Universdade do Vale do Paraiba
Ingtituto de Pesquisa e Desenvolvimento

“Efeito hepatoprotetor da Curcuma zedoaria induzida pelo
paracetamol em ratos machostipo Wistar”

Margarida Tamura Kuga

Dissrtacdo de Medrado goresentada a0
Programa de PésGraduagdo em Ciéncias
Biologicas, como complementacdo dos créditos
necessaios para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Biol6gicas

S50 Jose dos Campos, SP



Univer sdade do Vale do Paraiba

I ngtituto de Pesquisa e Desenvolvimento

“ Efeito hepatoprotetor da Curcuma zedoariainduzida pelo
paracetamol em ratos machostipo Wistar™”

Margarida Tamura Kuga

Dissertacd0 de Medrado gpresentada a0
Programa de PosGraduagdo em Ciéncias
Biolégicas, como complementacdo dos créditos
necessarios para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Wellington Ribeiro

S50 José dos Campos, SP



K97e
Kuga,  MargaridaTamura
Efeito hepatoprotetor da Curcuma zedoariainduzidapelo
paracetamol em ratos machostipo Wistar / Margarida
TamuraKuga. S3o José dos Campos: UniVap, 2004.
/lp.: il.; 30cm.

Dissertacdo apresentada ao programa de pos-graduagéo em
CiénciasBioldgicas do Ingtituto de Pesquisae
Desenvolvimento da Universidade do Vde do Paraiba,
2004.

1.Figado 2. Curcuma 3. Acetaminafen |. Ribeiro,
Wellington, Crient. 11. Titulo

CDU:633.88

Autorizo, exclusivamente parafins académicos e cientificos, areproducgo total ou parcid desta

dissertac@o, por processos fotocopiadores ou transmisséo detrdnica

Assinatura do auno:

Data:



Dedico este trabalho ao meu marido
easminhas duasfilhas.



Agradecimentos

Ao Indtituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Univap.
A Secretariado P& D e Biblioteca Setoridl.
Prof. Doutor Wellington Ribeiro, orientador do trabalho.
Aos colegas Rafaela, Karing, Pombo, Miné, Gustavo, Carli.
Ao jardinero Joaguim (que cuidou da herborizacéo).
Aos profs. Doutores José Carlos Cogo, Rodrigo A.B. L Martins, Milton
Beltrame, Newton Soares, Cristina Pacheco Soares, Liliane Auxiliadora

Avda Pagn.

A Deus e aos meus antepassados.



Resumo

O presente trabdho tem como objetivo avdiar o efeto hepatoprotetor da
Curcuma zedoaria. Para avdiar a agdo hepatoprotetora da planta foi redizado um
moddo expeimenta com ratos machos tipo Widar, divididos em 4 grupos a seguir: i)
grupo controle (grupo sem tratamento); i) grupo Zedoaria (zed), tratado com extrato
cetonico lidfilizado (300mglkg) de 1212hores por 4 dias via ord e depois sacrificados
i) gupo Zed + Acp, grupo pré-traado com extralo cetonico lidfilizado da zedoaria
(300mg/kg) de 12/12horas por 4 dias via ord, onde | hora gpds a Ultima dose é aplicado
uma dose tdxica de paracetamol (Acp) (650mg/kg) e apds 24 horas é sacrificado; e iv) o
grupo Acp, onde é adminisrado uma dose toxica de Acp (650mgkg) por via ord e
sacrificado gpds 24horas. A coleta sanguinea € redizada antes do blogqueio intracardiaco
com KC a 20% paa adise ewzimdica das transaminases ALT
(daninaaminotrandferase), AST (aspartato aminotranderase), e FA (fodfatase dcdina).
O edudo higomorfologico do figado é feito aravés da sua remocdo e fragmentado para
uma solugdo de formol a 10%, processado por  técnica da pardfinaO  efeito
hepatoprotetor da planta é avdiado aravés do edudo da dividade enzimdica
plasmdica juntamente com o estudo histomorfologico do figado dos diferentes grupos.
O resultado da atividede enzimética das transaminases ALT e AST e FA e o edudo
hisomorfologico foran andisados compardivamente.  Na dividede enziméica
plasandica do ALT podemos observar que entre 0 grupo controle e o grupo zed ndo
ocorreu nenhuma diferenca edtdigticamente dgnificativa E a0 comparamos o grupo
zed + Acp e 0 grupo controle podemos obsarvar que ha um aumento edtatisticamente
ggnificativo. Resultado semehante fol encontrado para 0 grupo Acp e 0 grupo controle,
onde podemos observar um  aumento edaidicamente Sgnificativo. Na - aividade
plasndica do AST podemos obsava um aumento Sgnificativo a0 compararmos 0
grupo Acp com o grupo controle. Contudo, a0 comparamos o grupo zed e o grupo zed
+ Acp com o grupo controle podemos observar que nédo goresentaram  nenhuma
diferenca edaidicamente dgnifictiva Na aividade plasmédtica enzimédica da FA
podemaos observar que no grupo zed e no grupo zed + Acp em rdacdo ao grupo controle
ocorrel um aumento  edtdidicamente sgnificativo.  E a0 compaamos 0 grupo Acp



versus controle podemos obsavar um aumento edtaidicamente Sgnificativo. Pelas
andises higomorfolOgicas, 0 grupo zed em rdacd a0 grupo controle, ndo goresentou
nenhuma dteragdo. Comparando 0 Grupo zed + Acp e 0 grupo controle podemos
obsarvar a degeneracd moderada do tecido hepdico, indicando uma possive
regeneracéo celular. Comparando 0 grupo Acp em reacdo ap grupo controle podemos
observar a tumefacdo cdular, infiltrado inflamatdrio, congestéo de vasos, desintegracéo
nuclear, perda do potencid de membrana e dteracdo do citoesqueleto, caracterizando
necrose. No grupo tratado com paracetamol em doses toxicas, 0s niveis de Soros
bioquimicos do ALT, do AST, e da FA foran devados. De acordo com os dados
obtidos nesta pexgisa sugere-se que o extrato lidfilizado da Curcuma zedoaria aenua a
intoxicacdo do figado intoxicado com paracetamol, com efeto hepaoprotetor que €

comprovado aravés das provas bioquimicas e andises hissomorfol Ggicas.

Pdavras chaves: Curcuma zedoaria, hepatoprotecdo, hepatotoxicidade, paracetamol



Abdract

The present dudy has the objective of investigating the hepatoprotection effect
of Curcuma zedoaria. In order to evduae the hepatoprotection action of the plant it was
peformed an experimenta modd with “Wiga” mde ras, divided in 4 groups &s
folows 1) control group (group with no trestment); ii) Zedoaria group (zed), trested
with liophilized cetonic  extract (300mgkg) every 12/12 hours for 4 days per os and
then sacrified; i) group Zed + Acp, pretrested with liophilized cetonic  extract
(300mgkg) every 12/12 hours for 4 days per os where one hour after the last dose it
was gpplied a toxic dose of paracetamol (Acp) (650mg/kg) and 24hours later the group
was srified; and iv) the Acp group where it was applied a toxic dose of Acp (650
mgkg) per os and 24hours laer the group was sacrified. The blood collection was
caried before the intracardiac blockege with KCl a 20% for enzym andyss of
transamin (ALT and AST) and FA. The higomorphologicd sudy of the liver is mede
through its extraction and fragmentation a 10% formdin solution, and processng by the
pareffin techniqueThe hepatoprotection effect of the plants is evauated through sStudy
of plaamatic activity of the enzym together with hisomorphologica sudy of the liver
from the differents groups. The result of enzym activities of transamins (ALT, AST)
and FA as wdl as the higomorphologicd sudy were comparaivdy andysed. In the
plasmaticad enzym activities of ALT we can obsarve that between the control group and
Zed group it did not occur any datidicdly sgnificant difference However, when
comparing the group zed + Acp with the group control we can note thet there is a
datidicaly sgnificant increese. Smilar results were found for ACP group and control
group, where we can obsarve an expressve datigicd increese. In the plasmatica
activity of AST we can note a remarkable increase when comparing the group Acp with
control group. Neverthdess, when comparing both the group Zed and the group zed +
Acp with group control we can obsarve that they did not present any datidicdly
expressve difference. In the plasmatica enzym activity of FA we can observe that zed
goup and zed + Acp group compared to the control group a daidicdly sgnificant
increase occurred. When comparing the group Acp versus control group we note a
detigticadly sgnificant increase.



Through higomorphologicd andlyss, it is seen that zed group did not present
any change with respect to the control group. Comparing the group zed + Acp with the
control groyp we can see a moderate hepatic degeneration, with the presence of
inflamation and congestion of capillar snusoides Compaing the Acp group with the
control group we obsarve  doudy swdling, loss of membran potentid, and cito-
skelleton change. In the Acp group, treated with toxic doses of paracetamal, the leve of
srum biochemicad of ALT, AST and FA was high. The higologicd andyss showed
effects on the cdular permesbility of the hepatocities with congestion of vases, nuclear
desntegration, Snusoids and hiperplesa of Kupffer cdls From the exposed it is
suggested that liophilized extract of Curcuma zedoaria weeken the intoxication of the
liver damaged by paracetamol, with hepatoprotection effect which is assessed by means
of biochemica proofs and hisomorphologica andyses

Key words: Curcuma zedoaria, hepatoprotection, hepatotoxicity,
acetaminophen
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| —INTRODUCAO
11 Curcuma zedoaria

Negtes Ultimos anos 0 consumo de plantas medicinais como opcdo de curg,
prevencdo e tratamento estd crescente e intenso nas mais diversas classes socias e
culturais do mundo.

No Brasl, 0 uso da fitotergpia tem sido anpla e tradiciond desde os tempos do
descobrimento aé os dia de hoje devido principdmente a forte tendéncia da moda
naurdiga e a0 dto cudo dos medicamentos indudridizados O interesse cientifico pea
fitotergpia vem ganhando forga tanto nas universdades, como nos grandes laboratdrios
das industrias farmacéuticas, resultando em pesquisss e publicagles cada vez mas
abundantes sobre 0 assunto.

A Curcuma zedoaria (ROSCOE), chamada popularmente de zedoaria, “ggitau’,
é uma planta naiva do CeilZo, Indonésia e india ou sga, é muito conhedida e
consumida na cultura as@ica No Brasl eta planta adgptou-se no Estado de Séo Paulo
e Parand A denominecdo da Curcuma vem da pdavra Persa “Kurkum”, que dgnifica
acafrédn. Pertence a familia Zingiberaceag, com um rizoma principd piriforme ou
arrendondado, carnudo, com ramificagbes secundarias laterais compridas . A pate onde
Se encontra os principios aivos é o rizoma Exige cerca de quarenta espécies de plantas
perenes que pertencem ao género Curcuma  (Figura 1). A planta é acaule e de seu
rizoma patem de 4 aé 5 folhas longamente pecioladas, dternas lancedladas, lisas, de
cor verde pdida, marcadas por sulcos obliquos na face inferior, de 25 a 50 cm de
comprimento e de 12 a 16 cm de lagura, formando na parte inferior, pea justaposcéo,
uma espécie de edtirpe. As flores sdo branca amardadas e achamse em uma longa
espiga centrd verde envolvida pea bainha das folhes 9 (Fgua 2). A raiz forma um
rizoma groso, centrd, aredondado, de onde patem 3 ou 4 tuberas laeras Dos
rizomes laeras podem nascer outras tantas plantas independentes que podem também
viver isoladas da planta origindia. (COSTA, 1986), (KATO E FISCHER,1996).

O rizoma da planta, tem Sdo utilizado na indidria farmecéutica e dimenticia
(MELLO & d., 2000). Na inddgtria fitotergpica é comercidizado em forma de cgpaules
e naindigtria dimenticia como condimento.



Curcuma attenuata

Curcuma alismatifolia

Y3hr

| i

P W

|

Curcuma ‘Kyhmer’

Fig. 1 — Fotografia de plantas do género Curcuma



1.1.1 Congtituintes Quimicos

O rizoma da zedo&ia é condituida de curcumenona (ciclopropanosesquiterpeno)
e 2 eyirdactonas (curcumanolide A e curcumanolide B), cinedl (Oleo essencid 1 a
%), pigmentos curcuming, amido (50%), resna (3,5%), dbumindides, vitamines Bl,
B2, e B6; Mineras : Cat2, Mg+2, Fet3, Natl, K+1 (TESKE ;TRENTINI, 1997). Os
Oleos essencias sGo compostos smples, em gerd com edtrutura ciclica, chamados de
terpenos, que déo sabor picante e sfo aoméicos (BOTSARIS ; MACHADO, 1999,
HONG & d., 2001). Os terpendides também chamados de terpenos sGo congtituidos de
hidrocarboneto isopreno  (C5H8). A Curcuma zedoaria é condituida de 3 isoprencs
chamado de sexquiterpendides (RAVEN et d., 2001). Segundo Matsuda (1998)., os
sequiterpenos  da Curcuma zedoaria € composto  por  furanodiene,  germacrone,
curdione,  neocurdione,  curcumenol,  isocurcumenol,  agrogidiol,  zedoarondiol
curcumenona e curcumin. A curcumina na avdiagcdo comercid consste numa mistura
de curcumin, demethoxycurcumin e bisdemethoxycurcumin, onde Jaygprakasha (2002),
isolou egtes trés componentes pdo méodo HPLC e identificou aravés de estudo
espectroscopico. Porém para Hong et d., (2001) os dois sesquiterpenoides da Curcuma
zedoaria foram isoladas e identificadas como ar-turmerone(1) e beta-turmerone (2).



1.1.2 Revisao bibliogr &fica

A Curcuma zedoaria (ROSCOE), (Figura 2) € uma planta que vem sendo
edudeda e invedigada devido a sua grande potencididade tergpéutica e agdo
farmacologica  possibilitando inimeros resultados cientificos que tendem a confirmar o
uso medicind popular.

Fig. 2 — Fotografia da planta Curcuma zedoaria ( ROSCOE)
durante a floragao



Assm vaios autores como Rana e Avadhoot (1991) avdiaram a aividade
hepatoprotetora da Curcuma zedoaria comparaando com outra planta Gymnema
sylvestre. Enquanto Masuda e d. (1998), Masuda & d. (2001), estudaram os
condituintes hepatoprotetor da zed , que SB0 0s sexquiterpenos, curcumenolactones A,
BeC J Maotta et d. (2003) féz um estudo in vitro com cultura de hepatécito para
veificar 0 efeito hepato protetor do curcumin sobre a lesfo induzido pelo CCl4, araveés
das provas com glutation , glutation oxidado e aumento das transaminases.

InvestigacBes sobre gplicacdo em citotoxicidade isolando um dos componentes
aivos curcumindide chamada demethoxycurcumin demondrando sua  dividade
inibitdria contra as clulas OVCar-3 (cdulas cancerigenas do ovéio) foram redizado
por Syu et d. (1999).

Kim et d., (2000) estudaram sua aplicacdo em aividade tumorais e sugerira que
CZ1-11, que é a fracdo polissacaride da Curcuma zedoaria dminuu o tumor e previniu
a mutacdo mitocondrid. Em 2001 a mesma equipe invesigaram a dividade enzimdica
lisossomd, bem como a producio de NO e TNFa paa avdiar 0 aumento da atividade
do polissecarideo das cdlulas tratadas com CZ-1 e CZ-1 |ll da Curcuma zedoaria como
respostaimune.

Pesquisas sobre a atividede bioldgica do sesquiterpendide da Curcuma zedoaria
ou sga 2 sexquiterpendides que foram identificadas como a-turmerone (1) e beta
turmerone (2) foram estudados por Hong et d., (2001).

Yoshioka e d., (1998) isolaam dehydrocurdione, um dos sesquiterpenos  da
zedoaria e tetaram in vivo e in vitro como agdo anti-inflamatdria Enquanto Jang et
d., (2001) estudaam o curcuminoide e sesquiterpenos da Curcuma zedoaria como
inibidor da produgdo do TNFdfa que € anti-inflamadrio. JA Chae & d., 2002,
pexuisad)an 0 efeto inibitdrio do sesquitepeno isolado:  b-turmerone e ar-turmerone
nos mediadores da inflamacdo que sfo as prostaglandinas E2 e Oxido nitrico atraves das
culturas de cdulas. Foran pesquisado por Hong et d., (2002) vaios extrato de plantes,
indusve da Curcuma zedoaria, isolando um dos componentes que inibem a agéo da
prosaglandines, produzindo ¢xido nitrico, que o mediadores potentes na  inflamacdo
€ na agdo quimiopreventiva do cancer.

Sob  aspecto  anti-fungico Gupta g d., (1976) ilaan mehyl-p-
methoxycinnamate, um dos principio aivo fungidda da Curcuma zedoaria e



confirmaram a sua agéo fungicida Enquanto Ficker et d., (2003) estudaram a agéo
fungicda das vaias plantas da familia Zingiberdceae JA Navaro & d., (2002)
estudaram a fitoquimica e andisaram propriedades anadgésicas da Curcuma zedoaria
cultivadano Brasil.

Na Revisa Fapesp (2004) citourse que na India, o indice de mortdidade de
idosos com doencas de Azheimer é menor em relacdo a0 Ocidente devido ao grande
consumo da Curcuma como tempero para dar cor e ssbor picate a0 dimento. E
recomendado também para pessoas com Aids e Cancer por causa das propriedades anti-
oxidante e anti-inflamatdria Acreditaese que a propriedade antrinflamatdria guda a
reduzir o inchago observado nas cdulas neuronais, no caso de doencas de Alzheimer e
Parkinson, que 2o doencas degenerdivas.

1.2 FIGADO
1.2.1 Anatomia

O figado € a maor viscera do corpo humano, correspordendo a 1/5 do peso
corpord em adultos e 1/20 do peso corpord de um neonato. Situa-se no quadrante
superior  diréto do abddmen, aderido & supefide infeior do didragma  E,
essencidmente, uma messa de cdulas permeada por um complexo mas organizedo
sigema de canais que trangportam o suprimento sangliineo e a hile. Recebe 25-30% do
débito cardiaco.

E composto por lobos anatdmicos (D e E) separados peo ligamento faciforme.
Cirurgicamente, eda divisso é fata a0 nivd do porta-hepais (locd onde a atéria
hepética e a vea porta se dividem em ramos D e E). Os lobos D e E cirdrgicos podem
ser subdivididos em 8 segmentos os qual's SSo usados para orientar as ressecgies.

Suprimento sangliineo P vela porta (70-80%) e artéria hepédtica. Pela vela porta
chega ao figado todo materid absorvido nos intestinos, com excecdo de pate dos
lipidios que é trangportada por via linfética. Gracas a essa caracterigtica, e se encontra
em poscéo privilegiada paa metabolizar e acumular nutrientes e neutrdizar e diminar
subgtancias toxicas dbosorvidas. A veia porta € formada pea juncdo da veia mesentérica
uperior e vea esplénica e se dirige paa o lobo D a medida que se goroxima do porta-



hepatis  Ramificase num tronco curto D (lobo superior D, &ea a dirdta da vesicula,
porcdo antero-superior do figado) e num tronco E mas longo (regido laterd do lobo E,
lobos quadrado e caudado). Cada ramo termind tem um territdrio nitidamente definido.

A artéria hepdtica e seus ramos s20 bem menos congtantes. Em 55% das pessoas
eda s origina dirgamente da atéia cdiaca mas, no restante, pode s originar da
mesentérica superior, gastroduodend, gadtrica D ou E ou @é mesmo da aorta Dentro do
figado, seguem os ramos da veia porta A maor pate do fluxo va paa o estroma,
ductos biliares e vesicula hiliar. As veas hepdicas s20 retas e drenam pogteriormente
paa a vea cava poderior (a D drena o lobo superior D, a E drena o lobo E e a
intermedidria drena a &ea suprida pelas ramos D e E da vea porta). (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

1.2.2 Arquitetura higtoldgica

O figado é condituido principdmente por cédulas hepdticss ou  hepadditos.
Esdes s agrupam em placas que £ anadomosam entre S formando unidades
morfologicas chamadas |6bulos hepéticos. Cada 16bulo esté cercado por uma linha néo
corada que € a regido onde exidia tecido adiposo, o qua é diminado com a fixacdo. No
centro de cada l6bulo, exise a vea centro-lobular, paa onde convergem diversos
cgpilares chamados snusdides Os hepatdcitos s digpdem em places orientadas
radidmente. Cada placa é condituido por uma sO camada Em agumas regides, os
[6bulos ficam separados  por tecido conjuntivo e vasos. Edtas regifes ocupam os cantos
do poliedro e recebem o nome de espacos-porta.

Cada espaco-porta € composto por uma vénula e uma arteriola, um ducto hiliar,
vasos linféticos e nervos. Este conjunto € cercado por uma capa  de tecido conjuntivo,
continua com a cgpaula de Glisson, que recebe o nome de placa limitante. O espago-
porta também pode receber 0 nome de triade portd pois, suas estruturas predominantes
S0 a vénula, a ateriola e o ducto hiliar. Da triade, 0 sangue aravessa a placa limitante
aravés de canais controlados por esfincter. Esses canals descaregam 0 sangue numa
rede de cgpilares chamada de snusdides.



Os snusdides sdo capilares que ocupam 0 expago entre as placas de hepatdcitos.
Suas paredes S0 revestidas de cdlulas endotdials tipicas e macréfagos que, no figado,
recebemn o0 nome de cdulas de Kupffer. As cdulas de Kupffer tém funcdo fagocitéia e
pertencem a0 Sstema reticulo endotdid. O edréto espago que separa 0 Sinusdide dos
hepatdcitos recebe 0 nome de espago de Dise 0 qua é composto por fibras reticulares.
Os capilares snusdides desembocam em uma veia locdizada no centro do [6bulo
chamada veia centrolobular aqua é o ramo inicid daveia hepdica

As veas centrolobulares dravessam os |dbulos em sentido longitudind e a0
sarem destes, desembocam em angulo reto nas velas sublobulares que penetram nes
trabéculas do estroma hepdtico e se unem para formar as veias hepdticas. (GAYOTTO
ALVES, 2001).

Os hepat6citos sdo  gedmente ressentes ap  TNFa  induzido pda
citotoxicidade. Quando ha a participacdo da absorcéo intestind de uma endotoxicina e
seguido de um estresse hepatocdular, as cdu;as de Kupffer sfo ativadas promovendo a
tumefacd0 provocando a morte cdular. Este edresse osmGtico € degradado pelo
aumento citosdlico do Cat+2 e findmente resultando na ruptura da membrana plasmética
do tecido hepico. (GRATTAGLIANO et 4., 2002).

1.3 Atividade enzimética

Quando ha uma lesfio cdula no figado produz-se a liberacdo de diferentes
enzimas cdulares. Quando edta lesdo é extensa, € possive identificar quase todas as
enzimas tissulares, como as amino tranderases que S0 indicadores de integridade
cdular. (SCHAFFNER ; SCHAFFNER, 1991).

As transaminases (aminotransferases) sfo enzimas intracdlulares que catdisam a
trandferéncia de um grupo amino de um aminoacido a um hidrocarboneto para former
um amino&cido diferente. As aividades da aspartatoaminotrandferase (AST ouTGO) e
daminaaminotranderase (ALT ou TGP) tém ddo usada como indicadores de danos
hepatocdulares desde 1955. A AST edtd presente em muitos orgéos dém do figado,
induindo o coragdb e o misculos enquato que a ALT € encontrada sO
no figado. Oitenta por cento da AST nos hepatdcitos et na mitocondria, enquanto que



a ALT edéa locdizada em outra pate do ctoplesma (SCHAFFNER ; SCHAFFNER,
1991).

A ALT é a enzima mais utilizada para medir proceso inflamatério ou necrético
do figado. Quando a lesfo hepdtica € leve, a devagdo da concentracdo plasmética da
AST deve-s2 basicamente ao componente citoplasméico, porém quando a lesfio se
agrava, paticipa também a AST das mitocondrias, razéo pela qud dtos niveis de AST
traduzem alteracso total do hepatdcito (GAYOTTO ; ALVES, 2001).

As ioenzimas da fodatase dcdina (FA), a fosfo-hidrolase ortofosforica
monoéster, etdo amplamente didribuides em todos os dOrgéos do corpo, incluindo
figado, os0s rins, intestinos e placenta No figado, esta enzima estd hisoquimicamente
locdizada tato no lado sSnusoidd como no candicular do hepatdcito e sua fisologia
etd mediada por trangportadores de membrana O aumento de FA na enfermidade
hepética tanto pode ser devido a0 aumento de sua producdo como também a deficiéncia
de suaexcrecdo (GAYOTTO ; ALVES, 2001).

1.4 Paracetamol (acp)

O paacetamol (denominado acetaminofeno nos Edados Unidos) € um  dos
agentes analgésicos e anttipiréticos ndo narciticos mais utilizados Tem apenas aividade
anti-inflamatdria fraca O paracstamol € adminigtrado por via ord e é bem absorvido, e
as concentragfes plasméticas méximas sfo dcancadas em 30-60 minutos A mea vida
plasmética do paracetamol em doses tergpéuticas € de 2 a 4 horas, no entanto em doses
toxicas, a meia vida pode estender-se para 4 a 8 horas. O paracetamol ingerido em doses
tergpéuticas comuns € conjugado a0 &ido glicurbnico ou a0 aulfao e excretado pelos
rins. A overdose do paracetamol causa nausees, vomitos e depois de 24 a 48 horas,
ocorre a lesfo hepdtica potencidmente fad, devido a sauracdo das enzimes de
conjugecdo normais, fazendo com que a droga sga convertida por oxidases de funcéo
miga em N-acetil-benzoquinona imina (NAPQI). A hepaotoxicidade verificase peos
hepatocitos que sfo expostos a metabdlitos reativos de f&dmacos quando formados
aravés da acdo de enzimas P450. O metabdlito eetrolitico formado (NAPQI) ligase de
forma covdente (ailacdo) a proteines, provaves residuos de cigeina O glutatido o
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protege da ligacdo co-vdente induzida peo paracetamol, prevenindo a lesfio hepéica
pda reecGo com os meabdlitos derofilicos e formacdo de 3-(glutaido-Syl)-
paracetamol  (GAYOTTO, 2001). A Fgura 3 modra exquemdicamente ese
mecanismo.

O gdlutaido é um tripeptideo (L-gameglutamil-L/cigtenil-glicing) e contém cerca
de 9% nos hepatocitos em forma reduzida (GSH), é um redutor intracdular. E
patidpa também na cadise madolismo e trangporte cdular. As  funcBes
ctoprotetoras do GSH <o conferidas pdo grupo  aulfidril, podendo participar des
reag0es de tranferéncia de tiol, protegendo proteinas e membranas cdulares.

A hepatotoxicidade induzida peo paracstamol 0 s manifesta quando o nive
hepdico totd de GSH ca daxo de 10%, nivd requerido para depletar o glutatido
mitocondrid. (KALIL et d., 2001).

As doses toxicas de paracetamol tem Sdo usado amplamente como moddo
experimentd paraavdiar a hepatoprotecdo com outras plantas medicinas.

Assm Ali & d., (2003) investigaram o extrato aquoso do Hibiscus sabdariffa L
sobre a lesio hepdtica induzido pdo paacgamol andisando  bioguimicamente e
histologicamente. Enquanto Janbaz e d., (2002), estudaram efeito hepatoprotetor
da rutina sobre alesdo hepdicainduzida pelo paracetamol e CCl4 em roedores.

A adminigtracdo de doses repetidas de paracetamol para avdiar 0 grau do stress
oxidetivo no figado do reto foram investigado por O"Brien & d., (2000)

Echard et d., (2001) investigaram a hepatoprotecéo para verificar combinacéo de
varias er'vas medicinais sobre alesfo hepética induzida pelo paracetamol e dcoal.

Efeito hepatoprotetor do Osbeckia octandra sobre a lesfo hepaica induzida peo
paracetamol foram estudado por Thabrew et d., (1995).

Lores et d., (1995) avdiaram o comportamento do figado da cobaia induzido
pelo paracetamol aravés do stress axidativo.
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1.5 Cadélcio

O Cdcio regua uma s&ie de fungbes cdulares tas como  secregéo,
movimentagdo comunicagdo intercdular, proliferacdo e diferenciac. Quando ha uma
hepatotoxina , como exemplo 0 paracgtamol, h& um acimulo de cdcio nos tecidos
lesados, como vemos na fig.3. Ede aclmulo é devido a presenca de &cdidos graxos
ionizados e de outras macromoléculas que ligam a este ion. Algumas hepaotoxicines
dteram a homeostase cdular do cdcio, aumentando a concentracdo do cacio e pode
divar outros mecanismos caabdlitos dedtrutivos como a gpoptoe. (GAYOTTO
ALVES, 2001).

Soyanovsky e Cedebaum(1999) ; Ray & d., (1990;1993), verificwan que as
doses toxicas de paracetamol in vivo provocavam homeostasa do cdcio ou sga houve
acimulo de Cdcio, resultando em necrose. Boulares e Ren  (2004) veificaram que
doses toxicas de paracetamol em edudo in vitro com culturas de cdulas houve a
dteracéo do Ca2+. A ingestd0 de dosss dtas do paracgtamol faz com que o
metabaolito formado esgote o glutaion hepdtico e nestas circungtancias , a reacdo com 0s
grupos sulfidrilicos das proteinas hepdticas € aumentada e pode haver necrose, e tavez
uma pate da acumulecdo intracdular do Cat2, dive a endonuclease dependente do
Cat+2. ( Goodman ,1996).
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Fig. 3- Mecanismo da hepatotoxicidade do paracetamol
(GAYOTTO ; ALVES, 2001)
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2. OBJETIVO

O objetivo deste traba ho foi:
a) ldentificar macroscopicanente e microscopicanente a planta Curcuma
zedoaria presente na regido do Vae Paraiba

b) Redizar um procedimento gerd para a obtencdo do extrato bruto

c) Avdiar a acéo hepatoprotetora do extrao bruto da Curcuma zedoaria
congderando a dividade enziméica (ALT, AST e FA) dravés da redizacdo
de provas bioquimicas da funcdo hepetica (ALT, AST e FA) e da andise
hisomorfol 6gica do figado dos diferentes grupos experimentais.
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3. Material e Mé&odos

3.1 Material Botanico

As amostras da Curcuma zedoaria foram coletadas na cidede de Cacapava, Vde
do Paraiba e trazidas a Univgp para a redizacdo do processo de herborizago. (Figura
4).

A identificecd morfologica, microscOpica e macroscopica do  rizoma  da
Curcuma zedoaria, seguiu 0 mé&odo de Kao e Fishea (1996) do Depatamento de
Farmacognosa da Universdade de S0 Paulo, sendo redizada no laboratdrio do
Serpent&io da Urivgp. A confirmacdo da identificacdo macroscdpica da Curcuma
zedoaria foi obtida na Casa de Agricultura de Paabuna (SP) pdo engenheiro
agrénomo Marcdo Criveli onde foi enviada a excicaa (Anexo A) paa a emisséo do
Certificado (anexo B).

Fig. 4 - Zedoaria em cultivo no campus da Univap
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3.2 Identificacdo da Curcuma zedoaria
3.2.1 Materiais

- Rizoma da Curcuma zedoaria
- Solucéo de amonia 2%

- Acido borico saturado

- Acido sulfurico PA.

- Papd defiltro

- Bast®o de vidro

- Bequer

3.2.2 Método para identificacdo dos far macos aromaticos pararaizese
rizomas (COSTA,1986).

Os rizomas tem formaos ovdides (circuma redonda) ou cilindricos (cdrcuma
longa) de dimengdes vaidves a@é 15cm de comprimento por 25 cm de espessura,
inteiros ou seccionados, de cor amarelo acinzentada (Figura 5).

Fig. 5— Fotografia das Rizomas da Curcuma zedoaria
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Fractura cornea + hidroxido acalino = coloragéo vermeha

Fractura cornea + &cido = colorac@o violeta

0,59 de rizoma+ 5ml dcool = coloragéo amarelo

rizoma + soluggo saturada de &cido bdrico = coloracdo vermeho laranja
rizomas + gotas de amonia = coloragdo azul escuro

rizomas cozidos + hidroxido dcaino = coloracéo vermeho

rizomas cozidos + &cido sulfarico = colorac@o violeta

O chelro e 0 sabor sdo arométicos. A sdivacorade amardlo (ibid).

3.2.3 Caracterizacdo macroscopica (COSTA, 1986)

A Curcuma zedoaria (Roscoe) € condituida de rizomas e raizes, como mostra
nafig. 5.

Os rizomas cortados transversdmente, encontramse na forma de discos de 34
cm de didmetro, com odor canforéceo e sdbor amargo. A supeficie externa mostra
coloracdo cagtanho acinzentada, superficie brilhante. A superficie transversd, cinza-
azulada opaca, com dilindro centrd, de coloragéo mais intensa

As raizes sfo cilindrices, ndo tuberosass de coloragdo castanha, possuem
edriagOes longitudinais, didmetro de cerca de 2 mm e de 5-10 cm de comprimento.

3.3 Identificacdo histologica da Curcuma zedoaria (KATO ; FISCHER,

1996)
3.3.1Materiais

- Foma 37

- Acido acdtico glacid (Synth)
- Etanal 90%0

- Hipoclorito de sidio a 2%

- Agua destilada
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- Violeta gencianaa 1%

- Hematoxidlinaeosna 2%

- Laminadevidro

- Laminula

- Glicerina

- Microscdpio Eletronico Olympus CH30 com camera fotogréfica

3.3.2 Técnica de coloracgdo

Soluggo Fixadora: Formol 37% - 5ml
Acido acdtico glacid (Synth) - 5ml
Etanol 90% - 90ml

Osrizomasforam limpos e colocados na solucéo fixadora por 24 — 48hs.

ApbGs o periodo de fixagdo, redizou-se uma S&rie de cortes do tecido vegetd,
sgguido do processo de acondicionamento em solugdo de hipodorito de sodio a 2%
durante 5 a 10 minutos, observando a destruicdo do contetido cdular. Em  suida
foram lavados em &ua acética (solucdo de acido acético a 2%) durante 5 minutos,
pararetirar 0 excesso da solugdo hipocorito de sodio a 2%.

Os cortes foram lavados durante 5 minutos em égua dedtilada

A fase seguinte coloriu-se com violeta de genciana a 1% durante 3 minutos.

Lavou-se em &gua dedilada durante 15 minutos, para retirar 0 excesso do
corante.

Em seguida coloriu-se com solugdo de hematoxilinaeosna 2% por 5 minutos

Lavou-se-se em &gua durante 15 minutos.

Retirou-se 0 excesso do corante em acool a 90%.

Lavou-se em agua corrente.

Os cortes foran findmente colocados numa lamina de vidro. Pingou-se uma
gota de &gua glicerinada

Colocou-se-se uma laminula sobre o corte corado. Observouse entéo ao
microscopio Gptico com camera fotografica no aumento 100x, 400x e 1000x.
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3.4 Procedimentos gerais para obtencdo do extrato bruto

Fo utlizado o rizoma da Curcuma zedoaria que foi colhido durante o periodo de
dorméncia, ou sga quando a planta perde todas as folhagens e se tornam totamente
Secas, tipicamente nos meses de julho, agosto, setembro e outubro.

Para a extracdo , utilizamos a técnica de Maceragdo, segundo Priga et d.,
(1981), onde o rizoma e o solvente sBo colocados em conteto, durante certo tempo, a
temperatura ambiente. Utilizou-se como solvente, a acetona (MATSUDA & d., 1998),
(MATSUDA & d., 2001), por s um liguido semipolar e induzir um certo grau de
polaridade nas moléculas de solventes ndo polares com outro polar. AsSm a acetona
favorece a extracdo do sesquiterpeno, que é a substancia ativa da planta que da o odor
tipico canforéceo.

34.1 Materiais

- Agitador mecanico

- Mixer (processador domeéstico)

- 200g rizoma fresco e descascado
- acetona PA. (Synth)

- &gua dedtilada

- dadura de gaze

- papd defiltro

3.4.2 Método
200g darizoma Curcuma zedoaria cortada e néo descascada

640ml acetona P.A. (Synth) (MATSUDA et d., 19998)
160ml &gua dedtilada
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Os rizomas foram misturadas no mixer (processador domeédtico) até dilaceracéo
complea com uma slucdo de actona 80% e em seguida  homogenizado com um
agitador mecanico por 2 horas em temperatura ambiente. Repousou-se por 24h.

Filtrou e reservou o primero filtrado. O residuo foi tratado novamente com  solucdo
acetona a 80% com 2x 0 seu peso, para obter um rendimento melhor do extrato bruto.

Agitou-se e misturou-se no mixer. Repousou-se por 12 hs.

Fltrou-s2 e obteve o0 segundo filtrado. misturouse o primero filtrado com o
segundo filtrado efiltrou-se na atadura de gaze.

Osfiltradas foram licfilizados.

A lidfilizacdo foi redizado na Unicamp peo Prof. Dr. Sephen Hydop do
Departamento de Farmacologia.

A lidfilizacdo condge em uma técnica epecid que permite a secagem de um
corpo goés prévia congdacdo (-20°C), onde a &gua congdada € removida por
sublimacdo dravés de um vacuo intenso, de modo a dar-se, diretamente, a passagem do
edado Sdlido a0 gasoso, sem que em quaquer momento da operacdo 0 gelo formado
retome o estado liquido.

O processo de liofilizaggo pode of erecer as seguintes vantagens.

1 A baxa temperatura de operacdo evita quaquer dteracdo quimica das
substéncias decompostas peo cdor. Desta forma o extrato seco obtido por eta técnica,
mantém  indterada a sua composicido quimica origind, assegurando sua  atividade
tergp@utica e outras propriededes caracterigticas. O acondicionamento e o
amazenamento adequados podera manter indterado as caracteridticas do  extrato
durante um longo periodo .

2 A perda de condituintes volaeis esté reduzida ao minimo.

3 Os produtos liofilizados goresentam  um  edrutura eponjosa, 0 que
contribui para a sua répida dissolugdo, assegurando-se, asim, a reproducdo fie do
produto origindl.

4) Durante a secagem, 0 desenvolvimento de microorganismos e as reag0es
enziméticas s20 inibidas pelas baixas temperaturas de operagdo, 0 mesmo acontece Nos
produtos secos, pois 0 seu teor em &ua € pouco O que torna impossivel  quaquer
manifestacéo vital (PRISTA 1981).
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Apos a lidfilizagdo o extrao da Curcuma zedoaria foi armazenado a temperatura de

5°C e no momento do uso foi ressugpendido em uma  solugdo coloidd  Carboxi Metil

Cdulo= (CMC) a 1% na concentracdo desgada 300mgkg (Rana, 1991), (Sertiel1992)
e (Eun—Jeon, 2000).

Peso find do extrato bruto = 22,0g

2009 rizomas cortadas
€ nfo descascadas
Solucéo acetona 80%
Agitacgo mecanica 2horas T.A.
Repouso | 24horas
, ) ~ Primeiro
R&iduo 4—| Filracdo P Bltrado
Soluggo acetona 80%
2X peso
v v
+ —» Lidfilizagéo
Agitacio mecénica A L
Repouso 12 horas Extrato bruto
Residuo o Segundo
(desprezar) Filtracéo > Filtrado

Fig.6 - Esquema de Obtencéo do Extrato Bruto da Curcuma zedoaria
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3.5 Gruposexperimentais

Foram utilizados 36 ratos machos tipo Widar pesando em torno de (215 + 10)g
provenientes do biotério da Fazenda Bemtevi — S0 Pallo. Sendo os experimentos
redizados de acordo com os preceitos do Codigo Breslero de Experimentacédo Animd
— COBEA e a normas do CIOMS (Council for Internationd Organization of Medicd
Sciences), Codigo de Etica para experimentacido anima (WHO, 1985). Os animas
permaneceram no biotéio de passagem do Indituto Pesquisa e Desenvolvimento
(IP&D) daUniversdade VVade do Paraiba, S&0 Jose dos Campos.

Os animas foran mantidos em ambiente limpo e seco com temperaura e
umidade relativa adeguados, acondicioredos em caxa de polipropileno, com recdo e
&gua ad libitummonitorados diariamente em relac@o atroca de paha e &gua.

Neste trabaho pretende-se invesigar a dividade hepatoprotetora da Curcuma
zedoaria com um pré traamento de 4 dias via ord induzido pela dose toxica do
paracetamol (650mg/kg), via ord por 24 horas. Como foi descrito por (UDEM et 4.,
1997; EUN-JEON et d., 2000; ALI et d., 2001). Dosss tdxicas de paracetamol tem sido
ussdo como moddo animd para tede de hepaotoxicidade com plantas medidnas
conforme Janbaz e d., (2002); Echad et d., (2001), HesH et d., (1996), Thabrew et
d., (1995), eLine d., (1994).

Paa 0 edudo da dividade hepatoprotetora da Curcuma zedoaria os animas
experimentais foram dividido em 4 grupos, onde cada grupo condtituiu-se de 9 animais

O Grupo 1foi o grupo controle, sem nenhum tratamento

O grupo 2 tratado com zedoaria(300mg/kg) a cada 12 horas, ou sga600mg /dia,
ressugpendido numa solucéo de CMC 1% e administrado viaord durante 4 dias
consecutivos.

O Grupo 3 tratado com zedoaria (300mg/kg) a cada 12 horas, ou sga 600mg/dia,
ressugpendido na solugdo CMC 1% e por viaord durante 4 dias e, gpo6s | hora da Ultima
dose do extrato, foi administrado paracetamol (650mg/kg) viaora por 24 hores.

No Grupo 4 tratado S5 com paracetamol 650mg/kg viaord por 24horas .
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3.5.1 Coleta sanguinea do rato macho tipo Wistar
35.1.1 Materiais

- Pincacirdrgica

- Tesouracirdrgica

- Luvas

- ketamina

- Eter sulfdrico (Synth)

- Algodéo

- Prancha de madeira paraapoiar o animd
- Bequer

- Saringa.de 5ml com agulha 25x7

- Tubo Falcon

- Tubo Eppendorf

- Centrifuga Fanen — Centrifuga Excesall Mod 206 BL
- Bdanca Eletronica NARK 2200 Clas 1

3.5.1.2 Procedimento Cirdrgico

O animd foi colocado em uma camara anetésca contendo dgoddo embebido
com éer paa obter uma ceta andgesa e sedacdo. Em seguida gplicou-se ketamina
(100mgkg) via IM (FIDECKA,1987; CREMONESE e d., 2001; JANBAZ e d., 2002
e PORRO et d., 2004) que é um agente anestésico gerd. ApGs a a redizacdo do
procedimento anestésico, foi redizado uma incisfo retilinea, aravés do emprego de
uma tesoura de ponta romba, da linha longitudind aé o prolongamento find da parede
abdomind & borda posterior do esterno. Em seguida foi redizado de cada lado da borda
uma incisfo transversd, ao longo da borda pogterior da caixa torécica, e a parede ventra
foi fixada

Pogeriormente, foi redizada a coleta da amostra sanguinea, com uma seringa de
5ml de cdibre 25X7, num volume de 4 a 5ml, seguida da retirada do tecido hepético.
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Coooou-=2 no tubo Fdcon e centrifugorse a 4000 rpm por 15 minutos Apds a
centrifugacd0 0 sangue separou- em plasma e soro. Utilizowse 0 soro para andise
enzimética

Segundo (JONES & d., 1987) o éer ndo provoca diungdo e toxicidade no
tecido hepdico, este promove gpenas uma acdo depressora no SNC (Sistema Nervoso
Centrd), e fol utilizado em diversos trabahos nos quas estudouse a fungéo hepética
(ZARAGOZA et d., 2000; YAMANE, Abel996; BARBOSA e d. 2003). Paa a
redizacd0 dos experimentos os animais foram anestesados por indagéo do didileter e o
nivd da anestesa foi monitorado aravés de indicadores como peda do reflexo
coneeno (2 a 5 minutos), frequencia respiradria, rdaxamento da musculatura
abdomina e damandibula e respodtas reflexas.

A ketamina € um potente agente hipnético e andgésico. Um agente indatdrio no
can, 0 éer prolonga a agdo  anedtésica da ketamina . A ketamina € metabolizada no
figedo e conjugando com o &ido glucuronico e diminado peos rins sem  provocar
nenhuma disfuncéo hepética. (MILLER, 1994).

3.5.1.3 Coleta do tecido hepatico

O tecido hepaico foi removido imediagamente gpdés o sacrifido do animd,
limpo em solugdo sdina 0% redriado e pesado. . Foi retirado um  fragmento do
[6bulo direito do figado, pois todo 0 materid asorvido vem do intestino aravés da veia
porta (Junquera, Canero, 1999). Um fragmento do Idbulo direto do figado, foi
colocado em formol a 10% para posterior andise histoldgica

Os animas foram sxcrificados aravés da administracdo de KCl 20%
intracardiaco ainda sob efeito anestésico (COBEA, 1991; GUTIERREZ-SALINAS e
d, 1999; THEOCHARIS et d, 2001; BARBOSA &t d., 2003).

35.14 Retiradado sangue

Para retirada do sangue, foram coletadas amodras da vela cava inferior com

auxilio de uma seringa de 5 ml, aravés do emprego de uma agulha de cdibre 25x7.
Pogteriormente as amodras foram centrifugadas a 4000 rpm, por 15 minutos a uma
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temperatura de 4°C. Em seguda, foram separadas amodras de soro para a redizacéo
das determinagdes das atividades enziméticas (AL T, AST e FA).

3.6 Andlise Enzimatica para comprovacao hepatoprotetora
3.6.1 Materiais

- Amostra sanguinea

- Espectrofotometro Shimadzu — UV 1650 PCUV vishle - Spectrophotometer

- Banho Maria natemperatura congtante de 37°C

- Pipetas para medir padréo, amosiras e reegente.

- Cronometro

- Centrifuga FANEN Excelsall Mod 206 BL

- Kit para andise Transaminase Firlvica (TGP, GTP ou ALT) fabricado pela
LABTEST DIAGNOSTICA SA.A

- Kit paa andise Transaminase Oxdacética (TGO, GOT ou AST) fabricado
pelaLABTEST DIAGNOSTICA SA.a

- Kit paa andise enzimdtica Fosfatae Alcdina (FA) fabricado pda LABTEST
DIAGNOSTICA SA.4

3.6.2 Transaminase Piravica (TGP, GTP ou ALT)

Findidede Sdgema para determinacdo da adividade da transaminese pirQvica
(TGP) ou daninaaminotransferase (ALT) no sangue por fotocolorimetria

Principio;: A ALT egecificamente catdisa a tranderéncia do grupo amina da
danina pra o cetoglutarato, com a formacdo de glutamato e piruvato. O piruvao
formado reage com a 2-4 difenilhidrazina formando a hidrazona que adquire a coloracéo
méxima pea adicdo de hidroxido de sidio. A intensdade da coloragdo € monitorada
fotometricamente e neste caso, uma vez que ndo obedece a Le de Lambert-Beer, os
cdculos sho definidos aravés da curva padréo e a intenddade vaia de acordo com a
atividade enzimética
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Metodologia: Reitman e Frankd

Reagentes.

1 — ALT Subgdrao: Tampdo 50 mmo/L pH 74; &ido dfacetoglutéiico 2
mmol/L; L-danina 100 mmol/L , e azida sdica 154 mmmol/L.

2 — Resgete de cor: 24 dinitrofenihidrazina 1,0 mmol/l &dido doridrico 1,0
mol/L.

3 — Solucdo de NaOH — etoque: Hidrdxido de sadio 10 mmoal/L

4 — Solucdo padrdo: Piruvato de sodio 22 mg/dL.

3.6.3 Transaminase Oxalacética (TGO, GOT, AST)

Findidade Sgema para determinacdo da atividade da transaminase oxaacética
(TGO) ou agpartato aminotransferase (AST) no sangue por fotocolorimetria

Principio: A AST cadisa especificamente a trandferéncia do grupo amina do
agpatato para cetoglutarato, com a formagdo de glutamato e oxadacetato. O oxdaceto
formado reage com a 2-4 difenilhidrazina formando a hidrazona que adquire a coloracéo
mé&xima pea adicdo de hidrdxido de sodio. A intensdade de coloragdo varia de acordo
com a dividade enzimdica e neste caso, uma vez que ndo obedece a lei de Lambert-
Beer, 0s clculos sfo definidos aravés da curva-padréo.

Metodologia: Reitman e Franke

Reagentes.

1 — AST subgrato: Tampéo fodao 67mmol/l PH 74; &ido dfacetoglutéico 2
mmol/L; &cido L aspartético 99 mmol/L e azida sidica 15,4 mmol/L

2 — Reagente de cor: 24 dinitrofenihidrazina 1,0 mmol/L e &ido doridrico 1,0
mal/L

3 — Solucdo de NaOH — etoque: Hidrdxido de sodio 10 mmol/L

4 — Solucdo padréo: Piruvato de sodio 22mg/dL
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3.6.4 Fodfatase Alcalina (FA)

Findidede Sdema paa deteminagdo da dividade da fodaase dcdina (FA)
no sangue por fotocolorimetria
Principio: a FA do soro hidrdlisa o subdraio da timolftdeina monofosfato, liberando
timolftdeina e fodfao inorganico. Pda adicdo de dcdi a acdo enziméica é inibida e a
timolftaeina adquire a cor azul. A intenddade da coloracdo é proporciond a atividede
enzimética

Metodologiaam Roy modificedo; metodologia com especificidede para fosfatases
de origem hepdica, éssea e intesind, 0 que ndo ocorre para a isoenzima de origem
placentéria.

Reagentes.

1 — Subgrato: Timolftaleina monofosfato 23mmol/L

2 — Resgente de cor: Cabonato de sodio 50 mmol/L de hifroxido de sodio
50mmoal/L

3 — Tampéo: tamp&o 300mmoal/L, ph 10,1 e surfactante

4 — Padréo: Fodfatase dcdinaem solugéo 45 U/L

3.7 Andlise higtol6gica do figado do rato macho tipo Wistar
3.7.1Materiais

- Solugéo dina0,%%

- Solucéo de &cido acético 5%

- Solugio de Acido doridrico 5%

- Solugdes de Alcool etilico: 50%, 60%, 70% e 95 %
- Alcodl Etilico Absoluto (SYNTH)
- Xild (SYNTH)

- Solugzo Formal 10%

- Eognal%

- Solugdo hematoxilina (DOLES®)
- Edufa Quimis

- Banho Maia Quimis
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- Microtomo — marca LEICA RM 2125 RT

- Teemometro B-D

3.7.2 Analise Histologica
3.7.2.1 Microscopia Optica

As amodras do figado foram fixadas em uma solucdo de formol a 10% no
minimo 36 horas. Poderiormente os cortes higoldgicos foran  desdratados e
ubmetidos a uma S&ie graddiva de banhos de dcool, comegando com 50% e
progredindo a@é o dcool absoluto 100% (Synth). Em seguida os cortes foram
diafanizados com Xilol (Synth) por 4 horas

Para impregnacdo e indusdo os cortes higoldgicos foram colocados em
recipientes de duminio adequados, com pardfina fundida por 4 horas para impregnacéo
do tecido.

Apbs a impregnacdo do corte higtologico, este foi colocado em um pequeno
recipiente coberto com pardfina fundida por inteéro e deixado para endurecer, formando
um bloco contendo o tecido. Para a microtomia foram redizados cortes de 5 um de
epessura em micrétomo LEICA RM 2125 RT. Os cortes em laminas de vidro de
extremidade fosca (Pefecta) sSo levados pra o banho-maria onde s cobertos com
gdaina (USP- Synth).

Uma vez precedido o preparo das amodras os cortes sBo fixados em laminas a
serem coredos, aravés do emprego do corante Hemaoxilina-Eosna (H.E.). Apés
coloracdo os cortes foran montados em laminas permanentes para poderior estudo
microscdpio optico (marca LEICA) e fotografadas no aumento de 100x, 400x e 1000x.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo macroscopica da Curcuma zedoaria

A Curcuma zedoaria (Roscoe) é congtituida de rizomeas e raizes, como mostra
naFig. 5.

Os rizomas cortados transversalmente, encontram-se na forma de discos de 34
cm de didmetro, com odor canforéceo e sabor amargo. A superficie externa mostra
coloragéo castanho acinzentada, superficie brilhante. A superficie transversd, cinza-
azulada opaca, com cilindro centra, de coloragéo mais intensa

As raizes S50 cilindricas, néo tuberosas de coloracéo castanha, possuem
estriagBes longitudinais, didmetro de cerca de 2 mm e de 510 cm de comprimento.

4.2 Caracterizacao Microscopica da Curcuma zedoaria

A0 examinarmos 0s cortes da rizoma a0 microscopio optico podemos observar
na regido mas externa cerca de 6 a 10 camadas de cdulas suberosas, dongadas no
sentido periclind, condituindo os parenquimes de reserva Ede  parenquima so tecidos
especidizados no acimulo de subgténcias, podendo gpresentar gréos de amido ova-
eiptico e cdulas dleiferas disseminadas. O parenquima da camada verticd média posui
grandes cdulas poliédricas, de angulos aredondados € no centro do rizoma nota-se em
corte transversd, um circulo de fachos fibrovasculares apertados uns com os outros
foomando uma egpécie de banha a0 redor da medula O paenquima limitado
exteriormente pa ese circulo € aravessado por fachos espacados, suas céulas
encerram gréos arendondados ou angulos de amido; em dgumas cdulas encontram-se
também pequenos granulos de resna, coloridos de aroxeedo mas intenso, e todo o
tecido do rizoma é impregnado de uma matéria corante amarela, que sfo gotas de dleo

essencid. Segue as fotos tiradas ab microscopio, na Figura 7A, 7B, 7C.
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Fig.7A Fotomicrografia do corte transversal da rizoma da Curcuma zedoaria (H.E. 100X)

Legenda: 1 - Tecido de revestimento
2 - Célula oleifera
3 - Parénquima amelifera

Fig.7B Fotomicrografia do corte transversal da rizoma da Curcuma zedoaria (H.E. 400X)

Legenda: 1 - Tecido de revestimento
2 - Célula oleifera
3 - Parénquima amelifera



Fig.7C Fotomicrografia do corte transversal da rizoma da Curcuma zedoaria (H.E. 1000X)

Legenda: 1 - Parénguima amelifera
2 - Célula oleifera
3 - Tecido de revestimento

30
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43 Estudos bioguimicos da atividade enzimaticas plasmaticas do

ALT, AST e FA dosdiferentes grupos experimentais

A tabela | modra a corrdacdo obtida entre as diferentes dividades enzimdticas

plasméicas com os diferentes grupos experimentais e seus respectivos pesos + EPM. As

andises edtatidticas foram fetas através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste T
de Student com nivel de sgnificancia de p<0,05.

Tratamento Dose AST (U/l) ALT (U/) FAUN) Pesodo Pesodo

dosgrupos  (mgkg) animal (g) figado (g)
Controle 88.30+1.72 53.55+ 2.06 5346+ 230  2104646.10 9.06+0.28
Zed. 300 79.85+0.94 50.59+1.94 88.40t2.27 20367+3.88 8.22+0.22
Zed+Acp 300+650 90.24+4.70 69.60+3.98 91.10+259  226.08+4,42  10.75t0.32
Acp 650 106.42+5.88 81.37+3.26 12013+2.92  22083+3,73  10.45+0.28

Tabda | Corrdacdo entre as diferentes atividade enzimética plasméica e dos diferentes
grupos e Seus repectivos pesos.
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4.4 ResultadosparaaenzimaALT

A figura 8 representa a dividade enziméica plasméica dos diferentes grupos
expeimentas: Controle, Zed, Zed+Acp e Acp.

Ao comparamos as atividades enzimdica plasmética da ALT paa o grupo Zed
(5059+ 194 ) em rdagédo ap grupo Controle (53.55 +2.06) podemos obsarvar que néo
ocorreu nenhum  aumento estetisticamente significativo.

Ja quando observamos as aividades enzimd@tica plaamdica da ALT paa o
gupo Zed + Acp (6960 + 398) em rdagidb a0 grupo Controle (5355 + 2.06)
podemas observar que houve um aumento edtatisticamente significativo.

Reslltado semdhante foi encontrado para o0 grupo Acp (8137 + 326) em
rdacd a grupo Controle (5355 + 206) podemos obsavar um  amento
edtaigticamente sgnificaivo, de 15%.

ALT
100+
* I Controle
—— I Zed
Hl Zed+Acp
EAcp

u/l

Fig. 8Atividade enzimatica plasmatica da ALT para os diferentes grupos experimentais.
Os dados representam a média + E.P.M., n=9, p<0,05 quando comparado com o grupo
controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de comparacéo mdltipla).

(*) Representa valores significativamente diferentes do controle
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45 Reaultados paraenzima AST

A figura 9 representa a dividade enziméica plaamdica dos diferentes grupos
expaimentas Controle, Zed, Zed + Acp e Acp.

Ao compaamos 0 grupo Zed (7985 + 0.94) em reagddo a0 gryo Controle
(8830 £ 172 ) ndo ocorreu nenhuma diferenca edatidicamente dgnificativa da
atividede enzimatica plasméicada AST.

Resultado semehante foi encontrado para a aividade enziméica plasméica do
AST no grupo Zed + Acp (9024 + 4.70) versus grupo Controle (8830 + 1.72), néo
gpresentou dados edtatisticamente sgnificativos.

Ao compaamos 0 grupo Controle versus Acp grupo podemos observar  um
aimento edatigicamente dgnificativo da  aividade enziméatica plasmética da AST de
8830+1.72 paral06.42 + 5.88 , de 16%.

AST
175
i e ™
150 * Il Controle
125+ I Zed
— 1
5‘ 100 I Zed+Acp
754 =3 Acp
.
50
254
0_

Fig. 9 Atividade enzimatica plasméatica do AST para os diferentes grupos
experimentais.Os dados representam a média + E.P.M., n=9, p<0,05 quando
comparado com a resposta obtida para o grupo controle (Anova, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparagdo mdltipla).

(*)Representa valores significativamente diferentes do controle



4.6 Resultado paraenzima FA

A figura 10 representa a atividade enziméica plasméica dos diferentes grupos
expaimentais controle, Zed, Zed + Acp e Acp.

Ao compaamos a dividade enzimdica plasmdica da FA paa o grupo Zed
(8840 = 227) em rdacdo a grupo Controle(5346 + 2.30) podemos obsarvar um
aumento edtatisticamente significativo.

Reaultado semdhante foi observado para os grupos Zed + Acp (91.10+2.59) em
rdacdo a0 grupo Controle (5346 + 2.30), onde também obsarvouse um aumento
edtatiticamente Sgnificativo.

Ao comparamos 0 grupo Controle versus o grupo Acp podemos observar um
aumento eddigicamente dSgnificativo  da atividade enziméica plasméica da FA de
5346 + 2.30 para 120.13+2.92, respectivamente, de 25%

FA
1501
* I Controle
—— I Zed
100- * * I Zed+Acp
s = Acp
50
0_

Fig. 10 Atividade enziméatica plasmatica da FA para os diferentes grupos
experimentais. Os dados representam a média + E.P.M.,n=9, p<0,05 quando
comparado com a resposta obtida pra os grupos * controle (Anova, seguido teste
de Tukey-Kramer de comparagao mudltipla).

(*) Representa valores significativamente diferentes do controle
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47 Edudo Higomorfologico de figado de rato macho tipo

Widar dosgrupos experimentais

As figuras seguintes ilusfram o corte higolégico do tecido hepético
carecteridico de cada grupo, em microscopio optico (marca Leica) com aumento em
100x, 400x e 1000x , acoplado a camera fotogréfica

4.7.1 Esudo Histomorfologico do figado de rato macho tipo Wigtar
grupo controle

A figura 11 A , B e C ilugtram a visio gerd do figado do grupo controle , ou sga
sem tratamento em aumento 100x, 400x e 1000x  respectivamente

Na figura 11 A podemos obsarvar a visio gerd normd do tecido hepdico com a
presenca do espago porta, oS capilares Snusdides que aparecem em &eas claras entre
os cordBes celulares. O Espaco porta € formado pea artéria hepética, ducto biliar e vea

Fig. 11A -Fotomicrografia de tecido hepatico de rato Wistar grupo controle— ( H.E. 100x)
Observar Espaco porta (EP)
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Na Fgura 11 B podemos observar 0 parenquima hepatico normd, na regidgo do
epago porta hepdtico, hepatdeitos. O  hepatdcito tem a forma poliédrica e apresenta
nicleo edférico, em poscdo centrd. O nicdeo do hepadcito contém um ou mas
nucledlos aglomerados. O espago porta abrigam ramos do ducto hepdiico, da artéria
hepdica e da vea porta, que condituem a triade portd. As cdulas de Kupfer sfo
reconhecidas pela forma de seus nicleos que parecem ovdides , e em gerd projetam-se
para luz. Edas cdulas derivam da medula e pertencem a0 Sstema mononuclear
fagocitico, correspondendo a cerca de 80 a 90% dos macréfegos fixos do corpo
humano.

Fig. 11B — Fotomicrografia de tecido hepatico de rato Wistar do grupo controle (H. E.

400x) Observar hepatécitos (hep) e células de Kupfer (CK)
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Nesta figura podemos observar na regido do egpago porta oS hepadeitos com
suaformapoliédrica, os ductos biliares, a artéria hepética, os espacos Snusbides.

A 3 S A ",

» J LS
Fig. 11C — Fotomicrografia de tecido hepético de rato Wistar do grupo controle na regido
do sistema porta (H.E. 1000x). Observar artéria hepatica (ah), ducto biliar (db) e os

espagos sinusoide (s).
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4.7.2 Estudo histomorfologico do figado de rato macho tipo Wistar do
Grupo zedoaria

Asfiguras 12A , B e C ilustram o estudo histomorfoldgico do figado do rato
Widar tratado com extrato liofilizado da Curcuma zedoaria (300mg/kg) 12/12 hs
durante 4 dias por viaora no aumento 100x, 400x e 1000x.

Nafigura 12A podemos observar avisio gerd do tecido hepdico com veia
centro lobular, epago porta, 0s Snusoide hepéticos desembocando na veia centrolobular
onde atravessam o |6bulo no sentido longitudina. A veia centro lobular ficano centro
do I6bulo, e a partir dela os corddes hepatocitérios se dispdem de forma radiada pelos
sSnusdides.

Fig. 12A Fotomicrografia do tecido hepatico do rato Wistar apds a administragdo do extrato
bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v.o , de 12/12 horas, durante 4 dias consecutivos.

(H.E. 100x). Observar veia centrolobular (vcl).
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Na figura 12 B podemos obsarvar  a regido do espaco porta com artéria hepética, ducto
biliar, veia hepdica , formando a triade portd. As cdulas de Kupffer dirigindo na luz
daartéria hepética,, os hepatdcitos em suaforma poliédricas.

Fig. 12B Fotomicrografia do tecido hepético do rato Wistar ap6s a administracdo do

extrato bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v.o, de 12/12 hs, durante 4 dias
consecutivos (H.E. 400x). Observar artéria hepética (ah) e veia porta (vp).



Na Figura12 C podemos observar o ducto hiliar, aartériahepdica, os hepatdcitos na
forma poliédrica, 0s Snusdides hepaticos na regido do espaco porta.

Fig. 12C Fotomicrografia do tecido hepéatico do rato macho tipo Wistar apos
administracdo do extrato bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v. o de 12 em 12hs,
durante 4 dias consecutivos . (H.E. 1000x). Observar ducto biliar (db), hepatdcito (hep) e

Espaco sinuséide (s).
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4.7.3 Estudo histomorfolégico do figado derato do gupo zed + Acp

A Fgura 13A, B, e C ilugra o tecido hepdico do grupo com tratamento zed +
Acp, com aumento de 100x , 400x e 1000x respectivamente.

Na fig.13 A podemos obsavar  a visio gerd do tecido hepatico com congest@o
do espago porta hepético.

Fig. 13A Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apés a

administracdo do extrato bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v.o .,de 12 em 12 hs,
durante 4 dias consecutivos e apds 1 hora da ultima dose do extrato, foi admnistrado

Acp (650mg/kg) por 24 hs . (H.E. 100x). Observar espaco porta (ep).
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Na figura 13B podemos observar a presenca aea mais corada, 0s parenquimas dos
hepatocitos integros, caracterizando hepatoprotecéo.

Fig. 13B Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apds a
administracdo do extrato bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v.o de 12 em 12 hs,

durante 4 dias e apds a ultima dose do extrato foi administrado Acp (650mg/kg) v. o . por
24 hs. (H.E. 400x). Observar os hepatocitos (hp), ducto biliar (db).



Na figura 13C Em aumento de 1000x podemos obsavar o dtoplasma dos
hepatocitos com aspecto floculado caracterizando hepatoprotecéo cdular.

Fig. 13C Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apés a

administragcdo do extrato bruto da Curcuma zedoaria (300mg/kg) v. o de 12 em 12 hs,
durante 4 dias consecutivos e apés 1 hora da ultima dose a administragio do Acp
(650mg/kg) v.o . por 24 hs. (H.E. 1000x). Observar o ducto biliar (db) e hepatdcito (hep).



4.7.4 Estudo histomorfolégico do figado de rato do grupo Acp

A figura 14A, B e C iludram o tecido hepdico do grupo traado com Acp no
aumento de 100x, 400x e 1000x respectivamente.

Na figura 14A podemos obsarvar a acdo tdxica do paracetamol pela presenca de
infiltrado inflamatdrio (1), com capilares sinusdides congestos (2), e egpessamento de

vasos (3), caracterizando necrose.

Fig. 14A Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apds a
administracdo Acp (650mg/kg) via oral por 24 hs (H.E. 100x)



Na figura 14B podemos observar o citoplasma dos hepatdcitos mais condensados e e
espaco Snusbde congestos.

Fig. 14B Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apés a
administracdo do ACP (650mg/kg) por 24 hs (H.E. 400x) Observar espaco
sinusoide(ep), Hepatdcito (hep).
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Nedta figura 14C podemos observar 0 desaranjo citoplasmético dos hepatdeitos,
proliferac@o dos ductos biliares, espacos Snusoides congestos caracterizando necrose .

Fig. 14C Fotomicrografia do tecido hepatico do rato macho tipo Wistar apés
administracdo do ACP (650mg/kg) por 24 hs. (H.E. 1000x). Observar espaco
sinusoide (es) , ducto biliar (db) e hepatdcitos.
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5. DISCUSSAO

Desde de 1950 tem se procurado testes de avdiacOes das condicBes do figado.
As determinagbes bioquimicas prontamente disponivels e usadas universdmente sfo os
teses das transaminases (ALT e AST) e Fodaae Alcdina (FA) (SCHAFFNER ;
SCHAFFNER, 1991). As aminotransferases sdo indicadores de integridade cdular e sfo
enzimas intracdulares. As provas de laboratorio para medir essas enzimaes basdam-se
na acdo sobre diferentes subgratos que no find véo fornecer os subdraios danina
glutamato ou aspartato.

O resultado do presente estudo sobre a hepatoprotecddo da Curcuma zedoaria foi
avdiado aravés das provas bioguimicas — as transaminases (ALT e AST) e FA, bem
como da andise microscdpica do tecido hepético.

Divarsos  trabdhos  sobre  hepaioprotecd com  plantas medicinas
corrdacionaram 0s parametros bioquimicos com andise higolégica, como Hesd « 4.,
(199%), Jayasskhen et d., (1997), Ali & d. (2001) e Hewawasam e d., (2003).
Segundo Gayotto e Alves (2001) gpenas 0 resultado bioquimico ndo é suUficiente e
muitas vezes 90 pode sx confirmado pdo exame hisopaoldgico de fragmento do
tecido hep&ico.

Sabe-se que 0 paracetamol em doses toxicas provoca lesfo no figado aravés da
acd0 do meabdlito toxico N-acetil-p-benzoquinonaimine (NAPQI), peda acdo sobre
cdtocromo P-450 do ssema enzimdico. Segundo Gayoto e Alves (2001), quando o
paacetamol é administrado em doses tergpéuticas, 0 NAPQI formado é rgpidamente
conjugado a0 (glutaion intra-hepdico que protege as macromoléculas da  ligacéo
covaente com NAPQI, e daoxidac@o.

Doses toxicas de paracetamol causam lesdo hepdica potencidmente fata em
decorréncia da sauracdo das enzimas de conjugacéo normas, fazendo com que a droga
sga convertida por oxidases de fungdo misa em N-acetil-p-benzoquinona imina
(NAPQI). Este NAPQI, = néo for inativada por conjugacdo com glutation, reege com
proteinas cdulares e causa a morte cdular (RANG & d., 2001). Possvdmente no grupo
ZahAcp, a zedoaria protegeu as macromoléculas da ligagdo NAPQI e da oxidaco,
dminuindo a lesfio hepdica produzida por dtes doses de paracetamol. Peas andise



higoldgicas podemos observar que houve uma presrvacdo dos parénquimes  dos
hepatdcitos, caracterizando hepatoprotecéo.

O paacgtamol em dosss devadas (650mgkg) € uma substéncia consderada
hepatotoxica previsivel ou sga induz a lesfo hepdica em curto egpago de tempo e
sendo dose dependente ocorre uma agressio regular, ou sga,  pode ser reproduzido em
modedos animais. (KALIL et d., 2001).

A ALT é a euzima mas uilizada paa medir o processo inflanadrio ou
necrético do figado. A ALT é encontrada no figado e esa locdizada no citosol da cdula
hepdtica (SHAFFNER; SCHAFFNER, 1991). Quando exige dguma dteracido do
hepatdcito esta enzima liberase facilmente do citoplasma Ao compararmas a aividade
enzimaica plasmaica do grupo Zed+Acp (69.60 + 3.98) com o grupo Controle (5355 +
206) podemos obsarvar que ndo ocorreu uma reducdo da aividade enzimdica
plasndica proximo aos vadores observados no grupo controle JA ao observamos o
gupo Acp (8L37 + 326) em rdacdo ao grupo Controle (5355 + 2.06) podemos
obsarvar um aumento eddisticamente Sgnificativo, caracterizando hepatotoxicidede. E
a compaamos 0S grupos Acp (8137 + 326) vesus Zed+tAcp (6960 = 399
podemos observar  que houve uma reducéo da aividade enzimética plasméica em 15%.
Eda reducio da dividade enzimédtica plasmdica da ALT demonsrou que a Zed
protegeu da lesfo hepética provocada pelo paracetamol, promovendo a hepatoprotegzo.

A ezima AST € uma ewzima que Se encontra tanto no citoplasma como nas
mitocondrias dos hepatcitos Eda enzima edtd presente em muitos orgdos dém do
figado, induindo coracido e musculos (SCHAFFNER; SCHAFFNER, 1991). Segundo
Gayoto e Alves (2001) a AST é muito Util na caracterizacd de doencas hepdicas
cronicas. Os resultados para a enzima AST do grupo Zed+Acp (9024 + 4.70) em
rdacdo ao controle (8830 + 1.72) ndo goresentou dados edtatisticamente sgnificativos.
E a0 comparamos o0 grupo Acp (10642 + 5.88) em relagdo @ grupo ZedH+Acp (90.24
+ 4.70) podemos observar que houve uma reducdo da aividade enzimdica plasméica
da AST, etdando eses vaores proximos ao grupo controle, caracterizando uma
hepatoprotecio. Resultados semehantes foram encontrados para grupo Acp (8L37 =+
326) em rdagcdo a0 grupo Zed+Acp (6960 + 398), onde podemos obsarvar uma
reducéo de 16% da atividade enziméica da AST, caracterizando hepatoprotecéo.
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Na dividade enzimatica plasméaica da FA do grupo Acp (12013 + 292) em
rdacdo a0 grupo corrole (5346 + 230) podemos obsava um  aumento
eddidicamente  ggnificativo, indicando  hepatotoxicidadee. E a0 comparamos  a
dividade enzimdica plasmdica do grupo Acp (12013 £+ 292) em rdacdo a0 grupo
Zed+tAcp (9110 =+ 259) podemos obsarvar que ocorreu uma reducdo da atividade
enzimdica plasndica da FA em 25%, caeacteizando hepaoprotegdo. E  ao
compaamos oS grupos Zed versus Acp, podemos observar também um aumento da
dividede enzimética plasmédtica (8840 + 227 versus 12013 + 292), sugerindo que o
extrato bruto na dose empregada promoveu um aumento da sua aividade.

A hepaotoxicidede representada peo grupo tratado com Acp revelou um
aumento da aividade enzimética plaaméica (ALT, AST e FA) em rdacéo aos outros 3
grupos, que veo a se confirmar pelo exames histopatoldgicos. Podemos obsarvar pela
andise higologica, que ede grupo goresentou danos na aquitetura cdular, congestéo
nos espacos snusdides, infiltrado inflamatorio, espessamento de vasos e proliferacéo
dos ductos hiliares, enfim a dteacdo cdular , caracterizando necrose no tecido
hepético.

Ao compaamos 0 grupo Controle em rdagdo a0 grupo Zed observamos que

néo houve nenhuma ateracéo hisomorfol dgica
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6. CONCLUSAO

A Curcuma zedoaria (ROSCOE) obtida em Caggpava recebeu a Certificagdo da
planta da Casa de Agricultura de Parabuna E as caracteridicas macroscopicass,
microscopices € morfologices da planta goresentaram as mesmas  caracteristicas
descritas pelo método Kato e Fischer (1996).

Ao avdiamos a dose téxica do paracetamol (650mgkg) em ratos machos tipo
Widar, podemos conduir que a dose empregada promoveu hepaotoxicidade que foi
detectada através do aumento das concentracOes das aividades enziméticas plaséticas
daALT, AST eFA e pdos exames higomorfologicos.

Os resultados obtidos neste trabadho, permitiram conduir que o pré tratamento
durante 4 dias com o0 extrao bruo da Curcuma zedoaria (300mgkg) de 12/12hs em
ratos submetidos a lesdo hepética com paracgtamol  (650mg/kg) promoveu um efeito
hepatoprotetor. Edte resultado foram conferidos pda andise da dividade enzimética
plasnética da ALT, AST e FA e pdas andises higomorfoldgicas. Assm em rdagéo a0
extrato bruto, podemos também conduir que o nm&odo da maceracdo goresentou um
bom rendimento, pois o efeito hepatoprotetor da zedoariafoi stifatdrio.
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