutora desses animais. Os dados
relativos a analise dos pesos das gbnodas, genitélia acessodria, adrenais e da
hiptfise em F; e F; indicaram que o EA n&o produzia alteragfes nos niveis
harmonais dos animais tratados.

A atividade de S. paniculatum L. na secreg¢ao acida gastrica de
camundongos foi estudada por MESIA ef al. (1994), onde foram determinados
os efeitos dos extratos aguosos (EA) preparados a partir do cha (5%) do
caule, folhas, flores, frutos e raizes desta planta. A administragdo
intraduodenal (i.d.) dos extratos (0,5; 1,0 e 2,0 g.kg") a partir das rajzes e do
caule em animais com ligadura pilérica inibiram a acidez total em torno de
80% em todas as doses testadas. A administragao dos EAs das folhas e das
flores ndo alteraram a acidez total. Neste interessante estudo, o EA dos
frutos aumentou a acidez total. Os resultados mostraram que, dependendo da
parte utilizada, efeitlos opostos na secregdo Acida do estdmago era
cbservada. Fato digno de nota, & a utilizacéo dos frutos pela populagdo como
estimulante do apetite..

RIADQ ef al. (1995), avaliaram o possivel efeito hepatoprotetor
do extrato hidroalcodlico evaporado (EHE) das folhas, caules e flores de S.
panicufatum L. (SP), sobre lesfes induzidas artificiaimente pelo tetracloreto

de carbono (CCly) em camundongos. Como marcador da funcionalidade
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hepatica foi utilizado o tempo de sono induzido pelo pentabarbital sadico.
Para tanto os animais foram divididos em 4 grupos recebendo por via
intragétrica (i.g.) o veiculo do EHE, vefculo do CCl,, EHE de SP (0.5 gkg') @
EHE de SP (1,0 g.kg") respectivamente, e, decorridos 60 minutos, os trés
Gtimos grupos receberam i.g., CCl (0,75 mL kg de peso corporal, dissolvido
em oOleo de oliva a 50%, viv). O tempo de sono induzido pelo pentobarbital
(32 mg.kg“ de peso corporal), intraperitonealmente administrado, foi
registrado 120 minutos apds a administracéo do CCl, nos respectivos grupos,
sendo a atividade hepatoprotetora calculada de acordo com a férmula de
ANAND et a/. (1992). Os resultados mostraram que o EHE de S. paniculatum
L. ndo evocou atividade hepatoproietora nas diferentes doses utilizadas,
porém havendo uma potencializacéo do efeito depressor central manifestado
pelo prolongamento do tempo de sono induzido pelo agente barbitdrico.
SANTOS ef al (1995), pesquisaram a atividade
antisecretora gastrica do 8, paniculatum L. e seus extratos semi-purificados,
utilizando raizes nas guais foram exiraidas com diclorometano em Soxhlet
fornecendo a fracdo FD (soluvel em diclorometano) € a FA extraida por
infuséo em agua do residuo, Neste estudo o FD foi novamente particionada
em agua, fornecendo as fracbes FDag e FR {insoluvel). Administrados na fuz
gastrica de camundongos com ligadura pildrica a FDaq inibiu a secrecéo
acida basal em 79% ao contrario da FA que ndo mostrou atividade neste
teste. Na preparacéo de glandulas oxinticas isoladas da mucosa gastrica de

coelhos, o acimulo de "C-aminopirina (*“C-AP), indicativo da secrecso acida,
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aumentou de 3,4 vezes na presenca de betanecol (107 M) e de 2.2 veres na
presenga de histamina (10° M). A incubacéo prévia da Fdag (10 a 100 pg.mL”
"} inibiu de 42-53% o acimulo de *C-AP induzido pelo betanecol, sem alterar
o acumulo estimulado pela histamina. Pelo fato da fracéio ativa Fdaq isolada
da planta bloguear apenas a secregdo de acido induzido pelo betanecol,
sugeriu-se uma atividade antisecretagoga a nivel de receptores
muscarinicos, posterior a interagdo agonista-receptor, permitindo-se
descartar efeitos a nivel de receptores H; ou na bomba H'-K'ATPase das
células oxinticas. |

Mais recentemente, DIEHL ef af (1998), avaliaram a atividade
antisecretora gastrica de produtos fitoterapicos comercializados como
jurubeba, comparando as espécies S. paniculatum L. e S. fastigiatum (esta
ultima sendo utilizada na falsificagdo de S. paniculatum L.). Para tanto dois
chas e uma tintura de jurubeba foram comparadas. O método utilizado foi o
estbmago in sifu , adaptado para o camundongo Swiss, fémeas. Foram
avaliadas as atividades dos infusos dos chas C; e C, e da tintura T,, frente
aos agonistas de secrecdo de histamina e betanecol, além dos extratos
hidroalcodlicos (EHA, 400 mgkg') das folhas, raizes e ramos de S
paniculatum L. e S. fastigiatum. A administragdo intraduodenal (id) do infuso
do chéa C, inibiu a acidez total provocada pela histamina em torno de 55%,
porém para 0 betanecol ndo houve inibigdo significativa. Ja o infuso G,
reduziu aproximadamente em 25% a acidez total estimulada pelo betanecol.

Quanto a tintura, ndo se observou redugdo da acidez induzida pela
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histamina, sendo que para o betanecol houve uma acentuacéo de tal efeito
por este agonista.

A administracdo id do EHA das folhas de S. paniculatum L.
inibiu em torno de 31% a acidez estimulada por histamina, porém os EHA das
raizes € ramos ndo. O EHA das raizes de S. panicufatum L. inibiu a acidez
estimulada pelo betanecol em aproximadamente 31%. O EHA dag folhas
inibiu a acidez provocada pelo betanecol em torno de 24% e o EHA dos
ramos em torno de 15%, porém ndo sendo estatisticamente significantes em
relac&o ao betanecol. Nas condigbes experimentais utilizadas, os resultados
indicaram que o cha C, apresentou atividade anti-secretora gastrica frente ao
agonista histamina, sugerindo agéo a nivel de receptores do tipo H,,
enguanto que a inibicdo da acidez provocada pelo cha C; frente ao betanecol
sugeriu mecanismo de agdo ligado ao aumento da concentragio de Ca™
intracelular. Quanto a tintura T,, nenhum dos estimulos de secrecgdo foram
inibidos, sendo que frente ao betanecol observou-se aumento da acidegz,
indicando efeito contrario ao esperado. Portanto os resultados obtidos para
as folhas e as raizes de 8. paniculatum indicaram atividade antiacida,
enquanto que para seus ramos néo,

SANTOS & LAPA (1996), cientes dos efeitos antigcidos do
extrato de Sofanum paniculatum L., procuraram avaliar o efeito do extrato
aquoso (EA) da raiz de S. paniculatum L. sobre o fluxo biliar de ratos. As
raizes foram infundidas numa concentragdo & 5% a uma temperatura de 73

°C, e o material extraido concentrade & vacuo a 50 °C sendo posteriormente
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liofilizado. Os animais neste experimento foram tratados com o EA (0.5 g kg™
p.0.) agudamente ou cronicamente (1,0 g.kg“1,14dias", p.0.}, sendo que apds
anestesia o ducto biliar foi isolado e canulado. Imediatamente apés a
canulacdo, amostras de bile foram coletadas a cada 10 minutos, durante 3
horas, e o volume medido por gravimetria. Nos experimentos agudos, a
primeira hora de coleta antes da administracéo foi considerada como periodo
controle. Os efeitos do EA da raiz ou do veiculo (controle-agua) foram
testados em paralelo durante 1 hora apds a administracido gastrica. Os
resuliados obtidos ndo confirmaram a indicacgo popular da raiz de S
panicultum L., como colerético.

SANTOS et al. {1996), tambem procuraram realizar o estudo
farmacolégico dos efeitos do extrato aquoso (EA) da raiz de S. paniculatum L.
no fluxo biliar, agora utilizando cobaias. Os animais, machos, foram
anestesiados e o ducto biliar cateterizado. Decorridos 30 minutos da coleta
basal,os animais foram tratados com o veiculo (controle-agua, p.o.) e apés 30
minutos, com EA (0.25; 0,5 gkg”, p.0.). O volume de bile coletada (mL.min
' 100g™") em condigdes basais ndo foram diferentes do excretado apés o
tratamento com EA para ambos o0s regimes de dose. Estes pesquisadores
concluiram que as doses de 8. paniculatum L. que exibiam ac&o antisecretors
acida néo interferia com a secrecio biliar em cobaias.

O efeito do extrato aquoso bruto (EAB) de 8. paniculatum
1. obtido a partir das raizes a quente (2% & 37 °C por 30 min) em dicera

crénica induzida, foi estudado por CAMILO et al (1996). As Glceras cronicas
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foram induzidas em ratos ap6s a injecéo de 50 uL de acido acético a 10% na
subserosa da parede glandular posterior de ratos e ratas, e como controle 50
ul. de NaCl 0,9% na parede anterior. Os animais neste experimento foram
agrupados ¢ tratados diariamente por via oral (p.0.) com 100; 250; 500 mg.kg
' do EAB ou volume igual de agua destilada (controle). Apds 7 dias de
fratamento, os animais eram necropsiados e 0 processo de ulceracdo
analisado macroscopicamente. A intensidade de lesfio gastrica foi
guantificada de acordo com o grau de hiperemia, edema, nlmero de
petéquias, pontos hemorragicos, espessamentc da borda da lesdo e
presenca de Gicera. Os animais tratados com 100 mgkg' do EAB ndo
apresentaram altera¢do do indice de lesdo gastrica comparativamente ac
grupo controle. As ratas tratadas com 250 ou 500 mgkg' do EAB
apresentaram reducao da lesdo gastrica. Nos machos os efeitos foram mais
intensos que nas fémeas, com reducio do indice de lesdo gastrica de 64% e
77% para as maiores doses. No presente trabalho foi possivel concluir que o
tratamento com EAB de S. panicufatum L. acelerou a cicatrizac8o das lesdes
gastricas cronicas, 4 semelhanca do observado nas ulceras agudas.

Quanto ao emprago medicinal da jurubeba, ndo ha, até o
momento, nenhuma exploracdo racional, sendo muito utilizada na medicina
popular, principalmente para “problemas de figado” (KAWATA, 1978).

O utilizacio desta espécie & bem difundida em todo o territério
nacional, onde €& comercializada inclusive como bebida aperitivo.

Popularmente, as fothas, frutos e raizes s80 utilizados na forma de tintura
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alcodlica, extrato fluido, vinho, extrato mole & seco, decotos, sucos €
emplastros. O suco dos frutos @ utilizado como diurético, antiperiddico,
desobstruente e tbnico, empregando-se para combater a ictericia, inflamacéo
do bago, catarro da bexiga e a clorose. Externamente aplicam-se as folhas
machucadas sobre uUlceras e na forma de emplastro em pacientes com
hepatite. A raiz & utilizada nas dispepsias atdnicas e na diabetes. No
ingurgitamento (enfartamento ou obstru¢do) do figado & indicado como
desobstruente, a partir de preparados das folhas, frutos e raiz, além serem
utilizados nos abcessos internos, fumores de dtero e abddmen. Nas
hidropisia, utilizam-se as folhas e raiz, na falta de transpiragéo, o ché ¢
preparado a partir das raizes, sendo as fothas empregadas na febre
intermitente (PENNA, 1930; COSTA, 1940; COIMBRA, 1942, CARVALHQ,
1970; CRUZ, 1979; BALBACH, 1980; CORREA, 1978; SIQUEIRA-JACCOUD

ef al., 1982).

4.2. Solanum variabile Mart.

A espécie Solanum variabile Mart é uma planta que também
pertence a familia das Solanaceas, regionalmente recebendo indmeras
denominacée vulgares, tais como, joveva, jurubeba, jurubeba-da-boa (SC});
jurubeba-falsa, jurubeba-velame, japicanga (SP), jupicanga, juveva (MG);

velame-de-capoeira (RS) (BLANCO & FRATTINI, 1978).
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E um arbusto caracteristico e exclusivo da zona dos pinhais e
campos; demonstrando pronunciadas afinidades pela sub-sera (heliéfita),
sobretudo nas zonas florestais, possuindo vasta e mui expressiva difusdo
pelo planalto catarinense.

E uma espécie indiferente quanto as condiches fisicas do solo,
ocorrendo com grande abundancia e alta frequéncia nos campos, quer
umidos, quer sécos, chegando por vezes, a formar agrupamentos quase
puros. Embora a sua vasta distribuico se verifique com relativa uniformidade
pelas diversas zonacdes, parece contudo, haver, as vezes, pequenas
preferéncias por solos Umidos, uma vez, que amilde, se torna abundante ao
fongo de banhados.

Geralmente & muito freqlente ao longo das matas de galeria,
bem como na orla de capdes. igualmente é ainda muito fregllente no
secundério, onde chega formar associacdes quase puras, bastante densas.
Em virtude das periddicas limpas efetuadas ao longo das estradas é uma das
especies invasoras mais expressivas desta sub-sera, contribuindo assim,
vivamente na formacfo da paisagem ao longo das rodovias do planatio
catarinense.

Nas sub-matas dos pinhais, ocorre principalmente nas clareiras,
caminhos abertos nas matas e capoeiras dos primeiros estagios (SMITH &
DOWNS, 1966).

Sua area de dispersdo se dad em todo o Estado de Santa

Catarina, menos nos municipios litordneos do centro e norte deste Estado,
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Minas Gerais, Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, chegando a paises
vizinhos como o Paraguai e Uruguai {(SMITH & DOWNS, 1966; CORREA,
1984; SACCO, 1985).

De acordo com sua composicdo farmacaoquimica, foi isolado de
suas folhas baixas conceniragbes do glicoalcaldide solasodina (0,1%)
(WEILER ef &/, 1980}

Dentre as aplicagbes terapéuticas desta planta, destaca-se, a

utilizagdo das folhas e raizes como tonico e diurético e no combate da

ictericia @ doencas hepaticas (CORREA, 1984).

4.3. Solanum nigrum L.

Solanum nigrum .. € outra espécie gue pertence a familia das
Solanaceas, que regionalmente recebe inimeras denominacbes vulgares,
tais como, aguaragua (SC); aguaraguid (MA), aguaraquia, araxim (SC);
bracainha, cambrainha (RJ); carachichu (8P); caraxim, caraxina (SC);
chumbinho (MG); erva-de-bicho (MG, RJ, 8C); erva-moura (GO, MG, MT, PE,
RJ, RS, SC, SP); falsa-pimenta-do-reino (MG); guaraquinha (SC); maria-preta
(MA, MG, RS, 8P); maria-pretinha, pimenta-de-cachorro (MG, SC), pimenta-
de-galinha {BA, RJ, 8C) e pimenta-de-rato (SC) (CARVALHO, 1958; LIMA,
19687 SMITH & DOWNS, 1966; SACCO et al, 1975, LORENZI, 1976;
BLANCO & FRATTINI, 1978, FERREIRA & LACA-BUENDIA 1978;

FERREIRA, 1979).
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Dentre suas sinonimias estrangeiras pode-se destacar yerba
mora, Argentina, Chile, Coldmbia, Republica Dominicana e Uruguai; yerba
pequena, em El Salvador; black nightshade, hound’s berry, poison berry,
stubbleberry, wounderberries, nos Estados Unidos; créve chien, herbe 3 ia
gale, herbe aux magiciens, herbe maure, morelle des jardins, morelle noire,
raisin de loup, na Franga; black nightshade, common nightshade, na
Inglaterra; morella, solano-nero e solatro, na Hfalia; schwarzer nachatten, na
Alemanha; nochnaiaten, na Ruissia; tomate del diablo, na Argentina, cejaya-
cejaya, dos indios Peruanos; bonknine e ham-did, em Marrocos; gurkhi,
gurmakai, kamché, kangwan, na India; karezzi, no Baluchistéo;
kaiukanweriya, em Ceildo; kakamachi, em Bengala; mako, no Indostéo; cay-
lu-lu-duc, na Conchinching; hierba cotones, hierba mora, mocuy, mora,
moradelioc de santa lucia, morella negra, morella vera, quilete, solano negro,
tomaquera borda, tomaquera del dimoni, tomate del diablo, tomatera del
diablo, tomatillos, na Espanha; long k'oei, na China; uva-de-santa-maria, em
Cabo Verde; djgoto-fordé (em fulla), suludjto (mandinga), em Guiné; lung-
kivai-t'in K'e chi (chings), em Macau; erva de santa maria, em Madeira,
bredos, erva moira, erva moura, erva moura mortal, erva noiva, em Portugal;
pingendo-G e kaligeri-N no Nepal (QUER, 1962, CORREA, 1984;
CAMARGO, 1985, ROTH ef a/,, 1987; MANANDHAR, 1994).

E uma erva ruderal, cuja distribuicdo geogréafica ocorre em todo o
pals, principaimente em areas cultivadas, {(arroz, batatinha, trigo, pastagens,

cana-de-agucar, feij@o, mitho, morango, café, algod&o e citricas), terrenos




REVISAD BIBLIOGRAFICA 38

baldios, proximidades de habitaches, jardins e margens de estradas,
preferindo solos férteis, umidos e sombreados, vegetando, exuberantemente,
durante 0s meses guentes do ano, sendo um problema nas culturas anuais
do estado do Parana (SACCO ef a/., 1885), ocorrendo na Europa cosmopolita
e ruderal (CORREA, 1984),

Entre 0s principais constituintes quimicos encontrados na espécie
Solanum nigrum L., se destaca os alcaldides esteroidais: a-solanigrina, B~
solanigrina, solasonina, B-solamargina, solanina, solasodina, solaniding, o-
solamargina (VIEIRA & FREIRE DE CARVALHO, 1993), «-solasonina
(RIDOUT ef &/, 1988), N-metilsolasodina, 12-8-hidroxisolasoding,
tomatidenol, solanocapsina, além de uma sapogenina, a tigogenina
(DOEPKE, 1987). Dois flavondides gquercetinicos foram também isolados
(guercetina 3-O-B-glucosil-§-galactoside e quercetina 3-O-a-ramnosil-f-
galactoside) (NAWAR ef a/., 1989). Quiras substancias quimicas identificadas
foram o [-fitosterol, acido palmitico, palmitoléico, estedrico e linoléico
{HANNA et al., 1996), além de algumas vitaminas como o acido ascdrbico,
acido nicotinico, B-caroteno e riboflavina (NADEEM ef a/,, 1997).

Em estudos das plantas medicinais da Paraiba, AGRA &
BARBOSA FILHO (1990), apresentaram uma relagBo das 150 espécies
usadas na medicina popular daquele estado, e as submeteram a uma triagem
fitoquimica, organizando os resultados numa tabela com informages
referentes & nomenclatura botanica, nome popular, usos, érgdo da planta

utilizado e resultados dos testes para deteccio de hemdlise, alcalOides,
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flavonoides, esterdides, saponinas e taninos. Dentre as espécies
pesquisadas, se apresentava Solanum nigrum L., cujos resultados
fitoguimicos de suas folhas revelaram em teste hemolitico, hemélise imediata.
Na analise da concentracdes esterdides os valores se situaram entre 0,5-0,25
a 1-2 mg.mi’.2 m". Na prova para detecciio de alcaldides os resultados
foram negativos, ja com o teste para flavondides as concentragGes variaram
de menos de 0,1 a 00,1 mg e para taninos encontraram valores moderados
de precipitacao.

Dos alcaldides esteroidais, a solasodina se configura como o
membro mais importante do grupo, sendo encontrada principaimerte nas
folhas e frutos desta espécie (BRADLEY ef al., 1978; KAUL & ZUTSHI, 1982).

Todas as partes verdes da planta s@o consideradas venenosas e
contém, em proporgdc maiores ou menores os glicosideos da solanina
(CORREA, 1984).

Relatos de toxicidade com esta planta foram observados na Africa
do Sul em 1931, em coelhos e ovethas, na qual havia a suspeita de ssu
consumo. Em coelhos a analise post-morfem revelou hiperemia pronunciada
a nivel de pulmdes e mucosa gastrica e distenséo de ambos os ventriculos do
coragao, com a presencga de coagulos a nivel intravascular. Ja em ovelhas
envenenadas, conseguiu-se observar oS sinais precoces da intoxicagéo,
cujas caracleristicas evidenciavam pela marcha instavel (incoordenacdo
motora) e convulsdes que evoluiam para a morte. A autdpsia, observou-se

quadro de enterite leve, degeneragdo leve do figado, hiperemia e
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degeneracac leve do bago e do rim e, em alguns casos, nefrite pronunciada
particularmente a nivel cortical (WATT, 1893).

Na Austrdlia apesar de ndo ser utilizada como forragem na
alimentacdo animal, ndo é considerada venenosa, sendo consumida pelos
animais em casos de restricdo nutricional. Uma justificativa para 0 consumo
impune em algumas regiées e ndo em outras poderia ser decorrente da
confusdo na identificagdo da espécie responsével pelo quadro toxico (WATT,
1993).

Nos Estados Unidos raramente o gado consome tal planta, porém
foram registrados casos de envenenamento em bezerros, ovelhas, cabras
porcos, galinhas, patos e gansos. Intoxicagdo fatal de patos e gansos por
ingerirem os frutos estdo notificados (WATT, 1993).

As flores e folhas desta espécie s@o consumidas na forma de
racdo animal em muitas regibes da Africa (MOUNDIPA & DOMNGANG,
1991).

Uma descricéo interessante, sobre a agéo tdxica do glicoalcaldide,
solanina, encontrado nesta planta, pode ser encontrada na literatura
(HOEHNE, 1978), onde descreve-se a agéo convulsivante desta com
promogdo de paralisia e finalmente morte de pintos em ensaios biologicos.

QUER {(1982), descreve, que a experimentagdo fisiologica tinha
provado que a solanina agia como um veneno das placas motoras terminais,
entorpecendo o bulbo, a medula e os nervos, determinando paralisia das

extremidades dos nervos sensitivos e motores. Em fungdo de tais
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observacGes, varios autores passaram a considerar esta plania como um
excelente analgésico, em funcdo de seus efeitos depressivos sobre o bulbo e
medula, causando em ultima instancia parestesia de nervos motores e
analgesia dos sensitivos, especialmente em sintomas dolorosos causados
pela lesdo dos corddes medulares.

Portanto a solanina, um dos glicoalcaldides desta planta, agiria
como narcotico sobre o cerebelo, bulbo e a medula espinhal paralisando as
extremidades dos nervos sensoriais e motores (CORREA, 1984),

Apesar de relatos de toxicidade a planta depois de cozida, perde
suas propriedades toxicas (HOENE, 1978; BALBACH, 1980; CAMARGO,
1985).

E considerada para o ser humano uma planta toxica de agao
sedativa e narcdtica (CAMARGO, 1285).

Casos de intoxicagdo humana gue se tém conhecimento na
Australia, s8o de criangas que comeram o fruto provavelmente verde e como
consequéencia apresentaram um quadro brando de nausea, diarréia e dor
epigastrica (WATT,1993).

Na Alemanha ja foram notificados casos de criancas intoxicadas
pela ingestdo de bagas verdes desta planta. O consumo de 6 a 10 bagas foi
o suficiente para produzir sinais de intoxicagdo (ROTH, 1987).

Na Europa existem relatos de intoxicagdo de criangas, cuja

utilizacéio priméria da planta foi como hipnético (WATT, 1993).
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Nos Estados Unidos, a concentragfo do glicoalcalGide (solanina) é
considerado tdo pequeno no fruto maduro, que torna impossivel associar
toxicidade ao consumo de tal parte vegetal (WATT, 1993).

Para os efeitos tdxicos da planta e fruta verde, existe uma
correlacio entre a concentracéo de solanina e de um alcaldide denominado
“midridtico’, e néo pela agdo do &cido hidrocianico como alguns autores
acreditavam anteriormente. Um aspecto interessante associado ao alcaldide
midridtico, é que acompanhando ¢ efeito que origina ¢ nome desta entidade,
cicloplegia, garganta seca, diminuicdo da producdo de suor tambem
concorrem para sua toxicidade porém sem alterac@o do ritmo cardiaco
{(WATT, 1993).

O fruto & considerado téxico na América do Norte, Alemanha e
Australia. Entre criangas da Africa do Sul, Europa e Asia é frequente o
conhecimento de que o fruto verde é venenoso (CAMARGO, 1985, WATT,
1993).

Os sinais e sintomas de envenenamento por Sofanum nigrum L.
s&o descritos por vérios observadores e escritores. £ em virtude da
heterogeinidade das descricdes, vislumbra-se duas possibilidades: aj
grandes variagbes na concentra¢c@o de alcaldide solanina nos casos
registrados; b) ConfusBo na espécie vegetal responsével pelo quadro de
intoxicagao.

Existem referéncias constantes na literatura que corroboram para

estas duas possibilidades. Também tornou-se evidente, que em muitos dos
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casos havia realmente a participacdo preponderante do glicoalcaldide
solanina e o alcalbide midridtico. Vérios exemplos de manifestagtes toxicas
podem ser destacados:

1°) no homem e nos animais, observa-se estupefacéo, incoordenacdo motora,
perda de sensibilidade e consciéncia, cdimbras, dilatagdo pupilar, as vezes
convuisgo. Morte & rara e estd intimamente relacionada com paralisia
respiratoria;

2%y na Califdrnia e outras regides a intoxicacdo domestica tem se
caracterizado por perda da coordenacéo motora, diarréia, anorexia, fraqueza
e sade;

3% outras manifestacdes incluem, narcose, paralisia, salivaco e vbmitos
(WATT, 1993).

A solanina em estudos bem controlados demonstrou alta
toxicidade em camundongos, ratos e coelhos; quando administrada por via
parenteral (5-25 mgkg"). Contudo a administragio oral (1 gkg’) em
camundongos ndo produziu efeito tdxico. A solanina exibiu semelhanga com
os glicosideos cardiacos por produzir efeito efeito inotropico positivo no
ventriculo isclado de sapo e quando em doses tdxicas por promover em
coelhos o aparecimento de extrasistoles e fibriliagdo ventricular. (SANTOS,
1996).

Outro efeito imputado a solanina é o de produzir hiperglicemia em
ratos intactos e hipoglicemia em ratos adrenalectomizados. O efeijto

hiperglicemiante parece ser mediado pela estimulacdo das adrenais porque o




REVISAO BIBLIOGRAFICA 44

prée-tratamento com $-bloqueadores adrenérgicos inibe o aparecimento do
agucar no sangue de ratos tratados com solanina. Estes achados foram sexo-
dependente e apenas observados quando a administracBo ocorreu por via
intraperitoneal (SANTOS, 1996).

QOutra agao importante dos alcaldides esteroidais isclados de
diversas espécies de Solanum é susg alividade anticolinesterasica. FUACHER
& MONNET (1967) realizaram o estudo cinético da inibic8o da colinesterase
plasmatica de cavalos pelos alcalbides solanina e tomatina, demonstrando a
importancia do grupo estercidal para a atividade anticolinesterasica
(SANTOS, 1996). RODDICK, (1989}, demonstrou a atividade inibidora da
acetilcolinesterase de humanos e de bovinos pelos glicoalcalbides «-
solanina, a-chaconina e solamargina, onde se observou maior eficacia para
o8 dois primeiros {SANTQOS, 1986).

PATIL et al., (1972) demonstraram a acgado tdxica da solanina,
administrada intraperitonealmente em camundongos, e calcularam em 32
mgkg' a sua Dls. Em coelhos, a concentragdo de 20 mgkg” provocou
morte dentro de 24 horas e inibiu moderadamente a colinesterase. Ja em
cées, a dose de 8 mkg" a intervalos de 10 minutos inibiu a colinesterase
plasmatica com posterior recuperacdo. Na dose de 200 mg.100 mL”, a
solanina inibiu completamente o crescimento do fungo Trichoderma viride
{SANTOS, 1986).

Portanto os efeitos téxicos produzidos pela solanina e por outros

alcaldides esteroidais podem ser explicado pela sua atividade
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anticolinesterasica e também pela presenca de saponinas que alteram a
permeabilidade das membranas biolégicas. Foi demonstrado que a a
solamargina pode romper a membrana de lipossomas formados por colesterol
e fosfatidilcolina e que a mistura de solamargina & de solasonina produz um
marcante efeito sinérgico. Em protoplastos preparados de fungos e em
eritrocitos bovinos, ambos alcaldldes produziram a ruptura da membrana
(SANTOS, 19986).

SHOEB ef a/. (1990) testaram os p6s secos de algumas plantas da
flora egipcia, contra caracéis encontrados neste pals, tais como Biomphalada
alexandrina, Butinus truncatus e Lymnaea cailliauda. De todas as plantas
ensaiadas neste teste de toxicidade, a especie Solanum nigrum L. foi a que
evidenciou maior atividade moluscocida sobre 0s organismos alvo,

MOUNDIPA & DOMNGANG (1991) conduziram um estudo, onde
ratas albinas foram mantidas durante 10 dias com dieta a base de folhas de
Solanum nigrum em dois niveis de dose (200 e 600 mgkg' de peso
corporal). Simultaneamente & dieta, recebiam diariamente injecles
intraperitoneal de aflotoxina B, (AFBy) diluida em propilencglicol (0,2 @ 0,4
mg.kg"' de peso corporal) substancia esta hepatotéxica e cancerigena. No
final do experimento todos os animais foram sacrificados e amostras de
sangue e tecido hepético foram submetidos a uma bateria de testes. Os
rasuitados mostraram que 0s animais alimentados com S. nigrum, tiveram um
aumento na atividade das enzimas aminopirina N-desmetilase, wuridino

difosfato glucuroniltransferase e glutatifio S-transferase, com conseqlents
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aumento na biofransformacéo da AFR;. Os animais tratados exibiram niveis
séricos menores de fosfatase alcalina, aspartato aminotranferase e gama-
glutamil transferase para a dose de 200 mgkg', porém na dose maior da
planta {600 mg.kg"), apesar do aumento da atividade das enzimas citadas
anteriormente niveis 0s niveis de alanina aminofransferase e gama-glutamil
transferase naoc diferiram quando comparados aos grupo controle tratado
somente com AFB;.

SHARMA ef af (1993) analisaram © efeito de uma preparagéo
polinerbal em cabras submetidas & hepatopatia medicamentosa. Para tanto
0s animais receberam em administracio infravenosa Unica, paracetamol (400
mg.kg" de peso corporal). A eficécia de uma preparacdo poliherbal (contendo
bartes iguais de Solanum nigrum, Berbens aristata e Achyranths aspera} foi
estudado. Esta formulagio foi administrada oralmente (1,0 gkg”’ de peso
corporal) durante 10 dias apds a intoxicagdo. Pardmetros hematologicos,
bioquimicos e de retencéo de bromossulfeina foram analisados em diversos
intervalos de tempo, e 0s parametros histopatoldgicos apds 20 dias. Os
resultados revelaram que os animais tratados com o preparado poliherbal
apresentaram uma efeliva reversé@o do quadro de hepatopatia induzida pelo
paracetamol, através da andlise de leucteitos totais, colesterol, uréia,
lipideos totais, triglicérides, bilirrubina, globulina, aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, y-glutamil fransferase, hemoglobina, eritrocitos
totais, proteinas totais, albumina, pela prova de retencdo plasmatica da

bromosuifeina e nas analises histopatologicas.
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CHAUHAN ef al. (1994), analisaram os efeito de uma formulacio
polinerbal  {LIV.52} utilizado como agente hepatoprotetor, sobre o
metabolismo do etanol em ratos expostos cronicamente & este agente. A
eficacia desta formulagdo contendo partes iguais de Achillea miflefolium,
Capparis spinosa, Cassia occidentalis, Cichorium intybus, Solanum nigrum,
Tamarix gallica e Terminalia arjuna foi pesquisada. No presente experimento
um grupo de animais recebeu cronicamente (42 dias), adicionados em seus
bebedouros, alcoo! etilico (EIQH) a 6% (v/v), sendo que 43° dia uma dose
unica oral de 5 ml de etanol a 5% foi administrado e, decorridos 30 min
coletou-se sangue dosando-se 0s niveis de etanol e aldeide acético. O
resultado dos animais tratados com EtOH revelaram niveis de EtOH
estatisticamente inferiores quando comparados ao de aldeido acético. Em
outro grupo de animais a relagdo entre a concentracdo de EtOH:aldeido
acético foi monitorizado. Ratos cronicamente tratados (42 dias) com EtOH a
6% em seus babedouros, apresentaram & analise, um aumento de atividade
das enzimas de fase | @ decréscimo de atividade das enzimas de fase li, Fato
interessante & gue a administragio de LIV.52 nas (ltimas duas semanas, foi
capaz de reverter os niveis de concentragio do EtOH em relagéio ao
acetaldeido, de modo que, estes foram estatisticamente comparaveis aos
observados no 1° dia quando de leituras basais. Um outro grupo de animais,
a exposi¢do cronica (180 dias) com EtOH a 6%, evidenciou uma deterioragéo
adicional no metabolismo do etancl como demonstraram as experiéncias de

42 dias, e a administracdo de LIV.52 neste modelo cronico foi capaz de
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normalizar a correlacéo entre F{OH acetaldeido, semelhante ao inicio do
tratamento (valores basais). De acordo com estes autores os achados no
presente trabalho corroboram com ensaios clinicos em usuarios cronicos de
EtOH encontrados na literatura, e, segundo estes, ¢ presenie protocolo
experimental parece se mostrar Util na avaliagao da eficacia de formulacbes
poliherbais no metabolismo do alcool etilico.

SUFTANA et al (1995) conduziram uma analise, utilizando
extratos brutos de plantas consideradas hepatoprotetoras, dentre elas a
especie Solanum nigrum. Estes estudaram primariamente os efeitos de
radicais livres sobre a integridade de acidos nucieicos (DNA). Para tanto o
extrato bruto foi adicionado em um meio contendo células de timo de bezerro
associados a um sistema gerador de radicais livres. Sabendo-se que 0s
radicais livres 880 capazes de atingir o centro do agucar constituinte do
desoxirribonucleotideo oxidando-o e conseqlientemente destruindo a fita de
DNA, o extrato bruto foi capaz de atenuar & inibir 0 dano oxidativo na
molécula de DNA, de modo dose-dependente. Diante de tais achados estes
autores sugeriram o efeito hepatoprotetor de tal espécie estarig associado a
uma acgdo estabilizante sobre a integridade do DNA de células hepéticas
lesadas por processos patologicos.

HANNA ef al (1998), guando da realizagdoc do screening
fitoquimico dos extratos brutos de duas solandceas (Solanum nigrum e
Solanum  elaeagnifolium), analisaram também o  comportamento

farmacolégico e agio antimicrobiana de tais preparados.
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Para tanto, trabalhando com 6rgédos isolados (jejunc e coracio)
avaliaram o comportamento destes extratos sobre a atividade mecanica
muscular lisa do jejuno e musculatura estriada cardiaca de coelho. Qs
resultados obtidos demonstraram um efeito discreto sobre o tbnus da
musculatura jejunal, e moderado efeito relaxante no que diz respeito a
amplitude no modelo de corag8o isolado, Estas duas solanaceas também
foram submetidas a uma bateria de testes microbioldgicos, onde ambas
exibiram atividade antimicrobiana sobre B. subififis e excelente atividade
sobre £, colie S. aureus.

HASEEB & BUTTQL (1996}, procuraram avaliar uma possivel
propriedade nematicida de aiguns membros da familia Solanaceae. Utilizando
extratos padronizados das raizes e brotos de varias espécies {dentre elas S.
nigrum), constataram alta atividade nematicida de extratos obtidos dos
brotos, cuja eficacia foi de 100% na indugdo da morte dos organismos
(Meloidogyne incognita) na sua fase larval e adulta, Ja para 0s extratos das
ralzes reduzido efeito nematicida foi observado.

NADEEM ef a/. (1887), analisaram o efeito do exirato bruto e suas
fracBes (etandlica e éter de petrdleo) obtidos a partir dos frutos do S. nigrum,
sobre lesbes hepéticas induzidas pelo CCl, e paracetamol. O exirato e suas
fragBes foram administrados em varios niveis de doses em diferentes grupos,
pela via oral durante nove dias. A hepatopatia pelo CCl (1,0 mlL kg") e
paracetamol (2,5 g.kg') foi realizado respectivamente no 7° e 8° dia de

tratamento. No 10° dia todos os animais foram sacrificados para a coleta de
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sangue para as determinacies de aspartato aminotransferage, alaning
aminotransferase, fosfatase alcalina, fosfatase acida, glutatifo, glutatidio-S-
transferase e malonaldeido hepético. Anélises histopatolégicas de espécimes
hepaticos também foram realizadas. O extrato bruto exibiu boa atividade
hepatoprotetora, reduzindo significativamente o©0s niveis de alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, fosfatase acida, além de restaurar as
concentracGes de glutatifo depletado por estas hepatotoxinas, em todos o8
niveis de dose (5, 10 e 20 gkg"). Ja as fragbes etandlica e do éter de
petréleo no presente estudo, evidenciaram respostas discretas sobre 0s
paradmetros analisados. O extrato bruto do ponto de vista histopatolégico foi
capaz de reverter os indicativos teciduais de lesdo pelo CCl,, porém para o
paracetamol de acordo com os achados histopatolégicos ndo se observou
efeito protetor. A hepatoprotecéo observada nas lesbes induzidas pelo CCly,
a restauracdo das concentragbes hepaticas de giutatido e glutatido-S-
transferase além da diminuicio dos niveis de malonaldeido, sugeriram que a
acdo sobre as lesGes hepaticas induzidas pelo CCls e paracetamol poderia
ser decorrente da inibicdo da peroxidagdo lipidica das membranas do
hepatécito, pela varredura de radicais livres.

Mais recentemente, VENKATESWARAN ef a/. (1997) investigaram
o efeito hepatoprotetor do preparado poliherbal LIVEX® (Aconifum
heterophylfum, Andrographis paniculata, Cassia occidentalis, Cichorium
intybus, Embelia ribes, Piper longum, Solanum nigrum, Tamarix gallica,

Tephrosia purpurea) em ratos submetidos a hepatopatia pelo estolato de
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eritromicina. No presente estudo, as unidades experimentais foram divididae
em trés grupos. Q primeiro foi representado pelo controle. O segundo
recebeu uma solucdo aquosa de estolato de eritromicina (800 mg.kg’.dia’)
pela via infragastrica por 10 dias. O terceiro grupo recebeu simultaneamente,
estolato de eritromicina e o LIVEX® (5 mbL - 121,25 mgkg'.dia™)
intragastricamente também por 10 dias. No 11° dia os animais foram
sacrificados por decapitacéo para a coleta de sangue e resseccdo de
amostras de tecido hepatico, para andlises biogquimicas e histopatolbgicas
foram realizadas. Os resultados revelaram que este preparado foi capaz de
diminuir os niveis de alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,
fosfatase alcaling, bilirrubina total, colesterol, triglicérides, fosfolipideos e
acidos graxos livres, induzidos pelo antibitico macrolideo, indicando um
efeito protetor sobre a funcionalidade hepatica. A microscopia, revelou que o
grupo fratado com o LIVEX® apresentou reduzida congestdio e dilatacdo
vascular, com diminuicdo da dilatacéo sinusal e do infiltrado inflamatdrio a
nivel de hepatbcitos, quando comparado ao grupo que recebeu somente o
estolato de eritromicina. A diminuico da peroxidagéo lipidica das membranas
dos hepatocitos induzida por intermediarios reativos oriundos do metabolismo
do estolato de eritromicina (nitrosoaicanos e radicais nifrosos), poderia
justificar o efeito hepatoprotetor deste preparado poliherbal, com incremento
do mecanismo de detoxificagdo hepético.

Acredita-se gue o suco obtido de todas as partes da planta em

perfeita maturidade, possa exercer uma agdo analgésica e sedativa nas
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crises dolorosas de diversas etiologias, da gastralgia as dores fulgurantes da
tabes. E considerada como um ligeiro narcotico e analgeésico, eficaz contra
crises gastralgicas, espasmos vesicais e dores hemorroidais, sendo utilizado
tambem como anafrodisiaco, expectorante e antiescrofuloso devido a
diaforese que produz. Na literatura esta planta encontra indicacdo como
diurético e depurativo,

Dentre suas indicagbes terapéuticas, sdo utilizadas externamente:
em aplicacbes das folhas frescas, machucadas sobre feridas e Glceras. Em
decotos das folhas para lavar as partes inflamadas, intumescidas, irritadas,
dolorosas, contra o prurido vuivar e hemorroidal. O cozimento das folhas na
dose de um célice, trés vezes ao dia, € utilizado em problemas cardiacos,
como “acesso de coragdo com batida forte” e em diarréias. Na forma de
cataplasmas em ulceras dolorosas, tumores inflamatdrios, furlnculos,
fleagmbes, panaricios e queimaduras. Utilizam-se as folhas, também, em
banhos, contra as dores reumaticas. internaments, como produto
homeopatico, & indicado para o tratamento de: meningites, irritagéo cerebral,
convulsbes, cefaléias, delirio, iremores noturnos, vertigens, coriza, calafrios,
calor e escarlatina. Alopaticamente, o suco e a alcoolatura desta planta é
utilizada internamente para o tratamento da crise hepética (PENNA, 1930;
QUER, 1962, HOENE, 1978, LACERDA, 1977; BALBACH, 1980; CORREA,
1984: CAMARGO, 1985, AGRA & BARBOSA FILHO, 1990; LEPORATTI &

LATTANZI, 1994).
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Na Europa 2 planta foi utilizada no tratamento de envaguecas,
ulceras, feridas, convulsfes, como diurético e emético, e serviu de matéria
prima para a industria farmacéutica durante muitos anos na fabricacéio de
cataplasmas (WATT, 1993).

Habitantes de certas regides da Africa, como Mauricio, Sotho
Meridional e dos povos Zulu, tem no emprego das folhas como antidiarréico e
cologago, além destes Gltimos utilizarem o infuso desta planta na forma de
enemas no combate de transtornos abdominais em infantes (WATT, 1993).

No Sotho Meridional a raiz queimada ¢ pulverizada em
escarificagbes realizadas nas costas de pacientes sofrendo de lumbago
(WATT, 1993).

No estado africano de Hewat, a planta se constitui em um remédio
para aplicacdo cutanea em pustula de antraz (WATT, 1993).

Uma pasta da baga verde é geralmenie utilizada pelo povo
africano, especiaimente entre o Xhosa, no combate da tinha. O Xhosa
também utilizam a planta para desinfetar alimentos como carnes na qual se
supde ou estejam infectados pelo antraz (WATT, 1993).

Na Rhodésia Meridional, a planta se constitui em droga para ©
combate da malaria, peste, desinterias entre outras disturbios infecciosos.
Estes utilizam o decoto da planta na forma de unglento no tratamento de
vlceras cuténeas infectadas (WATT, 1993).

No Nepal aplica-se a pasta da planta na parte frontal da cabeca

para o combate de cefaléias e febres (MANANDHAR, 1994).
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Em Mauricio 0 decoto das folhas é utilizado externamente para o
alivio do prurido vulvar e hemorroidal, e na forma de cataplasma no combate
da dor abdominal e inflamagfo da bexiga urindria (WATT, 1993).

Em lIsrael, os curandeiros utilizam esta planta em aplicagbes
externas, sendo raramente empregada como agente narcético (DAFNI, 1994).

Na ltalia a planta é utilizada como antiespasmodico, diaforético,
emoliente e sedativo (WATT, 1993). O fruto maduro (nigrescente), é utilizado
em cerimoniais religiosos no Sotho Meridional e Tswana, em virtude de seu
simbolismo estar associado as nuvens escuras € consequentemente as
chuvas. A baga foi muito utilizada como tdnico, nas doengas do coracgéo,
febres, diarréias, infeccBes oculares, distrbios hepéticos entre outras
manifestacbes patologicas (WATT, 1903).

As extremidades dos brotos desta planta s&o consumidos pelo
Sotho Meridional, o Xhosa, o Ndebele e o africanc em Nyasaland como
legume e a folha adulta, embora amarga, consumida pelo Swati e o Pedi.
Como alimento, a folha, ainda € estocada por estes povos como ragdo para
épocas criticas em termos de alimento (inverno) (WATT, 1983).

As folhas apos a fervura sdo utilizadas na culindria da Franga, liha
de llisque e em Mauricio. As folhas novas contem 1mg.1OOg“1 de &cido
ascorbico e que misturadas ac mel, sdo empregadas como coadjuvante no

tratamento da tuberculose (CAMARGQ, 1985).
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Na Australia e Itha de Ascenséo a fruto maduro, é consumido como
guloseima, sendo inclusive utilizade como substituto & ameixa e passas no
pudim tradicional (WATT, 1993).

O fruto maduro desta planta ndo é téxico na Africa do Sul e &
consurnido pelo Zulu, o Xhosa, o Sotho, o Swati e o europeu e provavelmente
por gualquer africano onde a planta seja encontrada (WATT, 1993).

Na india especialidades farmacéuticas associadas com vérias
espécies vegetais dentre elas o Solanum nigrum L. encontram-se disponiveis
no comércio farmacéutico, na forma formulagbes poliherbais (LIV.52% -
Himalaya Drug Co., Bombay; LIVARIN® - Patiala Ayurvedic Pharacy, Sirhind;
LIVOKIN 1982% - Herbo-Med, Calcutta; LIVOMYN® - Charak Pharmaceuticals,
india Pvt. Ltd.; M-LIV® - Indian Medicines Pharmaceuticals Corpn. Lid.,
Mohan), para o tratamento uma ampla gama de disturbios hepaticos

(SHARMA ef a/,, 1991: NADEEM et al,, 1997).

4.4. Solanum cernuum Vell.

Solanum cernuurm Vellozo, também conhecida sob outras
sinonimias como Solanum paleatum Schott e Solanum jubafum Dun se
constitui em uma solanacea tipicamente brasileira (SIQUEIRA-JACCQUD,
1983),

Esta espécie recebe inUmeras sinonimias vulgares, tais como:

barba-de-bode,  bolsa-de-pastor,  brago-de-preguica,  brago-de-momo,
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capoeira-branca, fotha-de-onga, mercdrio-de-pobre, panacéia,  velame,
velame-de-folha-grande, velame-do-campo. (EDWALL, 1906; SAMPAIO,
1946, SIQUEIRA-JACCOUD, 1963; FERREIRA, 1975; FREIRE DE
CARVALHQ, 1989). Um aspecto interessante é sobre o nome vuigar
“panacéia”, cujo significado é “remédio para todos 0s males” (FERREIRA,
1975).

E uma solandcea que ndo & comum no interior, pois tem
preferéncia pelas matas de serras e litoral (SIQUEIRA-JACCOUD, 1963),
vegetando preferenciaimente em terrenos Umidos e elevados (CORREA,
1984), estando amplamente distribuida em varios estados brasileiros, dentre
08 quais, 0 Espirito Santo (FREIRE DE CARVALHO, 1989), Goias (RIZZIN,
1954), Minas Gerais (FREIRE DE CARVALHO, 19892, COSTA & FILHO,
1994), Rio de Janeiro (CARVALHO, 1989), Rio Grande do Sul {SIQUEIRA-
JACCOUD, 1983; CORREA, 1984) e S&o Paulo (FREIRE DE CARVALHO,
1989).

O primeiro estudo quimico realizado com esta espécie, foi
desenvolvido por PECKOLT (1908), tendo encontrado na raiz 0,0267% de
solanina, e uma substéncia denominada na época de “cermnuuming’, produto
de uma solugdo acidificada do extrato alcodlico alcalinizado e extraido por
éter de petrdleo, cloroférmio, éter, alcool amilico a frio & a quente, aguecido,
filtrado e novamente extraido com acetato de etila que apds a evaporagdo
resuitava na presenga de escamas com brilho metélico cristalino, na

proporcao de 0,166%. Tal substancia foi posteriormente obtida diretamente
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da solugho acida do extrato, por intermeédio do acetato de etila. Esta segundo
descricbes organolépticas, era inodora, amarga com alta capacidade de
produzir nausea,

A substancia quimica em questao foi reconhecida mais tarde
como sendo o glicoalcaléide solamargina (BRIGGS & CAMBIE, 1858).

SIQUEIRA-JACCOUD, (1963), realizando o  estudo
farmacognéstico do Solanum cernuum Vell, procedeu a testes microguimicos
de material fresco das folhas, raizes e frutos, visando a localizagdo de
glicoalcaldides, tendo sido as substancias encontradas na casca da raiz e no
colénguima e floema das folhas, onde a concentrac&o destes maior na raiz
que nas folhas. Os frutos nédo revelaram a presenca destas substéncias.
Neste estudo também foram conduzidos ensaios através de reagles
microguimicas objetivando a identificagdo e [ocalizagdo de outros
componentes, tendo sido encontrados o oxalato de célcio, amido e acido
clorogeénico.

VILEGAS ef al (1990), pesquisando as plantas da regido de
Araraguara-SP, investigaram a espécie Solanum cernuum Vell. Utilizando
técnicas cromatogréficas simples, procuraram obter glicoalcaldides,
principaimente em cromatografia de coluna aberta que nao envolvessem
hidrolise ou derivatizac@o das moléculas pesquisadas. Numa primeira etapa,
iniciaram © exame do extrato etandlico das inflorescéncias fazendo
comparacao entre o método usual de extragdo de glicoalcaldides (com &cido

acético/hidréxido de ambnio/extracéo com solventes organicos) e outro
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metodo usando a resina Amberlite XAD-2. Os resultados fornmecidos pelo
segundo método se revelaram mais satisfatdrios, obtendo-se a mistura
alcaloidica isenta de agucares e outros contaminantes muito polares. O
exame cromatografico preliminar desta mistura sugeriu a presenca de
solamargina e solasonina,

No comercio varejista, a espécie Solanum cemuum Vell.
(*panacéia”’) & encontrada cortada, em pedacos que variam de tamanho,
mostrando fragmentos de caule e folhas, acondicionada em caixas de
cartolina branca. No mercado atacadista € encontrada em fragmentos
maiores ou menores, embalada em sacos de aniagem de tamanho e forma
varigveis, Raramente, no entanto, séo vistos flores e frutos imaturos. A
auséencia de frutos € decorrente da dessecacac da planta, gue acaba por
destacar e se perder com a manipulagdo e acondicionamento (SIQUEIRA-
JACCOUD, 1963}, A droga comercializada e utilizada terapeuticamente, é
constituida por folhas e ramos terminais, apesar de, as raizes também serem
consideradas medicinais (PECKOLT, 1908; FERREIRA, 1975; CORREA,
1984).

Os bovinos e roedores apreciam as folhas como forragem
(CORREA, 1984).

Dentre as indicacbes medicinais do Solanum cernuum Vell.
destacam-se, as raizes como agente diurético e depurativo (FERREIRA,
1975) e para o tratamento de disturbios da hemostasia (CORREA, 1984). As

folhas e flores sdo indicadas no fratamento de distdrbios hepaticos atuando
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como desobstruente, além da respectiva infusfo se constituir em enérgico
sudorifico, diurético e depurativo, Util nas gonorréias rebeldes, na sama e
varias outras moléstias da pele, bem como aplicadas externamente na cura
de dlceras. Quando torrefatas, as fothas tornam-se aromaticas e dao um
“ché’ que pode substituir o da India outrora tomado por prazer e que parece
ser valioso como calmante cardiaco, sucedaneo da digital, sem prejuizo de
sua qualidade diurética (CORREA, 1984). Para o tratamento da gonorréia é
utilizada também misturada com "anil”’ - Indigofera anil L. (HOENE, 1820). As
raizes s&0 apreciadas pelo povo, de modo mais conceituado que a raiz da
salsaparritha, como substituto da mesma na dose de 30 g de raiz para 720 g
de decoto; trés vezes ao dia, em taga de vinho (PECKOLT, 1908), esta dltima
indicada popularmente como depurativa, diurética, sudorifica, no combate
das doencas venéreas, exantemas, dermatoses, gota, reumatismo e boubas
(BALBACH, 1982).

Esta espécie também é utilizada como tdnico (FREIRE DE
CARVALHO, 1989). A planta portanto se constitui em uma panacéia utilizada
empiricamente pela populagdo altamente reconhecida e respeitada

(SIQUEIRA-JACCOUD, 1963).

4.5. METODOS APLICADOS AOQO ESTUDO DE PLANTAS

MEDICINAIS COM INDICAGAO HEPATOPROTETORA.
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Muitos exiratos de plantas séo tradicionalmente utilizados na
medicina popular para o tratamento de hepatopatias. A confirmacéo de sua
atividade farmacoldgica hepatoprotetora, bem como a pesquisa do principio
ativo responsavel por tal efeito requer adequados modelos que sejam
confiaveis, rapidos, econdmicos e principaimente aplicaveis na pratica clinica
(JOYEUX et &/, 1990).

Para tanto, indmeros sdo os protocolos utilizando medicamentos,
substancias quimicas ou derivados imunologicos induzindo a simulac8o de
estados patoldgicos traduzido pela hepatite nas suas diversas manifestaces.

A hepatotoxicidade induzida artificiaimente por compostos
quimicos, pode envolver dois mecanismos, que parecem estar intimamente
relacionados: (1) o medicamento, substancia quimica ou metabdlitos oriundos
de sua biotransformacéo (hepatotoxinas intrinsecas) atuariam diretamente
sobre o figado efou suas estruturas adjacentes acarrentando o surgimento de
efeitos lesivos hepatocelulares ou (2) o medicamento, substancia quimica,
derivado imunogénico ou provavelmente, um de seus metabdlitos,
funcionariam como haptenos (hepatotoxinas idiossincrasicas) que, se
conjugando com proteinas teciduais formariam complexos a nivel de
estruturas hepéticas favorecendo a atuagdo da imunidade celular e/ou
humoral sobre tais complexos, com reflexos sobre a integridade e
funcionalidade do hepatocito. O primeiro evento € denominado
hepatotoxicidade intrinseca, direta ou previsivel, sendo a segunda

denominada hepatotoxicidade idiossincrasica, imprevisivel ou indireta
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(MITCHELL & LAUTERBURG, 1978 LUDWIG. 1980; LEWIS &
ZIMMERMAN, 1989, KAPLAN, 1993; DelLEVE & KAPLOWITZ, 1995;
ZIMMERMAN & ISHAK, 1995; ZIMMERMAN & LEWIS, 1995; COTRAN et al.,
1998),

A hepatotoxicidade intrinseca, direta ou previsivel se caracteriza
por: (1) ser dose dependente, (2) apresentar um intervalo relativamente curto
entre a administragc@o e a reacgdo hepatotdxica e (3) induzir lesdes
reprodutiveis em animais de laboratéric (LEWIS & ZIMMERMAN, 1989,
KAPLAN, 1993; DelEVE & KAPLOWITZ, 1995 ZIMMERMAN & ISHAK,
1995; ZIMMERMAN & LEWIS, 1995; COTRAN ef af., 1996).

A hepatotoxicidade idiossincrasica, imprevisivel ou indireta seria
caracterizada por: (1) auséncia de dependéncia da dose para a lesdo
hepatica; (2) apresentar um retardo entre a exposicdo ao agente e ©
surgimenio da resposta lesional;, (3) apresentar uma ampla gama de
manifestacdes hipersensibilizantes (febre, erupgdo cutanea, eosinofilia)
associadas ao efeito hepatotdxico,; (4) exacerbar a reatividade imunolégica do
organismo e 0 grau de leso hepatica quando de exposigdes subseqlentes a
toxina imunolégica (LEWIS & ZIMMERMAN, 1989; KAPLAN, 1993, DelLEVE &
KAPLOWITZ, 1995, ZIMMERMAN & ISHAK, 1995, ZIMMERMAN & LEWIS,
1995; COTRAN et a/., 1996).

Q conhecimento atual da hepatotoxicidade quimica, aplicada em
protocolos experimentais, foi derivado principaimente de relatos de casos

médicos quando do uso terapéutico, por ingestdo suicida ou acidental, ou
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pela exposicdo ambiental de grupos de individuos a medicameantos ou
substancias quimicas (TAMBURRQ, 1979).

A pesquisa da atividade hepatoprotetora de extratos de plantas ou
seus principios isolados, podem ser conduzidos por intermédio de dois
grupos de métodos a saber, os testes in vivo, na qual unidades experimentais
(c3es, camundongos, porcos da india, ratos) so submetidos a lesdo hepatica
induzida por medicamentos, substancias quimicas ou derivados
imunolégicos, e os testes ex wvo, onde amostras de tecido hepatico obtidos
de animais saudaveis sdo homogenados em meios especificos originando
suspensdes de hepatdcitos, sendo neste meio adicienado a hepatotoxina e

as substancias a serem testadas (Classificagao 1).

in vivo ex vivo
a-naftil isotiocianato Acido linoléico peroxidado
Aflotoxina By Aflotoxina B4
Alcool etilico Ascorbato ferroso
Amanita phalloides D-galactosamina
D-galactosamina Difosfato de adenosina férrica (ADP/Fe™)
Eritromicina Diisopropilideno acetona
Etinilestradiol Eritromicina
Fator colestatico Hidroperoxido cuménico
Frac&o macromolecular proteica trinitrofenilada (TNP-LP,) imipramina
imipramina Nortriptilina
Nortriptilina Perdxido de benzoila

Oleo de milho peroxidado tert-butithidroperéxido
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Paracetamol Tetraciorato de carbone
Tetracloreto de carbono Tioacetamida
Tioacetamida

I A

Classificagdo 1. Classificacdo das substéncias quimicas utilizadas em
protocolos de hepatotoxicidade experimental de acordo com o tipo de teste
empregado.

De acordo com © periodo de exposicdc das unidades
experimentais ou de suas estruturas isoladas (hepatécitos) a uma toxina,
pode-se sub-dividir em protocolos de intoxicagcdo aguda e protocolos de

infoxicag8o cronica (Classificagéo 2).

INT ACA INT A |

a-naftil isotiocianato Alcool etilico
Acido linolgico peroxidado Etinilestradiol
Aflotoxina B, Tetraclorsto de carbono
Alcool etilico Tiocetamida
Amanita phalloides

Ascorbato ferroso

D-galactosamina
ADP/Fe™*
Diisopropilideno acetona
Eritromicina
Etinilestradiol

Fator colestatico
TNP-LP,

Hidroperdxido cuménico

Imipramina
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Nortriptilina

Oleo de milho peroxidado
Paracetamol

Perdxido de benzoila
tert-butilnidroperdxido
Tetracloreto de carbono

Tioacstamida

Classificagdo 2. Classificacdo das substancias quimicas utilizadas em
protocolos de hepatotoxicidade experimental de acordo com © periodo de
exposicio & hepatotoxina.

Nos protocolos de intoxicagéo aguda, as unidades experimentais,
880 expostas por um curio periodo de tempo & medicamentos, substancias
guimicas ou derivados imunoldgicos, administrados intragdstricamente,
intraperitonealmente ou subcutaneamente.

A leso hepatica aguda induzida experimentaimente por
medicamentos, substancias quimicas ou derivados imunolégicos podera dar
origem a les@o citotdxica (hepatocelular)(lesdo evidente dos hepatbdcitos) ou
les8o colestatica, manifestada por diminuicdo do fluxo de biliar e ictericia,
porém com discreta lesdo do parénquima, ou simultdneamente a lesdo

citotéxica e colestatica (ZIMMERMAN & ISHAK, 1995) (Classificagdo 3).
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LESAQ CITOTOXICA LESAQ COLESTATICA LESAO MISTA

Acido linoléico peroxidado Fator colestatico o-naftil isotiocianato
Aflotoxina B, Etinilestradiol
Alcool etflico Paracetamol
Amanita phalloitles

Ascorbato ferroso

D-galactosamina
ADP/Fe™™
Diisopropilideno acetona
Eritromicina

TNP-LP,

Hidroperdxido cuménico
imipramina

Nortriptilina

Oleo de mitho peroxidado
Paracetamol

Perdxido de benzoila
tert-butithidroperdxido
Tetracloreto de carbono

Ticacetamida

Classificagio 3. Classificacfo das substancias quimicas utlizadas em
protocoios de hepatotoxicidade experimental de acordo com o tipo de leséo
induzida.

A les@o citotdxica (também denominada citolitica) inclui a necrose
(regional, difusa ou extensa), inflamagéo com infiltrado, tumefagao turva do

hepatécito, esteatose ou todas estas manifestagbes conjuntamente. A
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necrose do parénquima hepatico determina a ictericia hepatocelular. A
sindrome e os valores bioguimicos lembram a hepatite viral. Os niveis de ALT
e AST estlo aumentados de oito a cem vezes (ZIMMERMAN & ISHAK, 1995).

A esteatose aguda, causada por toxinas em protocolos de
tratamento agudo pode evidenciar aspectos clinicos e bioguimicos que
lembram a infiltrag&o gordurosa aguda do figado na gravidez e a sindrome de
Reye a qual simula na histologia. Nestas afecches, a esteatose é
microvesicular. Em geral, a ictericia € relativamente discreta e 0s niveis de
aminotransferases néo estio tho elevados quantos agueles na necrose
hepética, podendo ser microvesicular ou macrovesicular (ZIMMERMAN &
MADDREY, 1993).

A lesdo colestatica nestes protocolos de exposicéo aguda lembram
a ictericia obstrutiva extra-hepatica tanto em suas manifestacdes clinicas
como nos parametras bioguimicos. A ictericia € a principal manifestacdo. Os
niveis de aminostransferases estdo apenas levemente elevados em geral,
menos de cinco vezes o limite normal e quase sempre menos de oito vezes
este limite. De acordo com a hepatotoxina utililizada pode-se visualizar dois
tipos de lesdo colestdtica. A primeira acompanhada de inflamagéo portal
embora 2z les@o do hepatocitco seja discreta, denominada colestase
hepatocanicular, colangiolitica ou de sensibilidade, a segunda acompanhada
de pouca inflamacéo & até mesmo discreta lesdo do hepatdcito, intitulada

colestase canicular, branda ou do esferdide (ZIMMERMAN & LEWIS, 1987).
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Nos métodos de intoxicacdo crdnica, as unidades experimentais,
s&o mantidas sob fratamento por fongos pericdos (semanas), & substancias
quimicas ou medicamentos administrados pelas vias pulmonar, intragastrica,
intraperitoneal, subcuténea, em exposi¢des didrias 3 respectiva hepatotoxina
em dosagem padronizada durante o pericdo. Nestes protocolos procura-se
analisar geralmente o desenvolvimento de cirrose hepética e suas
manifestagbes e consequéncias bioquimicas e histopatologicas.

De acordo com a administracdo de exiratos vegetais ou de seus
principios isolados, na analise dos efeitos protetores sobre a morfologia e
funcionalidade hepatica, pode-se visualizar trés momentos: (1) aqueles na
qual o0 extrato ou seus principios isolados sdo administrados previamente a
inducéo da hepatotoxidade quimica (pré-tratamento), procurando-se avaliar
possiveis efeitos preventivos na lesdo; (2) aqgueles na qual o extrato e
administrado apds a indugdo da hepatotoxicidade (pds-tratamento],
procurando-se avaliar 08 possiveis efeitos curativos na leséo, e, (3) aqueles
na qual o extrato ou seus principios isolados sdo administrados em uma
combinacdo de pré e pds-tratamento na presenga de uma hepatotoxina.

Q a-naftil isotiocianato € uma toxina responsavel por agdes
colestaticas guando de administragio aguda, mimetizando a cirrose biliar
primaria. Esta substancia quimica é capaz de diminuir o fluxo biliar em 50%
apds 24 horas de sua administracdo além da elevagdo de acidos biliares
totais na corrente sanguinea de animais intoxicados. Observa-se

morfologicamente colangite e colangiolite esclerosante n&o supurativa e
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destrutiva. As principais alteragfes se iniciam pelos colangiolos, que edo
transformados em nos ou faixas entrelacadas de células isentas de luz,
podendo ocorrer necrose do epitélio dos canais biliares. Infiltrado
mononuciear nas regides periportais representado por linfocitos, plasmdécitos
& macrofagos é observado. Os indicadores de lesdo hepética utilizando esta
substancia se traduzem pela determinagéo dos niveis de &dcidos biliares
totais, bilirrubina total, direta e indireta séricas, a taxa de fluxo biliar, além da
atividade das aminotransferases séricas. Em ensaios bioldgicos a intoxicagao
& aguda, in vivo, procurando-se analisar og efeltos preventivos ou curativos
de extratos vegetais sobre a hepatite aguda e a colestase induzida a-naftil
isotiocianato (MATSUDA ef &/, 1981, NOMURA ef al,, 1995).

Doenca hepatica decorrente & presenga de lipideos peroxidados
nas alimentos tem se constituido em um problema sério de salde para o ser
humano. inimeros dleos gordurosos fazem parte da dieta nutricional diaria,
porém estes quando em contato com o ar, podem originar facilmente lipidios
peroxidados, propiciando o surgimento de lesdes hepaticas, em individuos
cuja dieta seja rica em 4cidos graxos. Oleos vegetais freqlientemente contém
acido linoleico que origina peroxidos quando aquecido efou areado.
Protocolos utilizando acido linoleico peroxidado ou seus equivalentes,
peroxido de benzoila, hidroperdxido cuménico, difosfato de adenosina
térrica (ADP/Fe™) e ascorbatofFe™ procuram mimetizar a agéo dos
peroxidos lipidicos ingeridos na alimentagdo humana. Como marcador da

lesd0 dos hepatdcitos em suspensdc em meio de cuitura, determina-se a
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atividade da enzima alanina aminotransferase. Em ensaios biologicos a
intoxicac&o é aguda, ex vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos
principios ativos de exiratos vegetais sobre a lesdo hepatica produzida por
agentes indutores de peroxidacdo lipidica (KISO ef al, 1985; KISQO et &/,
1987).

A aflotoxina B, (AFB;} é um metabdlito do fungo Aspergiflus
flavus, se constituindo em uma hepatotoxina botanica, responsavel por muitos
efeitos tOxicos e carcinogénicos observados em laboratéric e animais
domésticos. Estudos epidemioldgicos indicam que AFB; n&o metabolizada
esta associada a elevada incidéncia de cancer hepatico primario no homem
Africano e Asidtico (ALPERT ef &/, 1971). Pelo fato deste metabolito induzir
uma série de efeitos téxicos no corpo humano, entre eles o cancer hepético
{mutacd@o no codon 249 do gene supressor tumoral Pss) @ hepatotoxicidade
por inibicdo do RNA, com necrose na zona 3, colestase e esieatose
microvesicular, a inativacéo pelo figado de tal agente tem sido estudado em
modselo animal, através da dosagem de enzimas envolvidas com 08
processos de detoxificacéo tais como aminopirina N-desmetilase, urudino
difosfato glicuronil transferase, glutatido S-transferase, e as relacionadas com
a morfologia e funcionalidade hepatica, como fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase e gama-glutamiltransferase, além da determinagéo de
conteido de DNA, formacéo de micronlcleos e concentragéo de proteinas.
Em ensaios bioldgicos a intoxicac@o € aguda, in vivo @ ex vivo, procurando-se

analisar 08 efeitos preventivos e curativos de exiratos vegetais sobre a lesao
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hepatica produzida pelo metabdlito da AFB, (MOUNDIPA & DOMNGANG,
1991; REEN et al,, 1987).

A Amanita phalioides (barrete da morte), é um vegetal que s6
nos Estados Unidos € responsavel por 90% dos casos de intoxicacdo por
cogumelos venenosos (HARRISON & PAASQ, 1983), e de onde se extrai as
hepatotoxinas faloidina e a-amanitina, sendo esta Ultima uma das mais letais
de todas as toxinas botanicas e biologicas (FLOERSHEIM, 1987). Tanto o
extrato bruto de Amanita phalloides como suas fragbes (os peptidios ciclicos
faloidina e a-amanitina) tem sido utilizados em modelos de hepatotoxicidade
aguda. Estas substancias inibem a sintese proteica hepatica, produzindo
também les@o com esteatose € necrose da zona _3, com grau relativo de
degeneracdo gordurosa. O parametro utilizado nestes protocolos esta
baseado no indice de sobrevivéncia dos animais intoxicados. Em ensaios
bioldgicos a intoxicagdo € aguda, /n vivo, procurando-se analisar os efeitos
preventivos de extratos vegetais ou seus principios ativos isolados sobre a
lesdo hepatica produzida por estas toxinas { FLOERSHEIM, 1987, HRUBY et
af, 1983: SOICKE & LENG-PESCHLOW, 19887, MORAZZONI &
BOMBARDELLI, 1995).

O consumo crescente de alcool etilico, principalmente nos paises
do terceiro mundo tem se constituido em permanente problema social,
econdmico e de salde para seus governos. No estudo de sua
hepatotoxicidade, trés respostas histolégicas estio associadas. a esteatose

alcodlica (figado gorduroso alcodlico), hepatite alcodlica (esteatonecrose
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alcodlica) e a cirrose alcodlica (DIEHL, 1989). O &lcool etilico portanto se
constitui para a pesquisa de substancias hepatoprotetoras como uma singular
toxina, visto poder-se com fidelidade analisar seus efeitos sobre figado,
transpondo 08 resultados destas investigagdes imediatamente para o ser
humano, a exemplo do etinilestradiol e paracetamol.

O desenvolvimento do figado gorduroso (esteatose) de natureza
alcodlica @ acompanhado por: 1) aumento da oferta de acidos graxos; 2)
diminuicdo da oxidagdo desses acidos graxos; 3) aumento da taxa de
esterificacdo de acidos graxos para triglicérides e 4) diminuicdo da taxa de
iberag&o dos triglicérides dos hepatécitos para ¢ plasma, podendo ser
reproduzida em animais de laboratério. O oxidacio do etanol em acetaldeido
alteraria o potencial redox da célula, acarretando reducdo na taxa de
oxidaclo dos acidos graxos. A esieatose alcodlica carateriza-se
histologicamente pela existéncias de esteatose macrovesicular, embora seja
comum certa mistura com esteatose microvesicular, A distribuigdo
caracteristica da gordura € zonal, geralmente a zona 3 (centrolobular) dos
acinos (DIEHL, 1989; LIEBER, 1995).

Qutra manifestacdo desta toxina é a hepatite alcodlica
(esteatonecrose alcodlica), que é a segunda principal les&o histopatoldgica
atribuida ao alcool (DIEHL, 1989) Seus mecanismos de instalagao
permanecem  obscuros.  Evidéncias apontam para a  relagéo
hipoxiafreoxigenagado tecidual. Trabalhos demonstraram que o tratamento

cronico com etanol aumenta o consumo de oxigénio pelo figado (BERNSTEIN
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et al, 1973) e que 0 aumento da respiracéo tecidual caugado pelo tratamento
cronico deste, acentua as diferengas de gradiente intralobular de oxigénio {Ji
et al, 1882). Tal evento pode ser induzido experimentalmente com o etanol
em animais de laboratério, onde pode se observar um rapido aumento na
respiragéo celular hepatica e no metabolismo do etanol (SIAM) (YUKl &
THURMAN, 1980,

O aumentc no consumo de O, causado pelo estado
hipermetabdlico acarretaria hipdxia centrolobular (zona 3) conduzindo a
injuria hepatica pericentral. Evidéncias de tais achados esta documentado
através de estudos realizados em ratos onde o fratamento agudo com etanol
foi capaz de causar hipdxia pericentral (IMURO et al., 1996). O dano celular
ativaria as células de Kupffer a langar potentes mediadores, como citocinas e
eicosandides. Recentemente se evidenciou que a inativacéo das células de
Kuppfer pelo cloreto de gadolinium {(GdCls) prevenia o SIAM. Além disso,
guando as células de Kuffer eram inativadas com GdCl; no modelo de
Tsukamoto-French, a elevagéo da utilizacéo de O, e a eliminacdo do etanol
gram minimizados e a les8o hepatica induzida inibida totaimente
(BRADFORD ef al, 1993). O tratamento cronico com esta toxina pode
também elevar a produgdo de prostaglandinas E; pelas células de Kupffer.
Evidéncias da participagdo deste eicosandide nas hepatopatias, foi
demonstrado recentemente, onde observou-se aumentc no consumo de
oxigénio induzido por este autactide em células isoladas de parénguima

hepatico de ratos (QU ef a/., 1996). Portanto as celulas de Kupffer participam
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pravavelmente do metabolismo do alcool nos hepatdceitos e da injtria alcools
induzida pelo aumento da extrac&o de oxigénio do tecido, contribuindo assim
na desregulacio do gradiente hipbxia/reoxigenacado nas regides pericentrais
dos lohulos. Tres aiteragﬁes histopatologicas podem ser analisadas em
protocolos experimentais: (1) acumulo hepatocelular de gordura; (2) corpos
de Mallory, (3) inflamacdo aguda; efou fibrose pericelular e perivenular da
zona 3 (FRENCH, 1981).

A cirrose é o terceiro principal padrao histoldgico de leséo hepatica
atribuido ac aicool podendo ser observado em protocolos cronicos de
intoxicagao pele etanol. Este agente é capaz de alterar a microcirculagéo
normal, a anatomia vascular macroscépica e a arquitetura através da
destruicdo em graus variados dos hepatocitos, acompanhados da presenca
de septos fibrosos rodeando nddulos parenquimatosos regenerados ou em
processo de regeneracéo. As chaves anatdomicas para este processo residemn
na inflamacéo, necrose parenquimatosa, regeneracio nodular e a formacéo
de novo tecido conjuntivo. Alguns pesquisadores demonstraram que ©
acetaideido estimularia, diretamente, a sintese de colagenoc em
micfibroblastos hepéticos isolados de ratos justificando as caracteristicas
fibréticas da cirrose alcodlica (MINATO ef al,, 1983, MAK ef al., 1984).

A cirrose alcodlica induzida artificiaimente em animais de
laboratorio é do tipo microvesicular (DIEHL, 1989).

O alcool afeta inumeros parametros biogquimicos e enzimaticos.

Os efeitos mais exuberantes deste agente, podem ser sentidos no declinio da
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atividade da acetaldeido desidrogenase, superdxido dismutase, catalase,
peroxidase e glutatifo-S-transferase. Protocolos utilizando o etanol como
hepatotoxina procuram analisar a atividade de enzimas relacionadas com o
metabolismo  deste agente (dlcool  desidrogenase,  acetaldeido
desidrogenase), enzimas antioxidantes (superdxide dismutase, catalase,
peroxidase, glutatido-S-ransferase), enzimas do parénquima hepatico (y-
giutamil transferase, 5'nucleotidase, succinato desidrogenase, ribonuclease
acida, fosfatase acida, glicose-6-fosfatase), constituintes quimicos (peréxidos
lipidicos, bilirrubina, glutatifio reduzido, glicogénio) e parametro bioguimicos
séricos (alcool desidorgenase, v-glutamil transferase, fosfatase alcaling,
aminotransferases e seus constituintes quimicos, bilirrubina, triglicérides,
proteinas totais e albumina). Em ensaios biolGgicos a intoxicagéo € aguda ou
crénica, in vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos e curativos de
exiratos vegetais ou seus principios ativos em lesdes hepaticas agudas ou
crénicas (cirrose) produzidas pelo etanol (VALENZUELA ef al., 1985; CONTI
ef al., 1991; CHAUHAN ef al., 1994, WANG ef al, 1996, RASTOGI ef al,
1996; IIMUROQ ef &/, 1996).

Os derivados triciclicos, imipramina e nortriptilina, tém sido
utilizados a varios anos para tratar pacientes com depressao Em geral, esies
associam-se a uma pequena incidéncia de alteragbes hepaticas, com um
padrdo de lesdo que lembra os derivados fenotiazinicos. ignore-se ©
verdadeirc mecanismo da les@o hepatica induzida por estas toxinas, mas

defendem-se a distor¢do dos canaliculos biliares interlobulares provocadas
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ROr uma reagac antigeno-anticorpo, edema hepatocelular, espasmo do
esfincter de Oddi, resultando em colestase ou uma combinacdo de
hepatotoxicidade e hipersensibilidade. Outros mecanismos aventados para
estes agentes seriam a toxicidade direta das drogas ou de seus metabdlitos
sobre as membranas dos hepatdcitos alterando suas propriedades fisicas de
semipermeabilidade. As teorias mais recentes sobre a hepatotoxicidade dos
antidepressivos triciclicos incluem uma base genética. Estes agentes e
compostos correlatos associam-se a discretas elevagbes das enzimas
hepaticas, com quadros bioguimicos e histolégicos compativeis com
colestase e, por vezes necrose celular,

A imipramina e nortriptilina tem sido utilizadas em modelos para
a analise do efeito hepatoprotetor de extratos vegetais ou seus principios
ativos isolados. Em andlises histopatoldgicas os parametros passiveis de
serem estudados sdo o grau de vacuolizagio, deformacéo celular, dificuldade
de diferenciac@o de estruturas intracelulares e necrose celular. A nivel
enzimatico, procura-se analisar a liberagdo de enzimas intracelulares
decorrente da lesdo de membrana como a lactato desidrogenase e
aminotransferases, geralmente com atividade elevada, além da determinacéo
de proteinas totais. Em ensaios bioldgicos a intoxicacdio € aguda, in vivo e ex
vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos de extratos vegetais ou
seus principios ativos em lesdes hepaticas agudas induzidas por estes
compostos triciclicos (MITCHELL & ACOSTA, 1981; DAVILA ef a/., 1989;

HOLT et al, 1995; WANG ef al., 1998).
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A D-galactosamina & outra hepatotoxina extensamente
utilizada em experimentagéo cientifica porque induz & lesdo do figado com
um quadro bioquimico e histopatolégico semelhante a hepatite de fundo viral,
hepatite alcodlica e medicamentosa (HASE ef al, 1996). Esta toxina induz =
formagéo de uridino-difosfatogalactosamina utilizando como substrato o
uridino fosfato das células hepaticas, que culmina na deplecéio de vérios
nucleotideos uracilicos, como uridino-monofosfato, uridino-trifosfato, uridino-
galactose e uridino-difosfatoglicose. Atividade do RNA, se mostra
prejudicada, como também a sintese de glicoproteinas. Acentuadas
alteracbes na composi¢do das membranas citoplasmaticas sdo observadas
com esta hepatotoxina, como o extravasamento de enzimas intracelulares. A
intensa galactosaminacéo das estruturas membranares é responsavel pela
deterioracdo da bomba de calcio, conduzindo a um rompimento da
homeostase ibnica, com acumulo intracelular deste ion nos hepatdcitos
podendo resuliar em danos irreversiveis a esta entidade. Necrose focal na
area periportal, inflamagéo periportal com infillrado de células
polimorfonucleares, linfocitarias e eosinofilicas e degeneracac microvesicular
séio observados neste protocolo. E frequente observar-se ativacio de células
de Kupffer nas areas portais. Os parametros analisados nestes protocoios
séo, determinagio da atividade das aminotransferases, fosfatase alcalina,
analises histopatolbgicas, teste de viabilidade dos hepatécitos utilizando azul
de Trypan e consumo de oxigénio em hepatdcitos isolados de ratos. Em

ensaios bioldgicos a indugdo da intoxicagdo € aguda, in Vvivo @ ex vivo,
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procurando-se analisar os efeitas preventivas e curativos de extratos vegetais
sobre a lesdo hepatica produzida pela D-galactosamina (ABE et al., 1980;
HIKINO ef al, 1985, TAMAI ef al, 1989; HOUGHTON & HIKINO, 1989;
WONG ef al, 1989; MATSUDA ef al, 1991; HOFFMANN-BOHM ef al., 1992,
DWIVED! et a/, 1993, NOSE ef al, 1894, YEN et al., 1994; VISEN et al,
1995, SARASWAT ef al, 1995, LIN ef &/, 1995, LIN ef a/,, 1996a; LIN et a/,
1996b; LIN & SHIEB, 1996b; LIN ef af, 1996¢; LIN et al,, 1996d; LIN ef a/.,
1996e; HASE et a/, 1998).

A eritromicina & um antibibtico macrolideo bacteriostatico
produzido por espécies de Streptomyces se caracterizando pela presenga em
sua estrutura quimica de uma lactona macrociclica, dai o nome macrélido. E
empregada em protocolos de hepatotoxicidade na forma de éster (estolato de
eritromicina). Esta é biotransformada no figado pelo sistema citocromo P450
il A 4 a um derivado reativo intermediario quimicamente derivado do grupo
dos nitrosoalcanos, que posteriormente é convertido em radicais reativos
nitrosos livres. A formacdo final de tais radicais & responsavel pela
degradacéo dos fosfolipideos hepéticos. Estes reativos causam congestéo
dos vasos portais, dilatacdo dos vasos sanguineos, infiltracéo difusa de
células inflamatorias na zona |l e dilatacdo dos sinusdides quando o estolato
de eritromicina é administrada em doses slevadas. Como marcadores da
leso hepatica neste protocolo utilizam-se as determinagfes de atividade das
aminotransferases e fosfatase alcalina, além das concentragbes séricas de

bilirrubina, colesterol, triglicérides, fosfolipidios ¢ acidos graxos livres. Em
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ensaios bioldgicos a intoxicacdo é aguda, in vivo e ex vivo, procurando.se
analisar os efeitos preventivos e curativos de extratos vegetais sobre a lesédo
hepatica produzida pelo metabdlito do estolato de eritromicina (DAVILA et al,,
1989; VENKATESWARAN et al., 1997).

O etinilestradiol pertence ao grupo terapéutico dos agentes
anticoncepcionais orais. Alteragdes leves, néo progressivas e reversiveis das
provas de fungdo hepatica entre mulheres usuarias, chamaram a ateng3o de
pesquisadores sobre o potencial hepatotdxico destes farmacos, sendo que,
nos primeiros estudos praticamente todos os anticoncepcionais orais
causavam deficiéncia subclinica do transporte da sulfobromoftaleina. Em
contraste com esta alteragéo sutil na sulfobromoftaleina, algumas pacientes
desenvolviam ictericia colestatica franca durante o seu uso dentro de 6
meses do inicio do tratamento (ZIMMERMAN & LEWIS, 1987; BASS &
QCKNER, 1990}). O etinilestradiol & uma hepatotoxina utilizada em pesquisa
de plantas medicinais, capaz de experimentalmente induzir a colestase intra-
hepatica aguda do tipo canicular, branda ou esterbide, cujos achados
concorrem com pouca inflamacio ¢ lesdo do hepatdcito (ZIMMERMAN &
LEWIS, 1987), porém com acentuada diminucdo do fluxo biliar e de seus
constituintes fais como sais biliares, acidos biliares, acido colico e &acido
deoxdcdlico (SHUKLA ef af, 1991). O mecanismo envolvido na les&o
colestatica produzido por esta toxina seria decorrente de uma alteragdo na
membrana basolateral do hepatodcito, que determinaria a diminuicdo da

fluidez e da atividade das Na'-K'-ATPase. Estas modificacbes prejudicariam
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a captacdo de acidos biliares pelo hepatbcito e, como consequéncia,
diminuiriam o fluxo biliar (LAHOTI & LEE, 1995, ZIMMERMAN & LEWIS,
1987). A exposicdo crbnica ao etinilestradiol pode produzir colestase intra-
hepatica, semelhante a cirrose biliar priméria (ZIMMERMAN & ISHACK,
1995). Quando presente associada 4 colestase, a lesdo produzida por esta
toxina pode lembrar a ictericia obstrutiva extra-hepatica, como a encontrada
na oclusdo das veias hepaticas na Sindrome de Budd-Chiari, caracterizada
por hepatomegalia, ascite, elevacdo moderada dos niveis de
aminotransfersases e, raramente com ictericia e na doen¢a veno-oclusiva,
evidenciada por leséo necrética' central acompanhada de redugdo
progressiva do didgmetro venular em suas manifestagbes clinicas e nos
parametros bioquimicos (LAHOTH & LEE, 1995).

Os indicadores de lesdo hepatica utilizando esta droga, se
traduzem pelo estudo do fluxo biliar em animais com canulagdo do ducto
biliar e analises bioguimicas do conteudo biliar coletado (acidos biliares, sais
biliares, acido cblico e é&cido deoxicdlico). Em ensaios biologicos a
intoxicagdo € aguda e cronica, in vivo, procurando-se analisar os efeitos
preventivos de exiratos vegetais sobre a colestase induzida pelo
atinilestradiol (SHUKLA ef al., 1991; MORAZZONI & BOMBARDELLI, 1995).

Muitos estudos tem sido conduzidos no sentido de elucidar os
mecanismos de secregBo biliar, e sua correlaggo com a colestase
intrahepética, observada em vérias doengas do figado. Dentre estes, o da

colestase intrahepética induzido por uma linfocina conhecida como fator
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colestatico, se constitui em modelo dos mais elegantes. O fator colestatico
tem sido responsabilizado pela colestase intrahepética observada na hepatite
alcodlica, hepatite autoimune e hepatite viral. Este fator & obtido a partir das
células de linfonodos tuberculino-sensibilizados de porcos da  india,
estimulados por derivados proteicos purificados (adjuvante completo de
Freund). Os parametros analisados s8o o fluxo biliar e a excregéo de 4cidos
biliares pela canulacio do ducto biliar. Quando a linfocina ou o fator
colestatico, é administrado intravenosamente em ratos pela veia mesentérica,
uma acentuada redugdo do fluxc biliar é observada, em decoréncia da
supressdo da formacéo de bile nos canaliculos. Este fator pode suprimir
também a formacdo da bile acido-dependende e independente a nivel de
canaliculos biliares. A microscopia eletronica pode-se analisar a dilatagdo
dos canaliculos biliares com diminuicio das microvilosidades. Em ensaios
biolégicos a intoxicacdo € aguda, in vivo, procurando-se verificar 0s efeitos
preventivos & curativos de extratos vegetais sobre ¢ fluxo biliar e seus
constituintes produzido pelo fator colestatico (MIZOGUCHI ef al,, 1992).

A fragdo macromolecuiar proteica trinitrofenilada (TNP-LP,)
é um derivado sensibilizante utilizado em protocolos que visam estudar a
injuria hepatica do ponto de vista imunologico, Nestes modelos, as unidades
experimentais sdo sensibilizadas com TNP-LP; obtida a partir do
trinitrobenzeno de sédio, um hapteno imunogenicamente enérgico associado
a uma proteina carreadora (frac8o macromolecular proteica - LP;). A

administracdo de hepatdcitos trinifenilados e lipopolissacarideos em animais
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previamente sensibilizados (apds 2 semanas) pela veia mesentérica resulta
na faléncia hepatica decorrente de macica necrose do parénguima deste
orgéo. Utllizando-se este modelo experimental, analisa-se o efeito de uma
determinada substéncia na prevengéo da faléncia hepética aguda de fundo
imunolbgico. A injiria hepdtica neste modelo pode ser justificado pela
capacidade do hapteno-carreador estimular os macréfagos a liberarem
interleucina-1 e os linfécitos interleucina-2 e y-interferon. Estes mediadores
uma vez disponiveis, induzem a injuria das células hepaticas pela ativacéo
células citotdxicas T, células de Kupffer, células endoteliais e hepatdcitos nas
celulas alvos, sendo o lipopolissacarides potencializador desta ativacéo.
Como marcadores deste estudo, utilizam-se as determinagbes enzimaticas de
aminotransferases, andlises histopatologicas assim como a taxa de
sobrevivéncia dos animais tratados. Em ensaios bioldgicos a intoxicagdo &
aguda, in vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos e curativos de
extratos vegetais sobre a les8o hepatica produzido pela fracdo
macromolecular proteica trinitrofenilada (MIZOGUCH! &f &/, 1991).

Protocolo utilizando dieta rica em dleo de milho peroxidado
para a analise do efeitc hepatoprotetor de principios atives de isolados
plantas, pode ser conduzido através da administracdo cronica por via oral (5
semanas) em animais de laboratério. Oleos peroxidados sdo capazes de
induzir injuria hepatica acompanhado de lipemia, em virtude de induzirem a
sintese de perdxidos lipidicos que atuam sobre membranas fosfolipidicas dos

hepatdcitos, alterando sua morfologia e funcionalidade. Como marcadores da
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disfuncéc hepatica, determina-se as concentracies séricas das
aminotransferases, colesterol total, triglicérides e acidos graxos livres. Este
protocolo permite analisar quimicamente in vifro o efeito do principio ativo
sobre sobre o cursc da peroxidagdo do odleo de milho, obtido pelo
aquecimento a 180°C por 30 min na presenca de oxigénio borbulhante,
avaliando-se a quantidade de lipoperéxidos formados em nmoles.mL”. Em
ensaios bioldgicos a intoxicagéo é cronica, in vivo, procurando-se analisar 08
efeitos preventivos de principios ativos de exiratos vegetais sobre a leséo
hepatica e a lipemia produzida pelo peroxidacdo lipidica dos hepatécitos
induzida pela dista contende altas concentracbes de 6leo de milho
peroxidado (OHMINAMI et af., 1984).

Q paracetamol é um analgésico e antipirético, destituido de
atividade antiinflamatéria largamente utilizado na pratica clinica. BOYD &
BERECZKY (18966) foram os primeiros a chamarem a atengéo para o efeito
hepatdxico do paracetamol ao relatarem necrose no figado de ratos expostos
a altas doses dessa droga. Doses elevadas, maiores que 10 a 15 gramas
para ¢ homem e 840 mg por kg de peso corporal para o rato, levam ao
desenvolvimento de necrose hepatica, que se inicia dentro das primeiras 24
horas da intoxicacdo e se localiza, caracteristicamente, na regi@o
centrolobular com congestédo sinusoidal na zona 3. A acdo dos citocromos
P450 1 A 2 e P450 Il E 1 produz dois tipos principais de metabdlitos téxicos:
os oletrofilicos e o8 radicais livres. O metabdlito eletrofilico (N-acetil-p-

benzoquinona imina) liga-se a sitios nucleofilicos celulares representados,
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principalmente, pelo grupo tiol da cisteina. Nas células a maior parte do tiol
existe como glutatido ou como constituinte de proteinas. O glutatido no figado
funciona como substancia protetora endogena por ligar-se a compostos
téxicos. Enzimas como a glutatido Sdransferase, desempenha importante
papel na detoxificagdo deste composto eletrofilico. Na presenca desta
enzima, metabdlitos eletrofilicos do paracetamol interagem preferencialmente
com o grupo tiol do glutatifio. Somente apds o glutatifo ter sido consumido é
que o intermediario reativo passa a ligar-se covalentemente aos grupos
sulfidrilas da cisteina de proteinas celulares, particularmente daquelas ricas
em tibis livres, como as encontradas nos hepatocitos. Assim apenas quando
a concentragdo de glutatido hepético é suficientemente baixa, € que o
metabdlito do paracetamol tem oportunidade de revelar sua toxicidade.
Desarranjo na homeostase do céicio celular é o principal evento na lesdo
induzida pelo paracetamol, com acumulo deste fon associado a ativacdo de
fosfolipases e proteases celulares, assim como alteracdes no citoesqueleto,
que contribuem para a morte celular, associados a inibicdo da biossintese de
glutatiio. Em protocolos utilizando extratos com atividade hepatoprotetora,
adota-se marcadores como as aminofransferases, investigacSes
histopatolbgicas, determinagdo das concentragdes de glutatifio hepatico e
malonaldeido. Em ensaios biolégicos a inducéo da intoxicagdo é aguda, /n
vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos e curativos de extratos
vegetais sobre a lesdo hepética produzide pelo paracetamol (SHUKLA ef al.,

1991; CAMPOS et al, 1989; SHUKLA ef al, 1992; SHARMA ef al, 19983;
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GADGOLI & MISHRA, 1985; GILANI & JANBAZ, 1995a; GILANI & JANBAZ,
1995h; LIN ef a/, 1996d; NADEEM et al., 1997).

O porone (diisopropilideno acetona), & um composto quimico
que induz a peroxidagdo lipidica e a deplego do glutatifio hepatico em ratos
fenobarbital-induzidos. Sabe-se que muitos sistemas endégenos s&o
responsaveis pela remogio de perdxidos de hidrogénio formados a partir da
peroxidagdo de acidos graxos insaturados , estes Gltimos responsaveis pelo
atague oxidativo sobre as membranas fosfolipidicas dos hepatdcitos
induzindo a lesédo tecidual. Dentre os agentes enddgenos que respondem
pela protecdo tecidual destacam-se o glutatido e as glutatiio peroxidases.
Dentre os parametros analisados, tem-se a produc@o de malondialdeido
decorrente da peroxidagdo lipidica, além da determinagdo da concentrac&o
de glutatido nos hepatdeitos. Em ensaios bioldgicos a intoxicacdo é aguda, ex
vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos de principios ativos de
extratos vegetais sobre a les&o hepatica produzida pelo porone em cultura de
hepatocitos (YOUNES & SIEGERS, 1981).

tert-butilhidroperéxide é um hidroperéxido orgénico, que
produz peroxidacdo lipidica, distlirbios da homeostase do Ca™ intracelular,
liberagdo de lactato desidrogenase, marcante vesiculagdo da membrana
citoplasmatica com distirbios nas reservas de glutatizo hepatico. A deplegéo
de glutatifo e a oxidacdo de NADPH séo afribuidos a disturbios na
homeostase do cdlcio intracelular, e a vesiculacdo da membrana

citoplasmatica, precocementeg indica o efeito lesivo do tert-butithidroperdxido
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sobre as calulas. Esta toxina apresenta sua acfo primaria, apds ser
biotransformada pelo citocromo P450 hepatico em radicais livres, que iniciam
a peroxidagéo lipidica, associado & injlria celular pela decomposicéo da
membrana iip_idica através da ligag8o covalente dos metabdlitos com
macromoléculas proteicas. Em analises histopatologicas os parémetros
passiveis de serem estudados sdo o grau de vacuolizagdo, deformagéo
celular, dificuldade de diferenciacdo de estruturas intracelulares e necrose
celular. A nivel enziméatico, investiga-se a liberag8o de enzimas intracelulares
decorrente da les&o de membrana como a lactato desidrogenase e
aminotransferases, além da determinagio de proteinas totais. Em ensaios
bioldgicos a intoxicagdo € aguda, ex vivo, procurando-se analisar os efeitos
preventivos de extratos vegetais ou seus principios ativos em lesdes
induzidas em culturas de hepatécitos pelo ferf-butilhidroperdxido (DAVILA et
al., 1989; RUSH et al, 1986).

O tetracloreto de carbono, que € uma hepatotoxina classica,
foi descrito iniciaimente guando o mesmo era utilizado como vermifugo na
primeira parte deste século (ZIMMERMAN & LEWIS, 1995), sendo ainda
comercializado em alguns paises como reagente caseiro para a limpeza a
$€Co e como componente nos extintores de incéndio (RUPRAH ef al,, 1985).

Esta toxina tem sido extensamente utilizada como indutor
artificial de hepatopatia em protocolos padronizados que procuram investigar
os efeitos benéficos de extratos vegetais ou seus principios ativos isolados

sobre a morfofuncionalidade do figado (SPEEG & BAY, 1985), visto poder
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mimetizar em muitos aspectos bioquimicos € histopatolgicos a hepatite
fibrdtica e cirrdtica, a intoxicagio aguda alcodlica, a hepatite aguda, as
desordens do trato biliar e a hepatite viral (NIEBES & PONARD, 1975).

A toxicidade do CCly € mediada pelas enzimas oxidativas de
Fase |, presentes nos reticulos endoplasmaticos dos hepatéeitos,
denominadas citacromo P 450 2 E 1 (RECKNAGEL et al., 1989; WATKINS,
1982) que induzem a formacéo de radicais livres altamente reativos e tdxicos,
o triclorometil (CCls") e seu radical peroxi derivado (CClO0*) (CASARETT &
DOULL, 1986; KAPLAN, 1983).

A leséo hepatica produzida pelo metabdlito CClL" e seu radical
peroxi derivado (CCLOO®) é um exempilo classico de necrose da zona 3,
decorrente da alta concentracdo desta enzima a nivel de reticulos
endoplasmaticos dos hepatdcitos daquela regido (SLATER, 1968;
RECKNAGEL & GLENDE, 1973; KAPLAN, 1993).

O radical livre CCls" seu radical peroxi derivado {CCLOO®) se
ligam covalentemente em alvos criticos das células hepaticas {membranas
celulares) produzindo peroxidag@o lipidica, desintegrando o citoesqueleto,
glterando a morfofuncionalidade mitocondrial, modificando a homeostasia
idriica  intracelular com ativagBo de enzimas catabdlicas (DelLEVE &
KAPLOWITZ, 1975, RECKNAGEL et af, 1989; KAPLAN, 1993).

As alteracBes no citoesqueleto afetam diretamente a integridade
da membrana citoplasmética, determinando a formacéo de vesiculas, o que

modifica a forma dos hepatdcitos, desconfigurando sua arquitetura podendo
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levar @ morte da estrutura envolvida (HOOSER, 1990). Sabe-se que 0s
filamentos do citoesqueleto servem de ancoras para conectar a membrana
citoplasmatica com o interior da célula. A ativagéo de proteases pelo aumento
do calcio citossblico causa danc ao citoesqueleto. Na presenca de
inftumescimento celular, este processo induziria ao descolamento da
membrana celular, tornando esta susceptivel ac estiramento e rompimento
{(KAPLAN, 1993; COTRAN ef al,, 1996).

Outra agdo intermediada pelo radical livre CCly" e seu peroxi
derivado seria a disfuncdo mitocondrial, onde a peroxidagéo lipidica de suas
membranas internas induziria a perda de seu potencial elétrico com declinio
da fosforilag@o oxidante, em funcdo do aumento da captagéo mitocondrial de
Ca"" (VAN DER VUSSE & RENEMAN, 1985), interrompendo a sintese de ATP
além de esfolig-lo da célula em sofrimento. A inibic&o da sintese e deplegio
de nucleotideos pirimidinicos mitocondriais alleraria inGmeras atividades
bioldgicas dos hepatécitos, pois este estes sdo de fundamental importancia
para 0s processos anabdlicos e catabdlicos, de transportes transmembranar,
sintese de proteinas, lipogénese e reacles de desacilacdo-reacilacéo
necessarias a renovagao de fosfolipideos (DelLEVE & KAPLOWITZ, 1975). A
perda da integridade mitocondrial das membranas internas, acarreta o
aumento da permeabilidade & solutos e compostos de baixo peso molecular.
Este aumento brusco da permeabilidade destas estruturas & conhecido
tecnicamente como transicao da permeabilidade da membrana mitocondrial

(MMPT), gerando perda dos gradientes idnicos e a disfungfo grave da
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mitochndria que culmina em necrose da célula em questdo. Ndo & muito
claro, mas esta alterac8o parece ser decorrente da lesdo inespecifica da
memprana interna mitocondrial ou de mecanismos gue abrem um mega-canal
(FERNANDEZ-CHECA, 1993).

A perda da homeostasia idnica é sempre uma manifestacéo
precoce de citotoxicidade, sendo que 08 aumentos do calcio citoplasmatico e
a morte celular ja estdo bem determinados utilizando o CCl; (DeLEVE &
KAPLOWITZ, 1975; KAPLAN, 1993).

O célcio citosdlico livie & mantido em concentragbes
extremamente baixas (menos de 0,1 uM) em comparac@o aos niveis
extraceluiares de 1,3 uM, e a maior parte do célcio intracelular é sequestrada
pelas mitocdndrias ¢ reticulo endoplasmatico. Tais gradientes s&0 modulados
por Ca'* dependente de energia e Mg' -ATPases associados & membrana. O
radical livre CCl" causa um aumento precoce da concentragéo citossdlica de
céicio, devido ao influxo de Ca' através das membranas citoplasméticas e
iberagéio de Ca" pela mitocdndria e reticulo endoplasmatico. Aumentos
mantidos no Ca™ da célula resultam, subsegilentemente de aumentos
inespecificos da permeabilidade da membrana (MMPT) (KAPLAN, 1993;
COTRAN ef al,, 1996).

O aumento do Ca", por sua vez, ativa varias enzimas, com
efeitos celulares potencialmente deletérios. Entre as enzimas conhecidas
como ativadas pelo Ca™, incluem as fosfolipases (promovendo dano a

membrana, liberando acido aracddnico), as profeases (com a decomposicio
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tanto das proteinas da membrana guanto ao citoesqueleto), ATPases
{apresentando deplecdo de ATP) e endonucleases (associadas a
fragmentacdo da cromatina) (TSOKOS-KUHN, 1989).

Os resultados que concorrem para as alteragbes necréticas
observadas pela acdo do CCl, de acordo com a descricdo da literatura séo:
(1) digestdo enzimatica da célula por enzimas cataliticas derivadas dos
lisossomos das células mortas (autdlise) e dos lisossomos de leucocitos
imigrantes (heterdlise) e (2) desnaturacdo de proteinas (KAPLAN, 1993;
STEVENS & LOWE, 1898),

A tumefacdo turva dos hepatdcitos, geralmente € a primeira
manifestagio de lesdo as células hepaticas (COTRAN et a/,, 1996). Dentre os
aspectos ultra-estruturais que colaboram para este processo, pode-se citar:
(1) alteragbes de membrana citoplasmatica, tais como bolhas, projecéo e
distorc8o de microvilosidades, criag8o de figuras mielinicas e afrouxamento
das ligactes intercelulares; (2) alteragbes mitocondriais, incluindo tumefagao,
rarefagdo e surgimento de pequenas densidades amorfas ricas em
fosfolipideos; (3) dilatacdo do reticulo endoplasmatico com descolamento e
desagregacio de polissomos e (4) alteragbes nucleolares, com
desagregaclo de elementos granulares e fibrilares (KAPLAN, 19893,
ZIMMERMAN & LEWIS, 1995, COTRAN ef al, 1996, STEVENS & LOWE,
19986).

A deplegéo de ATP é primariamente responséavel por tal evento

(STEVENS & LOWE, 1996), sendo que esta produz um distarbio da
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regulacio do volume celular pela membrana citoplasmatica A falta de
energia devido a diminuicdo da concentragdo de ATP e aumento da atividade
das ATPases, faz com gque o sbdio se acumule intracelularmente por redugio
da atividade da bomba Na'© ATPase, juntamente com o CI, concorrendo
com este fendmeno a difusdo de potassio para o meio extracelular, O ganho
osmético de dgua, crescimento celular e dilatagéo do reticulo endoplasmatico
eleva a pressdo colddio osmodtica do hepatdcito (KAPLAN, 1993; COTRAN ef
al., 1996).

0O CCly é capaz também, de induzir ao fendmeno de esteatose
microvesicular, na forma de peguenos vaclolos claros dentro das células
parenquimatosas decorrente do acumulo de lipidios. Este fendmeno é sinal
caracieristico das formas agudas de intoxicagdo hepatica (ZIMMERMAN &
LEWIS, 1995), que decorre em fung@o da intensa peroxidacéo lipidica e de
todos os evento subseqientes induzidos pelo radical livre CCl" e seu
peroxiderivado. Observa-se uma diminuicdo da sintese proteica nos
hepatdcitos, visto que os reticulos endoplasmaticos ao sofrerem a agéo
catalitica de perdxidos orgénicos formados neste processo patoldgico
perderiam a competéncia funcional de sintese. O acumulo de lipidecs
bioguimicamente seria justificado pela incapacidade da célula hepatica em
sintetizar lipoproteinas a partir de trigliceridios e “proteinas aceptoras de
lipidios™ originando a metamorfose gordurosa (KAPLAN, 1893, ZIMMERMAN

& LEWIS, 1995, COTRAN ef a/, 1996; STEVENS & LOWE, 1996).
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Em andlises histopatoldgicas procura-se  investigar &
interferéncia de extratos vegetais ou seus principios ativos sobre a
progresséo da esteatose, infiltrade inflamatério de linfécitos e células de
Kupffer, necrose celular e tumefagéo turva dos hepatdcitos produzido pelo
CCly. Como marcadores bioquimicos da les8o hepatica, determina-se a
atividade das aminotranferases séricas, desidrogenase latica, fosfatase
alcalina, glutatiio redutase, glutatifdo peroxidase, glutatio-S-tranferase,
glicose-6-fosfato  desidrogenase, catalase, succinato desidrogenase,
citocromoxidase, ftrifosfato de adenosina magnésio dependente, vy-
glutamilcisteina sintetase, sorbitol desidrogenase, atividade de enzimas
metabolizadoras de drogas (citocromo P 450, citocromo bs e hidroxilase
hidrocarbdnica) concentracdes teciduais de glutatiao hepatico, concentragéo
sérica de bilirrubina, glicogénio, proteinas, fosfolipideos, triglicérides
thepatico e sérico), albumina, acidos graxos livres, colesterol total e fraches
(VLDL, LDL, HDL), atividade citoprotetora sobre hepatécitos isolados de
ratos, concentracéo hepatica de malonaldeido (peroxidagdo lipidica), taxa de
fluxo biliar @ de acidos biliares, clearance de ['“C]-Eritritiol, retencéo de
bromossulfaleina, tempo de sono induzido por barbituricos em animais
intoxicados pelo CCle. Em ensaios biolégiwé a inducdo da intoxicagéo é
aguda ou crdnica, in vivo e ex vivo, procurando-se analisar os efeitos
preventivos e curativos de extratos vegetais ou seus principios isolados sobre
lesbes hepéticas produzidas pelo CCly (KISO et al, 1985, HIKING ef al,

1985; HIKINO ef al,, 1986; WAGNER ef al,, 1986; KISO ef al., 1987, WONG
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et al, 1089, JAYATHILAKA ef al, 1989; LEXA &f af., 1989 MATSUDA et af ,
1991; SARAF ef a/, 1992; SHARMA ef al, 1991a;, SHARMA ef al, 1991b;
MANDAL ef al., 1992; HOFFMANN-BOHM ef al, 1992; ANAND ef a/, 1892a;
ANAND ef af, 1892b, BISHAYEE & CHATTERJEE, 1993; RAQ ef a/, 1983;
NOSE ef al, 1994; DE ef al, 1994; RUSU ef a/, 1994; OKONKWOQO &
MSONTHI, 1995; LEE et al, 1995; IP et al., 1995; KO ef al., 1995; KAPIL ef
al., 1995; MAGALHAES et a/, 1995; LIN ef al, 1996; HASE ef al., 1996; LIN
et al., 1996a; LIN et al,, 1996b; LIN et al, 1996¢; LIN ef al, 1996e; DE et al,
1996; SUNG et al., 1997).

A tioacetamida € uma toxina que interfere no metabolismo
respiratorio das células do figado devido ao influxo descontrolado de ions
Ca™ que promove, acompanhada da inibigho da fosforilagéo oxidativa dos
hepatdcitos. As conseqlencias metabdlicas de tal interferéncia se refletem
em aumentos consideraveis de acido desoxiribonucléico, ribonucleico e
contetdo de proteinas na fracdo nuclear do hepatocito. Esta toxina produz
ainda a inibicdo de enzimas de membrana plasmaticas dos hepatdcitos (Na'-
K" ATPase, Ca™"-ATPase, Mg™-ATPase) e aumento da atividade de outras
(fosfatase alcaling, y-glutamil transferase). A nivel mitocondrial (succinato
desidrogenase) e lisossomal (ribunuclease acida) observa-se uma diminuigéo
na primeira com incremento da segunda. A atividade enzimatica microssomal
(glicose-6-fosfatase) apresenta-se diminuida assim como a fungdo do

complexo citocromo P 450. O glicogénio hepatico é reduzido. A tiocetamida
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causa um significante aumento na atividade aminofransferases e
concentracbes de bilirrubina séricas. Varios graus de dano hepatico podem
ser induzidos pela tioacetamida, tais como cirrose nodular, proliferagio
celular hepatica, producdo de pseudolbbulos e necrose das células do
parénquima dos hepatécitos.

Para esta toxina, 0s marcadores para a extens&o das lesdes so:
atividade das enzimas de membrana (fosfatase alcalina, y-glutamil
transferase, Na'-K' ATPase, Ca-ATPase, Mg -ATPase), mitocondias
(succinato  desidrogenase, aspartato aminotransferase), lisossomal
{ribonuclease acida e fosfatase acida), microssomal (glicose-6-fosfatase) e
citoplasmatica (aminotransferases) além das constituicdo (em mg.g’ de
figado) de acide desoxirribonucléico e ribonucleico, glicogénio e proteinas.
Em ensaios biolégicos a indugéo da intoxicagdo pode ser aguda ou cronica,
in vivo e ex vivo, procurando-se analisar os efeitos preventivos e curativos de
extratos vegetais sobre a lesdo hepatica produzido pela ticacetamida (
DWIVEDI et al., 1991; SARAF ef al, 1992, DWIVEDI ef al, 1993

MORAZZONI & BOMBARDELLI, 1995}

4.6. CORRELAGAO ENTRE A PESQUISA BIOLOGICA IN VIVO E

EX VIVO COM ENSAIOS CLINICOS EM HUMANOS
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Exdratos de plantas ou seus principios ativos tem sido utilizados
tradicionalmente na pratica médica para o tratamento das desordens
hepaticas ao longo dos séculos. Associado & pesquisa de protocolos de
hepatotoxicidade em animais de laboratério, a confirmagéio dos resultados em
estudos clinicos é de fundamental importancia para validar os testes in vivo
Qu ex vivo até o presente momento aplicados como modelos de investigacéo
de substancias hepatoprotetoras. A doenga hepatica, incluindo hepatite viral
aguda, hepatite viral cronica, colicistite cronica, doenga hepatica alcodlica e
envenenamento por cogumelo, tém se constifuido em alvos de estudos
clinicos utilizando inimeros extratos vegetais ou seus principios ativos, que
também foram testados em modelos biologicos de hepatotoxicidade.

A (+)}-Catequina é um flavondide hepatoprotetor isolado da planta
Uncaria gambir Roxburg (Rubiaceae) e certamente de outras plantas, sendo
conhecida comercialmente por (+)-cyanidancl-3 ou cianidanol (THABREW &
HUGHES, 1996). Experimentos controlados sobre os efeitos da (+)-catequina
na hepatite viral tem sido.conduzido em inumeros centros universitarios da
Europa. Um estudo duplo-cego foi conduzido por SEYFRIED et af. (1975), em
pacientes portadores de hepatite de diversas etiologias virais, 0s valores de
aminotransferases plasmatica e bilirrubina cairam acentuadamente no grupo
tratado com {+)-catequina quando comparado ao grupo tratado com placebo
(THABREW & HUGHES, 1996). BERENGO & EPOSITO {1975) (THABREW
& HUGHES, 1998) em um amplo estudo também ratificaram a resolugdo do

niveis de bilirrubina assim como o trabalho de BOREL ef a/, na Suiga (1876)
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em um grupo reetrito de pacientes com hepatite aguda Um estudo
muiticéntrico conduzido na Suica, Alemanha e Dinamarca por BLUM et al.
(1977} no tratamento da hepatite aguda com (+)-catequina ou placebo,
demonstrou uma redugdo nos niveis séricos de bilirrubina 3 metade dos
valores encontrados no confrole, @ bem mais rapidamente na queda dos
niveis de antigeno de superficie (HBsAg) na hepatite B. PIAZZA ef al. {1981)
na ltdlia também observaram uma reducéo na atividade das transaminases,
particularmente acentuada em pacientes portadores de hepatite ndo-A-n&o-B
e na hepatite B (THABREW & HUGHES, 1896). Em outro experimento
conduzido na Italia por DI-NOLA & SALASSA (1981) em pacientes com
hepatite viral polifasica, apds dois meses, todos 0s pacientes gue eram
HBsAg positiivos e que foram tratados com (+)-catequina tornaram-se HBsAg
negativos (THABREW & HUGHES, 1996). Resultados de estudos in vivo e in
vifro mostraram que a (+)-catequina auxiliava a eliminagdo do virus da
hepatite B pela amplificacdo da resposta imune mediada por celulas. Este
mecanismo foi demonstrado em testes de inibicdio da migracéo leucocitéria,
utilizando leuctcitos de doadores normais e de pacientes HBsAg positivos
(VALLOTTON & FREI, 1981). SIPOS et al. (1980), demonstraram que a (+)-
catequina era capaz de normalizar o numero de linfocitos-T em pacientes
com doenca hepatica cronica.

Duas grandes pesquisas clinicas foram conduzidas com (+)-
catequina para avaliar seus beneficios na hepatite cronica. Analisando-se o

estudo utilizando azatioprina conduzido por AGUILAR et al {1978) na
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Alemanha, a (+)-catequina foi comparada, sendo que ambas drogas
produziram melhoras clinicas e da funcao hepatica. Enquanto, a azatioprina
teve um grande efeito sobre a elevacio de imunoglobulinas, (+)-catequina
teve atividade benéfica sobre bilirrubina plasmatica e o clearance do BSP. A
analise histologica de amostras de figado de pacientes que receberam (+)-
catequina também mostrou uma marcante atenuagdo da inflamacéo portal.
Estudo semelhante foi conduzido por PIAZZA ef al. (1981) na lalia, onde
pacientes com hepatite crénica persistente, observaram significantes
reducbes nas aminotransferases plasmaticas e nos niveis de
imunoglobulinas nos  pacientes ftratados com  (+)-catequina quando
comparados a0 grupo que recebeu placebo apds 6 meses de tratamento
(THABREW & HUGHES, 1896).

Um dos primeiros ensaios duplo-cego no estudo dos efeitos da (+)-
catequina na doenga hepatica induzida pelo alcool foi conduzido na ltalia por
TRAISSAC E BORG (1977). Com uso do (+)-catequina uma acentuada
melhora nos testes de funcdo hepética e na necrose hepatocelular e na
inflamacédo do figado quando comparado ao grupo tratado com placebo.
Resultados semelhantes foram obtidos por PALMAS (1981) em pacientes na
sua maioria com cirrose hepatica compensada (THABREW & HUGHES,
1998). Porém, quando em paralelo, ensaio duplo-cego foram conduzidos por
um periodo de 3 meses por MORGAN sf al. {(1881) na Ucrania em pacientes
com doenga hepdtica pré-cirrbtica relacionada ao consumo de &lcool, o (+)-

catequina ndo foi capaz de influenciar significativamente o curso da doenca.
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O curto periodo de tratamento neste ensaio pode ter sido o responsavel pelos
resultados negativos (THABREW & HUGHES, 1996).

(+)-catequina exibe atividade hepatoprotetora em protocolos
experimentais utilizando estolato de eritromicina, amitriptilina, nortriptilina e
fert-butithidroperdxido (DAVILA ef af, 1989), diisopropilideno acetona em
ratos fenobarbital-induzidos (YOUNES & SIEGERS, 1881), D-galactosamina
e etanol (NIEBES & PONARD, 1975).

A Silimarina se apresenta como uma mistura isomérica de
flavondides silibina, silidianina e silicristina iscladas do leite do caule da
Silybum marianum (Compositae) substancias estas de reconhecida atividade
antihepatotdxica. A eficacia da silimarina em pacientes sofrendo de hepatite
viral aguda foi investigada em estudos duplo-cego conduzidos por
MAGLIULO ef al pelos idos de 1978, Neste estudo, o0s niveis de
transaminases decresceram rapidamente apos o tratamento com a silimaring,
quando comparados ao grupo fratade com placebo. Porém, o curso das
reagdes imunitérias, evidenciado pelos titulos de HBsAg ndo foram
influenciados por esta (THABREW & HUGHES, 1996).

Um dos primeiros ensaios duplo-cego que estudaram os efeitos da
silimarina em pacientes sofrendo de doenga hepatica cronica foi conduzida
por BERENGUER & CARRASCO em 1977. Neste ensaio, a silimarina provou
ser methor gue o placebo, na prevengdo do decréscimo da albumina sérica
apds 3 meses de tratamento. Apds, 6 meses de tratamento, foi significativa a

methora nos achados focais de necrose e fibraose no figado de pacientes com
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silimarina guando comparados com aqueles que receberam placebo
(THABREW & HUGHES, 1996). Posteriormente dois ensaios duplo-cego
investigaram os efeitos da silimarina na hepatite cronica, e estudos foram
conduzidos por KIESSEWETTER ef a/. (1977), ndo estabelecendo efeitos
significantes sobre a func@o hepatica, porém para as alteragbes
histopatologicas observadas no figado, ¢ tratamento com silimarina pareceu
ter sido superior quando comparado ao placebo.

Ensaios confrolados tem sido conduzidos fora da Europa no
estudo da eficacia da silimarina em pacientes com doenga induzida pelo
alcool. Dois estudos duplo-cego foram conduzidos na Alemanha por
KIESSEWETTER ef af. (1977) em pacientes com hepatite tratados de modo
idéntico com silimarina ou com placebo, porém né&o foram observadas
grandes diferencas na fungdo hepatica, embora em alguns casos as
alteracbes histoldgicas sugeriram que o tratamento com a silimarina tenha
sido superior ao tratamerto instituido com o placebo. Em outro ensaio duplo-
cego conduzido por Fintelman e Albert em 1980 (THABREW & HUGHES,
1998) e por SALM! E SARNA (1982), encontraram uma significante regressdo
nos niveis séricos de enzimas hepaticas e nos achados histoldgicos de
pacientes tratados com silimarina quando comparados ao grupo placebo. Em
um outro ensaio conduzido na Austria por FERENCI et al (1989) em
pacientes cirroticos, mostrou que a silimarina foi capaz de prolongar

significativamente a sobrevida.
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Um podereso argumento para o uso ferapéutico da silimarina na
hepatite viral ou doenga hepatica produzida por aicool também foi promovido
por um ensaio clinico conduzido na Italia recentemente (VAILATA ef a/,
1993} com I1dB 1016 (silipide, um complexo de silibina e fosfatidilcolina).
Numa fase ll dos ensaios clinicos com a IdB em pacientes sofrendo de
hepatite viral aguda e hepatite alcodlica e hepatite cronica (principaimente
devido ao alcool) mostraram evidentes efeitos clinicos significantes sobre os
parémetros bioquimicos da funcdo hepética.

A habilidade da silimarina em proteger da destruicdo hepética
produzida por toxinas foi bem demonstrada como sendo muito efetiva em
pacientes sofrendo de envenenamento pelo cogumelo Amanifa phalloides.
Um estudo clinico na Alemanha relatou gue em 205 pacientes envenenados
com Amanita phalloides & que foram tratados com silibina nenhum evoluiu
para o obito (FLOERSHEIM ef al., 1982). Durante o periodo de 1880-1881, o
Centro de Informacdo sobre Envenenamentos em Viena, informou que a
administracéo de silibina apés a ingestao do cogumelo parece ser eficiente
na prevencdo da séria destruicdo hepatica observada no envenenamento
nela Amanita phafloides (HRUBY ef al., 1983). Existe uma interrelago entre a
severidade da destruicao hepatica e o comego ou atraso do tratamento com a
silibina e a ingestdo do cogumelo. Os resultados de uma série de estudos
semelhantes, mostram que até o presente momento, a silimarina quando
combinada com a penicilina , & considerada a opg¢ao terapéutica de escolha

no envenenamento pela Amanita em muitos paises (FLOERSHEIM, 1987).
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A silimarina apresenta atividade hepatoprotetora em protocolos
experimentais utilizando paracetamol e etinilestradiol (SHUKLA ef &/, 1991),
D-galactosamina (VISEN ef a/.,, 1993; SARASWAT ef al., 1995), paracetamol
(CAMPQS, 1989), Amanita phalfoides, a-amanitidina e faloidina (HRUBY ef
al., 1983; FLOERSHEIM, 1987; PIFFERI, 1991), etanol (CONTI et al.,, 1991;
MORAZZON! & BOMBARDELLI 1995, WANG ef af, 1896), estolatc de

eritromicina, amitriptilina, nortriptilina, fert-butilhidroperéxido (DAVILA ef al,

BeAbARBRTIP1P088), CARADCH NAYORRoflalb, HRP8kMORAMERM:&
hidroperdxido cuménico, adenosina difosfato/Fe™ e ascorbato/Fe™ (KISO ef
al., 1985a; KISO ef al., 1985b).

Glicirrizina € um dos principais componentes hepatoprotetores da
raiz de alcacuz, e consiste de uma molécula de acido glicerritinico e duas
moléculas de 4cido glicurbnico (THABREW & HUGHES, 1996). E
extensamente utilizada no Japao para o tratamento de pacientes com doenca
hepatica. Em todos os resultados de ensaios clinicos, a glicirrizina tem sido
administrada na forma de uma preparacdo (SNMC) contendo uma mistura de
glicirrizina (40 mg), cisteina (20 mg) e glicina (400 mg) em salina.

Uma pesquisa controlada duplo-cego randomizada comparou a
eficacia do SNMC e placedo no tratamento da hepatite pos-transfusdo em
336 pacientes por SUZUKI ef al. (1980). Uma significante redugdo da
incidéncia de hepatite ndo-B apds a transfusdo foi observado no grupo de

individuos tratados com SNMC (THABREW & HUGHES, 19986). Seguindo

ARAUJO, CEP.
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este frabalho, KASAL ef al. (1981) e SEKIGUCHI ef af (1982), testaram o
SNMC na clinica cirtirgica e confirmaram que o SNMC utilizado foi efetivo no
tratamento da hepatite pés-transfuséo sanguinea. O efeito benéfico do SNMC
no tratamento faléncia sub-aguda hepatica devido a hepatite viral foi
recentemente notificada por ACHARYA ef af. (1993) na india (THABREW &
HUGHES, 1998).

Os efeitos inibitérios diretos da glicirrizina sobre a atividade da
hepatite A (HAV) & hepatite B tem sido recentemente demonstrado. CRANCE
et al. (1994), mostraram que esta promove uma inibigdo satisfatdria da
penetracdo do virus HAV pela membrana citoplasmatica, e que a glicirrizina
reduz a infec¢do em hepatécitos humanos pelo virus HAV pela inibigéo da
replicac&o em seus estagios precoces.

A glicirrizina tem sido amplamente utilizada no Japdo para o
tratamento da hepatite cronica e a8 cirrose hepética. Um dos primeiros
estudos sobre 0s efeitos terapéuticos benéficos da glicirrizina na hepatite
cronica foi conduzida por YAMAMOTO ef o/ em 1958. A administragéo de
uma preparacéo de glicirrizina (SNMC) melhorou a fungdo alterada hepdatica
em pacientes com hepatite cronica, demonstrado nos testes de retengéo de
BSP e turvagdo pelo timol (THABREW & HUGHES, 1996). Desde aquele
tempo, inlmeros outros ensaios tem mostrado a competéncia do SNMC em
produzir a melhora da fungfo hepética em pacientes com hepatite cronica ou

cirrose hepética (FUJISAWA ef al, 1973, SUZUKI ef al, 1983). A




REVISAQ BIBLIOGRAFICA 102

administragao por longo periodo de SNMG em pacientes com HBsAg positivo
resultou numa acelerada soro-conversio.

A terapia com interferon tem sido extensamente utilizada no
tratamento de pacientes com doenga hepatica cronica devido a infecgédo pelo
virus HBV, porém seus efeitos secundarios s@o sempre considerados.
Experimentos in vitro com linfocitos periféricos humanos (SHINADA et al.,
1986), conduzidos com a glicirrizina tem demonstrado que esta combinacéo
potencializa a produgéo de interferon. HAYASHI ef al. (1991), por esta razéo
estudaram os efeitos do tratamento de pacientes com hepatite cronica apds
breve fratamento com glicirrizing e baseando-se na imunomodulagéo
proporcionada por esta antes da administracdo de interferon foi possivel
observar maior efetividade no tratamerto de pacientes portadores da hepatite
B cronica.

A glicirrizina apresenta atividade hepatoprotetora em protocolos
experimentais utifizando acido linoléico peroxidado, perdxido de benzoila,
hidroperéxido cuménico, adenosina difosfato/Fe*®, ascorbatofFe™? (KISO et
ai, 1985z; KISO ef al, 1993b), D-galactosamina e tetracloreto de carbono
{KISQ et al., 1987, MATSUDA et al,, 1991, NOSE ef a/., 1994).

Na india, formulacSes contendo PhyHanthus amarus ou
Phyllanthus niruri tem sido utilizados por muitos anos em pacientes com
hepatite aguda (THYAGARAJAN ef al., 1990). DIXIT E ACHAR (1993) foram
capazes de demonstrar que criangas com hepatite aguda tratados P. niruri

somente nas forma de extrato, em 5 dias de tratamento era capaz de
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promover o restabelecimento da funcfio hepdtica alterada. Em um estudo
clinico conduzido por JAYANTHI ef al. (1.988), pacientes portadores de
hepatite viral aguda foram distribuidos ac acaso para o tratamento com o
extrato de Phyllanthus niruri ou uma combinacéo de Phyflanthus nirun e
Ricinus communis ou exiratos de outras ervas como a Eclipta alba ou Fiper
longum por duas semanas e foram acompanhados clinicamente e
bioguimicamente em comparagidc com 0 grupo controle que recebeu 0
tratamento alopatico convencional. Os resultados mostraram uma melhora
clinica e bioguimica significante no grupo tratado com Phyllanthus em ambos
pacientes HBsAg positivos e negativos quandc comparado aos outros
grupos. Mais recentemente, GEETHA ef al. (1992), comparam a eficacia do
Phyifanthus amarus e a Essentiale, uma preparacdo comercial de
fosfolipideos essenciais, em uma experigncia clinica viroldgica em pacientes
portadores de hepatite viral aguda. Eles estabeleceram que tanto a
Phyllanthus niruri como a Essentiale melhoraram a fungdo hepética em
pacientes com hepatite aguda, com a Phyllanthus amarus produzindo uma
veloz e significativa normalizacdo das alteracbes bioquimicas quando
comparados ao grupo Essentiale e controle (THABREW & HUGHES, 1996).

A espécie Phyllanthus apresenta atividade hepatoprotetora em
protocolos experimentais utilizando tetracloreto de carbono (SHARMA ef al.,
1991; RAQ ef a/f., 1993}

A droga bruta Saiko das raizes da Bupleurum falcatum tem sido

extensamente utilizada na medicina oriental para o tratamento de doengas
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hepatobiliares. 0s componentes ativos responsaveis pelo alivio da disfuncéo
hepatica tem sido identificado como uma mistura de SAIKOSAPONINAS.
Estudos clinicos conduzidos fora do Japéo por YAMAMOTO ef al. (1981),
mostrou que a administracdo de uma mistura de SAIKOSAPONINAS ae b
{3:2) em baixas doses foi eficaz, tendo em vista a redugio significativa dos
niveis séricos de transaminases em pacientes com hepatite crdnica
(THABREW & HUGHES, 1996). Seguindo estas investigacbes, ensaios
ciinicos tem sido conduzidos por pesquisadores Japoneses ocidentais, sobre
a efetividade de preparag¢des contendo Buplerum de raizes no tratamento de
doencas cronicas hepaticas. Em outro estudo, pacientes com hepatite cronica
de mais de 4 anos de duragdo foram fratados com Sho-Saiko-Te (uma
preparacdo de Blupeurum vendida na China), por varios meses. Uma
significante melhora foi observada na funcéo hepética, apds 2-3 meses de
medicacio por YAMAMOTO ef al (1885) (THABREW & HUGHES, 1996).
Recentemente, um ensaio também foi conduzido no Japdo, investigando os
efeitos da Sho-Saiko-To (Xia-Chai-Hu-Tang) sobre a redugéo da HBsAg em
criangas portadoras de hepatite B cronica viral infecciosa e sustentada
doenca hepética (TAJIRI et &/, 1991). Os niveis de redugéo de HBsAg no
grupo tratade com Sho-Saiko-To foi aparentemente mais elevado quando
comparado aos pacientes ndo tratados anteriormente. A revista de resumos
publicados na literatura mostra que inumeros ensaios clinicos tem sido
conduzido na China para o teste da eficacia de preparagbes a base de

Bupleurum como a Sho-Saiko-To em pacientes com hepatite cronica.
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A espécie Bupleurum falcatum exibe atividade hepatoprotetora
em protocolos experimentais utilizando a D-galactosamina (ABE ef al., 1980;
YEN ef al, 1994).

Os frutos da Schizandra chinensis e plantas relacionadas tem
sido usadas no Japdo e Oriente para o tratamento de doencas hepaticas. A
atividade hepatoprotetora destas frutas € em muito atribuido a uma série de
constituintes como os LIGNANAS {(Gomisins A, C, e N, Wuweizisu C e
Schisantherin D) (THABREW & HUGHES, 1996). Em um ensaio descrito por
THABREW & HUGHES (1996} o total de principios ativos da Schizandra
chinensis foi extraida com etanol e administrada a um total de 189 casos de
hepatite cronica viral. Naqueles pacientes que receberam o extrato de
Schizandra os niveis da ALT retornaram & normalidade mais rapidamente em
termos temporais quando comparados ac grupo controle (complexo de
vitamina E-extrato de figado).

Os frutos da Schizandra chinensis apresentam atividade em
protocolos  experimentais utilizando a fracdo macromolecular proteica
trinitrofenilada (MIZOGUCH ef a/., 1991) e tetracloreto de carbono (IP et af,
1995, KO ef al.,, 1995).

O Picroliv € uma fragdo glicosidica obtida da espécie Picrorrhiza
kurroa. Em um estudo recente (THABREW & HUGHES, 1996), foi conduzido
um ensaio duplo-cego aleatdrio em portadores de hepatite cronica com mais
de 5 anos de duracdo. Os pacientes foram submetidos a fratamentos com

Picrorrhiza kurroa e Phyllanthus amarus, , e uma combinagéo de Picrorrhiza
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kurroa mais Phylfanthus amarus (1:1) e placebo por um periodo 3 meses. Os
resultados mostraram um acentuado declinio nas taxas de HBsAg no grupo
tratado com Picrorrhiza kurroa e Phyllanthus amarus, quando comparado com
outros grupos.

A espécie Picrorrhiza kurroa apresenta atividade hepatoprotetora
em protocolos experimentais utilizande etanol (RASTOGI et al, 1996),
regeneracéo hepatica (SRIVASTAVA ef af, 1996), tiocetamida (DWIVEDI et
al., 1991, DWIVEDI ef a/, 1993); paracetamol, etinilestradiol (SHUKLA et &/,
1991); D-galactosamina (DWIVEDI ef al, 1993, VISEN et al, 1993) ¢
tetracloreto de carbono (RAO et al,, 1893).

Em um estudo duplo-cego cruzado conduzide na Htalia por ZUIN et
al, (1987), em pacientes com doenca hepatica cronica induzida pelo aicool e
por drogas, uma preparagdo padronizada de Ginseng com TRACE
ELEMENTS e polivitaminas foram capazes de induzir a significante
alteragcfes em alguns indices de funcdo hepatica como os acidos séricos de
origem biliar, tempo de retencdc do BSP, porém néo sendo observados
alterac8es significantes a respeito dos niveis de transaminases e bilirrubina
nos grupos tratados igualmente com o exirato ou placebo.

A espécie Panax ginseng exibe atividade hepatoprotetora em

protocolos experimentais utilizando D-galactosamina, a-naftil isotiocianato,
tetracloreto de carbono (MATSUDA et al, 1891), D-galactosamina e

tetracioreto de carbono (HIKINO ef a/., 1985).
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5. OBJETIVOS

12y Analisar o perfil enzimatico da ALT e AST em ratos tratados com os EHEs
de S. paniculatum L., S. variabile M., S. nigrum L. e S. cernuum V.,

submetidos a protocolo de hepatopatia induzida pelo CCla.

2% Analisar o perfil das concentragbes sanguineas do pigmento tetrapirrélico
bilirrubina Xo total e direta em ratos fratados com os EHEs de S
paniculatum L., S. variabile M., 8. nigrum L. ¢ S. cernuum V., submetidos a

protocolo de hepatopatia induzida pelo CCla.

3% Analisar o perfil histopatologico (esteatose, necrose e tumefagéo turva)
em ratos tratados com os EHEs de S. paniculatum L., S. variabile M., &
nigrum L. e S cernuum V., submetidos a protocolo de hepatopatia induzida

pelo CCl,.

4% Validar preliminarmente, a partir dos resultados bioquimicos e
histopatologicos obtidos, a utilizagdo popular destas especies como agentes

Uteis no fratamento de doengas hepaticas.
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6. MATERIAL E METODO

6.1. ANIMAIS UTILIZADOS

= Para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram utilizados 78
ratos (Rattus norvergicus - albinus, Wistar), adultos jovens (30 dias), machos,
pesando entre 150 e 200 g, S.P.F., criados em condigbes padronizadas
desde ¢ nascimento pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP),

= Estes foram alocados para as dependéncias do biotério de experimentacéo
da Faculdade de OQdontologia de Piracicaba onde permaneceram uma
semana, para sua adequada adaptacdo, sendo tratados com racfo
balanceada comercial' (constituicdo - vide anexos), agua “ad libitum” e ciclo

claro-gscurc de 12 horas.

< Durante as 26 horas que antecederam ¢ sacrificio dos animais, estes
foram mantidos em jejum com agua “ad libifum”, tendo a via intragastrica

eleita para a administracdo dos extratos, veiculos e CCl,.

" NUVILAB CR - 1 AUTOCLAVAVEL - Rag#o para animais de laboratério -
CODIGO 6003
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6.1.1. GRUPO CONTROLE

= Os animais destes grupos receberam os respectivos veiculos da
hepatotoxina e dos extratos vegetais em volumes equivalentes aqueles dos

grupos tratados.

6.2. SELEGAO DAS ESPECIES VEGETAIS, COLETA,
IDENTIFICAGAO, MONTAGEM DAS EXSICATAS,
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO E OBTENGAO E PREPARO

DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICO EVAPORADOS.

6.2.1. SELEGAQ DAS ESPECIES VEGETAIS

w~ Para a selecéo das espécies vegetais foi utilizada a indicacéo da literatura
nacional e internacional existente a respeito de plantas com possivel
atividade hepatoprotetora, adotando-se o criterio sinofarmacdlogico e

guimiotaxondmico.
6.2.2. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

= As espeécies vegetais foram coletadas em regibes proximas a Braganca

Paulista onde medram espontaneamente. Uma vez obtidas, as plantas foram
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identificadas pele Prof. Dr. Fernando de Oliveira, Pesquisador e Titular da

Disciplina de Farmacotanica da Universidade S&o Francisco.

Solanum paniculatum L .. caule, flores e folhas. Periodo de coleta (08/98).

L

Solanum variabile Mart.: caule, flores e folhas. Periodo de coleta (06/96).

Solanum nigrum L. caule, flores e folhas. Periodo de coleta (11/986).

Solanum cernuum Vell.: caule, flores e folhas. Periodo de coleta (07/96).

6.2.3. MONTAGEM DAS EXSICATAS

8.2.3.1. Apds a coleta do material bot&nico foram confeccionadas as

exsicatas, de acordo com normas iécnicas padronizadas (OLIVEIRA &

AKISSUE, 1998), como segue:

< colheu-se as plantas frescas com todas as suas partes aéreas {caules,

flores e folhas);

& estas foram acondicionadas entre jomais e em seguida prensadas com

auxilio de suportes de madeira tendo sido amarrados firmemente;
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= colocou-se o5 suportes com as plantas em estufa de secagem e
esterilizacio’® para secagem fotal das mesmas em temperatura estavel de

40°C durante 24h;

¥ apds o pericdo de secagem, foram confeccionadas as exsicatas, sendo as

plantas fixadas em papel branco de cartoling,

< colocou-se uma etiqueta de identificac8o em cada uma das exsicatas,

onde constava o nome cientifico, origem, nome do coletor & a data,

= as exsicatas foram depositadas no Herbario Frei Velloso do Laboratorio
Centro Multidisciplinar de Pesquisa da Universidade S&o Francisco (VELL)
onde permanecem como material referéncia de estudo sob as seguintes

designacses:

Solanum panicufatum L.: VELL n° 74,

Solanum variabile Mart: VELL n° 77

»

o

Solanum nigrum L. VELL n® 08

]

Solanum cernuum Vell :VELL n® 653

6.2.4. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO DAS ESPECIES

SELECIONADAS

* Estufa de secagem e esterilizacéio - FANEM - Modelo 315 SE
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= As espécies selecionadas Solanum paniculatum L., Solanum variabile
Mart., Sofanum nigrum L. e Solanum cernuum Vell. tiveram o levantamento
bibliografico realizado utilizando-se o Biological Abstracts, Index Medicus e
Quimical Abstracts, desde 1980. Os principais artigos encontrados estdo

listados na bibliografia.

6.2.5. PREPARAGAQ DOS EXTRATOS

< Adotou-se o método de preparacio dos extratos, descrito no Processo "A"

da Farmacopéia Brasileira 1° e 2° edigbes para as espécies coletadas.

= O material botanico coletado foi transportado até as dependéncias do
Laboratério Centro Multidisciplinar de Pesqguisa da Universidade Séo

Francisco para seu processamento, obedecendo as segquintes etapas:

< separacfo e pesagem das partes aéreas das plantas frescas em balanca

digitat™

¥ as partes aéreas separadas foram divididas em pedagos de
aproximadamente 5 cm de comprimento e submetidos a secagem a

temperatura ambiente por 45 dias;

3 Balanca digital 500 g - MARTE - Modelo AS
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© pesagem das partes aéreas das plantas secas em balanga digital®,

= puiverizagdo da droga seca (caules, flores e folhas) em moinho de facas e
martelos” até a obtengdo de um pé semi-fino de acordo com especificagbes

da Farmacopéia Brasileira 1° e 29 edigdes;

= passagem do pd obtido em Tamis n® IV para pés-semifinos, originando

particulas de didmetro maximo de 0,28 mm;

2 maceracio prévia do p6é em solugdo hidroalcodlica 70%° por 24h;

oot perc:oiag:éJ posterior do material macerado utilizando-se como liquide
extrator uma solucdo hidroalcodlica a 70%, com gotgjamento continuo de 12
gotas por minuto, sendo este aferido® a cada hora, onde para cada kg de

planta utilizou-se oito litros da correspondente solugao;

2 apds as primeiras 12h de extrago, foi retirado em calice graduade® o
extrato forte que correspondeu a 85% da quantidade final do extrato bruto

gue estava sendo preparado;

Balanca digital 500 g - MARTE - Modelo AS

Moinho de facas e martelos para anélise - FOLIAR - Modelo MR-340
Etanol absoluto - MERCK - Artigo 21604

Percolador de aco inox capacidade de 2 | - UNIVERSAL - Modelo 304
Relogio contador de minute HERWEG

Calice graduado de 1000 mL - LABORGLAS®

Wty o~ @ R b
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» foi entdo, adicionado mais solugdo hidroalcodiica a 70% no percolador,

para a obtenc&o do extrato fraco;

» quantidade de extrato fraco obtida foi equivalente a 15% do extrato bruio
final. Para isso, o mesmo foi reduzido em rotavapor’ para a retirada do

excesso de alcool a 45°C, a 14 giros por minuto;

= 0 extrato forte (850 m) foi adicionado ao extrato fraco (150 mi.), resuitando
em um extrato bruto de propor¢ae 1.1 (1 kg de planta para 1 litro de extrato

fluido);

= uma aliguota padronizada de 150mL de cada extrato hidroalcodlico bruto
foi entdo evaporado por um periodo de 120h até a obtencdo de uma
substancia de consisténcia pastosa (extrato hidroalcodlico evaporado - EHE),

na proporgéo correspondente de:

L]

Solanum paniculatum L.: 150 mb originou 26,043 g de EHE;

L 4

Sofanum variabile Mart.. 150 mL originou 30,527 g de EHE;

Sofanum nigrum L.: 150 mi originou 35,87 g de EHE;

Solanum cernuum Vell :150 mL originou 27,51 ¢ de EHE.

< Apos os procedimentos descritos acima, os EHE foram ressuspensos em

solucdo de NaC! 0,9%', em concentragdio padronizada para todos os
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extratos de 300 mg.mL?, mantidos sob continua agitagao'? para
administragdo  intragastrica. Todos o0s extratos ressuspensos foram

preparados extemporaneamente.

6.3. IDENTIFICAGAQ DE ALCALOIDES (PROCESSO A) (COSTA,

19675

< Colocou-se 2 gramas de droga pulverizada em um béquer de 25 mi;

2 extraiu-se, a frio, com 15 mL de Acido sulfdrico™ diluido a 2%, deixando o

solvente por 15 minutos em caontato com a droga;

= filtrou-se a misiura em papel de filtro, recebendo o filtrado em um funil de

separagao,

© repetiu-se a extracdo duas vezes com 15 ml de acido sulfdrico diluido a

2%:

= colocou-se os extratos em funil de separacdo alcalinizando-se a solugao
com hidréxido de ambnio™ a 10%, extraiu-se os alcaléides livres com 15 mL

de cloroférmio'®, repetindo-se duas vezes esta etapa;

' Rotavapor - FISATOM - Modelo 802
" Cloreto de sédio cristalizado para anédlise - MERCK - Artigo 6404
2 pgitador magnético com aquecimento - ALPHALAB - Modelo AA 520
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= dividiu-se o extrato em duas porgdes, a primeira para a realizagdo da
reacdo de coloracdo e a segunda para as reagdes de precipitacdo, apds

evaporar-se esta ultima, retomando-se com 0,5 mb de acido sulfirico a 1%.

6.3.1. IDENTIFICAGAO ATRAVES DE REAGAO DE

COLORAGAO PARA ALCALOIDES

= EBEvaporou-se para a reacdo de coloragfo, 1,0 mL de solugho cloroférmica

anteriormente obfida, em placas de togue {porcelana);

= pingou-se a0 residuo 1 gota do reativo de MARQUIS (formaldeido-acido

sulfdrico);

2 observou-se o desenvolvimento de ¢or, a frio e a quente.

6.3.2. IDENTIFICAGAO ATRAVES DE REAGOES DE

PRECIPITACAO PARA ALCALOIDES

> Colocou-se um gota do extrato acido anteriormente obtido sobre trés

{amina microscopicas;

2 Acido sulfirico - SYNTH - Artigo 31190
% Hidréxido de ambnio - SYNTH - Artigo 31790
S Cloroformio - MERCK - Artigo 21508
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® adicinou-se uma gota dos reativo preparados, MAYER (cloro-iodo-
mercuriato de potassio), DRAGENDOFF (iodo-bismutato de potassio) e

BOURCHARDAT (triiodeto de potassio) em laminas distintas,

= uniu-se com auxilio de um bastdo de vidro de ponta as duas gotas de cada

lamina;

o observou-se, na zona de contato dos deois liquidos, a formacdo de

precipitado colorido.

6.4. IDENTIFICAGAO DE FLAVONOIDES (COSTA, 1967)

6.4.1. EXTRAGAO DOS FLAVONOIDES

= Pesou-se em balanga analitica, 2 gramas do p6 de droga,;

« colocou-se em um béquer e juntou-se 15 mb de etanol a 80%;

= agueceu-se em ebulicdo por 5 minutos;

& esfriou-se e filtrou-se através de papel de filtro, reservando a solugdo

obtida para as reacdes de identificagao.
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6.4.2. PROCESSOS GENERICOS DE IDENTIFICACAO DE

FLAVONOIDES

6.4.2.1. REAGCAO DE SHINODA:

© Adicionou-se em 2 mbL do filtrado, colocado em tubo de ensaio, 2

fragmentos de magnésio metalica’®;

< juntou-se ac conjunto 15 gotas de acide cloridrico concentrado,
observando depois de alguns minutos, 0 desenvolvimento de coloragao
variando de rosacea a vermelha se positivo para a presenca destas

substancias.

6.4.2.2. REAGAO COM CLORETO DE ALUMINIO

2 Depositando-se 5 gotas de extrato em duas regifes do papel de fiitro,

deixou-se secar,

= em uma das regides, colocou-se uma gota de solugcdo de cloreto de

aluminio’ a 5 % em etanol:

® Magnésio metdlico - RIEDEL-DE HAEN AG SEFLZER-HANNOVER -
Artigo 13110
' Cloreto de aluminio - MERCK - Artigo 801082
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w secando-se e expondo-se 3 luz ultra-violeta, procurou-se verificar o

comportamento das duas regides frente fluorescéncia da luz UV.

6.4.2.3. REAGAO COM CLORETO FERRICO

2 Adicionou-se a 3 mL do extrato, gotas de cloreto férrico’® a 4,5 %,
procurando-se verificar o desenvolvimento de cor que pode variar do verde,
amarelo castanha, violeta de acordo com © a presenga do composto

flavonoidico.

6.4.2.4. REAGAO COM HIDROXIDO DE SODIO

2 A 3 mlL do extrato, colocou-se algumas gotas de hidréxido de sédio™ a 5%
& procurpu-se observar o aparecimento de cor amarela, que varia de

intensidade.

6.4.2.5. REACAO COM CLORETO DE ANTIMONIO

2 Mediu-se 3 ml de extrato flavonoidico, evaporando-se até completa

secura,

% Cioreto férrico - MERCK - Artigo 3943
" Hidroxido de s6dio - MERCK - Artigo 6498
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= redissolveu-se em 5 mlL de telracloreto de carbono, juntando-se 1 mL de
solucéo de penta cloreto de antimbnio a 2%, procurando-se observar o
desenvolvimento de coloracdc amarela, indicativo da presenga de

flavondides.

6.4.2.6. REAGAO COM OXALO-BORICO

= Ao residuo do extrato, juntou-se 3 mL de solugéo de 4cido bérico®™ a 3% e

1 mL de solucéio de écido oxalico™ a 10%;

2 atritou-se e evaporou-se em banho-maria até a secura, prolongando-se 0

aquecimento por mais 5 minutos;

2 esfriou-se o residuo e juntou-se 10 mL de éter, e cobservou-se a solugdo
etérea em luz ultra-violeta, procurando-se visualizar fluorescéncia amarelo-

esverdiado.

6.5. IDENTIFICACAO DE SAPONINAS (COSTA, 1967)

6.5.1. PROCESSO FiSICO DE IDENTIICAGAO DE SAPONINAS

? Acido bérico - MERCK - Artigo 165
21 Acido oxalico - MERC - Artigo 495
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2 Ferveu-se cerca de 2 g da droga pulverizada com 15 mbL de agua durante

5 minutos;

= filtrou-se através de papel de filtro deixando-se esfriar;

= colocou-se 10 mbl do extrato em um tubo de ensaio, arrolhando-se e

agitando-se vigorosamente, no sentido vertical durante 5 segundos;

= deixou-se a solugdo em repouso, por 30 minutos procurou-se observar a

permanéncia de espuma abundante.

6.5.2. PROCESO QUIMICO DE IDENTIFICACAO DE

SAPONINAS

6.5.2.1. OBTENGAO DE SAPOGENINAS

2 A 90 mlL de extrato aquoso a 5%, adicionou-se 10 mL de &cido cloridrico
R?, deixando-se em refluxo por 1 hora. Esfriou-se 0 extrato e procurou-se
extrair as sapogeninas com cloroférmio. Com este extrato cloroférmico

realizou-se as reacdes de identificacio.

6.5.2.2. REAGOES SOBRE 0O RESIDUO

# Acido cloridrico - MERCK - Artigo 21603
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S Em cada reagdo de identificacdo evaporou-se cerca de 5 mbL do exirato

clorofdrmico;

< Reacéo de ROSSOL - com uma gota de acido sulftirico, desenvolve-se cor

vermelha ou violeta; se positivo para a presenca de saponinas,

< Reagéo de MITCHELL - com uma gota de acido sulfirico e vestigios de

nitrato de prata, dé a cor vermelha, se positivo para a presenca de saponinas;

= Reagdo de BRIESKORN & BRINER - com uma gota de acido
clorosuifbnico a 33% em acido acético glacial concentrado forma cor azul

arroxeada, se positivo para a presenca de saponinas,

= Reacéo de MOLLER - com duas gotas de mistura de cloreio de tionila e
cloreto de estanho IV (5:1), deve aparecer cor vermelha-arroxeada, se

positivo para a presenca de saponinas,

@ Reacdo de ROSENTHALEM - com duas gotas de solugdo a 1% de vanilina
am acido cloridrico concentrado, deve aparecer & quente, cor azul-arroxeada,

se positivo para a presenca de saponinas;
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w ReagBo com reativo sulfo-vanilico - com 2 golas de solugBo a 1% de
vanilinag em acido sulfurico concentrado, deve aparecer, apés, aquecimento,

uma cor violeta azulada, se positivo para a presenc¢a de saponinas;

= Reacado de LIEBERMANN - ressuspendeu-se em dcido acétice glacial, o
residuo da evaporagio do extrato clorofdrmico, junta-se 2 gotas do cloreto
férrico SR, colocando-se a mistura em um tubo de ensaio. Com cuidado,
verteu-se pela parede do tubo de ensaio, igual volume de acido sulfurico
concentrado. Na superficie de contato dos dois liguido procurou-se observar
o desenvolvimento de cor pardo-avermeihada, indicativo da presenga de

saponinas.

6.6. IDENTIFICAGAO DE TANINOS (COSTA, 1967)

6.6.1. EXTRAGAO DE TANINOS

2 Pesou-se 3 gramas de droga pulverizada, extraindo o tanino com 40 mL de

agua destilada fervente por 2 minutos,

= filtrou-se através de papel de filtro, procurando-se manter o p6 no fundo do
recipiente. Repetiu-se duas vezes esta exiracdo com 10 mb de agua

destilada;
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w fillrou-se as duas extragbes sobre o primeiro filtrado, reservando-se este

extrato para asa reagfes de identificacdo pertinentes.

6.6.2. REAGOES GERAIS DE TANINOS

6.6.2.1. REACAO COM CLORETO FERRICO

= A1 mL de solucdo extrativa, juntou-se 5 mb de dgua destilada e uma gota
de cloreto férrico™ 2%. Procurou-se observar a formagdo de precipitado ou
desenvolvimento de cores diversas - preta, verde ou azul, indicativos da

presenca desta substancia.

6.6.2.2. REACAO COM SOLUGAO AQUOSA DE ALCALOIDE

= A 1 mbL de solucdo extrativa, adicionou-se 5 gotas de &acido cloridrico
diluido e depois 2 gotas de sulfato de quinino monchidratade™, procurando-

se observar a formagdo de precipitado esbranquicado.

6.6.2.3. REAGAQ COM ACETATO NEUTRO DE CHUMBO

# Cloreto férrico - ECIBRA - Artigo 796
* gulfato de quinino monohidratado - ALDRICH - Catalogo 14.591-2




MATERIAL E METODO 125

2 A 1 miL de solugdo extrativa, adicionou-se 2 gotas de solug@o aquosa de
acetato neutro de chumbo®, procurando-se observar a formacdo de

precipitado castanho-avermethado volumoso e denso.

6.6.2.4. REAGAO COM SOLUGCAO AQUOSA DE ACETATO DE

COBRE

2 A 1 mL de solugdo extrativa, juntou-se 3 gotas de solucdo aquosa de
acetato de cobre® a 5 %, onde procurou-se observar a formagéo de

precipitado castanho-avermethado.

6.7. TECNICA DA HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA PELO

TETRACLORETO DE CARBONO (CCl,) (GILANI & JANBAZ, 1995)

6.7.4. POS-TRATAMENTO DOS RATOS COM MULTIPLAS

DOSES

S Em uma série de ensaios, o efeito curativo dos EHE foi estudado sob a
acdo do CCl, promovendo lesbes hepdticas. Para tanto as unidades
experimentais foram divididas aleatoriamente em 6 grupos para a espécie

Solanum paniculatum L {esquema 1 - anexos), € 4 Qrupos para as espécies

% Acetato neutre de chumbo - MERCK - Artigo 7375
¢ Acetato de cobre - MERCK - Artigo 2711
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Solanum variabile Mart., Solanum nigrum L. e Solanum cemumm Vell.
{esquema 2 - anexos), com 8 animais cada. As unidades experimentais dos
grupos do Solanum paniculatum L. receberam no tempo 0, respectivamente,
G1, G2 e G3 (bleo de oliva 3,75 mL.kg", intragastricamente - i.g.), G4, G5 e
G6 (CCli - 1.5 mL kg em dleo de oliva a 40% viv; i.g.). Ja para as demais
aspécies, 08 grupos receberam no tempo 0, G1 e G2 (dleo de oliva 3,75
mLkg', ig), G3 e G4 (CClL - 1.5 ml.kg' em 6leo de oliva a 40% viv; ig.).
Nos tempos 6, 12 e 18h, os grupos do Solanum paniculatum L. receceberam,
ig., G1 (veiculo do EHE, 3,0 mLkg"), G2 e G3 (EHE - 0,5 e 1,0gkg™
respectivamente), G4 (veiculo do EHE, 30 mLkg"), G5 e G6 (EHE -05 ¢
1,0 g.kg" respectivamente), sendo para as demais espécies, G1 (veiculo do
EHE, 3,0 mL.kg™"), G2 (EHE - 1,0g.kg™), G3 (veiculo do EHE, 3.0 mLkg™), G4
(EHE - 1,0 gkg"). O grupo G1 se constituiu para todas as espécies
estudadas no controle, recebendo o veiculo do CCly (dleo de oliva 3,75
mi.kg" de peso corporal, ig.) e posteriormente NaCl 0,9% (3,0 mL kg” de
peso corporal, i.g. - diluente dos extratos), de acordo com 0 esquema descrito
anteriormente. Todas administracdes foram realizadas por intermédio de
sonda intragastrica® apropriada. Decorridas 24h da administragéo do CCls ou
seu veiculo, os animais de todos os grupos foram superficiaimente

anestesiados com éter etilico® para a coleta de sangue e posterior sacrificio

*  Sonda intragastrica - POPPER - Modelo 7946 4 EA - Animal feeding -
NDLS-CVD 16x4” W 13 mm ball.
% Eter etilico para analise - CHEMCO - Cédigo 8664.
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para a retirada de espécimes hepaticos visando andlises bisguimicas o

histopatolbgicas respectivamente.

6.8. COLHEITA DE SANGUE PARA A DETERMINAGAO DAS

AMINOTRANFERASES, BILIRRUBINA TOTAL E DIRETA

& Apds previa e superficial anestesia em cuba de vidro com éter etilico,
procedeu~se a refirada do sangue por decapitacéo, recolhendo este em um
tubo de ensaio de 5 mL limpo e seco, sem anticoagulante, onde deixou-se o
sangue escorrer suavemente pelas paredes do tubo, até um valor minimo

estipulado de 3 ml de sangue total.

6.8.1. PREPARO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

= Para a obtencéo do soro, colocou-se o sangue retirado em tubos de ensaio
de 5 mb limpos e secos, sem anticoagulante, deixando-o coagular
gspontaneamente. Isto requereu cerca de 15 minutos, com o sangue mantido

& temperatura de 37°C em banho-maria™ .

= O coagulo formado que aderia as paredes do tubo era separado rogando-

se apenas uma vez com uma vareta de vidro em toda a profundidade da

% Banho maria - FANEM - Modelo 102
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amostra, pela periferia do tubo™. A seguir, centrifugou-se® a 2.500 rpm

durante 10 minutos.

= Deixou-se o coagulo refrair antes da centrifugagio, para se obter um
volume maior de soro assim como para evitar hemdlise, fenbmeno
indesejado, devido sua importante interferéncia nas dosagens bioguimicas. A

temperatura de 37°C favoreceu a obtencéo de um volume maior de soro.

= Uma vez centrifugado, com o coagulo sedimentado, ¢ soro era separado
através de urna micropipeta”™ para tubos de ensaio de 5 miL limpos e secos,

etiguetados com o cddigo da respectiva amostra.

6.9. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DAS

AMINOTRANSFERASES NO SORO (REITMAN & FRANKEL, 1957)

6.9.1. PRINCIPIO

o As aminotransferases s&o enzimas derivadas da piridoxina (vitamina Bs),
responsaveis pela transferéncia de radicais amino para alfa-cetoglutarato na

sintese de aminoacidos ndo essenciais.

* Tubo de ensaio - PYREX® - n® 8800
* porta-centrifuge - TOMY SEIKO - Model 1C-15AN
% Micropipette 100-1000uL - SOCOREX - Category n° 822.1000
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W A aspartato aminotransferase {AST) catalisa a transferéncia do grupo
amina do acido aspartico para o acido alfa-cetoglutarico, formando &cido

oxaloacético e acido glutamico.

l-aspartato + o-cetoglutarato

Glutamato + Oxalacetato

= O produto formado, acido oxaloacético pela acéo da aspartaio
aminotransferase, vai se combinar com a 2-4 dinitrofenithidrazina para formar
2-4 dinitrofenithidrazona, onde a concentragdo de 2-4 dinitrofenithidrazona
formada sera diretamente proporcional a intensidade de cor marrom
detectada em solugéo aicalina, sendo folocolorimetricamente medida, com

absorgdo maxima ocorrendo em comprimentos de onda a 505 nm.

< Uma unidade de aspartato aminotransferase corresponde a quantidade de
atividade enzimatica em 1 mL de soro que faz baixar a absorbancia 0,001 em
1 minuto, nas condicbes padronizadas (temperatura, pH o&timos e

concentracio do substrato).

< A alanina aminotransferase (ALT) catalisa a transferéncia do grupo amino
da alanina para o acido alfa-cetoglutarico. Formando acido glutadmico e acido

pIFGvico:

l-alanina + g-cetoglutarato

Glutamato + Piruvato
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= O produto formado, acido pirdvico pela agdo da alanina aminotransferase,
vai combinar com a 2-4 dinitrofenilhidrazina para formar a 2-4
dinitrofenilhidrazona, onde a concentracdo da 2-4 dinitrofenilhidrazona
detectada sera diretamente proporcional a intensidade de cor formada em
solugdo alcalina, sendo fotocolorimetricamente medida, com absorgdo

maxima de leitura ocorrendo em comprimento de onda a 505 nm.

< Uma unidade de alanina aminotransferase correponde & guantidade de
atividade enzimatica em 1 ml de soro que faz baixar a absorbancia 0,001 em
1 minuto, em condicbes padronizadas (temperatura, pH otimos e

concentracdo do substrato).

6.9.2. TECNICA PARA O DOSEAMENTO DA ASPARTATO-
AMINOTRANSFERASE E ALANINA-AMINOTRANSFERASE A
PARTIR DE AMOSTRAS DE SORQO DAS UNIDADES

EXPERIMENTAIS

< Rotulou-se os tubos de ensaio de 5 ml limpos e secos com “AST” para a

aspartato-aminotransferase e “ALT” para alanina-aminotransferase;

= pipetou-se 0,5 mL de substrato AST™ e 0,5 ml de substrato ALT>;

*® Reagente de n° 1 - Transaminase - LABTEST - Categoria n° 22
* Reagente de n° 2 - Transaminase - LABTEST - Categoria n® 22
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= aguecsu-se 0s tubos em banho-maria & 37°C por exatamente dois

minutos™:

2 pipetou-se® 0,2 mL de cada amostra de soro nos tubos previamente
identificados contendo o substrato AST e 0,1 mL de cada amosira de sorp

nos tubos previamente identificados contendo o substrato ALT,;

@ incubou-se todos os tubos com seus respectivos contetidos a 37°C em

banho-maria por exatos 20 minutos;

< apés, pipetou-se 0,5 mL de reagente de cor 2-4 dinitrofenithidrazina™ a

cada tubo homogenizando-se bem com agitador™;

< deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos;

o pipetou-se™ 5,0 mL da solugéo de hidréxido de sédio™ a 0,4N a cada tubo,

homogenizando-se novamente bem com um agitador;

2 deixou-se as amostras em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos;

* Crondmetro digital - STOPWATCH - Modelo sports

* Micropipette 20-200 uL - SOCOREX -Category n°® 822.0200
Reagente de n® 3 - Transaminase - LABTEST - Categoria n® 22
* Agitador de tubos PHOENIX - Modela AP 56

Pipeta de vidro de 5 mL in 1/10 - VIDROLABOR®

Reagente de n* 4 - Transaminase - LABTEST - Categoria n°® 22

& 8
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S efetucu-se ag lpituras copastrofotométricas’ em comprimento de onda de

505 nm;

< 0s valores de leitura em transmitancia, foram convertidos em unidades
internacionais por mililitro apés o uso da curva de calibragdo em papel mono-

log™:;

= guando os resultados obtidos da amostra de soro foram maiores que 180
unidades para a AST e 140 unidades para a ALT, diluiu-se a amostra de soro
com agua destilada e solugdo de NaCl a 150 mmol L™ respectivamente,
procedendo a nova determinacéo, multiplicando-se o resuitado obtido pelo
fator de diluig8o. Para maior exatidao a diluigdo do scro n&o foi maior que ©
necessario a fim de que o valor desejado com o soro diluido ficasse entre 50

e 150 unidades para a AST ¢ 40 a 120 unidades para a ALT.

6.9.3 PREPARO DA CURVA DE CALIBRAGAO DA ASTE ALT

= Do ponto de vista colorimétrico, como a velocidade da reacéo intermediada
por estas enzimas ndo é proporcional as suas atividades enzimaticas, torma-
se impossivel a utilizago do método de fator colorimétrico, sendo necessario

a preparacio de uma curva de calibragéo.

* Espectrofotbmetro Colorimétrico - BECKMAN - Modelo DU 85 - Memory
Pac™ Module/Soft Pac™ Module




MATERIAL E METODO 133

= A curva de calibragéo foi obtida através dos seguintes procedimentos:

O identificou-se 5 tubos™ limpos e secos de 10 mL com ndmeros de *1" & “5™

< pipetou-se ps reagentes padrao piruvato®, substrato AST, substrato ALT e

reagente de cor de acordo com tabela abaixo:

REAGENTES TUBOS
611 ” |52'.'} 33” §I4w “5”
PADRAD - 0,1 0,2 0,3 0.4
PIRUVATO
SUBSTRATO 1,0 09 0,8 0,7 06
ALT/AST
H.O 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DESTILADA
REAGENTEDE 10 1,0 1.0 1,0 1.0
COR

<~ homogenizou-se bem os conteudos dos respectivos tubos com auxilio de
agitador, descansando posteriormente 0s mesmos por exatos 20 minutos a

ternperatura ambiente;

“ papel mono-log, formato A4 210 x 297 mm - Divisdo 153x270 mm -
PROBUS

* Tubos de ensaio - Pyrex®- n® 9800

* Reagente de n® 5 - Transaminase - LABTEST - Categoria n® 22
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D pipetou-se® 10 mi de hidroxide de sédioc 04N a cada tubo,
homogenizando-se bem com agitador deixando-se em repouso por 5 minutos

# temperatura ambiente;

< efetuou-se as leituras espectrofotométricas comprimento de onda de 505
nm, Tragando-se duas curvas distintas de calibracdo, uma para a aspartato-
aminotransferase e outra para a alanina-aminotransferase, correlacionado-se
as transmiténcias em papel monolog, com as concentragbes das respectivas

enzimas, de acordo com a tabela abaixo:

ENZIMAS TUBCS
2] 1 ”» "2” [1] 38 ﬂ4ﬂ “5”
ALT (U.mL™h Z8ero 28 57 a7 150
AST (U.mL™ zero 24 61 114 190

2 Uma unidade correspondeu a formacdo de material cromogénico
equivalente & um micrograma de piruvato nas condicbes do teste. As
unidades obtidas corresponderam &s unidades espectrofotométricas
convencionais (Karmen) e foram adequadamente convertidas em unidades

rternacionais (micmmoies.minuto") através da multiplicagéo pelo fator 0,482

6.10. DETERMINAGAO DE BILIRRUBINA TOTAL E DIRETA NO

SORO (SIMS & HORN, 1958)

* Pipeta de vidro de 10 mi in 1/10 - PYREX® - n° 7085
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£.10.1. PRINCIPIO

= A bilirrubina {Xo é dosada por diazotizacdo e formacéo de azobilirrubina
vermelha com espectrometria de absorcdo méaxima em 525 nm. A bilirrubina
direta é dosada em meio aquoso, enguanto que a total é determinada por
acdo de potente solubllizador de acdo catalizadora (benzoato de cafeina

tamponado).

6.10.2. TECNICA PARA A DETERMINAGAC DE BILIRRUBINA
TOTAL E DIRETA A PARTIR DE AMOSTRAS DE SORO DAS

UNIDADES EXPERIMENTAIS

o Utilizou-se a tecnica micro de determinagéo de bilirrubina total e direfa.

< Rotulou-se 3 tubos de ensaio de 5ml limpos e secos, sendo que o primeiro
foi denominado "BRANCO’, o segundo “BILIRRUBINA DIRETA’; e o terceiro
“BILIRRUBINA TOTAL”;

= aos tubos de N° 1 & n° 2 pipetou-se 1,8 mL de agua destilada;

2 zo tubo de n° 3, pipetou-se 1,8 mL do acelerador®;

“ Reagente de n° 1 - Bilirrubina - LABTEST - Categoria n°® 31
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S a0 tubo de n¢ 1 adicionou-se o reagente sulfanilica”, pipetando-se 0,15

ml.;

= aos tubos de n° 2 e 3 adicionou-se o diazo reagente pipetando-se 0,15
ml. Este reagente foi preparado incorporando-se 1 gota de nitrito de sédio®
a 1,5 mL de reagente suifanilico em um tubo de ensaio seco e limpo de 5 mi,,
misturando-se adequadamente com auxilic de um agitador, sendo utilizado

extemporaneamente no dia da determinacéo;

= finalmente trés tubos adicionou-se a amostra de soro, pipetando-se a
aliquota de 0,05 mL, misturando-se com auxilio de um agitador. Deixou-se em

repouso a temperatura ambiente durante 5 minutos;

> determinou-se as absorbancias da bilirrubina 1Xa total em 525 nm
acertando o zero com o branco. Os resultados foram obtidos em mg.100mL™

para a bilirrubina total utilizando-se o fator de calibrago micro™,

6.10.3. OBTENGAO DO FATOR DE CALIBRAGAO PARA A
TECNICA MICRO DE DETERMINAGAO DE BILIRRUBINA

TOTAL E DIRETA

¥ Reagente de n° 2 - Bilirrubina - LABTEST - Categoria n° 31
“ Reagente de n° 3 - Bilirrubina - LABTEST - Categoria n° 31
# Bilirrubina Calibragdo - LABTEST - Categoria n® 32
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2 Rotulou-se quatro tubos de ensaio limpos ¢ secos, sendo o primeiro

denominado "BRANCO” e os rés restantes denominados tubos “PADRAQ”:

< nos quatro tubos, pipetou-se 1,8 mL do acelerador:

= no tubo de ensaio de n® 1 ("BRANCQ"), adicionou-se o reagente sulfanilico

pipetando-se 0,15 mL , misturando-se bem com auxilio de um agitador;

> aos tubos de n° 2, 3 e 4 (“PADRAQ") adicionou-se o diazo reagente,
pipetando-se 0,15 mL. Este reagente foi preparado incorporando-se 1 gota de
nitrito de sédio a 1,5 mL de reagente sulfanilico em um tubo de ensaic seco
e limpo de & mil, misturando-se adequadamente com auxilio de um agitador,

sendo utilizado extemporaéneamente no dia da determinacéo;

< finalmente adicionou-se aos gualro tubos de ensaio o padrdo de
bilirrubina, pipetando-se 0,05mL, misturando-se bem com o auxilio de um

agitador e deixando-se em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos.

@ Q reagente padréo de bilirrubina fol preparado, tranferindo-se o conteudo
da ampola {diluente) para um tubo de ensaic [impo & seco, onde pipetou-se
3,0 mi. deste e adicionou-se ao frasco de padr&o de bilirrubina, misturando-
se homogeneamente com o auxilio de um agitador. Deixou-se em repouso a

temperatura ambiente por 5 minutos agitando-se novamente para posterior
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utilizaglo. Durante a preparacdo ¢ ulilizagéo do reagente padrio, coriservou-
se o frasco contendo bilirrubina protegido da luz. A concentracéo final do

padréo foi igual a 10mg.100mL™,;

2 As absorbancias dos padrdes foram determinadas em comprimento de
onda de 405 nm acertando o zero com branco, sendo dosados em friplicata,
para a obtencdo de um fator adequado, utilizando-se a média das

absorbancias para o calculo do fator de calibracéo,

< calculou-se o fator de calibrag8o de acordo com as formulas abaixo:

10

Fator de Calibracéo =

Absorbancia padrao (media)

Concentracéo do teste (mg.100mL™") = Absorbancia do teste x Fator

2 As reagbes foram lineares até 45 mg. 100mL”". Nas amostras onde valores
maiores eram obtidos, usou-se volumes menocres de soro, aumentando-se
proporcionalmente somente os volumes de agua e acelerador. Os volumes do
reagente sulfanilico e diazo permaneceram o mesmo. Para isto, utifizou-se
0,04 mL de soro para 1,81 ml. de agua destilada ¢ 1,81 mL de acelerador.

Apoés multiplicou-se o resultado por 1,5.
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6.11. CALCULO DA ATIVIDADE HEPATOPROTETORA (Anand et
al., 1992}

< A atividade hepatoprotetora foi calculada e expressa em porcentagem de
protecao (X), para todos 0s parametros bioquimicos, de acordo com a férmula

abaixo:

T : EHE da planta + CCl,
C . somente o CCl,
¥ : somente o veiculo utilizado para o CCl,

6.12. PROCEDIMENTOS TECNICOS PARA CONFECGCAO DE
PREPARADOS HISTOLOGICOS A PARTIR DE ESPECIMES

HEPATICOS

= Os animais mortos foram tricotomizados na regido abdominal, e a regido
desinfetada com gaze estéril™ umidecida com PVPI” com seu teor de iodo a
10%. Uma vez preparado o animal, foi realizada a extrusdo dos 1dbulos

hepaticos, apds inciséo ventral mediana de 3 a 4 cm, a partir da apdfise

% Compressa de gaze hidréfila - CREMER - Modelo iris
" polivinil-pirralidone lodine - Povidine topico - Darrow L aboratérios S.A.
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xiféide do esterno, efetuando-se através da compressaio da regido abdominal,
a extrusdo dos [Obulos hepaticos, sendo o lobo esquerdo principal
seccionado e fixado em formol™ a 10% viv. Os fragmentos foram incluidos em
parafina e secgdes de 5 micra de espessura foram corados com hematoxilina

& eosina.

6.12.1. MICROSCOPIA

2 As laminas montadas foram observadas em microscépio Optico, onde

foram fotografadas™.

6.13. CRITERIOS PARA AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
(FIGUEIREDOQ et a/., 1992)

= Qs critérios para avaliagdo histopatologica foram:. esteatose, necrose e
tumefacdo turva do hepatéeito, segundc a seguinte graduago, através de
lsitura microscopica semi-quantitativa:

0 = ausente

+ =leve

++ = moderada
+44 = jntensa

% Formaldeido para andlise - RESEARCH BECTO CHEMICAL
% Fatomicroscopio - NIKON - Modelo Alphaphot - 2, YSZ
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6.14. ANALISE ESTATISTICA

> Previamente & realizagfo da parle experimental, consuliou-se o
Gerenciador Estatistico Jandel Sigma Stat 2.0°* | que revelou o método de
One Way ANOVA como ¢ mais adequado para 0 tratamento estatistico deste
estudo. Posteriormente os resultados obtidos (valores bioquimicos) foram
submetidos 4 analise de variancia, com auxilic de outro programa de

computador (JUMP®™,

* programa Sigma Stat 2.0% - Licenga n° B05907 - for WINDOWS® v. 3.1.4.
% Programa JUMP?® - Licenga n® 40-2301 - for WINDOWS v. 3.1.4,
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Figura 1 - Efeilo do pds-tratamento intragéastrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Sofanum paniculatum L. 6, 12 e 18 h apos
a indugéo de lesbes hepaticas pelo CCly, i.g, nos niveis séricos de alanina
aminotransferase em ratos.

ALT - Ul

NaCl0,9% EHD(0S5) EHD(1,0) ccl, cel, CCl,
EHD(OS)  EHD(10)

Tabela 1 - Efeito do pds-tratamento infragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
panicufatum L. 6, 12 e 18 h apds a inducio de lesbes hepaticas pelo CCly, i.g,,
nos niveis séricos de alanina aminotransferase® (ALT) em ratos e no célculo
da atividade hepatoprotetora.

TRATAMENTO DOSE n° ALT ATIVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle (veicuio) 3,0° 8 19,13+1,26% -
Controle (EHE) 0,5° 6 19,82+40,54% -
Controle (EHE) 1,0° 6 21,48+0,84% -
CCly 1,5° 8 367+12,01 -
CCl+EHE 0,5° 8 289,53+57,35 224
CCl+EHE 1,0° 8 446 31+156,44 22,7

®0s valores estdo representados por sua media + E.P.M. para cada grupo,
®mL kg™ de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg™ de peso corporal (EHES).

ImL.kg” em Glec de ofiva a 40%, viv.

*Nimero de amostras experimentais analisadas.

fUnidade internacional (Uf) = 1 pmol de piruvato.mL . min™,

Difere do controle CCla.

Pop,

"ANOVA Fizg = 6,886 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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Figura 2 - Efeito do pos-tratamento intragastrico {(i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Solanum paniculatum L, 6, 12 & 18 h ap6s

a inducéo de lesdes hepaticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase em ratos.

800

= 500 -
1
F_

2 400 -

200 -

* * *
NaCl0,8% EHE(S5) EHE(1.0) Gel, cel, CCl,

EHE(05) EHE(1,0)

Tabela 2 - Efeito do pds-fratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
panicufatum .. 6, 12 & 18 h apds a inducdo de lesdes hepaticas pelo CCls i.g.,
nos niveis séricos de aspartato aminotransferase® (AST) em ratos e no céalculo
da atividade hepatoprotetora.

TRATAMENTO DOSE n* AST' ATMIDARE
HEPATOPROTETORA
Controle (veiculo) 3,0° 8 46,75:+0,96% -
Controle (EHE) 0,5° 8 43,2821 12% -
Controle (EHE) 1,0° 6 45,05+1,03% -
CCls 1,5¢ 8 704,5+35,36 -
CClg+EHE 0,5° 8 661,35+64,68 6,56
CCI+EHE 1.0° 8 758,54+145 .79 8,22

*Os valores estio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
Smi..kg "’ de peso corporal (NaCl 0,9%).

“g.kg™ de peso corporal (EHESs).

“mL.kg " em 6leo de oliva a 40%, viv.

*Niimero de amostras experimentais analisadas,

Y nidade intemacionat (UD = 1 umol de piruvato.mL . min™.

“Difere do controle CCly.

s

*ANOVA Fis 20 = 24,57 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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Figura 3 - Efeito do pds-tratamento intragéstrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Solanum panicutatum L. 6, 12 e 18 h apos

a indugao de lesdes hepéticas pelo CCl,, i.g., nos niveis séricos de bilirrubina
total em ratos.

*
By *

2 S

LT

BHLIRRUBINA TOTAL
semol L

LI -

CCl, Cel,

EHE (0,5)  EHE (1,0)
Tabela 3 - Efeito do pds-tratamento infragastrico {i.g.) com o EHE de Sofanum
paniculatum L. 6, 12 8 18 h apds a indugdo de lesdes hepaticas pelo CCly, i.g,
nos niveis séricos de bilirrubina total® (BILTOT) em ratos e no célculo da
atividade hepatoprotetora.

NaCl0,9%  EHE(D,5)  EHE(1,0) co),

TRATAMENTO DOSE n BILTOT ATIVIDADE.

HEPATOPROTETORAh
Controle {veiculo) 3,0° 8 5 19+0,47% -
Controle (EHE) 0,5° 6 5,27+0,33% -
Controle (EHE) 1,0° 6 5,540 52% -
CCly 1,59 8 10,24+0,81 -
CClL+ERE 0,5° 8 23,27+1,3% -258
CClAEHE 1,0° 8 21,0411 865%™ 213

®0s valores estiio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
PmLkg" de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg”! de peso corporal (EHEs).

ImL kg em dleo de oliva a 40%, viv.

*Nimero de amostras experimentals analisadas.

f;,za mokit,

IDifere do controle CCly.

Pog.

*ANOVA Fs s = 55,08 p<0,0001. Teste de Dunneif p<0,05.
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Fjsgura 4 - Efeito do pés-tratemento intragéstrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Solanum panicufatum L. 8, 12 e 18 h apss

a indugéo de lesbes hepaticas pelo CCly, .g., nos niveis séricos de bilirrubina
direta em ratos.

BILIRRUBINA DIRETA
gmoi Lt

EHE(1.0) CCl, CeCl, CCl,

EHE(0,5)  EHE(1,0)
Tabela 4 - Efeito do pds-tratamento intragastrico {i.g.) com o EHE de Sofanum
paniculatum L. 8, 12 e 18 h apés a indugdo de lesdes hepaticas pelo CCly, i.g.,
nos niveis séricos de bilirrubina direta® (BILDIR) em ratos e no calculo da
atividade hepatoprotetora.

NaCl0.9%  EHE(0,5)

TRATAMENTO DOSE n’ BILDIR' ATIVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle (velculo) 3,0° 6 1,57+0,54 -
Controle (EHE) 0,5° 6 1,31+0,26 -
Controle (EHE) 1,0° 6 1,58+0,29 -
CCly 1,5° 8 2 56+0,47 -
CCl+EHE 0,5° 8 3,37+0,34% -81,81
CClL+EHE 1.0° 8 3,45+0 45 % -101,01

s valores estdo representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
®mi.kg” de peso corporal (NaCl 0,9%).

“g.kg” de peso comporal (EHES).

“mikg" em bleo de oliva a 40%, viv.

*Numero de amostras experimentais analisadas.

LomolL ™,

“Difere do controle CCla.

"%,

*ANOVA Fisag = 7,244 p<ﬁ,0001 . Teste de Dunnett p*’-!},QS.
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Figura 5 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (i.g.) com o exrato bruto
hidroalcodiico evaporade (EHE) de Solanum variabile M. 8, 12 e 18 h apds a
inducio de lesdes hepéticas pelo CCl, ig., nos niveis séricos de alanina
aminotransferase em rafos.

£ 3

400

— 300 .
-
1

= 200
<

100 o

#* &
NaCl 0,9% EHE(1,0) cel, CCL, + BHE (1,0)

Tabela 5 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (i.g.) com ¢ EHE de Solanum
variabile M. L. 6, 12 e 18 h ap6s a indugdo de lesdes hepéticas pelo CCl,, i.g., nos
niveis séricos de alanina aminotransferase® (ALT) em ratos e no célculo da
atividade hepatoprotetora.

TRATAMENTO DOSE n® ALT ATIVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle (veiculo) 30° 8 19,13+1,26% _
Controle (FHE) 1,0° 6 21,85+0,6% .
CCla 1,5° 8 367+12,01 -
CCl+EHE 1.0° 7 462 14+31,3% -27 35

*0s valores estio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
®raL.kg” de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg’ de peso corporal (EMES).

Ymi kg™ em oleo de oliva a 40%, viv.

“Nimero de amostras experimentais analisadas.

'Unidade internacional (Ul) = 1 umol de piruvato.mL ™ .min™.

Inifere do controle CCly.

fag,

*ANOVA Fi3 05 = 192,79 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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Figura 6 - Efeito do pos-tratamento intragdstrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroaicodlico evaporado (EHE) de Solanum variabile M. 6, 12 & 18 h apés &
indugdo de lesbes hepaticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase em ratos.

800
800 |
-
L 400
foe
N
< 200
] £
o | o m 3 m 5
NaCl 0.9% EHE(1,0) Gel, CCl, + EHE (1,0)

Tabela 6 - Efeifo do pés-tratamento intragéstrico (i.g.) com o EHE de Solanum
variabile M. 6, 12 e 18 h apods a inducéo de lesdes hepaticas pelo CCly, i.g., nos
niveis séricos de aspartato aminotransferase’ (AST) em ratos e no célculo da
atividade hepatoprotetora,

TRATAMENTO DOSE n’ AST ATIVIDADE
HEPATOPROQTETORA
Controle (veiculo) 3.0 8 48 75+0,96% -
Controle (EHE) 1,0° 6 48, 5+0 629 -
CCl, 1,5° 8 704,5+35,36 -
CClrEHE 1,0° 7 749,43+25,01 5,83

*0Os valores estio representados por sua média = E.P.M. para cada grupo.
®mikg” de peso corporal (NaCl 0,8%).

“g.kg" de peso corporal (EHES),

“miLkg" em bleo de oliva a 40%, viv.

*Nimero de amostras experimentais analisadas.

Unidade internacional (LY = 1 umol de piruvato.mL"*.min".

“Difere do controle CCl..

Pug,

*ANOVA Fe a5 = 288,48 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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Figura 7 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Solanum variabile M. 8, 12 ¢ 18 h apds a

inducao de lesbes hepéticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de bilirrubina total
em ratos.

L TP R T T
P i
A IR I |

aumol. Lt

BILIRRUBINA TOTAL

O o= RO b o
4

NaC! 0.9% EHE(1,0) ccl, CCl, + EHE (1,0)

Tabela 7 - Efeito do pds-ratamento infragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
variabile M. 6, 12 @ 18 h apds a indugéo de lesbes hepaticas pelo CCly, i.g., nos
niveis séricos de bilirrubina total® (BILTOT) em ratos e no célculo da atividade
hepatoprotetora,

TRATAMENTO DOSE n® - BILTOT ATIVIDADRE
HERPATOGPROTETORA
Controle (veiculo) 3.0° 6 5,190, 475+ -
Controle (EHE) 1,0° 6 6,03+ 84%* -
CCly 1,5° 8 10,2440 81 -
CClL+EHE 1,0° 8 12,98+1 61 542

30s valores estdio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
°mi kg de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg’ de peso corporal (EHES).

“ml kg em éleo de oliva a 40%, v/v.

“Numero de amostras experimentais analisadas.

Lumot L

IDifere do controle CCl.

Pog,,

*ANOVA Fiz04 = 10,53 p<0,0001. Teste de Dunnet p<0,05.
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F_igura 8 - Efeito do pds-tratamento intragdstrico (i.g.) com o extrato bruto
ifndma;icoéiico evaparado (EHE) de Solanum variabile M. 8, 12 e 18 h ap6s a
inducao de lesbes hepélicas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de bilirrubina direta
en ratos.

BULIRRUBINA DIRETA
pmot Lt

NaCi 0.9% EHE(.G} CCly CCi, + EHE (1,0}

Tabela 8 - Efeito do pds-tratamento intragastrico {i.g.) com o EHE de Solanum
variabile M. 6, 12 e 18 h apds a indugio de lesdes hepaticas pelo CCly, i.g., nos
niveis séricos de bilirrubina direta”® (BILDIR) em ratos.

TRATAMENTO DOSE ne BILDIR ATIVIDADE
HEPATOPROTETORAY
Controle (veiculo) 3,0° 8 1,5740,54 -
Controle (EHE) 1.0° & 2,23+0,59 -
CCl, 1,5 8 2 56+0,47 -
CCl+EHE 1,0° 8 3,51:0,78 -95.9

#0s valores estBo representados por sua média £ E.P M. para cada grupo.
PmLkg" de peso corporal (NaCl 0,9%).

“g.kg" de peso corporal (EHES).

“mi. kg em dleo de oliva 3 40%, Vv,

*Nimero de amostras experimentais anafisadas.

fumol.L .

g
%.
“ANOVA Fi324 = 2,699 p<0,0682.
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Figura 9 - Efeito do pés-tratamento intragéstrico (i.g) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Solanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apés a indugso

de lesBes hepaticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de alanina aminotransferase
em ratos.
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Tabela 9 - Efeito do pds-tratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
pigrum L. 6, 12 & 18 h apds a indug@o de lesbes hepaticas pelo CCl, i.g., nos
niveis séricos de alanina aminofransferase® (ALT) em ratos e no célculo da
atividade hepatoprotetora.

TRATAMENTO DOSE n® ALT ATIVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle {veiculo) 30" 8 19,13+1,26% -
Controle (EHE) 1,0° 3 230 529 -
CCly 1,6 8 367+12,02 -
CCL+EHE 1.0° 8 361+24,43 1,72

%05 valores estdo representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
ml.kg" de peso corporal (NaCl 0,9%).

“q.kg" de peso corporal (EHES).

“mi_kg” em Sleo de oliva a 40%, Viv.

*Numero de amostras experimentais analisadas.

fUnidade internacional (U1) = 1 wmol de piruvato.mL " min™".

®Difere do controle CCla.

Moy,

*ANOVA Fis05 = 183,23 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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Figura 10 - Efeito do pds-tratamento intragastrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroaicodlico evaporado (EHE) de Sofanum nigrum L. 6, 12 e 18 h apds a inducéo

de lesbes hepdticas pelo CCl, ig., nos niveis séricos de aspartato
aminofransferase em ratos.

AST - Ul

NaCi0,9% EHE(1,0) CCly CCl, + EHE (1,0}

Tabela 10 ~ Efeito do pds-tratamento intragastrico {i.g.) com o EHE de Solanum
nigrum L. 6, 12 e 18 h apds a inducdo de lesbes hepaticas pelo CCly, 1.9, nos
niveis séricos de aspartato ammotransferasa (AST) em ratos e no calculo da
atividade hepatoprotetora,

TRATAMENTO DOSE n® AST ATIVIDADE
HEPATORPROTETORA
Contrale (veiculo) 3,0° 8 46,75+0,96% )
Controle (EHE) 1,0° 6 43 28+0 63 -
CCls 1,59 8 704 5+35,36 -
CCle+EHE 1,0° 8 634,38+17,91 10,66

*0Os valores estio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
"mLkg" de peso corporal (NaCl 0,9%).

“g.kg” de peso corporat (EHES).

“ml.kg" em 6leo de oliva a 40%, viv.

*Namero de amostras experimentais analisadas.

‘Unidade internacional (Uf) = 1 umol de piruvato.mL " min,

Inifere do controle CCL.

Pog,

*ANOVA Fps 25 = 288,21 p<0,0001. Teste de Dunneft p<0,05.
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Figura 1? - Efeito do pés-tratamento intragéstrico (i.g.) com o exirato bruto
htdroaf‘ccoirco eyapcrado (EHE) de Solanum nigrum L. 8, 12 e 18 h ap6s a indugo
de lesbes hepéticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de bilirrubina total em ratos.

BILIRRUBINA TOTAL
wimel. L1

NaCl0,9% EHE({1,0) Gy CCl, + EHE (1,0

Tabela 11 - Efeito do pds-tratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
nigrum L. 6, 12 e 18 h ap6s a indugéo de lesbes hepaticas pelo CCl,, i.g., nos
niveis séricos de bilirrubina total® (BILTOT) em ratos e no célculo da atividade
hepatoprotetora.

TRATAMENTO DOSE n® BILTOQT ATIVIDADE §
HEPATOPRCTETORA
Controle (veiculo) 3,0° 6 5,19+0,47* )
Controle (EHE) 1,0° 8 561+1 87% .
CCl 1,6° 8 10,240,81 .
CCI+EHE 1.0° 8 22,60+1,35% -293,34

*Os valores estio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
®mi kg de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg” de peso corporal (EHES).

“mi kg™ em 6leo de ofiva a 40%, viv.

*Nimero de amostras experimentais analisadas.

fumai.i.‘1,

“Difere do controle SCL.

P,

*ANOVA Fis 4 = 67,70 p<0,0001. Teste de Dunnett p<0,05.
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E’{igura 1? - Efeito do pbs-tratamento intragastrico (i.g) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Sofanum nigrum L. 6, 12 & 18 h apds a indugio

de lesbes hepdticas pelo CCly, i.g., nos niveis séricos de bilirrubina direta em
ratos.
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Tabela 12 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
nigrum L. 8, 12 e 18 h apds a indugdo de lesGes hepdticas pelo CCly, i.g., nos
niveis séricos de bilirrubina direta® (BILDIR) em ratos.

TRATAMENTO DQSE n® BILDIR ATIVIDADE
HEPATOPROTETORA®
Controle (veiculo) 3,0° 6 1,57+0,54 -
Controle (EHE) 1,0° & 1,18+0,39 -
CCl 1,5° 8 2,56+0,47 -
CClstEHE 1.0° 8 3,1710,43 ~60

*0Os valores estdo representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
"mL kg™ de peso corporal (NaCl 0,9%).

a.kg ™! de peso corporal (EHES).

“mikg em dleo de oliva a 40%, viv.

*Niimero de amostras experimentais analisadas.

fumol L.

9ot

*ANOVA Fi324 = 6,048 p<0,0032,



RESULTADOS - BIOQUIMICA - S. comuum V., 154

F?gura 13 - Efeito do pds-ratamento intragdsirico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlica evaporado (EHE) de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apés a

indugdo de lesbes hepdticas pelo CCl, g, nos niveis séricos de alanina
aminotransferase em ratos.
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Tabela 13 - Efeito do pods-fratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
cernuum Veliozo 6, 12 e 18 h apos a indugio de lesdes hepaticas pelo CClL: 1.g,,
nos niveis séricos de alanina aminotransferase® (ALT) em ratos.

TRATAMENTO DOSE n* ALT ATIVIDADE —
HEPATQOPROTETORA
Controle (veiculo) 3,0° 8 19,13+1,26% -
Controle(EHE) 1,0° 2] 20,88+0,78% -
CCly 1,5¢ 8 367+12,01 -
CCl+EHE 1,0° 6 354,5+15,4 3,59

*0s valores estio representados por sua média + E.P .M. para cada grupo.
Pmi.kg" de peso corporal (NaCt 0,9%).

‘g.kg™ de peso corporat (EHES).

“mLkg" em 6leo de oliva a 40%, viv.

*Namero de amostras experimentais analisadas.

‘Unidade internacional (U = 1 umol de piruvato.mL " .min™,

®Difere do controle CCla.

Moy,

*ANOVA Fi304 = 427,56 p<0,0001. Teste de Dunnett p<Q,05.
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Figura 14 - Efeito do pés-ratamento intragastrico (i.g.) com o extrato bruto
hidrosicadlico evaporado (EHE) de Sofanum cernuum Vellozo 6, 12 ¢ 18 h apos a

induclo de lesbes hepaticas pelo CClg, i.g., nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase em ratos.
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Tabela 14 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (i.g.) com o EHE de Solanum
cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a inducdio de lesdes hepaticas pelo CCly, i.q,,
nos niveis séricos de aspartatc aminotransferase® (AST) em ratos.

TRATAMENTO DOSE n® AST ATVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle {(veiculo) 3,0 8 - 4675:+006% -
Controle (EHE) 1,0 6 42 8240 56 -
CCle 1,5 8 704 5135 4 -
CCl+EHE 1,0 6 680 67+37,87 3,62

20s valores estdo representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
®mi. kg™ de peso corporal (NaCl 0,9%).

“a.kg" de peso corporal (EHES).

“mL kg em dleo de oliva a 40%, viv.

*Namero de amostras experimentais analisadas.

*Unidade internacional (U1) = 1 umol de piruvato.mL” .min.

IDitere do controle CCl,.

"o,

ANOVA Fi324 = 208,81 p<0,0001. Teste de Dunnett p<Q,05.
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Figura 15 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (.g.) com o extrato bruto
hidroaicoblico evaporado (EHE) de Solanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apés a

inducéo de lesdes hepéticas pelo CCls, nos niveis séricos de bilirrubina total em
ratos.
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Tabela 15 - Efeito do pds-tratamento intragastrico (i.g.) com o ERE de Solanum
cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a indugao de lesbes hepaticas pelo CCl i.g,,
nos niveis géricos de bilirrubina total® (BILTOT) em ratos.

TRATAMENTO DOSE n* BILTOT ATVIDADE
HEPATOPROTETORA
Controle (veiculo) 3,0° 8 5,16+0,47% _(
Controle (EHE) 1.0° 8 8,7+0,78% -
CCly 1,5¢ 8 10,24:+0,81 -
CCl+EHE 1,0° 8 11,840,982 -31

0s valores estdo representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
®mi.kg™ de peso corporal (NaCl 0,9%).

“g.kg" de peso corporal (EHES).

“mL.xkg" em dleo de oliva a 40%, viv.

*Numero de amostras experimentais analisadas.

Lmol L

9Difere do controle CCla.

Poe.

*ANOVA Fom = 14,10 p<0,0001. Teste de Dunnett p<(,05.
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Figura 16 - Efeitc do pés-tratamento intragéstrico (i.g.) com o extrato bruto
hidroalcodlico evaporado (EHE) de Sofanum cernuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a
inducéo de lesbes hepaticas pelo CCly ,i.g., nos niveis séricos de bilirrubina direta
em ratos.
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Tabela 18 - Efeito do pos-tratamento intragastrico (1.g.) com o EHE de Sofanum
cermuum Vellozo 6, 12 e 18 h apds a indugéo de lesbes hepdticas pelo CCly, i.g.,
nos niveis séricos de bilirrubina direta® (BILDIR) em ratos.

TRATAMENTO DOSE n° BILDIR" cEpaVIDADE,
Controle (veiculo) 3.0° 6 1,5740,54 -
Cantrole {(EHE) 1,0° 8 1,0540 67% -

CCl 1,5 8 2 56+0,47 -
CCl+EHE 1,0° 8 2,4140,33 15,15

0s valores estio representados por sua média + E.P.M. para cada grupo.
Penikg" de peso corporal (NaCl 0,9%).

‘g.kg" de peso corporal (EHES).

“mikg” em dleo de oliva a 40%, viv.

*Nimero de amostras experimentais analisadas.

f;Pj.i'nl::rl.l_‘i.

*Difere do controle CCl,.

Pk,

*ANOVA Fi32q = 2,938 p<0,0537. Teste de Dunnett p <0,05,
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_S.nigrum L.

TABELA 17 - Resultados da andlise quimica qualitativa dos extratos hidroalcodlicos evaporados obtidos a partir das partes
aéreas de Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum nigrum L. e Solanum cernuum V.

ARALINO, CEP.



HISTOPATOLOGICO - CONTROLE - NaCl 0,9% 159

Lamina 1 - Grupo controle (veiculo NaCl 0,9%). Corte histologico de
parénquima hepatico de rato, exibindo a veia central (vc), espagos
sinusoides (s) e corddes de células hepaticas (ch) dentro dos
parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 2 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum paniculatum

L. (0,5 g.kg"1 ). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
exibindo a veia central (vc), espagos sinusodides (s) e corddes de células
hepaticas(ch) dentro dos parémetros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 3 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum paniculatum

L. (1,0 g.kg"I ). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
exibindo a veia central (vc), espagos sinusoides (s) e corddes de celulas
hepaticas (ch) dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 4 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum variabile M.

(1,0 g.kg"I ). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato, exibindo
a veia central (vc), espagos sinusodides (s) e corddes de celulas
hepaticas (ch) dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 5 - Grupo controle com o EHE de Solanum nigrum L. (1,0 g.kg”

1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato, exibindo a veia
central (vc), espagos sinusoides (s) e corddes de células hepaticas
(ch) dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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Lamina 6 - Grupo controle tratado com o EHE de Solanum cernuum V.

1,0 g;.i(Q“| ). Corte histologico de parénquima hepatico de rato, exibindo
a veia central (vc), espagos sinusbides (s) e cordbes de células
hepaticas (ch) dentro dos parametros de normalidade. H & E 100x.
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- - | & . ‘: |‘.’I
Lamina 7 - Grupo tratado somente com CClg (1,5 mL kg™, em éleo de

oliva a 40%, viv). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepética microvesicular. H & E 100x.
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" :
3 .
Lamina 8 - Grupo tratado somente com CCl4 (1 b mL.kg"1, em Oleo de

oliva a 40%, v/v). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular (e). H & E

400x.
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g L ~
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Lamina 9 - rpo tratado com CClg4 mais

(0,5 g.kg“1). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada estetatose hepatica microvesicular. H & E
100x.

EHE Solanu paniculatum L.
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Lamina 10 - Grupo tratado com CClq mais EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g.Kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada estetatose hepatica microvesicular
(e). H & E 400x.
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Lamina 11 - Grupo fratado com CCly mais EHE de Solanum

paniculatum L. (1,0 g.kg‘1 ). Corte histologico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada estetatose hepatica microvesicular. H
& E 100x.
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Lamina 12 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum

paniculatum L. (1,0 gkg™1). Corte histolégico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada estetatose hepatica microvesicular (e).
H & E 400x.
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Lamina 13 Grupo tratado com CClyg mais EHE de Solanum variabile

M.(1,0 g.kg”1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & E 100x.
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Lamina 14 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum variabile

M. (1,0 g.kg‘1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular (e). H & E
400x.
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Lamina 15 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum nigrum L.

(1,0 g.kg“"). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular. H & E 100x.



HISTOPATOLOGICO - S. nigrum L. 174

Lamina 16 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum nigrum L.

(1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular (e). H & E
400x.
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Lamina 17 Grupo tratado com C4 mais EHE de Solanum cernuum V.

(1,0 g.kg'1). Corte histoldégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica. H & E 100x.
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Lamina 18 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum cernuum

V. (1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa estetatose hepatica microvesicular (e). H & E
400x.
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Lamina 19 - Grupo tratado somente com CClg (1,5 mL.kg‘1, em oOleo

de oliva a 40%, v/v). Corte histologico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatdcitos (n). H & E 100x.
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Lamina 20 - Grupo tratado com CCly mais EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g.kg”1 ). Corte histolégico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada necrose dos hepatocitos (n). H & E
100x.
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Lamina 21 - Grupo tratado com CClg4 mais EHE de Solanum
paniculatum L. (1,0 g.kg‘1). Corte histolégico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada necrose dos hepatocitos (n). H & E

100x.
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Lamina 22 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum variabile M.

(1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatocitos (n). H & E 100x.
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Lamina 23 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum nigrum L.

(1,0 g.kg'1), Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatdcitos (n). H & E 100x.
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Lamina 24 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum cernuum V.

(1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando moderada necrose dos hepatécitos (n). H & E 100x.
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Lamina 25 - Grupo tratado somente com CClg (1 5 mL.kg"‘, em oleo de

oliva a 40%, viv). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa tumefag&o turva dos hepatocitos ( t ). H & E 100x.
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s
PR

Lamina 26 - Grupo tratado com CClg mais EHE de Solanum

paniculatum L. (0,5 g.kg'1). Corte histologico de parénquima hepatico
de rato, apresentando moderada tumefagao turva dos hepatocitos ( t ).
H & E 100x.
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Lamina 27 - Grupo tratado com CClg4 mais EHE de Solanum

paniculatum L. (1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepético
de rato, apresentando intensa tumefagao turva dos hepatocitos (t ). H
& E 100x.
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Lamina 28 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum variabile M.

(1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa tumefagao turva dos hepatocitos (t ). H & E 100x.
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Lamina 29 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum nigrum L.

(1,0 g.kg'1). Corte histolégico de parénquima hepatico de rato,
apresentando intensa tumefacé&o turva dos hepatocitos (t). H & E 100x.
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Lamina 30 - Grupo tratado com CCl4 mais EHE de Solanum cernuum V.

(1,0 g.kg‘1). Corte histolégico de parénquima hepético de rato,
apresentando moderada tumefag@o turva dos hepatécitos (t ). H & E
100x.
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8. DISCUSSAQ

81. CONSIDERACOES SOBRE A METODOLOGIA

EMPREGADA

O corrsto aproveitamento das plantas medicinais e seus
derivados, sefa para fins comerciais ou de aplicacdo em salde publica, tem,
como etapa inicial obrigatéria, a sua validagio afravés da pesquisa cientifica
{ABREU MATOS, 1995).

A escolha das espécies Solanum paniculatum L., Solanum variabile
M. & Solanum cernuum V., aplicadas em protocolo de toxicidade hepatica
utilizando-se o tetracioreto de carbone como hepatotoxina, se fundamentou
em critério etnofarmacoldgico (ELISABETSKY & MORAES, 1988),
glencando-se plantas que apresentassem indicagdo popuiar no tratamento
de disturbios hepaticos. A principal vantagem técnica da aplicacdo desse
procedimento, baseia-se no fato de que, quando uma espécie é selecionada
mediante a ulilizacdo terapéutica por determinado grupo étnico, as
possibilidades de sucesso na investigacdo farmacoldgica s&o mais
promissores (TROTTER et al, 1982, ELISABETSKY & WANNMACHER,
1993; SOUZA BRITO, 1996).

O critério quimiotaxondmico foi empregado para espécie Solanum

nigrum L. Tal procedimento & aplicado na selegéo de espécies de acordo

ARALJO. CEP.
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com uma determinada categoria de compostos quimicos encontrados em um
género ou familia vegetal, e que possam presumivelmente apresentar efeitos
biolégicos caracteristicos (SOUZA BRITO, 1996).

O principios ativos encontrados em plantas medicinais. se
configuram como metabdlitos intermediarios, ndo servindo como elementos
nutritivos (WILLIAMS et &/, 1989), sendo sintetizados com o objetivo de
favorecer sua sobrevivéncia. Assim, solo pouco fértil, mudancas climaticas
freqUentes, predadores, entre outros fatores, induzem a biossintese de tais
substancias. Pelo fato destes metabdlitos ndo participarem dos processos
vitais do vegetal, suas concentragdes geralmente s&o baixas (SQUZA
BRITO, 1996). Baseado nestas observagbes, procurou-se administrar
concentracéo elevada dos extratos hidroalcodlicos evaporados (1,0 g.kg”' de
peso corporal) baseado no fato da possibilidade de se encontrar o principio
ativo numa proporcio de 10 a 20%, tendo em vista que as substancias-
padrao utilizadas nos modelos experimentais in wvo serem ativas em
concentragBes que variam entre 100 e 200 ma.kg’ (WALRANT ef af., 1990;
SOUZA BRITO, 1998).

As formas extrativas de principios ativos de origem vegetal, tem
sido utilizadas desde a antiguidade, e as técnicas para sua obtencdo tem
evoluido com o tempo. Com o maior conhecimento dos componentes
guimicos de cada planta, as técnicas e condigbes extrativas foram se
adequando para cada caso. Assim, para o estabelecimento das melhores

condigbes de extragcdo de principios atives naturais no presente estudo,

ARAUJO. CEP.
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levou-se em consideragdo 0s principais constituintes quimicos de cada
espécie, tanto os principios ativos (alcaldides, flavondides, saponinas,
taninos) como os inativos (4cidos graxos, gomas, resinas), sendo o principal
objetivo destas extragdes a de obter constituintes ativos inalterados com a
menor gquantidade possivel de componentes inativos interferentes,
procurando-se desenvolver uma extragéo seletiva (SAITO, 1988).

As  Farmacopeias definem extratos como  preparagdes
conceniradas, obtidas de drogas vegetais ou animais, frescas ou secas, por
meip de um dissolvente apropriado, seguido de sua evaporacdo total ou
parcial e ajustagem do concentrado a padrfes previamente estabelecidos
(SILVA, 1929; Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1959). Podem ser
utilizadas diversas técnicas na sua obtencéo, sendo porém, a percolacdo o
processc mais indicado na extracéo da malioria das drogas de origem vegetal
{SAITO, 1988).

Para a selec8o de um solvente adequado considerou-se a
solubilidade dos principios ativos e a seletividade na extragdo. O alcool foi
escolhido entre outros motivos no presente estudo, por ser o solvente
preferencial quando da extracdo de principios ativos vegetais, devido a sua
baixa toxicidade, agdo seletiva na dissolugcdo da maioria dos compostos
ativos (descartando componentes inertes dos extratos), e por possuir ponto
de ebulicdo relativamente alto. Além dessas qualidades, ainda pode
incrementar a estabilidade dos extratos, devido a sua agdo solvente, agindo

como conservante, reduzindo a possibilidade de alteragbes fisico-quimicas

ARAUJO. C.EP,
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de principios ativos extrativos (hidrolise) e a deterioracdo decorrente de
contaminag&o microbiana (SAITO, 1988; REMINGTON, 1990).

No presente estudo obteve-se os extratos fluidos das espécies
Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum nigrum L. e
Sofanum cernuum V., por percolagéo, utilizando o Processo A descrito nas
Farmacopéias 1° e 2° edicfes, tendo como liquido extrator uma solugdo
hidroalcodlica a 70%. Como os glicoalcaldides eram os constituintes
majoritarios nas espécies estudadas de acordo com a descrigio da literatura,
optou-se por solventes mais polares como alcool e agua, visto que no
vegetal, os glicoalcaldides se encontram quase sempre na forma de sais de
&cidos organicos (benzbico, cifrico, isobutirico, malico, oxdlico, tartarico),
apresentando elevada solubilidade em solventes polares, dai a utilizagéo
solugbes hidroalcodlicas com graduacdo mais elevada. (COSTA, 1975,

SAITO, 1988; BRUNETON, 1891).

8.2. CONSIDERAGOES SOBRE AS AMINOTRANSFERASES E

O CCl,

As aminotransferases séricas (alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase) séo marcadores sensiveis de danos as células
hepaticas, sendo Gteis no reconhecimento de doencas hepatocelulares

agudas e crdnicas, em varios tipos de hepatite (ZIMMERMAN, 1974), assim
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como de lesbes experimentais promovidas pela remogdo de tecido hepatico
(hepatectomia parcial), nos estudos de regeneracéo hepatica (MATTOS
FILHO, 1976, ARAUJO, 1992).

A elevacdo nos niveis de atividade destas enzimas, refletem o
aumento de permeabilidade das membranas celulares, © que favorece seu
extravazamento, se constituindo em indicadores de lesdc em tecidos ricos
em aminotransferases como o figado (KAPLAN, 1993; HENRY, 1995
ANDERSON & COCKAYNE, 1995). A determinagdo de AST e ALT é de
grande utilidade para o diagnéstico de hepatites virais, cirrose hepatica;
ictericia colestatica; metastase hepdtica e necrose hepatica toxica
(ANDERSON & COCKAYNE, 1995; HENRY, 1995; KAPLAN, 1993).

Em ensaios de toxicidade hepatica estes catalisadores
biologicos tem sido determinados como marcadores bioguimicos na
investigac8o hepatoprotetora de extratos ou seus principios isolados em
protocolos experimentais utilizando o CCly ex vivo (HIKINO ef af, 1985
HIKINO ef al,, 1986; WAGNER ef al, 1986; YANG ef al, 1986, ALCARAZ,
1990; LEE et al, 1995, SUNG ef g/, 1997), in vivo (SHARMA ef al, 1891,
PADMA ef al., 1993; NOSE ef a/., 1994; GILANI & JANBAZ, 1985; IP ef al,,
1995; KAPIL, 1995, OKONKWO & MSONTHI, 1995; HASE et al., 1996), in
vivo correlacionando com andlises histopatolégicas { JAYATHILAKA et &/,
1989, MATSUDA et al., 1991; DE et al., 1994, RUSU ef al,, 1994; LIN et al,,
1996a: LIN ef af, 1996b; LIN & SHIEH, 1996; DE ef a/, 1996; LIN ef al,

1996¢; LIN ef al, 1996d, NADEEM et a/,, 1997) e in vivo correlacionando com
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as concentragbes séricas de bilirrubina (LEXA et al, 1989; MELO ef al,
1990; SARAF & DIXIT, 1991, SHARMA et al, 1991; ANAND ef al., 1992a;
ANAND et al., 1992b; GADGOLI & MISHRA, 1997; RAO & MISHRA, 1997).

A ALT é& uma enzima citosdlica sendo encontrada
primariamente a nivel hepatico e secundariamente com baixa atividade no
coragdo, musculo esquelético, rins, pancreas e bago (ZIMMERMAN, 1974
KAPLAN, 1993, HENRY, 1995; ANDERSON & COCKAYNE, 1995). A AST é
uma enzima encontrada a nivel de citosol e mitocdndrias das células
hepaticas, cardiacas, musculares esqueléticas, renais, onde apresentam
elevada alividade, e no pancreas, bago e pulmdes, cuja concentracéo é
desprezivel (ZIMMERMAN, 1874; KAPLAN, 1993, HENRY, 1995
ANDERSON & COCKAYNE, 1995).

Sabendo-se que a ALT € uma enzima exclusivamente citosdlica
e a AST citosélica e mitocondrial, pode-se experimentaimente investigar 0s
provaveis iocais onde se espera a agdo citoprotetora de um determinado
extrato ou seus constituintes isolados, na vigéncia de lesdo pelo CCl
Geralmente 0s niveis de AST s50 mais elevados do gue os de ALT, em
funcéo da primeira ser encontrada simultaneamente em dois compartimentos
biologicos (citosal e mitocOndria) (ANDERSON & COCKAYNE, 1995).

Quando o CCli € administrado por via oral, as membranas de -
fracbes celulares dos hepatbcitos sdo lesados por peroxidacdo lipidica
(degradacio de acidos graxos insaturados das membranas) induzida pelo

CCl* & CCLOO® convertidos pelo citocromo P450 2 E 1, liberando as mais
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variadas enzimas de organelas subcelulares, que podem ser analisadas por
sua atividade sérica em estudos in vivo ou em meios contendo hepatdcitos
& Suspensao (ex wivo).

As enzimas dos reticulos endoplasmaticos aparecem no soro
12h apds a intoxicacdo com o CCl,, atingindo seu pico nas primeiras 24h
{esterase microssomal, glicose-6-fosfatase). As enzimas citosdlicas
(aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase) comecam a
apresentar-se elevadas no soro 3 h apés a intoxicaco alcancando seu nivel
méximo entre 12h e 24 horas. Enzimas mitocondriais tais como ornitina-
carbamil transferase, desidrogenase glutdmica, aspartato aminotransferase e
malate desidrogenase se elevam significativémente por volta das 6h, com
pico entre 12 e 24h. Enzimas nucleares como nicotinamida mononucieotideo-
adeniltranferase e lissomais como a arilsulfatase-B ndo se mostram alteradas
no decurso da peroxidacdo lipidica induzida pelo CCL* e CCL300*
(ZIMMERMAN ef al, 1965, CURT%S et al, 1972, ZIMMERMAN, 1974,
KAPLAN, 1983},

Analisando-se as figuras e tabelas 1, 6, 11 & 16 pode-se
observar acentuada diferenca entre a atividade enzimética da ALT entre os
grupos controle (somente velcule) e o tratado somente com o CCly, sendo
esta, estatisiticamente significante (p<0,05). Tais resultados confirmam a
axisténeia de les@o pelo CCl, sobre as membranas citoplasmaticas dos
hepat6eitos, visto esta enzima ser encontrada exclusivamente a nivel

citosdlico. Outrossim, comparando-se o comportamento de outra enzima
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(AST) entre o grupo controle {somente veiculo) e o tratado somente com ©
CCly, nas figuras e tabelas 2, 7, 12 e 17, visualiza-se também diferenca
estatisiticamente  significante (p<0,05) nos niveis de atividade sérica,
confirmando a existéneia de lesdo fanto a nivel de membranas
citoplasmaticas como de organelas mitocondriais, locais de ocorréncia das
enzimas supracitadas.

Os niveis de atividade serica da AST se mostraram mais
elevados quando comparados com aos da ALT no grupo controle intoxicado
somente pelo CCly. Tal fato no presente protocolo experimental poderia ser
justificado na presenca desta (AST) em dois compartimentos distintos das
células hepédticas (citosol e mitocdndrias) (ANDERSON & COCKAYNE,
1985), como também em outras outros sitios ricos nesta enzima (musculatura
estriada esquelética, musculatura cardiaca e tecido renal), 8 que poderiam
ser alvos para a agdo lesiva do CCly confribuindo para o incremento nos
niveis séricos da AST (ZIMMERMAN, 1874, KAPLAN, 1993; HENRY, 1995,

ANDERSON & COCKAYNE, 1995}

8.3. CONSIDERAGOES SOBRE A BILIRRUBINA SERICA

A bilirrubina € um composto apolar, se constituindo em um

anion organico, com um peso molecular de 585 daltons, formado por quatro
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angjs pirrolicos substituidos, unidos por trés pontes de carbono nos angis B
e C dos grupos oxigénio polares adicionais nos anéis A e D (BERCK, 1991).

O pigmemento biliar natural mais abundante nos mamiferos é a
bilirrubina-4Z, 15Z-1Xalfa (bilirrubina IXc) (BERK, 1991; HENRY, 1995).

A bilirrubina IXa é o metabdlito final produto da quebra da
ferroprotoporfirina IX presente na hemoglobina e em outro compostos
proteicos que contenham © grupamento heme (mioglobina, enzimas
respiratdrias, ete... }(BERK, 1991; KAPLAN, 1993).

A conversdo da ferroprofoporfirina 1X em bilirrubina Xa se
processa em duas fases: (1) o anel da porfirina se abre mediante uma
reacdo oxidativa intermediada pela enzima microssomal hemeoxigenase
hepatica, na qual a ponte alfa de carbono é eliminada na forma de mondxido
de carbono, dando lugar a formaco de biliverdina IXa, (2) e esta Gltima, por
reducdo enzimatica da ponte metinica central n@o saturada através da
enzima citosdlica biliverdina-redutase origina ¢ substrato final bilirrubina Xo
(BERK, 1991).

Aproximadamente 95% da bilirubina {Xa resultante se une de
maneira reversivel porém estavel a fracio albuminica ¢ nesta forma circula
chegando ao figado. Esta forma é denominada ndo conjugada ou indireta
sendo insoldvel em agua. Ouira fragdo pode ser encontrada em baixas
concentragbes na corrente sanguinea, e a fracio conjugada com o acido

glicurdnico, que € reabsorvida pelos hepatocitos durante os processos de
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excrecdo biliar sendo liberada na circulagdo sistémica. Esta litima se
denomina bilirrubina |Xa conjugada ou direta, sendo altamente hidrossoltvel
{ANDERSON & COCKAYNE, 1995).

0O figado e singularmente adaptado para a captacéo
hepatocelular de substancias fixadas as proteinas, uma vez que que as
celulas endoteliais sinusoidais tém grandes poros que permitem que ©
complexo bilirubina Xa-albumina penefre no espaco de Disse e entre
diretamente em contato com as membranas plasmaticas sinusoidais das
celulas hepaticas (BERK, 1991; HENRY, 1995).

Uma vez em contato com as células sinusocidais, a bilirrubina
IXo € transportada mediante quatro processos diferentes, mas que séo
relacionados entre si; (1) captacéo hepatocelular da bilirrubina X« ligada a
albumina gue ocorre no momento em que este complexo interagindo com a
superficie das células sinusoidais, sofre mudangas na sua conformacgéo e
favorece a liberacfio de seu ligante; (2) fixaclo intracelular as proteinas,
principaimente a iigandina (glutatido-S-transferase B), proteina esta que
apresenta duas funcdes, a primeira de retardo da saida do pigmento néo
biotransformado do interior do hepatdcito € a segunda de aumento da
solubilidade deste elemento, haja visto a a baixa solubilidade em solugbes
agquosas, © que se ndo ocorresse, poderia se precipitar no interior do
hepétocito causando lesdes 'ceiu{ares; (3} conjugacdo com o acido
glicurbnico, intermediado pela enzima microssomal  Dbilirubina-

uridinodifosfato-glicuroniltransferase, com © objetivo de converter este
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composto altamente lipossolivel em um metabdlito mais hidréfilo, soltvel e
excretavel, através da esterificagio de uma ou das duas cadeias laterais de
acido propidnico, e, uma vez conjugado, estar mais apto a se complexar com
o transportador de membrana que 0 excreta mediante gasto energético para
o limen canicular. No rato o principal conjugado de bilirrubina 1Xa € o 8-D-
glicuronideo (forma diglicuronidica), que constitui 70-90% dos pigmentos da
bile, (4) e finalmente a excre¢éo biliar, através da secrecdo do dighicurenideo
de bilirrubina para os canaliculos biliares por intermédio do transportador de
anion organico multiespecifico (cMOAT) (BERK, 1991; DelEVE &
KAPLOWITZ, 1995; HENRY, 1995, KAPLAN, 1995).

Portanto a bile produzida nos hepatécitos € secretada nos
canaliculos biliares e estes, por sua vez, coalescem para formar 0s primeiros
ductulos e posteriormente, um ducto hepatico principal que emerge de cada
lobo principal no hepatis portal. O ducto biliar comum é formado pela unido
destes ducios menores e atravessa a superficie ventral do pancreas para
atingir o duodeno, onde este se abre dentro do limen. Um aspecto
interessante é que o rato ndo tem vesicula biliar sendo o fluxo da bile
ininterrupto (SANTQOS, 1996).

A hiperbilirrubinemia total e direta podera estar anormalmente
elevada resultante de: (1) sintese elevada, (2) descompassc entre a
captacéo, fixacho, conjugacc ou excrecBio do pigmenio ou (3) da
regurgitacdo de formas conjugadas & ndo conjugadas de bilirubina 1Xa

mediante lesdo dos hepatdcitos ou ductos biliares se constituindo num
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importante marcador da funcionalidade hepatica (KISS, 1982; BERK, 1991;
HENRY, 1995; KAPLAN, 1995).

A determinacéo das concentragfes de bilirrubina total e direta
Xo se configuram como métodos bioquimicos de utilidade no diagnéstico de
enfermidades hepéticas tais como ictericia fisiolégica neonatal, Sindrome de
Crigler-Najjar tipo | e Hi, Sindrome de Gilbert, Sindrome de Dubin-Johnson,
Sindrome de Rotor, Sindrome de armazenamento hepatico, colestase
intrahepatica, colestase exirahepatica e lesbes hepatocelulares agudas e
cronicas (ANDERSON & COCKAYNE, 1995).

Fm ensaios de ftoxicidade hepética estes pigmentos
tetrapirrdlicos tem sido utilizados como marcadores bioguimicos na
investigacdo hepatoprotetora de extratos vegetais ou seus principios
isolados em protocolos experimentais utilizando o CCly in vivo
correlacionando com a atividade das aminotransferases (LEXA ef al., 1989;
MELO ef al, 1990; SARAF & DIXIT, 1991; SHARMA ef al, 1991, ANAND et
al., 1992a; ANAND et al, 1992b; GADGOLI & MISHRA, 1997, RAQ &
MISHRA, 1997).

Esta bem documentado que a lesdo hepética induzida pelo CClg
proporciona elevagdo nos niveis séricos de bilirrubina total [Xa, em fungéo
desta hepatotoxina induzir a necrose hepatocelular e colestase em inumeros
protocolos experimentais (MORAZZONI & BOMBARDELLI, 1995, MOSELEY,
1996), alcancando niveis méximos apds 12 h do inicio da les@o em ratos

{SEKAS & COOK, 1979). Observando-se as figuras e tabelas 3, 6, 9 e 12
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constata-se diferencas estatisticamente significantes nas concentragdes
deste pigmento (p<0,05) entre o grupo controle {veiculo) e o tratado somente
com o CCly, revelando a existéncia de lessio aguda. Tal disturbio seria
decarrente de alteragSes morfofuncionais na captacéio e permeasbilidade
hepatoceiular das células sinusoidais, fruto da peroxidacgéo lipidica induzida
pelo radical CCL* e seu peroxi derivado {CCLOO®), que acarretariam a

reducio da entrada de bilirrubina 1 Xo para o interior das céluylas sinusoeidais
assim como proporcionaria o extra\Pasamento c?o ptgmerﬂa cap aaoo c!o

interior do hepatécito. Qutro fator que cooperaria para niveis elevados deste
pigmento seria a redugdo da energia intracelular disponivel na forma de ATP,
decorrente da lesdo mitocondrial (VAN DER VUSSE & RENEMAN, 1985),
para a realizagdo dos processos intermediados por enzimas na fixagdo
intracetular  (glutatido-S-ransferase  B),  conjugagdo  (bilirrubina-
uridinodifosfato-glicuroniltransferase) e carreamento (fransportador de anion
muitiespecifico - cMOAT) do pigmento conjugado para a luz do tracto biliar. E
importante ressaltar que 08 metabdlitos da peroxidacao lipidica induzida pelo
radical CCL* e seu peroxi derivado {(CCl,00%) originam outros metabdlitos
reativos, como o malondialdeido (MDA), que é capaz de interagir com grupos
funcionais tidlicos e aminos das proteinas funcionais desnaturando-as
(DROY-LEFAIX et al, 1995).

Seguindo os gréficos e tabelas 4, 8, 12 e 16 nas dosagens de
bilirrubina direta, ndo encontrou-se diferencas estatisticamente significantes

entre o grupo conirole NaCl 0,9% e o grupo tratade somente com o CCl,,
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tendo em vista a diminuicdo dos processos de captagdo, fixacdo e

conjugagio do pigmento circulante,

8.4. CONSIDERAGCOES SOBRE AS ALTERAGOES

HISTOPATOLOGICAS

Esta bem documentado a toxicidade do CCls intermediado pelas
gnzimas oxidativas de Fase |, presentes nos reticuios endoplasmaticos dos
hepatdcitos, denominadas citocromo P 450 2 E 1 (RECKNAGEL ef al., 18889;
WATKINS, 1992) que induzem a formacdo de entidades reativas e toxicas, o
triclorometil (CCL") e seu radical peroxi derivado (CCIO0O*) (CASARETT &
DOULL, 1986, KAPLAN, 1993).

O CCls* e seu peroxi derivado (CCI;00*) sdo radicais livres que
induzem a peroxidac&o dos acidos graxos insaturados presentes nas
msambranas citoplasmaticas dos hepatocitos e de suas organelas
intracelulares, alterando o citoesqueleto, a morfofuncionaiidade mitocondrial,
a homeostase idnica, além da ativac@io e liberag8o de enzimas cataliticas
intracelulares.

As moléculas de CCh* e seu peroxi derivado (CCLOO®) sdo
entidades que apresentam nUmero impar de elétrons na camada de valéncia,
ou seja, 880 espécies quimicas altamente reativas que possuem elétrons nao

pareados em seus orbitais mais externos (PERCARIO ef af., 1992).
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A agresséo inicial do CCl;* e seu peroxi derivado (CChLOO®)
sobre as membranas celulares dos fosfolipideos dos hepatdcitos &
decorrente, & existéncia de insaturacdo entre 0s carbonos das cadeias de
acidos graxes, duplas ligacbes estas que facilitam o deslocamento de
¢életrons livres, que por sua vez s@o avidamente capturado pelos radicais
livres CCl:* e seu peroxi derivado (CCI00*) formando pares através um de
seus elétrons despareados com o elétron livre deslocado da dupla ligacéo
em um determinado segmento da cadeia hidrocarbonetada do acido graxoe
membranar (SOUTHORN & POWIS, 1988).

Os radicais livres CCL* e seu peroxi derivado (CCi;00%)
captando um atomo de hidrogénio de um locus da cadeia graxa insaturada,
convertem este ultimo em radical livre, e este interagindo com o oxigénio
(02}, & convertido radical peroxi lipidico (ROO*), gque desprende-se da cadseia
hidrocarbonetada. Este lipidio peroxidado (ROQ*) atua em outro segmento
intacto e insaturado da cadeia lipidica com conseqlente formacg&o de um
hidroperdxido instavel (ROOH), enquanto que o novo radical peréxido
lipidico (ROQ*®) formado poderé recomegar um novo ciclo. Esta reacéo em
cadeia, resultante do ataque de lipideos de membrana pelo CCL* e seu
peroxi derivado (CCLOO?®), constitui-se no fendbmeno de peroxidacao lipidica
{MAK et al, 1996). Os hidroperdxidos (ROOH) séo convertidos em radicais
alcoxi {(RO*) na presenca de Fe"', reiniciando também uma nova cadeia
peroxidativa. Os hidroperdxidos (ROOH) séo igualmente degradados a

muitos produtos secundarios, tais como alcanos, alcodis, aldeidos, acidos e
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Carbonitas. Muitos destes produtos secundérios, principalmente o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal {4-HN) s8o, em si, altamente
reativos (DROY-LEFAIX ef af., 1995; OSAWA, 1995), Os peroxidos lipidicos
formados e seus subprodutos por apresentarem toxicidade direta sobre as
celulas e organelas induzem a quimiotaxia neutrofilica e ativagdo de
citocinas e fosfolipases (DROY-LEFAIX et al, 1995 RONALD &
HOFFENBERG, 1998)

O malondialdeido {(MDA) em particular, é capaz de interagir com
grupos funcionais tidlicos e aminos das proteinas (enzimas celulares,
proteinas carreadoras, proteinas de canais ibnicos) podendo por esta via
serem oxidadas e inativadas, acarretando graves alteragSes do metabolismo
celular dos hepatdcitos (DROY-LEFAIX et al., 1995).

A fragilidade anormal induzida artificialmente pela peroxidacdo
fipidica dos lisossomos acarretaria também a liberagdc de enzimas
proteoliticas que agravariam ¢ dano hepatico. Um aspecto interessante € que
a fragilidade lisossomal induzida pelo CCls simula inOmeras condicbes
patologicas do figado onde se observa participagdo singular desta organela
e seu conteddo, como a hepatite fibrotica e cirrdtica, intoxicagéo aguda pelo
etanol, hepatite aguda, desordens do trato biliar e a hepatite viral (NIEBES &
PONARD, 197%5).

Os acidos nucleicos também poderdo se constituir alvos criticos
para a acdo de radicais livres formados pelo CChL* e seu peroxi derivado

(CCLOQO®), haja visto a existéncia de varios sitios de interacdo de radicais
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livres com o &cido desoxirribonucléico a nivel bases purinicas e pirimidinicas.
A ligacdo dos radicais livres entre as bases supracitadas provocam o
rompimento das alcas de DNA produzindo sua desnaturacio, o que ocasiona
graves consequéncias sobre a replicacdo génica, bem como sobre a sintese
proteica do hepatdcito (DROY-LEFAIX ef al, 1995 RONALD &
HOFFENBERG, 1996).

Em ensaios de toxicidade hepatica pelo CCl; parametros semi-
quantitativos tais como grau de esteatose, necrose e tumefacdo turva dos
hepatécitos s&o utilizados como marcadores histolégicos na investigaco
hepatoprotetora de extratos ou seus principos ativos isolados em protocolos
utitizando o GCly in vivo correlacionando com a atividade enzimatica das
aminotransferases (JAYATHILAKA ef a/, 1989, MATSUDA ef al, 1991,
FIGUEIREDO et a/., 1992; DE ef al, 1994; RUSU ef al, 1994; LIN ef al,
1996a; LIN ef &/, 1996b; LIN & SHIEH, 1996; DE ef al, 1996; LIN ef af,
1996¢; LIN ef al., 1996d, SHIRWAIKAR et al, 1996; NADEEM ef al,, 1997).

Analisando-se a 1amina 1 {conirole NaCl 0,9%) observa-se o
parénguima hepético normal apresentando a veia central, corddes das
células hepaticas e sinusbides sem quaisguer tipos de alteraghes.

As laminas 2 e 3 (controle somente CCly), permitem visualizar
de maneira acenfuada a intensa esteatose ou infiltragéo gordurosa na forma
de pegquenocs vacyolos claros dentro das céluias parenquimatosas decorrente
do acumulo de goticulas de gordura (esteatose microvesicular), fendmeno

caracteristico de formas agudas de intoxicagdo hepatica (ZIMMERMAN,
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1978). O principal mecanismo responsavel seria a cascata de eventos que
acompanham a peroxidacéo lipidica induzida pelo radical livre CCh® e seu
derivado peroxi (CCLOO"). Sabe-se que o CCly é capaz de afetar a sintese
proteica hepatica, visto que 0s reticulos endoplasmaticos ao sofrerem a acéo
catalitica de perdxidos organicos formados neste processo teriam a sua
competéncia funcional prejudicada (DROY-LEFAIX ef af, 1995, RONALD &
HOFFENBERG, 1998}, associados a clivagem da cromatina induzida por
endonucleases ativadas (TSOKOS-KUHN, 1288). Portanto o acumuio de
lipideos visualizados nas laminas 2 e 3 seriam decorrentes da incapacidade
da célula hepatica em sintetizar lipoproteinas a partir de trigliceridios e
“‘oroteinas aceptoras de lipidios” a nivel de reticulos, tendo como
consequéncia 0 aclmulo de gorduras no interior do hepatdcito (KAPLAN,
1983; ZIMMERMAN & LEWIS, 1995, COTRAN ef a/, 1996, STEVENS &
LOWE, 1996).

Qutro parametro analisado no presente trabalho foi a necrose
(lamina 4 e 5). Esta manifestou-se de forma moderada no grupo intoxicado
somente com o CCl,. Ao longo da veia central nas taminas 4 e 5 observa-se
grupamentos de células mortas destituidas de nGcleo e substrato genético.
Sabe-se que o acumulo intracefular de calcio induzido pela peroxidagéo
lipidica é capaz de ativar varias enzimas de membranas tais como
fosfolipases, protetases, ATPases, endonucleases, associadas a liberagéo
de enzimas cataliticas lissomais da prépria célula que podem conduzir a

autdlise e a heterdlise (liberagdo de enzimas lisossomais de

ARAUIC CEP.



DISCUSSAD 507

polimorfonucleares) (STEVENS & LOWE, 1896). Portanto a morte celular
adviria em decomréncia da peroxidagdo lipidica que desintegraria o
citoesqueleto, alteraria a morfuncionalidade mitocondrial, membranar e
ativaria varias enzimas catabdlitas (DeLEVE & KAPLOWITZ, 1975
RECKNAGEL ef a/, 1989; STEVENS & LOWE, 1998).

Na lamina 6 observa-se intensa tumefagéio turva do hepatécito
pode ser visualizado na lamina 6 no grupo tratadc apenas com o CCl,. Esta
manifestac@o histopatoldgioca, geralmente é a primeiro indicativo de lesdo
as céiulas hepaticas (COTRAN ef a/, 1996), Estéd documentado que algumas
alteragbes ultra-estruturais colaboram para tal manifestacdo: (1)
modificagbes de membrana citoplasmatica, tais como bolhas, projecfes e
distorgao de microvilosidades, criagéo de figuras mieifnicas e afrouxamento
das ligacOes intercelulares; (2) alteracfes mitocondriais, incluindo
tumefacdo, rarefacio e surgimento de pequenas densidades amorfas ricas
em fosfolipideos; (3) dilatagéo do reticulo endoplasmatico com descolamento
e desagregaco de polissomos e (4) alteragcGes nucleolares, com
desagregacgo de elementos granulares e fibrilares (KAPLAN, 1893;
ZIMMERMAN & LEWIS, 1985, COTRAN ef al, 1996; STEVENS & LOWE,
1996).

A deplecdo de ATP & o principal responsavel por tal evento,
sendo que esta produz um disturbio da regulago do volume celular pela
membrana citoplasmatica. A falta de energia devido a diminuigdo da

concentragdo de ATP mitocondrial causado pelo aumento da concentragéo
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intracelular do fon célcio associado ao aumento da atividade das ATPases,
faz com que o sbdio se acumule intracelularmente por redugdo da atividade
da bomba Na'K’ ATPase, juntamente com o CI, concorrendo com este
fendmeno a difusdo de potassio para o meio extracelular. O ganho osmotico
de agua, crescimento celular e dilatagdo do reticulo endoplasmatico elevaria
a pressdo colddio osmoética do hepatodcito, fendbmeno este que pode ser
visualizado microscopicamente na lamina 6 pela formacdo de vesiculas

transi(cidas no parénquima hepatico.

8.5. CONSIDERAGOES SOBRE AS ANALISES QUIMICAS

QUALITATIVAS

Analisando-se a tabela 17, que descreve a andlise quimica
qualitativa dos EHEs de Solanum paniculatum L., Solanum vanabile M.,
Solanum nigrum L. e Solanum cernuum V., visualiza-se resultados positivos
para a presenca de alcalbides para todas as espécies pesquisadas. Tais
resultados sd&o concordantes com os encontrados nas literatura levantada
para o Solanum paniculatum L. (COIMBRA, 1942; SIQUEIRA-JACCOUD et
af, 1982, WEILER ef al, 1980, SANTOS, 1996), Solenum variabile M.
(WEILER et al., 1980), Solanum nigrum L. (RIDOUT ef al., 1989, DOEPKE,

1987; VIEIRA & FREIRE DE CARVALHO, 1993) e Sofanum cernuum V.
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(PECKOLT, 1908, BRIGGS & CAMBIE, 1958; SIQUEIRA-JACCOUD, 1963,
VILEGAS ef al., 1990).

Os alcaldides na sua forma glicoalcaloidica ou esteroidal séo
entidades descritas na literatura como possuidoras de atividade
hepatoprotetora em modelos de hepatotoxicidade utilizando o CCla.

LIN ef al., 1988, analisaram © efeito de constituintes quimicos
isolados dos frutos de Solanum incanum sobre lesbes induzidas em
camundongos pelo CCly, tendo como parametros de protecéo, o tempo de
sono induzido pelo pentobarbital e a atividade das enzimas séricas ALT e
AST. Administrando solasodina (3 mgkg™), solamargina (1 mgkg') e
solasonina (0,1 mg.kg”) por via oral, constataram atividade hepatoprotetora
sobre a citotoxicidade induzida em dose unica pelo CCl (ip.) nos
parémetros tempo de sono e atividade sérica da ALT e AST, em estudo in
vivo.

Em outro trabatho LIN & GAN, 1989, avaliaram o efeito de dois
alcalbides esteroidais (etiolina e e isoteinemina) e um alcaldide glicosidico
esteroidal  {capsicastrina) obtidos das casca das raizes de Solanum
capsicastrum. Administrando por via oral os glicoalcalbides isolados desta
solanacea (capsicastrina - 0,1 e 3 mgkg", acetato de capsicastrina - 3,0
mg.kg": acetato de isoteinemina - 0,1 e 3,0 mg.kg": acetato de isoteinemina -
0,1 e 3,0 mgkg"; etiolina - 3,0 mg.kg"), produziram indices de atividade
hepatoprotetora em todas as doses utilizadas em camundongos intoxicados

pelo CCl, (i.p.) tendo como marcadores as enzimas ALT e AST.
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NADEEM et a/, 1997, analisaram o efeito hepatoprotetor do
extrato bruto etandlico e do éter de petroleo obtidos a partir dos frutos de
Sofanum nigrum L. sobre lesSes hepaticas induzidas pelo CCl,. Neste
trabalho, foram identificados gualitativamente alcaldides. Como indicadores
da morfologia e atividadade hepatica utilizou-se andlises histopatolégicas
{esteatose e necrose), bioquimicas (ALT, AST, fosfatase alcalina, fosfatase
acida), além de determinacfes do glutatido hepdtico e da atividade da
glutatifio transferase. A fracdo etandlica e a derivada do éter de petrdleo
foram capazes de exibir hepatoprotecdo em decorréncia da reducéo dos
niveis séricos na atividade da ALT, fosfatase alcalina, fosfatase acida, assim
como na restauracdo dos niveis de glutatifio hepatico depletados pelo CCl,,
nas doses de 5 10 e 20 gkg’, resultados estes concordantes com 0s
achados histopatoldgicos de redug@o na necrose e esteatose nos animais
tratados com 0s extratos obtidos desta Solanacea.

De acordo com os frabalhos revistos, 0s possiveis mecanismos
responsaveis pelo efeito protetor de extratos contendo alcaldides seria
decorrentes de suas acgdes antiperoxidativas lipidicas associadas a
capacidade destes compostos quimicos em varrer radicais livres do oxigénio
{LIN ef al., 1988; LIN & GAN, 1989; NADEEM et al., 1997).

Pelo fato de terem sido identificados nas espécies estudadas,
alcalbides com atividade hepatoprotetora, Solanum panicufatum L -
solasodina e solamargina (WEILER ef a/., 1980, SIQUEIRA-JACCOUD ef al,

1982; SANTQS, 1996), Solanum variabile M. - solasodina (WEILER et al,
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1980), Sofanum nigrum L. - solasonina, solamargina (RIDOUT et al., 1989) -
solasodina (VIEIRA & FREIRE DE CARVALHO, 1993) e Sofanum crenuum
V. - solamargina (BRIGGS & CAMBIE, 1958; VILEGAS ef al, 1880) -
solasonina (VILEGAS ef al., 1990), esperava-se observar através da analise
dos marcadores de les&o hepatica, efeitos citoprotetivos destas espécies, em
virtude da constituicBo quimica encontrada na literatura e confirmada
qualitativamente em nossos resultados.

Dando continuidade a analise da tabela 17, resultados positivos
para flavondides foram obtidos para todas as espécies analisadas. S80
inGmeros os trabalhos que descrevem a agdo hepatoprotetora destas
substancias quimicas em protocolos utilizando o CCl, (WAGNER ef a/f., 1986;
HOUGHTON & HIKINQ, 1989; JAYATHILAKA ef al,, 1989, LEXA et a/, 1989;
ALCARAZ ef al, 1990; MELO, 1990; ANAND ef al, 1982a; ANAND ef al,
1962b; HOFFMAN-BOHM ef al., 1992, DE et al, 1994, RUSU ef af, 1994,
GILANI & JANBAZ, 19953, GILANI & JANBAZ, 1995b; LEE ef a/, 1995
UBEDA ef al., 1995: LIN ef af., 1996), sendo o mecanismo antihepatotdxico
destas entidades fitoterapicas elucidado {acdo antioxidante, varredora de
radicais livres do oxigénio e antilipoperoxidante de membranas bioldgicas)
(ALCARAZ et al., 1990, UBEDA ef al, 1995, GILANI & JANBAZ, 19953
GILANI & JANBAZ, 1995b).

Dentre os compostos quimicos levantados na literatura e
associados com as espécies estudadas no presente trabalho, chamou-nos a

atencdo os flavonoides quercetinicos 3-O--glicosil-B-galactosideo e o 3-0O-
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a-ramnosil-B-galactosideo encontrados na espécie Solanum nigrum L.
{(NAWWAR ef al., 1989).

ALCARAZ ef al, 1990, analisou o efeite inibidor de alguns
flavondides, entre eles, um flavondide quercetinico (quercetina), sobre a
formagdo de radicais livres e a peroxidacgio lipidica de biomembranas
induzido peio CCly em meio de cultura contendo hepatdcitos isolados. Como
marcadores da les8o citotdxica, avaliou-se a atividade da alanina
aminotransferase liberada no meio de cultura pelos hepatécitos tratados com
CCly (10 mM) por 80 minutos "a 37°C, por 10 minutos. A adicdo de
guercetina (2 mM) exibiu protecdo contra a citotoxicidade do CCl,, expressos
em porcentagem de protecdo na ordem de 42 82% quando comparados ao
controle s6 CCle

UBEDA ef al., 1995, analisaram a capacidade de uma série de
flavonbides, entre eles a quercetina, em inibir enzimaticamente e néo
enzimaticamente a peroxidagdo lipldica induzida pela incubacgdo de
microssomos hepéticos na presenga de um sistema gerador-NADPH (0,3 mM
NADP, 64 mM glicose-t6-fosfato e 067 unidades de glicose-6-fosfato
desidrogenase). Procurando-se determinar a atividade da enzima anilina
hidroxilase, metabolizando a anilina, determinou-se colorimétricamente a
formagdo do p-aminofenol (min.mg de proteina™). O método ndo enzimatico
foi conduzido no presente estudo, procurando-se analisar a peroxidagéao
lipidica sobre as concentragbes ativas de citocromo Puse oriundos de

microssomos hepaticos. Para tanto estes foram incubados na presenca de
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um sistema gerador-NADPH, e a peroxidagio lipidica determinada pela
detecgdo de substancias reativas do acido tiobarbitdrico expressas em nmol
de malondialdeido.mg de proteina gerado em 60 minutos”. Neste estudo a
quercetina se mostrou potente inibidor da atividade da enzima anilina
hidroxilase (43,8%), tendo no teste de incubagdo de microssomos contendo
citocromo Pugo evitado a modificacdo desta proteina, pela inibicdo de sua
peroxidacao lipidica.

Em outro trabatho, SUNG ef al., 1997, procuraram avaliar os
efeitos de dois flavondides quercetinicos, o 3-0-B-D-glicoranopiranosidec e
a quercetina-3-O-B-D-glicoranopiranosideo metil éster sobre 0s niveis de
atividade da alanina aminotransferase, sorbitol desidrogenase, glutatio-S-
fransferase, glutatido dissulfato redutase além das dsterminagfes do
conteudo de glutatido e proteinas em cuituras de hepatdcitos expostos a 10
mi de CCl/etano! (0,01mL) por 1 hera. Como resultados observou-se uma
reducéo induzido por estes dois flavondides nos niveis de ALT liberada dos
hepatdcitos intoxicados. O nivel de hepatoprotecéo esteve em na ordem de
78% e 82% respectivamente para estes flavondides quando comparados ao
controle 8¢ CCl,. Achados na redugfo da citotoxicidade tambeém foram
comprovados pela diminuicdo da liberagdo da enzima sorbitol
desidrogenase, resultando em um blogueio da leséo na ordem de 768% e
83% respectivamente. Quirossim estes flavondides incrementaram a
atividade da enzima glutatido-S-transferase nos hepatdcitos  injuriados,

reduzindo em 68% e 86% a citotoxicdade intermediada pelo CCl. Finalmente
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astes compostos quimicos exibiram a competéncia de preservar os niveis de
glutatiio nos hepatdcitos fratados na ordem de 46% e 52% quando
comparados ao grupo 6 tratado com CCl.

Como em nossos estudos identificamos qualitativamente
flavondides, sendo elemento presente em todas as espécies analisadas,
tinha-se esperanca de se obter algum extrato com atividade hepatoprotetora,
principalmente da espécie Solanum nigrum |.., identificada como portadora
de dois alcaldides quercetinicos (NAWWAR ef af, 1989).

As saponinas foram identificadas gualitativamente observando-
se a tabela 17, estando presentes em todas as espécies investigadas. Estas
entidades quimicas estdo relatadas na literatura como agentes
hepatoprotetores em lesdes induzidas pelo CCl,, 0 que interessou-nos pelos
possiveis efeitos protetores no presente estudo.

HIKING ef al., 1985, analisaram o efeito antihepatdxico de
inimeras saponinas obtidas dos rizomas do FPanax ginseng, em modelo de
utilizando o CCly como citotoxing, induzindo leséo em culturas priméarias de
hepatocitos. Apds 24 horag de incubac@o meios contendo hepatdcitos de
ratos recebiam o CCls & as respectivas saponinas (0,01, 0,1 e 1,0 mg.mL™")
adicionadas sendo os valores de atividade de alanina aminotransferase
determinada como marcador da les@o citotdxica. As saponinas ensajadas
20(R)-ginsenoside-Rs, 20(8)-ginsenoside-Rs, 20(R}-ginsenoside-Rh,, 20(R)-
ginsenoside-Rgs, 20(R)-ginsenoside-Rg,, 20(8)-ginsenoside-Rgs, 20(S)-

ginsenoside-Rhy, 20(S)-ginsenoside-Rf , foram competentes em reduzir
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estatisticamente a leséio citotoxica levada a cabo pelo CCl, quando
comparado ao grupo incubado somente com a hepatotoxina, sendo este
efeito justificado pela agéc destas a nivel de membranas de hepatdcitos e na
prevengao da transformgdo das células hepaticas em hepatomas.

MATSUDA ef a/, 1991, estudaram os efeitos da saponina
Ginsenoside Ro em modelos de les&o hepatica, in vivo, induzido por diversas
toxinas, entre elas o CCl,;, motivados pelos resultados preliminares obtidos
por HIKINO et al. (1985). Esta saponina no presente estudo foi capaz de
atenuar o incremento dos niveis de ALT & AST nas doses de 50 e 200 mg.kg’
' observados na inducdo de hepatite aguda promovida pelo CCls (i.p.) e de
reduzir a formagéo de tecido conectivo (fibrose) no tratamento crbnico de
ratos pela inalaco do gas de CCly por 15 minutos/dia, trés vezes por
semana, por oito semanas.

NOSE ef al., 1994, estudaram a atividade hepatoprotetora da
saponina glicirrizina utilizando-se o CCly em método de ensaio ex vivo. No
teste de citotoxicidade induzido em culturas primarias de hepatdcitos, esta
saponina (5 a 50 pg.mL") foi capaz de prevenir a les&o citotoxica a partir dos
achados obtidos nas determinacbes de atividade das aminotransferases
(ALT e AST) liberadas pelos hepatécitos no meio de cultura. O possivel
mecanismo aventado no presente estudo para o efeito citoprotetor estaria
presumivelmente associado a uma acgdo inibitéria na geragio de radicais

livres do oxigénio assim como a varredura destes.
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Analisando-se em particular 0s constituintes quimicos descritos
na espécie Solanum nigrum L., encontra-se a identificacéo de um glicosideo,
o B-sitosterol (HANNA ef a/., 1996).

LIN & TOME, 1988, testaram in vivo, constituintes extraidos das
folhas da espécie Sambucus formosana Nakai, dentre eles o glicosideo B-
sitosterol, na forma de benzoato, utilizendo-se o CCl, em protocolo de
hepatotoxicidade em camundongos. Como marcadores de afividade hepatica
determinou-se ¢ tempo de sono induzido pelo pentobarbital além da
determinacfo das aminotransferases sérica. As unidades experimentais
tratadas com o B-sitosterol neste estudo apresentaram indices de leséo
hepatica inferiores aos tratados somente com a hepatotoxina em todos os
parametros analisados.

O levantamento da literatura revelou outros trabalhos com
plamtas medicinais contendo o $-sitosterol protegendo de lesdes hepaticas
induzidas pelo CCly in vivo (ANAND et a/., 1992; DE et al., 1994).

Um aspecto interessante arrolado na bibliografia consultada, é
sobre a presenca de algumas vitaminas nas folhas da especie Solanum
nigrum L., tais como o B-caroteno e a vitamina C (NADEEM ef al, 1897).
Estas vitaminas sé&o compostos antioxidantes, podendo inativar radicais
livres gerados no organismo. A vitamina C quando associada a E (vitamina
de membrana) pode seqlestrar e anular os radicais livres do oxigénio,

Trabalhos tém mostrado que o B-caroteno, um pigmento encontrado em
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todas as plantas fotossintéticas também pode exibir atividade antioxidants,
prevenindo lesdes celulares induzidas pela geragdo de radicais livres
{(YUYAMA & COZZOLINO, 1994; GILAN! & JANBAZ, 1995b).

Quando da andlise da reviséo bibliogréfica sobre os compostos
guimicos da espécie Solanum cernuum V., SIQUEIRA-JACCOUD, 1963,
descreve a presenca de acido clorogénico. KAPIL ef a/., 1995, isolou o acido
clorogénico das folhas da espécie Anthocephalus cadamba, e realizou ums
bateria de ensaios toxicoldgicos in vivo e ex vivo utilizando o CCl, {i.p.) como
foxina padrdo. A administracdo intraperitoneal de acido clorogénico em
camundongos na dose de 100 mgkg' de peso corporal por oito dias
consecutivos causou uma significante reversdo na peroxidacdo lipidica
(formacdo de malondialdeido), liberagdo de enzimas intracelulares (ALT,
fosfatase alcalina), inativacdo de enzimas oxidativas (citocromo P450), alem
de um incremento na producdo dos sistemas de defesa endodgeno conira
radicais livres (glutatido, atividade enzimatica da glutatido-S-transferase). Os
resultados revelaram que o© principal mecanismo envolvido pela
hepatoprotecéo apresentado pelo acido clorogénico seria decorrente de sua
acdo antioxidante.

Qutros ensaios de hepatotoxicidade intermediado pelo CCly in
vivo utilizando plantas que entre vérios constituintes figuravam o é&cido
clorogénico se mostraram efetivos na inibig&o do dano hepatico (LEXA ef &/,

1989, RUSU ef af., 1994).
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Visualizando-se finaimente a tabela 17, observa-se a
identificacio quimica de taninos para as espécies Sofanum paniculatum |,
Solanum variabile M. e Solanum nigrum L. Estes compostos gquimicos tem
gstado presentes em algumas espécies de plantas gue exibiram atividade
hepatoprotetora in vivo utilizando o CCl; em protocolos de hepatotoxicidade
(GILANT & JANBAZ, 1995b; NADEEM ef &/, 1997), sendo um dos taninos
cléssicos com atividade antioxidante, a casuarinina, obtida da planta inteira

Osbeckia chinensis (OSAWA, 1995).

8.6. CONSIDERAGOES SOBRE AS ANALISES BIOQUIMICAS E
HISTOPATOLOGICAS NOS ANIMAIS TRATADOS COM

Solanum paniculatum L.

A literatura abordada sobre a espécie Solanum paniculatum L,
revelou a presenca de inumeros alcaldides (COIMBRA, 1942; WEILER ef al,
1980; SIQUEIRA-JACCOUD ef al, 1982, SANTOS, 1996), denire estes o
glicoaicaléide solasodina (WEILER ef al, 1980) e solamargina (SIQUEIRA-
JACCQUD ef al, 1982; SANTQOS, 1996) foram que comprovadamente
exibiram atividade hepatoprotetora em modelo in vivo utilizando o CCl; (LIN
et al, 1988},

Achados quimicos qualitativos em nosso estudo também

indentificou a presenca de flavondides, saponinas e taninos (tabela 17),
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entidades quimicas de reconhecida atividade hepatoprotetotora (HIKINO et
al, 1985, WAGNER et al, 1986, HOUGHTON & HIKIND, 1989
JAYATHILAKA ef af, 1989; LEXA et af., 1989; ALCARAZ ef &/, 1990; MELO,
1880; MATSUDA ef al, 1991; ANAND ef al., 1992a; ANANt) et al, 1992b;
HOFFMAN-BOHM ef al., 1992; DE ef al., 1994, NOSE ef al., 1994; RUSU et
al, 1994; GILAN! & JANBAZ, 1995a, GILANI & JANBAZ, 1995b: LEE ef al,
1995; OSAWA, 1995; UBEDA ef al, 1995; LIN ef al, 1996, NADEEM et a/,
1997).

Diante destas obervagbes esperava-se agbes benéficas deste
extrato nos regimes de doses utilizados sobre valores bioguimicos e
histopatolégicos.

Levando-se em considerac8io a anglise da figura 1, onde
aparecem 0s valores de atividade enzimaética das ALT (U, relativo aos
animais tratados com a associagdo de CCly mais os EHEs de S. panicuiatum
L nas doses de 0,5 e 1,0 g.kg' de pesc corporal, valores na ordem de
289,53157 35 e 446,311156,44 foram encontrados respectivamente, néo
gvidenciando porém diferencas estatisticamente significante (p>0,05),
quando comparados ao grupo controle, tratade somente com o CCly
(387+12,01). Outrossim, a tabela 1 gue expressa o calculo da atividade
hepatoprotetora em porcentagem, a partir de valores de atividade enzimatica
da ALT entre os diferentes grupos ftratados, indicou valorgs de
hepatoprotecso positivos para a dose de 0.5 mgkg' (22.4%) e negativos

para a dose de 1,0 mg.kg™ (-22,7%).
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Anzlisando-se a figura 2, onde aparecem os valores de
atividade enzimética das AST (Ul), relativo aos animais tratados com a
associagho de CCly mais os EHEs de 8. paniculatum L. nas doses de 0,5 ¢
1,0 g.kg" de peso corporal, valores na ordem de 661+64,68 e 758,54+145 79
foram encontrados respectivaments, ndo evidenciando porém diferencas
estatisticamente significante (p>0,05), quando comparados ao grupo
controle, tratado somente com o CCly (704,5+35,36). Qutrossim, a tabela 2
que expressa o célculo da atividade hepatoprotetora, a partir de valores de
atividade enzimatica da AST entre os diferentes grupos tratados, também
indicou valores de hepatoprotecfio positivos para a dose de 0,5 mgkg”
(6,56%) e negativos para a dose de 1,0 mg.kg” (-8,22%).

Dando continuidade as analises bioguimicas, agora
visyalizando-se a figura 3, onde aparecem os valores de concentracio sérica
de bilirrubina total (umol.L ™), relativo aos animais tratados com a associagéo
de CCl, mais os EHEs de S. paniculatum L. nas doses de 0,5 e 1,0 gkg” de
peso corporal, valores na ordem de 23,2741,3% e 21,0441,65°% foram obtidos
respectivamente, evidenciando diferencas estatisticamente significante
{p<0,08), quando comparados ao grupo controle, tratado somente com o
CCly (10,2440,81), indicando um aumento da citotoxicidade hepatica na
associacdo CCl/EHEs. QOutrossim, a tabela 3 que expressa o calcuio da
atividade hepatoprotetora, exibe a partir de valores de concentracdo sérica

de bilirubina total enfre os diversos grupos ftratados, valores de
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hepatoprotegéo negativos para ambas as doses (-258%) e (-213%)
respectivamente,

Na figura 4 dos resultados bioguimicos, observa-se os valores
de concentracéio sérica de bilirrubina direta (umol.L"), relativo aos animais
tratados com a associago de CCl, mais os EHEs de S, paniculatum L. nas
doses de 0,5 ¢ 1,0 gkg” de peso corporal, na ordem de 3,37+0,34™ e
3,4510,45% respectivamente, evidenciando diferencas estatisticamente
significante (p<0,05), quando comparados ac grupo controle, tratado
somente com o CCl, (2,56£0,47), acompanhando o comportamento citotdxico
observado nas determinacdes de bilirrubina total. Qutrossim, a tabela 4 que
expressa o calculo da atividade hepatoprotetora, exibe a partir de valores de
concentracdo sérica de bilirrubina direta, negativos para hepatoprotecdo em
ambas as doses (-81,81%) e (-101,01%) respectivamente.

Sabendo-se que a hiperbilirrubinemia fotal e direta podera estar
anormalmente elevada resultante de: (1) sintese elevada; (2) descompasso
entre a capiagdo, fixacdo, conjugagdo ou excregdo do pigmento ou {3) da
regurgitacdo de formas conjugadas e n&o conjugadas de bilirrubina Xo
mediante lesdo dos hepatdcitos ou ductos biliares (KISS, 1982; BERK, 1991,
KAPLAN, 1995; HENRY, 1895), chega-se a conciusdo de que associagéo
EHEs associado ao CCly interferiu em algum mecanismo aventado acima,
pois quando os extratos foram administrados iscladamente (cControles - EHE),

valores bioguimicos ficaram dentro dos limites de normalidade (tabela 3 e 4).
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Mediante a consideragBio (3), tinha-se esperanca de se
observar menor les&o dos ductos biliares pelo CCl,, com eventual atividade
colerética do EHE nas doses utilizadas (0,5 e 1,0 g.kg™), apesar de SANTOS
et al, 1996, terem conduzido um estudo onde procurando avaliar o efeito
colerético do extrato aguoso obtido g partir das raizes de S. paniculatum L.,
no fluxo biliar em ratos, ndo encontrarem valores estatisticamente
significantes entre grupo tratado (0,5 g.kg”, p.0.) com o extrato e o controle
salina. O mesmo SANTOS ef af, 1098, testaram também em outro trabalho o
exfrato aquoso obtido das raizes agora em ccbaias, também ndo
encontrando valores estatisticamente significativos no que diz respeito ao
incremento do fluxo biliar na dose utilizada (0,5 g.kg', p.0.), descartando
este efeito beneéfico na atividade funcional excretdria de bile.

Analisando-se 0s resultados histopatolégicos, pode-se observar
a partir das 1aminas 9, 10, 11 e 12 moderada esteatose microvesicular nos
animais tratados com o CCl; mais os EHEs de S. paniculatum L.
respectivamente nas doses 05 e 10 gkg' de pesc corporal. Esta
manifestagcdo foi em menor intensidade quando comparada aos animais
tratados somente com o CCl, visualizado nas 1@minas 7 e 8, e que
apresentaram intensa esteatose microvesicular,

O acumuio de lipideos observados nas 1aminas 9, 10, 11 e 12
seriam decorrentes da incapacidade da célula hepatica em sintetizar
lipoproteinas a partir de trigliceridios e “proteinas acepioras de lipidios” a

nivel de reticilos, tendo como consequéncia o acumulo de gorduras no
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interior do hepatdcito (KAPLAN, 1993; ZIMMERMAN & LEWIS, 1995
COTRAN ef a/,, 1996, STEVENS & LOWE, 1996), e os resultados levam a
crer ocorréncia de menor esteatose nos animais tratados (1aminas 9, 10, 11 e
12} com os EHEs associados ao CCl,.

Visualizando-se as laminas 20 e 21 relativas ao fendmeno de
necrose hepatica, chega-se & conclusdo que em ambas as doses dos EHEs
associados ao CCl, induziram a moderada necrose do hepatdcito, quando
comparada ao grupo controle tratado somente com o CCly que svidenciou
forma semelhante do fendmeno (l&mina 19),

A necrose como evento patoldgico ¢ decorrente do acumulo
intracelular de calcio induzido pela peroxidagéo lipidica sendo capaz de
ativar vérias enzimas de membranas tais como fosfolipases, protetases,
ATPases, endonucleases, associadas a liberagio de enzimas cataliticas
lissomais da propria celula que podem conduzir a autdlise ¢ a heterdlise
{liberacdo de enzimas lisossomais de polimerfonucieares) (STEVENS &
LOWE, 1996). Portarto a morte celular adviria em decorréncia da
peroxidacdo lipidica que desintegraria o citoesqueleto, alteraria a
morfuncionalidade mitocondrial, membranar e ativaria varias enzimas
catabodlitas (DelEVE & KAPLOWITZ, 1975, RECKNAGEL ef al, 1989,
STEVENS & LOWE, 1996).

As laminas 26 e 27 exibem o fenbmeno tumefacdo turva dos
hepatécitos, que na sua intensidade foi moderado para a dose de 0,5 . kg e

intensa para a dose de 1,0 gkg" de extrato associado ac CCl. O grupo
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controle tratado somente com o CCl, exibiu intensa tumefacdo dos
hepatécitos (lamina 25),

Sabe-se que este fendmeno surge toda vez que ocorre: (1)
modificacbes de membrana citoplasmatica, tais como bolhas, projecdes e
distor¢&o de microvilosidades, criagdo de figuras mielinicas e afrouxamento
das ligacdes intercelulares; (2) alteracdes mitocondriais, incluindo
tumefagéo, rarefacdo e surgimento de peguenas densidades amorfas ricas
em fosfolipideos; (3} dilatacéo do reticuio endoplasmatico com descolamento
¢ desagregagfio de polissomos e {4) alteragbes nucleolares, com
desagregacée de elementos granulares e fibrilares (KAPLAN, 1993,
ZIMMERMAN & LEWIS, 1995; COTRAN ef al, 1996; STEVENS & LOWE,
1966), podendo o CCl; reproduzi-las com fidelidade. Nossos resultados ndo
evidenciaram diferencas significativas que pudessem justificar efeitos
beneficos com o uso dos extratos de Solanum panjcuitum L. a partir deste
parametro (laminas 26 e 27).

Como ultima colocacdo, existem algumas interagles
medicamentosas gue podem exacerbar o dano hepatico induzido pelo CCls.
A colchicina é uma droga utilizada no tratamento de disturbios do acido
(rico, que por bloquear a regeneragdo hepstica em ratos, aumenta a
progresséo da leso induzida pelo CCly, a exemplo da fenilpropanolamina
em camundongos que induz a exacerbacéo da leséo pela estimulagéo dos
receptores aq-adrenérgicos. A vitamina A é outra substancia que por induzir

a formacdo de uma quantidade maior de radicais livres em ratos potencializa
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a lesao pelo CCly (SPEEG & BAY, 1995), assim como administragéo cronica

de etanol (ZIMMERMAN & LEWIS, 1995)

8.7. CONSIDERACOES SOBRE AS ANALISES BIOQUIMICAS E
HISTOPATOLOGICAS NOS ANIMAIS TRATADOS COM

Solanum variabile M.

A literatura abordada sobre a espécie Sofanum variabile L,
também revelou a presenca do um alcalbide, a solasodina (WEILER ef o/,
1980}, que, como citado anteriormente exibiu atividade hepatoprotetora em
modeio in vivo utilizando o CCi, (LIN ef al, 1988). Na anélise quimica
qualitativa identificamos alcaldides, flavondides, saponinas e taninos nesta
aspécie (fabela 17), entidades quimicas de reconhecida afividade
hepatoprotetotora como descritas também anteriormente.

Realizando-se a analise da figura 5, onde aparecem os valores
de atividade enzimética das ALT (Ul), relativo acs animais tratados com a
associacio de CCly mais o EHE de Sofanum variabile M. na dose de 1,0 g kg
' de peso corporal, valor na ordem de 462, 14:+31,3% foi obtido, evidenciando
diferenga estatisticamente significante (p<0,05), quando comparado ao grupo
controle, tratado somente com o CCl, (367+12,01). Outrossim, a tabela 5 que
expressa o calcuio da atividade hepatoprotetora em porcentagem, a partir de

valores de atividade enzimatica da ALT entre os diferentes grupos tratados,
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indicou valor de hepatoprotegdo negative para a dose utilizada de extrato (-
27.35%).

Sabendo-se que a ALT & uma enzima citosblica sendo
encontrada primariamente a nivel hepatico e secundariamente com baixa
~atividade no coragdio, musculo esquelético, rins, pancreas e bago
(ZIMMERMAN, 1974; KAPLAN, 1993; HENRY, 1995, ANDERSON &
COCKAYNE, 1995) pode-se sugerir a partir de achados da figura 5, um
efeito aditivo da associagBo EHE e CCl, induzindo lesdc hepatica nos
animais tratados.

Analisando-se agora a figura 6, onde aparecem o0s valores de
atividade enzimatica das AST (Ul), relativo acs animais fratados com a
associacdo de CClq mais 0 EHE de S. variabile M. na dose de 1.0 g.kg" de
peso corporal, valor na ordem de 749,43+2501 foi encontrado, n&o
evidenciando diferenca estatisticamente significante (p>0,05), quando
comparado ao grupo controle, tratado somente com o C(Cly (704,5435,36).
Qutrossim, a tabela 6 gue expressa o calculo da atividade hepatoprotetora, a
partir de valores de atividade enzimatica da AST, também indicou valor de
hepatoprotecdo negativo para a dose utilizada {(-6,83%).

Em outra analise bioquimica, visualizada na figura 7, os valores
de concentracéio sérica de bilirrubina total (umol.L™) séo indicadas, relativo
208 animais tratados com a associagdo de CCls mais o EHE de S. variabile
M. na dose de 1,0 g.kg” de peso corporal, valor na ordem de 12,9841,61 foi

obtido, ndo sendo estatisticamente significante {p>0,05), guando comparado
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ac grupo controle, tratado somente com o CCly (10,2420,81). Outrossim, a
tabela 3 que expressa o célculo da atividade hepatoprotetora, exibe a partir
de valores de concentragcdo sérica de bilirubina total, valores de
hepatoprotecao negativos para a dose utilizada (-54,2%).

Na figura 8 dos resultados bioquimicos, observa-se os valores
de concentracio sérica de bilirrubina direta (umol.L™), relativo aos animais
tratados com a associac&o de CCl,; mais o EHE de S. vanabile M. na dose de
1,0 g.kg" de peso corporal, na ordem de 3,51+0,78, ndoc sendo
astatisticamente significante (p>0,05), quando comparado ao grupo controle,
tratado somente com o CCl, (2,5620,47). A partir de achados da tabela 8 que
exprassa o calculo da atividade hepatoprotetora, exibe-se a partir de dados
numericos de concentracdo sérica de bilirrubina direta, valores negativos
para hepatoprotecdo na dose utilizada (-95,9).

Analisando-se 0s resultados histopatologicos, pode-se observar
a partir das 1aminas 13 e 14 intensa esteatose microvesicular nos animais
tratados com o CCl; mais o EHE de S. variabile M. na dose de 1,0 gkg’ de
peso corporal. Esta manifestagdo foi semelhante em intensidade quando
comparada aos animais tratados somente com o CCl, visualizado nas
laminas 7 e 8.

Observando-se a lamina 22 relativa ao fendmeno de necrose
hepatica, associag8o entre o CCl; e 0 EHE, produziu moderada necrose do
hepatécito, quando comparado ao grupo controle tratadoc somente com ©

CCls que exibiu a manifestacdo semelhante (lamina 19).
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A lamina 28 exibe o fendmeno de intensa tumefacgéo turva dos
hepatocitos induzida pela associagdo do EHE mais CCls, néo diferindo do
grupo controle tratado somente com o CCly que também exibiu a mesma

intensidade da manifestacdo histopatoldgica (lamina 25).

8.8. CONSIDERAGOES SOBRE AS ANALISES BIOQUIMICAS E
HISTOPATOLOGICAS NOS ANIMAIS TRATADOS COM

Solanum nigrum L.

A literatura abordada sobre a espécie Solanum nigrum L,
revelou a presenca de alcaldides (DOEPKE, 1987, RIDOUT ef al., 1989
VEIRA & FREIRE DE CARVALHO, 1993), sendo que dentre estes, o0s
glicoalcaidides solasonina e solamargina (RIDQUT et al, 1989), foram os
que comprovadamente exibiram atividade hepatoprotetora em modelo in vivo
utilizando o CCl, (LIN ef al, 1988).

Achados quimicos qualitativos em nosso estudo também
indentificaram a presenca de flavondides, saponinas ¢ taninos (tabela 17),
entidades quimicas de reconhecida atividade hepatoprotetotora como citado
anteriormente. No presente trabalho demos uma atencéo especial aos
flavondides guercetinicos 3-0-B-glicosil-B-galactosides e o 3-O-a-ramnosil-p-
galactosideo encontrados na espécie Sofanum nigrum L. (NAWWAR ef al,

1989), visto pertenceremn a um grupamento quimico de reconhecida atividade
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hepatoprotetora (ALCARAZ ef al, 1990; UBEDA ef al, 1995 SUNG ef al,
1997),

Outro constituinte quimico descrito na espécie Solanum nigrum
L., foi o glicosideo B-sitosteral (HANNA ef al., 1998), que em experimentos
de hepatotoxicidade exibiram eféitos benéficos (LIN & TOME, 1988; ANAND
ef al, 1992; DE ef al, 1994). Associados a todas esta consideragbes
guimicas, levamos em consideraco a presenga de algumas vitaminas nas
folhas da espécie Solanum nigrum L., tais como o B-caroteno ¢ a vitamina C
{(NADEEM ef a/., 19986), que poderiam de alguma forma contribuirem com seu
efeito antioxidante, prevenindo lesbes celulares induzidas pela geracéo de
radicais livres (YUYAMA & COZZOLING, 1994; GILANI & JANBAZ, 1995b),
em noesso protocolo experimental.

Realizando-se a anédlise da figura 9, onde aparecem os valores
de atividade enzimatica das ALT (Ul), relativo aos animais tratados com a
associacio de CCl, mais o EHE de Solanum nigrum L. na dose de 1,0 g.kg”
de peso corporal, valor da ordem de 3611+24,43 foi obtido, ndo esbogando
diferenca estatisticamente significante (p>0,05), quando comparado ao grupo
controle, tratado somente com o CCl, (367+12,01). Qutrossim, a tabela 9 que
expressa o cdlculo da atividade hepatoprotetora em porcentagem, a partir de
valores de atividade enzimatica da ALT entre os diferentes grupos tratados,
indicou valor de hepatoproteclo positivo para a dose utilizada de extrato

(1,72%).
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Analisando-se agora a figura 10, onde aparecem os valores de
atividade enzimatica das AST (UD), relativo aos animais tratados com a
associagfio de CCl, mais o EHE de S. nigrum L. na dose de 1,0 gkg' de
peso corporal, valor na ordem de 634,38+17 91 foi encontrado, também néo
evidenciando diferenca estatisticamente significante (p>0,05), quando
comparado ao grupo controle, tratado somente com o CCly (704,5+35 36).
Qutrossim, a tabela 10 que expressa o calculo da atividade hepatoprotetora,
a parlir de valores de atividade enzimatica da AST, indicou valor de
hepatoprotecdo positivo para a dose utilizada (10.66%).

Em outra andlise bioguimica, visualizada na figura 11, os
valores de concentragdo sérica de bilirrubina total (umol.L") séo indicadas,
relativo aos animais tratados com a associacéo de CCl, mais o EHE de S
nigrum L. na dose de 1,0 gkg' de peso corporal, valor na ordem de
22.6+1,35° foi obtido, sendo este nimero estatisticamente significante
(p<0,058), guando comparado aa grupo controle, tratado somente com o CCl,
(10,2440,81). Qutrossim, a tabela 11 que expressa o calculo da atividade
hepatoprotetora, exibe a partir de valores de concenfragdo sérica de
bilirrubina total, valores de hepatoprotecéo negativos para a dose utilizada (-
293,34%), tal resultado poderia ser decorrente da influéncia da associagéo
EHE+CCl, sobre os paraémeiros causadores de elevacdo deste pigmento
como discutido anterioremente (KISS, 1882: BERK, 1891; KAPLAN, 1995;

HENRY, 1085).
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Na figura 12 dos resultados bioquimicos, observa-se os valores
de concentracio sérica de bilirrubina direta (umol.L™), relativo aos animais
tratados com a associacéo de CCl, mais o EHE de Sofanum nigrum L. na
dose de 1,0 gkg' de peso corporal, na ordem de 3,17:0,43, ndo sendo
gstatisticamente significante (p>0,05), quando comparado ao grupo controle,
tratado somente com o CCly (2,5610,47). A partir de achados da tabela 12
que expressa o calculo da atividade hepatoprotetora, exibe-se a partir de
dados numéricos de concentracdo sérica de bilirrubina direta, valores
negativos para hepatoprotecéo na dose utilizada (-60%), sendo porém valor
estatisticamente néo significante.

Observando-se o0s resultados histopatoldgicos, pode-se
constatar a partir das 1aminas 15 € 16 intensa esteatose microvesicular nos
animais tratados com o CCly mais o EHE de S. nigrum L. na dose de 1,0 g.kg’
' de peso corporal. Esta manifestacéo foi semelhante em intensidade quando
comparada aocs animais tratados somente com o CCl, visualizado nas
laminas 7 e 8.

Analisando-se a lamina 23 relativa. ao fendmeno de necrose
hepética, chega-se a conclusdo na dose utilizada do EHE associado ao CCl,,
produziu moderada necrose do hepatdeito, e que, guando comparada ao
grupo controle tratado somente com o CCl; ndo se mostrou diferente para
este fendmeno histopatologico (lamina 19).

A lamina 29 que exibe o fendmeno tumefagéo turva dos

hepatocitos induzida pela associagdo do EHE mais CClL (intensa), ndo
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diferiu do grupo controle tratado somente com o CCli que também
manifestou a mesma intensidade da manifestacdo histopatoldgica (l&mina
25).

MOUNDIPA & DOMNGANG, 1991, obtiveram resultados
benéficos utilizando folhas de Solanum nigrum L. na diéta de ratas
intoxicadas com AFB;. A bateria de testes revelaram um aumento da
atividade da atividade enzimatica, além do incremento de duas enzimas
extremamente importantes na detoxificacdo de compostos xenobidticos, a
uridinidifosfato glicuroniltransferase e a glutatido-S-transferase. Os animais
tratados com as folhas desta planta apresentaram niveis de asparato
aminotransferase, fosfatase alcalina e y-glutamil transfrerase compativeis
com indices de hepatoprotecac.

SHARMA ef al, 1993, estudando uma preparacdo poliherbal,
que entre seus constituintes figurava a presenca de frutos de S, nigrum L.,
constataram o efeito hepatoprotetor em modelo utilizando o paracetamol,
através de varios parémefros bioguimicos e histopatoldgicos. Outro
preparado poliherbal também foi estudado constituido entre por frutos da
gspécie 8. nigrum L. Para tantoe CHAUHAN et af, 1994, avaliaram e
comprovaram o efeito benéfico de tal preparado em protocolo de intoxicagéo
crdnica com alcool utilizando ratos, tendo como pardmetro 08 niveis do
metabdlito acetaldeido, que ¢ componente polinerbal conseguiu regredir,
diminuindo os danos lesivos deste agente guimico a nivel de parénquima

hepatico nos animais cronicamente tratdos com etanol.
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Sobre a agdo antioxidante do S. nigrum L., SUFTANA et al,
1985, conduziram um estudo, e constataram que o extrato bruto desta planta
foi capaz de prevenir a oxidaglo do DNA de células de timo de bezerro,
sugerindo que um dos efeitos hepatoprotetores desta espécie estaria ligado
a sua acdo estabilizante sobre a integridade do DNA de células hepéticas
lesadas por processos patoldgicos.

NADEEM ef al., 1997, comprovaram o efeito hepatoprotetor dos
frutos de S. nigrum e suas fragdes (etandlica e éter de petrdieo) sobre lesdes
hepaticas induzidas pelo CCls e paracetamol. Administrados em varios niveis
de dose estes extratos foram capazes de reduzir a extenséo do dano
hepatico a partir de indices enziméticos (aminotransferases, fosfatase
alcaling, ei¢...) assim como das concentragbes de glutatido e nos achados
histopatoldgicos. Estes autores sugeriram que o efeito protetor de fais
extratos poderiam residir na capacidade destes inibirem a peroxidagéo
lipidica pela varredura dos radicais livies do oxigénio, gerados por esta
hepatotoxinas,

O preparado poliherbal contendo frutos de Sofanum nigrum L.,
também foi testado em modelo ulilizando estolato de eritromicing, se
constatando através de andlises biquimicas e histopatologicas uma
diminuicdo da peroxidagho lipidica induzida pelos intermedidrios reativos
oriundos do metabolismo do estolato de eritromicing, além do incremento dos

mecanimos de detoxificacéo pelo restabelecimento dos niveis de glutatido e
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glutatiio-S-transferase hepatico, fenbmenos estes que traduziram em
hepatoprotec@o (VENKATESWARAN ef al., 1997).

Em nossos resultados ndo vislumbramos quaisquer indicativos
de diminuicdo da peroxidagBo lipidica em decorrdncia dos valores
bioguimicos obtidos e das respectivas anéiises histopatolbgicas

investigadas.

8.9. CONSIDERAGOES SOBRE AS ANALISES BIOQUIMICAS E
HISTOPATOLOGICAS NOS ANIMAIS TRATADOS COM

Solanum cernuum V.

A literatura abordada sobre a especie Solanum cernumm V,
também revelou a presenca de alcaldides (PECKOLT , 1908; BRIGGS &
CAMBIE, 1958; SIQUEIRA-JACCOUD, 1963; VILEGAS et a/, 1990), sendo
que dentre estes, o glicoalcaldides solamargina (BRIGGS & CAMBIE, 1958;
VILEGAS et al, 1990), que comprovadamente exibiu atividade
hepatoprotetora em modelo in vivo utilizando o CCls (LIN ef al., 1988), nos
chamou a atengao.

Achados quimicos qualitativos em nosso estudo além de
identificar alacaldides indicaram a presenca de flavondides, saponinas e
taninos  (tabela 17), entidades quimicas de reconhecida atividade

hepatoprotetotora como citado anteriormente. Quando da analise da reviséo
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bibliografica sobre 0s compostos quimicos da espécie Solanum cernuum V.,
0 acido clorogénico recebeu destaque em fungdio de sua reconhecida
atividade hepatoprotetora em ensaios utilizando CCl; (LEXA ef al, 1989;
RUSU ef al., 1994; KAPIL ef &/, 1995).

Realizando-se¢ a analise da figura 13, onde aparecem os
valores de atividade enzimatica das ALT (Ul), relativo acs animais tratados
com a associacao de CCly mais 0 EHE de S. cemuum V. na dose de 1,0 g. kg
' de peso corporal, valor na ordem de 354,5+15.4 fot obtido, ndc havendo
diferenca estatisticamente significante (p>0,05), quandc comparado ao grupo
controle, tratado somente com o CCl, (367+12,01). Outrossim, a tabela 13
gue expressa o calculo da atividade hepatoprotetora em porcentagem, a
partir de valores de atividade enzimatica da ALT entre os diferentes grupos
tratados, indicou valor de hepatoprotecdo positive para a dose utilizada de
extrato (3,59%).

Analisando-se a figura 14, onde aparecem 08 valores de
atividade enzimética das AST (Ul), relativo aos animais tratados com a
associacdo de CCly mais o EHE de S. cernuum V. na dose de 1,0 g.kg” de
peso corporal, valor na ordem de 680,67+37 87 foi encontrado, fambém néo
evidenciando diferenca estatisticamente significante (p>0,05), guando
comparado ao grupo controle, tratado somente com o CCly (704,5+35,36).
Outrossim, a tabela 14 que expressa o célculo da atividade hepatoprotetora,
a partiv de valores de atividade enzimética da AST, indicou valor de

hepatoproteco positivo para a dose utilizada (3,62%).
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Em outra analise bioquimica, visualizada na figura 15, os
valores de concentragdo sérica de bilirrubina total (pmol.L™) sdo mostradas,
relativo aos animais tratados com a associacéo de CCl, mais o FHE de S
cernuum V. na dose de 1,0 gkg' de peso corporal, valor na ordem de
11,8440,92 foi obtido, ndo sendo estatisticamente significante (p>0,05),
guando comparado ac grupo controle, tralado somente com o CCly
{10,24+0,81). Outrossim, a tabela 15 que expressa o calculo da atividade
hepatoprotetora, exibe a partir de valores de concenfracdo sérica de
bilirrubina total, valores de hepatoprotecdo negativos para a dose utilizada (-
31%).

Na figura 16 dos resultados bioquimicos, observa-se os valores
de concentracéo sérica de bilirrubina direta (umol.L™), relativo aos animais
tratados com a associac@o de CCly mais o EHE de S. cemuum V. na dose de
1,0 gkg' de peso corporal, na ordem de 2411033 ndo sendo
estatisticamente significante (p>0,05), guando comparado ao grupo controle,
tratado somente com o CCl, (2,56+0,47). A parlir de achados da tabela 16
gue expressa 0 calculo da atividade hepatoprotetora, exibe-se a partir de
dados numéricos de concentrag@o sérica de bilirrubina direta, valores
positivos para hepatoprotegiio na dose utilizada (15,15%). O grupo de
animais controle somente o EHE de Solanum cernuum V. exibiu valor

estatisticamente significativo (p<0,05) quando comparade ao grupo controle
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somente CCly, sugerindo uma acio auxiliar sobre as atividades funcionais
envolvendo o figado e o pigmento bilirrubina 1Xo.

Observando-se os resultados histopatologicos, pode-se
constatar a partir das laminas 17 e 18 intensa esteatose microvesicular nos
animais tratados com o CCls mais o EHE de S, cernuum V. na dose de 1,0
gkg' de peso corporal. Esta manifestacdo foi semelhante em intensidade
guande comparada aos animais tratados somente com o CCly, visualizado
nas ldminas 7 e 8.

Analisando-se a lamina 24 relativa a0 fendmeno de necrose
hepatica, chega-se a concluséo na dose utilizada do EHE associado ao CCl,
produziu moderada necrose do hepatdcito, que quando comparada ao grupo
controle tratado somente com o CCl, ndo diferiram na sua intensidade
(lamina 19).

Finalmente a lamina 30 exibe o fendmeno de tumefagao turva
dos hepatoécitos induzida pela associagdo do EHE mais CCl,, tendo em sua
analise, manifestacdo moderada, diferindo do grupo controle tratado somente

com o CCl, no que diz respeito a intensidade da manifestagao (lamina 25).
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9. CONCLUSOES

1%) Os EHEs de Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Sofanum
nigrum L. e Solanum cernuum V., nas doses utilizadas, néo foram capazes
de alterar a rota de lesdo hepatocitotoxica induzida pela administragéo prévia
de CCls, tendo em vista os valores de atividade enzimatica da ALT e AST,
ndo evidenciando agdo curativa.

2°y O EHE de Solanum variabile M. na dose utilizada exacerbou o efeito
hepatotdxico do CCls, decorrente a elevacio dos niveis séricos de ALT.

3% Os EHEs de Solanum paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum
nigrum L. e Solanum cernuum V., nas doses utilizadas, ndo foram capazes
de alterar a rota de lesdo hepatocitotdxica induzida pela administracéo prévia
de CCl,, tendo em vista os valores de concentracdo de bilirrubina 1Xo total e

direta, n@o evidenciando acdo curativa.

4% Os EHEs de Solanum paniculatum L. (0,5 e 1,0 g.kg™) e Solanum nigrum
L. (1.0 gkg") potencializaram z les8o peroxidativa induzida pelo CCl,, de
acordo com as concenfracdes sanguineas de bilirrubina 1Xa fotal e direta
obtidas.

5° M&o houve correlacio entre as concentragbes de bilirrubina [ Xo com 0s

achados semi-quantitativos histopatolégicos.

6% As espécies, a parlir dos achados preliminares bioguimicos e
histopatoldgicos ndo evidenciaram atividade hepatoprotetora no presente

protocolo utilizando o CCls




10. SUMMARY




SUMMARY 730

10. SUMMARY

The post-treatments with the evaporated hidroalcholics extracts (EHESs) of the
species Solanum paniculatum |.. (jurubeba), Solanum variabile M. (jurubeba-
falsa), Solanum nigrum L. (maria-pretinha) and Sofanum cernuum Vell.
{panacéia) etnopharmacologically selected, were investigated in hepatic lesions
previously induced by the carbon tetrachloride (CCls). EHEs were obtained by
percolation the process A Pharmacophea Brazilian 2nd edition, being used,
starting from the aerial parts of these species (stems, leaves, flowers), collected
in Braganca from S&o Paulo area (8P). Previously the qualitative chemical
analysis was proceeded for alkaloids, flavonoids, saponins and tannins. Albino
rats, Wistar, males, were divided in & groups for Solanum paniculatum L. and 4
groups for Solanum variabile M., Solanum nigrum L. and Solanum cernuum V. |
receiving in the time 0, respectively, G1, G2 and G3 (olive oil 3,75 mlL.kg",
intragastrically - i.g.), G4, G5 and G6 (CCl, - 1.5 mL.kg™" in olive oil to 40% viv;
ig.), for S. paniculatum L., and in the time 0, G1 and G2 (olive oil 3,75 mL.kg",
ig.), G3 and G4 (CCl - 1.5 mLkg" in olive oil to 40% viv; i.g.) for the other
species. In the times 6, 12 and 18h after CCl; treatment, the groups of Sofanum
paniculatum L. received, i.g., G1 (vehicle of EHE, 3,0 mL.kg™), G2 and G3 (EHE
- 0,5 and 1,0g.kg” respectively), G4 (vehicle of EHE, 3,0 mL.kg"), G5 and G&
(EHE - 0,5 and 1,0 g.kg™ respectively), being for the other species, G1 (vehicle
of EHE, 3,0 mLkg™"}, G2 (EHE - 1,0g.kg”), G3 (vehicle of EHE, 30 mlL kg™, G4
(EHE - 1,0 gkg™). Elapsed 24h00 from the lesion for the CCls, sanguine and
hepatic specimens were collected, and as markers of the hepatotoxicity lesions,
biochemical analyses of the activity of the aminotransferases (ALT and AST) and
of the serics concentrations of total and direct bilirrubin were accomplished. For
the histopatolgic study it was taken in to considerafion the intensity of the
stetatosis, necrosis and hydropic changes phenomenons of the hepatocytes. The

biochemical values were submitted o variance analysis, Dunnett’s test being

ARAUJO, CEP.
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applied to the significant data (p < 0,05). The freated groups with EHEs
associated to the CCl, didn't show to be effective in the reversion route of
citotoxic hepatic lesion induced by this agent, in none of the administered doses,
by means of the biochemical results. EHEs of Solanum paniculatum L. and
Solanum nigrum L., have exacerbated the hepatic lesion for the CCly according
to the obtained values of total and direct bilirrubin, as well as EHE of Solanum
variabile M., starting from the resulits of enzymatic activity of ALT. The results of
the histopathological didn't differ significantly among the treated groups with CCl4
and EHEs in relation to the treated group only with the CCl,, in the parameters
steatosis, necrosis and hydropic changes of the hepatocytes. EHEs of Solanum
paniculatum L., Solanum variabile M., Solanum nigrum L. and Solanum cermuum
V. were ineffective in the reversion of the progression of the hepatic damage
caused by CCl,, being for this reason, deprived from hepatoprotective activity in
the present experimental protocol, not justifying its etnopharmacologic

employment for the liver diseases treatment.

Key-words. Medicinal plants, useful plants, liver - diseases, toxicity - tests,

hepatic functional tests.
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CODIGO _
PRODUTO

NUVILAB CR-1AUTOCLAVAVEL

{Rac3o para animais de taboratdrio)

COMPOSICAQ BASICA DO PRODUTO: Carbonate de Cilcio, Farelo de Soja, Farelo

de Trigo, Fosfato Bicaicico, Mithe Integral Moido, Cloreto de Sodio, Premix Vitaminico

Mineral Amincdcido, Farinha de Peixe, Farinha de Came.

EVENTUAIS FUBSTITUTIVOS: Farelo de alfafa, Farelo de arroz, Farelo de girassol,
Farelo de milho, Farinha de conchas de ostras tipo um. Farinha de penas hidrolizadas,
Farinha de sangue, Sero de leite em po, Cevada, Gordura animal estabilizada, Solivels
de pescade dessecados.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTC:

CaICIOMER) e 1,40 %
Extrato etéreo (min.) R wemiorne 3,00 %
FOSTOra {min.) o creesrnrmseserirmcsrnesrneene 60 %
Matéria Fibrosa (ma.\ ) ceeerrseres i psvesneenmrereeees | 300 Yo
Matéria Mineral {max. e 10,00 %
Proteina Bruta (min oo 22,00 %
Umidade (MaX.) co s ssrsrserssnsseensnsnere 1230 %8

ENRIQUECIMENTO PORQUILOGRAMA DO PRODUTO:

Vitaminas: Viwmina A 25200 UL Viiamina D3 2100 UL Viamina E 60,00 mg: Vitamina

K3 12.50mg: Vitamina Bl 14.40mg, Vitamina B2 11.00 mg; Vimmina B6 12 (}Onw Vitarmina

B126.00 mey; Acido Nicotinico 52 0 mg; Acido Pamctemco 11200 me Acida Folico
© 6.00mg; Biotina026 mg: Colina 1. 100.00mg_

Microelementos Minerais: Ferro 30.00 ma: Zinco 60.00 mg: Cobre 10.00 mg: lodo 2.00
me: Manganés 60,00 mg; Selénio 8.03 mg: Cobalto 1.50 mg.

Aminoacidos: Metionina 300.00 mg: Lisina 100.08mg.
Aditvo: Anioxidante 10000 mg.

MODO DE USAR: Alimento equilibrado para camundongos e ratos de laboratdrio,
Administragde 4 vontade através de comedourcs suspensos,

CONSERVACAQ: Conservar em ambiente seco ¢ arejado, evitando-se luze calor
EXLUSSINOS.

ROTULG REGISTRADO NO MINISTERIO DA AGRICULTURA
E REFORMA AGRARIA SOB N* J153.00158
INDUSTRIA BRASIHLEIRA
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Solanum paniculatum L.
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Solanum nigrum L.
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B s

vei€lLopocel,  VEICULO Do cel, tel, cel,
Gleodeoliva; ~ (Qleo de alva; b Gking Besdaien
375 mLkg",ig) 3,75 mL.kg", ig.) oy Ve
40%, viv, i.g.) 40%, viv, i.g)
VEICULO DO EHE EHE VEICULO DO EHE EHE
(NaCl 0,9%, 3,0 mL kg ‘(0,5 e 1,0g.kg™, (NaCl 0,9%; 3,0 mL.kg- (0,5 1,0 g.kg",
1, i.g.; 612e18h I.Q.;G, 12e18h 1!i_g_; 6,12e18h i.g.;6, 12e 18 h
pos o veiculo do CCl,) apos o veiculo do ap6s o CCl,) apés CCl,)
ccl,) $
COLETA DE 24 horas apods o COLET
SANGUE & viculoeocel, | Ryl
ANALISES BIOQUIMICAS ANALISES

HISTOPATOLOGICAS

ESQUEMA 1 - Esquema do  protocolo experimental para a
espécie S. paniculatum L.

ARAUJO, C.E.P.
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veiéOLo po ccl, VE‘gULO VEICULO DO ccl, " mTcl:é . ik f_i' !
(Oleo de oliva; 3 (75If:|_dfggmfz ) o MR e, Ml
3,ml-kg, 199 R 40%, Vv, i.9.) 40%, Vv, i.g.)
VEiCULO DO EHE EHE VEICULO DO EHE EHE
(NaCl 0,9%, 3,0 mL.kg' (1 0 g.kg". 1.g.; (NaCI 0,9%: 3,0 mL.kg‘ (1 0 g_kg-1‘ i_g_;
1, Ig, 6,12e18h 6, 12318hap65 1‘19‘ 6,12e18h 6. 12e18h
pés o veiculo do CCl;) o veiculo do CCl,) apés o CCl,) apés CCl,)
COLETA DE 24 horas apés o co
SANGUE <: veiculo e o CCl, :> HEPkE;r(?A
ANALISES BIOQUIMICAS ANALISES

HISTOPATOLOGICAS

ESQUEMA 2 - Esquema do protocolo experimental para as
espécies Solanum variabile Mart., Solanum nigrum
L. e Solanum cernuum Vell.




