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RESUMO

Baccharis trimergAsteraceae) € uma planta amplamente distribuddanmérica do Sul

e conhecida popularmente como carqueja. Muitasidaties biolégicas tém sido
atribuidas a diversas preparacdes desta espécialgésaita, hepatoprotetora,
antiinflamatéria e antioxidante. Pesquisas da caigao quimica deB. trimera
demonstraram que este vegetal possui component@sivbs como os triterpenos,
relatados como 0s principais responsaveis pelaatle antiinflamatéria da planta e os
flavondides, relacionados a protecdo do organisontra& os radicais livres. No presente
estudo, utilizando-se ratos Fischer machos, avakamm um modelo de fagocitose, o
efeito deB. trimera sobre a producdo de espécies reativas de oxidBERO®s) em
neutrofilos e, em um modelo de inflamacdo, o efeioB. trimera tanto sobre a
producdo de oOxido nitrico e de EROs, quanto sobraledesas antioxidantes e as
concentracdo de biomarcadores do estresse oxidatitaxicidade dos tratamentos foi
avaliada pelas atividades de transaminases ergregtimarcadores da fungéo hepatica e
renal, respectivamente, e por analises histologidasensaion vitro, neutrofilos de
ratos machos foram isolados e incubados com exdedBo trimerana concentracao de
0,5ug/mL, 5pug/mL e 50ug/mL, enquanto que no ensamvivo os ratos foram tratados
com 600 mg/kg d8. trimerae 24h depois com 835 mg/Kg de acetaminofen (APAP).
extrato reduziu a producdo de espécies reativaig€nio em neutréfilos tanto nos
modelos experimentais vitro quantoin vivo, além disso, analise dos niveis das
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBAE) outro modelo metodologico,
indicou que os animais tratados c&hrimerae em seguida intoxicados com APAP
apresentaram niveis de TBAR inferiores aos dos a&rimue receberam somente
APAP. Esses dados associados a reducdo na cogéent® NO em ratos tratados com
0 extrato de cargueja e posteriormente intoxicados acetaminofen séo fortes indicios
gue confirmam o real efeito antioxidante atribuéB. trimera Apesar desses efeitos,
analises bioquimicas e histolégicas indicaram Budrimera ndo foi eficiente em

reverter os danos hepaticos provocados pelo APAP.

viii



Padua, B. C. Abstract

ABSTRACT

Baccharis trimera (Asteraceae), is a widely spread plant in SoutheAra and
popularly known as carqueja. Many biological aties have been attributed to many
preparations using this species: analgesic, hepatapive, anti-inflammatory and anti-
oxidizing. Researches on the chemical compostiioB. trimerashow that this plant
has bioactive compounds such as triterpenes, expad the main responsible for the
anti-inflammatory activity of the plant and flavads, related to the organism’s
protection against free radicals. In the prestmtys using male Fischer rats, the effect
of B.trimera on the production of reactive oxygen species (R@S)eutrophils was
evaluated in a phagocytosis model; and in an infiation model, the effect dB.
trimera on the production of nitric oxide and ROS, as veal on the anti-oxidizing
defenses and the concentration of oxidative stt@esnarkers. The toxicity of
treatments was evaluated through hepatic and kifimestion. In thein vitro essay,
neutrophils of male rats were isolated and incubate B. trimera extract in the
concentrations of 0,pg/mL, 5ug/mL e 50ug/mL, whereas in tha vivo essay the rats
were treated with 600 mg/kg @&. trimera and 24 hours later with 835 mg/Kg of
acetaminophen (APAP). The extract reduced theymtazh of reactive oxygen species
in neutrophils in then vitro experimental model as well as in timevivo model. In
addition, analysis of the levels of substancestreado tiobarbituric acid (TBAR)
indicated that the animals treated wBh trimera and next intoxicated with APAP
presented TBAR levels lower than the animals whezteived only APAP. These data
associated with a reduction in the concentratioN©fin rats treated with the extract of
B. trimera and then intoxicated with acetaminopaenstrong indicators which confirm
the real anti-oxidizing effect attributed Bo trimera. Despite these effects, biochemical
and histological analyses indicated tlgatrimera was not efficient in reversing the

hepatic damages caused by APAP.
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1 - INTRODUCAO

Estresse oxidativo é um desequilibrio entre a pj@dule espécies reativas e a
capacidade de agdo dos sistemas de defesa antitexjgiara neutraliza-las e prevenir
seus efeitos deletérios (Mayne, 2003). Dentre pgoess reativas estdo as espeécies
reativas de oxigénio (EROs), moléculas derivadasnaabolismo do oxigénio e
produzidos em todos 0s sistemas bioldgicos. Taiéodss incluem o radical superoxido
(O77), o radical hidroxila (OH), o peréxido de hidrog&fH,0,), o 6xido nitrico (NO)

e o radical peroxinitrito (ONOQ@ As EROs s&o capazes de oxidar diferentes
biomoléculas incluindo DNA, proteinas, carboidratasidos graxos e muitas outras
estruturas celulares (Bagchi & Puri, 1998), resulta em um dano tecidual com
consequente morte celular (Nordberg et al., 2001).

Esses danos oxidativos podem desempenhar um saivifi papel patologico
em diversas doencas humanas. Existem evidéncigealas espécies reativas possam
estar envolvidas em mais de 100 doencas ou eveasamd0gicos, como na malaria, na
infeccdo pelo HIV, doencas cardiacas, arteriosséerdiabetes, cancer e Ulcera gastrica
(Elmastas, 2006; Gulcin et al., 200Eln muitos desses eventos, a origem das espécies
reativas parece estar diretamente relacionadaracdt de neutrofilos por proteinas do
complemento (Thommsen, 1985).

Os neutrdfilos sédo leucocitos polimorfonuclearesntrdos na medula éssea.
Eles tém um papel crucial na defesa do organismutraobactérias, fungos e
protozoarios, constituindo a principal célula efetda imunidade inata. Em resposta a
um patégeno invasor, os neutréfilos migram parecao afetado, formando a primeira
linha de defesa do organismo contra infeccfes g€hau et al., 2003 e Nathan, 2006).
Quando ativados sofrem uma “explosdo respiratoriirante a qual uma grande
quantidade de oxigénio é convertida em anion sxpppela acdo da enzima NADPH
oxidase (Babior, 1994). Outras espécies reativasortkntes dessa “explosao
respiratoria” sado as espécies reativas de nitrog&RNSs) originadas a partir da reacao
do Oxido nitrico com o anion superoxido, formandssim o peroxinitrito. Esse
peroxinitrito, juntamente com o 6xido nitrico e @gras EROs, sdo potentes agentes
toxicos produzidos pelos neutrdfilos, sendo capatesmatar oS microrganismos
fagocitados e, quando liberados no meio extrageltdenbém causar lesdes oxidativas

aos tecidos do hospedeiro (Hampton et al.,1998).
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Um estudo realizado por Zhang et al., (1994) suggre a injuria tecidual
mediada por neutréfilos é decorrente de sua ativag&racédo e aderéncia aos tecidos
infectados, com consequente producao e liberac@smuiies reativas. Enquanto que o
de Bautista et al., (1992) demonstra que os neélogdafontribuem para a leséo tecidual
atraves da liberacao de outros oxidantes extrazekicomo o acido hipocloroso.

A intima relacdo existente entre os radicais liynexiuzidos pelos neutrofilos e
as diversas doencgas correlacionadas acelerou astigacdes feitas com plantas
utilizadas na medicina popular, uma vez que 0s sengpostos naturais sao utilizados
como opcdes para o combate a diferentes patologias.

Neste contexto, pode-se destacar o gémaocharis pertencente a familia
Asteraceae do Reino Plantae. Estudos tém demoosjtedextratos preparados com as
partes aéreas destas plantas podem ser usadoatamoetnto de diversas patologias
humanas, tais como em doencas hepaticas, problemnaslatérios, processos
inflamatdrios exacerbados e até mesmo em regimesndgrecimento (Coelho et al.
2004; Januario et al. 2004; Melo et. al. 2001).

Em virtude desses efeitos bioldgicos, pesquisaesmltomposicdo quimica da
espécieBaccharis trimera,uma planta amplamente distribuida na América dioeSu
conhecida popularmente como carqué@nonstraram que este vegetal possui varios
componentes bioativos como flavonoides, diterpentriterpenos (Verdi et al., 2005).
Os triterpenos, juntamente com um conjunto de sapsrdescritos por Gené et al.,
1996, tém sido relatados como os principais resp@is pela atividade antiinflamatéria
da planta (Della-Loggia et al., 1994; Akihisa et 4996), enquanto que os flavondides,
por possuirem acdo antioxidante, tém sido reladema protecdo do organismo contra
os radicais livres (Rodrigues et. al., 2009).

Uma vez que os neutrofilos estdo envolvidos narpesgo de varias doencas, a
descoberta de produtos naturais capazes de mosludarresposta sera de grande
relevancia. Diante disso o0 presente estudo teveocomuito elucidar os possiveis
efeitos antioxidantes dB. trimera sobre os neutrofilos, utilizando-se dois modelos
experimentais que, por mecanismos distintos, lewkama ativacdo de neutrofilos com
consequente aumento na producéo de espécies seativa

O primeiro modelo para este fim foi o de fagocitaiséuzida por zimosan
(ZC3b). O zimosan é uma preparacdo de células deduea Gaccharomyces

2
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cerevisiag¢ que, em contato com o soro sangulineo, ativa tensés complemento,
produzindo particulas revestidas (opsonizadas) componentes do mesmo (C3b,
C3bi). Estes, por sua vez, sdo reconhecidos pepte®s de membrana dos neutréfilos,
levando ao processo de fagocitose. J4 0 segundelonfwil 0 de inflamacéo induzido
por acetaminofen (APAP). Como se sabe, o APAP édroga analgésica e antipirética
segura em doses terapéuticas. Contudo, em quamteladada gera, em excesso, um
intermediario altamente reativo e citotdxico, o @&&l-p-benzoquinona-imine
(NAPQUI) (Lee, et al., 1996; Vermeulen, et al., 19§@¢ pode causar danos no figado
e nos rins e até mesmo, em humanos e animais detébos, conduzi-los a morte
(Jollow, et al., 1974).

Além disso, pelo fato de haver poucos estudogivo que avaliam os efeitos
decorrentes do uso dessa planta na literaturalveesos também avaliar algumas
propriedades funcionais derivadas do consumo datextleB. trimera especialmente
sobre as defesas antioxidantes, concentracdo deatmadores do estresse oxidativo e
marcadores da funcdo hepatica e renal.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Espécies Reativas

O oxigénio é uma molécula fundamental para os @sgas aerdbios, utilizada
tanto na producdo de energia atravées da cadeiaptrdadora de elétrons na
mitocondria dos eucariotos, como na membrana celldamuitas bactérias, e em
inUmeras vias metabdlicas fundamentais (Halliw@lutteridge, 2007).

A idéia que o oxigénio pode causar danos ao ongeniso é recente. Trabalhos
pioneiros que atribuiram toxicidade ao oxigéni@afomrealizados por John Bean e Paul
Bert hd mais de meio século (Bean, 1945; Bert, 198/ 1956, Denham Harman
sugeriu que radicais livres estariam envolvidos ewentos fisiologicos,
particularmente, no processo de envelhecimentonfbliay 1956). Esta hipdtese inspirou
numerosos estudos que contribuiram para o conhetna¢ual sobre radicais livres e
espécies reativas derivadas do oxigénio. Emboradisais livres ja sejam conhecidos
ha vérias décadas, indiscutivelmente, nos ultinmms,aeles tém ganhado notoriedade
nas diversas areas do conhecimento medico, emduedua efetiva associagcdo com
diversos processos fisiopatoldgicos de grande itApoia.

De fato, devido a sua alta reatividade quimicaspeaes reativas podem atuar
modificando os componentes celulares como lipidegjos nucléicos, proteinas e
carboidratos Além disto, estas espécies reativagerpocomprometer a funcao
mitocondrial, levando a alteracfes morfoldgicasdgbas, 1995). Estas alteragfes sdo
provocadas devido a formacg&o do anion superdxmhrtar da reducéo do oxigénio pela
transferéncia de um uanico elétron, ou da formagéigeroxido de hidrogénio pela
transferéncia de dois elétrons ou, ainda, pelado&m do radical hidroxil e do oxigénio
“singlet” (Cadenas, 1995)..

Como pode ser observado na tabela |, ha diverpos tie espécies reativas e
estas apresentam peculiaridades que as diferemcrawarios aspectos (Bagchi & Puri,
1998), tais como: origem ou fontes, meia-vida, iveldde e até mesmo provaveis

alvos.
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Tabela | - Nomes, simbologia, meia-vida em segurel@eculiaridades quimicas de

metabdlitos radicais e ndo radicais do oxigénio.

Nomes, Meia-

Simbolos  vida/seg Peculiaridades

RADICAIS OXIGENIO

Superdxido - Geradopor fagdcitos ou linfdcitos e fibroblastos no presm inflamatdrio; pode atuar
como sinalizador molecular e na producdo de radiidtoxila (OHe), oxigénio
(O7°) singleto {O,) e peroxinitrito (ONOOH). Gerado tambépor NAD(P)H oxidase e
irradiacéo.

Hidroxila (107  Formado a partir da reacéo de peroxido de hidrog@#hio,) com metais de transicdo

e por hemolise da 4gua exposta a radiacéo; é mel&tério ao organismo devido a

(OH°) sua alta reatividade em sistemas biologicos. Cdasas ao DNA, RNA, as proteinas,
lipidios e membranas do ndcleo e mitocondrial.

Peroxila @) Gerado na etapa de propagacao da lipoperoxidagaadq pode atacar hidrogénio de
cadeias de acidos graxos poliinsaturados, formandmperdxidos lipidicos. S&o
(ROO-) susceptiveis a acéo de antioxidantes exdgenos.

Oxido nitrico  (1-10)  Origina peroxinitrito (ONOOH) quando reage com sagio (O; ¢). E produzido em
varios tipos de células, especialmente fagécitadlelas vasculares endoteliais € no
(NO-) metabolismo da arginina. Pode ser produzido nonisg® pela acdo da enzima 6xido
nitrico sintase.

Alcoxila (10™ Formado na peroxidacéo de lipidios. E susceptieam de antioxidantes exdgenos,
gue podem interromper processos de lipoperoxidacao.
(RO-)
DERIVADOS DE OXIGENIO NAO RADICAIS
Peroxido - Gerado pel@-oxidacdo de acidos graxos ou pela dismutacaopmir@xido (Q') por
de acdo de enzimas oxidases. E capaz de transpor rwemsbcelulares e originar
Hidrogénio radicais hidroxila (OH¢). Pode oxidar proteinas casiduos de metionina ou grupos
(H205) tiéis muito reativos. Apresenta forte atividaderitrobiana.
Acido Estavel Apresenta forte atividade antimicrobiana
hipocloroso
(HOCL)
Oxigénio (10™ E uma forma muito deletéria do oxigénio ao organispois € um intermediario da
singleto toxicidade fotoinduzida do OPode reagir com acidos graxos, aminoacidos e com
(*0,) carotendides devido as multiplas insaturacfes gaias.

Peroxinitrito  (0,05) E um poderoso agente oxidante que pode causargdeple grupos sulfidrila (-SH) e
oxidacdo de muitas moléculas. Esta associado géfradee de células e disfuncdo de
(ONOOH) 6rgéos relacionados a aterosclerose. Apresentadtividade antimicrobiana

Adaptado de: Kohen e Nyska, 2002; Sies, 1993; Bage& David, 2006; Stadtman, 2003;
Halliwell & Chrico, 1993; Turrens & Boveris, 1980Radomski & Salas, 1995.
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Embora os oxidantes possam ter como fonte outrosipadimentos
citoplasmaticos, as mitocéndrias figuram como aqppal fonte intracelular de EROs
na maioria dos tecidos (Turrens, 2003), devido apamento de elétrons da cadeia
respiratoria (Wei e Lee, 2002), caracterizandoimgsde certa forma, uma “geracao
acidental’(Halliwell & Cross,1994).

Séo consideradas ainda, quatro importantes fontd®genas de oxidantesfa
oxidacdo peroxissomal de &cidos graxos, onde heéralfaio de bD, como um
subproduto, que é degradado por acdo da enzimasmt&vidéncias sugerem que, sob
certas condicdes, peroxidos escapam dessa degradacdtando em sua liberacdo em
outros compartimentos celulares (Beckman e Ame38)1%ma segunda fonte seria a
eliminacdo de subprodutos do metabolismo das eszdpasistema citocromo P450.
Estas enzimas previnem efeitos toxicos agudos dasg#r substancias exégenas, mas
também resultam em subprodutos oxidantes (Ames.,etd®3). Uma terceira fonte
seria a reacao de Fenton, que € uma das formasimaies de gerar o radical hidroxila
a partir da decomposicdo do®} catalisada pelo ferro (F® presente em um meio
acido (Villa e Nogueira, 2005). E uma quarta fosg¢eia a partir de atividade celular
fagocitica, que produz uma mistura de oxidantegd@oritrico, radical superoxido e
peroxido de hidrogénio) em resposta a estimulosjocem infec¢cdes causadas por
virus, bactéria e outros parasitas (Ames et a®3)19

Em relacdo a esta ultima fonte enddgena, as ER®a téua producédo efetuada
principalmente por um sistema dependente de enzhknanzima responsavel pela
producdo destas espécies, durante a explosaoatésipir € conhecida como NADPH-
oxidase(Figura 1).

Membrana HOCH,__ - N e
Celular i ‘ & ope

Ativagéo
da célula.

gp91 | p22 =
phox phox!

G o s """ A NEDCEODEEE
GO ¢ 12 R Canal de
% p40 | 4 5
o phox plh \ Prétons
ps7 | p47 ' N
phok fIRESS NADPH NADP* +2H+
—_— =

Citosol

Figura 1 — Complexo NADPH oxidasciiiEoncAsSalcizons
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Em células ndo estimuladas, a NADPH oxidase é fdanper um componente
associado a membrana, o citocromo b&&8stituido de duas subunidades gp8k
p22hox € por trés componentes Ccitosolicos péddp6hhodpdhox formando um
complexo (Formamet al., 2001). A glicoproteina gp®idxcontém dois hemes e um sitio
de ligacdo ao NADPH que interage com gpadara formar o complexo do citocromo
b558.

A ativagdo dos polimorfonucleares conduz a tramglac de GTPase Rac,
p47hox € P6hox para a membrana plasmatica, ondeppfinterage atraveés de seu
dominio de ativacdo com as subunidades ligadas mbraea. Esta interacdo €
requerida para a ativacao da oxidase e facilitarssteréncia de elétrons do NADPH
para o oxigénio. Duas proteinas adicionais tém sieémonstradas interagir com o
citocromo b558: rapla e p#dx estando envolvidas no recrutamento depjde
p67phoxa membrana (Brandes et al., 2005).

Uma vez ativada, a NADPH-oxidase catalisa a reddgioxigénio a @ pela

doacéo de um elétron, a custa do NADPH (Babior4)1.99

2O+ NADPH —» 2 ¢ +NADP" +H'

Outras espécies reativas decorrentes do “burspire¢drio sdo as ERNs. Em
neutroéfilos, estas espécies sdo geradas atravestéma Oxido nitrico sintase (NOS)
(Bryant et al., 1992; Chen e Mehta, 1996; Fukuyairal., 1996). Esta enzima remove,
oxidativamente, o nitrogénio terminal do grupo ddemo da L-arginina, para formar

citrulina e 6xido nitricqFigura 2) (Knowles e Mocada, 1994).

' MADPH MAD + H.O i

MNH
NH
! & D e {1 tho
{CH,), ‘

¥ (CH.

l WO Sinbase i

CH = 0 CH==0¥
I

N, WH

Figura 2— Formacé&o do 6xido nitrico a partir da L-argin{Rante: Lehninger,
2002.)
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Existem, descritas na literatura, trés isorformastirdas da NOS, todas
ubiquamente distribuidas, e o papel fisiologiccedgsenhado pelo 6xido nitrico parece
estar relacionado a isoforma da qual ele é promenié\ primeira isoforma clonada foi
descoberta nas células neuronais dos sistemas sperventral e periférico e é
denominada nNOS (NOS neuronal ou NOS do tipo Ig¢dBet al., 1991; Nakane et al.,
1993). Esta isoforma também ja foi encontrada ehalas® musculares, neutrofilos,
ilhotas de pancreas, endométrio e epitélio gadastimal (Nathan e Xie, 1994). Outra
isoforma, a eNOS (NOS tipo Il ou endotelial), foicialmente identificada em células
endoteliais (Lamas et al., 1992; Sessa et al.,)1@92bora também seja encontrada em
neurénios do hipocampo, rins, células do epitéliinquico e plaquetas (Dinerman et
al., 1994; Nathan e Xie, 1994). Existe também uemneeira isoforma da NO sintase,
denominada iINOS (NOS tipo Il), inicialmente clonadpurificada em macrofagos (Xie
et al., 1992), mas também pode ser encontrada atmofi®s, eosinofilos, neurdnios,
endotélios, hepatdcitos, células da musculatuaa digndrocitos e outras células (Nusler
e Billiar, 1993; Nathan e Xie, 1994).

O o6xido nitrico produzido pelo sistema oxido nirisintase esta relacionado
com a modulacdo do tdnus vascular, a morte deifsmakependente de macrofagos e,
possivelmente, de células cancerosas, além deipartidos processos inflamatorios
(Coffey et al., 2001; Bentz et al., 2002). Em catde diferentes, o 6xido nitrico pode
agir na transducdo de sinais ou como moléculadeiicd nos mecanismos de defesa
(Mustafa et al., 2001).

A toxicidade do Oxido nitrico é dependente da swoacentracdo e do
microambiente no qual ele é produzido. Embora sefesiderado por muitos autores
como uma molécula pouco reativa, o Oxido nitricacapaz, assim como 0 ion
superoxido, de gerar moléculas de maior reatividgde assim como o proprio 0xido
nitrico, desempenham importante papel nas reag@ftsmatorias e no combate a
infec¢des (Coffey et al, 2001).

A geracdo de espécies reativas de nitrogénio émamria das situacoes,
decorrente da interacdo do préprio 6xido nitricongooléculas que tenham carater de
radical. O oxigénio molecular e seus intermediarezivos sdo capazes de reagir com

o0 oxido nitrico, logo, a disponibilidade de EROsi@ser um fator determinante na acao
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do oxido nitrico como molécula citotoxica, sugedna possibilidade de um balanco
entre as EROs e as ERNs (Darley-Usmar et al, 1995).

Assim, tem-se tornado de grande importancia aag&si do balango ERO/ERN,
uma vez que, quando ha um desequilibrio na prodde&oRO, estas espécies reagem
com o 6xido nitrico produzindo peroxido nitrito,egé um composto instavel e, por isso,
capaz de formar espécies ainda mais danosas dasc@Darley-Usmar et al., 1995;
Kaminski et al., 2001). Esse desequilibrio no bgdaBRO/ERN associado a uma falha

das defesas antioxidantes pode gerar um quadr@cidishcomo estresse oxidativo.
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2. 2. Estresse oxidativo.

Por definicdo, estresse oxidativo € um desequiliémire a producédo de espécies
reativas e a capacidade de acdo dos sistemaseda @eiftioxidante para neutraliza-las e
prevenir seus efeitos deletérios (Mayne, 2003)a&npara que prevaleca o equilibrio
homeostético e as func¢des bioldgicas sejam pretasy@& necessario que 0 organismo
controle a presenca de ambos, oxidante e antidedeontinuamente (Sies, 1993).

No balanco entre a producédo de oxidantes e a defdexidantdan vivo, parece
prevalecer um equilibrio relativo, onde ha umaiteygendéncia para maior producédo de
oxidantes, de tal forma que niveis baixos de estexidativos continuos sao
controlados por sistemas de reparo. Entretanto,née ocorre se 0 estresse oxidativo
for severo, o que poderd resultar em dano e meltgac(Halliwell e Cross;1994) Sob
tais circunstancias, a taxa de geracdo de esp@é@sas pode exceder a capacidade
local de defesa antioxidante e contribuir para mwodaogo, o resultado € o ataque a
diferentes alvos no organismo (Mayne, 2003).

De um modo geral, as consequéncias do estressatiogigpodem ser variadas,
de acordo com o tipo celular e com sua intensiq&dpira 3). Segundo Halliwell e
Gutteridge, (2007), os principais efeitos séo:

1. Proliferacéo celular. algumas células podem responder ao estressetiogid&raves
do aumento da taxa de divisao celular.

2. Adaptacda aumento das defesas celulares, como catalaserogigop dismutase e
glutationa, deixando a célula totalmente, parciatl@m®u superprotegida (a célula estara
mais resistente frente a futuros insultos oxidatinis intensos). Além disto, os alvos
de dano oxidativo podem ser redirecionados, ouaaiagproducao basal de ERO pode
ser reduzida.

3. Dano celular. pode envolver dano a um ou mais tipos de biomtd&c como
lipidios, proteinas, DNA, carboidratos, etc. Emosade dano menor, a célula pode
sobreviver com algum dano oxidativo persistenteeparavel, ou ainda promover o seu
reparo.

4. Senescéncia sobrevivéncia da célula, mas com o sistema désé&tv celular

comprometido.

10
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5. Morte celular: apdés o dano a célula pode desencadear o prodgessorte celular.

Danos oxidativos ao DNA, mitocondria, ou em outabgs celulares, podem causar

morte celular por apoptose ou por necrose.

Extremamente
reduzido

Aumento da oxidacio

Célula em descanso

Ambientes celulares reduzidos (altas concentrages
de GSH, 4cido ascorbico, efc).

Alguns microambientes mais oxidativos (reticulo
endoplasmaitico e lizogzomos).

l Leve estresse oxidativo

Estimulo da proliferacio celular

1 Maior estresse oxidativo

Aumento do dano oxidativo.

Liberagiio de metais de transicio que podem
participar em processos de formagéo de radicais
livres e no dano a DNA afravés do radical -OH.

1 Maior estresse oxidativo

Ativagiio de fatores de
transcrigio

Resposta adaptativa

Aumento nos niveis dos
gistemas de defesa (chaperonas,
antioxidantes, ferritina)
deixando a célula mais
resistente a futuros insultos.
Pausa na divisdo celular para o
reparo do dano no DNA.

Dano oxidativo mitocondrial ou excesso de dano no
DNA, o qual pode parar a divisio celular ou
desencadear a apoptose.

l Maior estresse oxidativo

Elevado dano oxidativo — dano mitocondrial ou no
DNA, freqiientemente desencadeando a apoptose.

Falha na
defesa celular

I Intenso estresse oxidativo

Extremamente
oxidado

Ativacio da cadeia de caspases por oxidagéo de
seus sifios ativos (grupos SH)

Sobrevivéncia de células
extremamente danificadas, ou
morte celular por necrose com
liberagdo de metais de transigio
¢ oufrag toxinas, podendo afefar
as células vizinhas.

Figura 3: Respostas celulares a diferentes graus de estggkdivo (Adaptado de
Halliwell e Gutteridge, 2007).
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2. 3. Sistemas Antioxidantes

Uma substancia antioxidante seria aquela capaailoie & oxidacdo. Ou seja, é
uma molécula estavel o bastante para doar um mlédrouma espécie reativa,
neutralizando-a e reduzindo sua capacidade deictanifiomoléculas (Bagchi e Puri,
1998).

Entretanto, dada a complexidade dos mecanismosxat@ntes desenvolvidos
ao longo da evolucgdo, utiliza-se com frequéncixmessao “sistema antioxidante” ja
que ha antioxidantes diferentes favorecendo a reagébd da homeostase do estado
redox do corpo, através de mecanismos distintasyBeKohen, 1999).

Em funcdo disto, desenvolveu-se nos organismos,sistema de protecao
antioxidante altamente complexo, que envolve umsaedade de componentes
endogenos e exogenos, funcionando interativamearte neutralizar espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (Kaliora et al., 2005;sS5i#993; Bagchi e Puri, 1998).

A definicdo de antioxidantes tem sido baseada eranpztros distintos na
literatura, pois antioxidantes podem diferir quaatolocal de a¢do, ao mecanismo, a
composicao e as propriedades fisico-quimicas.

Uma definicdo ampla e utilizada com frequénciaiteadtura € a que considera
antioxidante como: “uma substancia que, quandoeptesem baixas concentragdes,
comparada ao substrato oxidavel, diminui ou prevaignificativamente a oxidacdo
desse substrato” (Halliwell e Gutteridge, 1991)taEdefinicdo incluiria também,
compostos de natureza enzimatica e ndo enzim&lies, (1993).

Neste contexto, a agdo dos antioxidantes podeeodarrtrés formas distintas:
antes da producado das espécies reativas (preveapds)a producao (interceptacao) ou
ainda atenuando seus efeitos, fazendo reparosres dsistemas de reparo) (Berry e
Kohen, 1999).

A classificacdo dos antioxidantes, também é difieasia, atendendo a critérios
variados. Logo, os antioxidantes podem ser classiis como:

i. Primarios: quando rompem cadeias de radicais lierggodem doar atomos de
hidrogénio rapidamente a um radical (Halliwell &wtteridge, 1991).

ii. Secundarios: quando apresentam carater preven@vomecanismo envolve
remocao de iniciadores de ROS/RNS (Halliwell andté€3iadge, 1991).

iii. Funcionais: previnem os efeitos deletérios da aéda inibindo o inicio da

12
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Vi.

Vii.

lipoperoxidacdo, sequestrando radicais livres efmuelando ions metéalicos
(Rodrigues et al., 2003).

Endogenos: produzidos pelo organismo, sdo essemeaEea manter 6tima “saude”
celular e sistémica, embora ndo sejam suficieraes peutralizar todo o estresse
oxidativo, especialmente o induzido por fatoresemds como: exposicdo ao
alcool, medicamentos, trauma, resfriados, infecciilesnas, radiacdo e atividade
fisica extenuante (Kaliora et al., 2005).

Exdégenos: Podem ser adquiridos atraves da diesaglementacéo alimentar. Ha
evidéncias de sua eficiéncia neutralizando estreggmativo, particularmente, o
provocado por causas exogenas (Kalietral., 2005). Carotendides;tocoferol,
acido ascorbico e flavonoides sdo exemplos dgsialg antioxidante.

Sistema enzimatico: E uma forma de interceptac&oatua como detoxificadora
de agentes oxidantes antes que estes causem lasdésrceptacdo enzimatica é
realizada por um sofisticado conjunto de enzimasioddantes altamente
eficientes, como: catalageigura 4), glutationa(Figura 5 a, b, c)e SOD(Figura

6), (Sies, 1993). Incluem-se também, varios mineragemciais como selénio,
cobre, manganés e zinco necessarios para a formacdtividade destas enzimas
pois, em caso de provisdo nutricional inadequaélaomprometimento da funcéo
enzimatica (Bagchi e Puri, 1998).

Sistema nédo-enzimatico: composto por moléculas/eistao bastante para doar
um elétron a um radical livre e neutraliza-lo, raddo sua capacidade de dano
(Bagchi e Puri, 1998). Estas moléculas estdo emasdvna protecdo contra
propagacao de reacdes oxidativas em cadeia, p@nimsew de interceptacao.

Ha, no minimo, dois pré-requisitos bésicos para lmoa interceptacdo nao-
enzimética: em primeiro lugar, apresentar capaeidatétiva de neutralizar
espécies reativas iniciais e em segundo, reagir @mmnpostos sollveis em agua,
possibilitando, dessa forma, sua prépria regenerd€stao incluidos neste grupo:
a-tocoferol, g-caroteno, ubiquinol-10, bilirrubina, licopeno, itmodides, urato,
ascorbato entre outros (Sies, 1993).

viii. Como alguns nutrientes hidrossolUveis e |gm@veis representam um aspecto

importante do sistema de defesa antioxidante (May2@)3), compostos

dietéticos que aumentam a atividade de antioxidaatelogenos, embora nao

13
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neutralizem espécies reativas, também sdo cladiiic como antioxidantes

(Kalioraet al.,2005).

CATALASE

2 H.Oo _— > O + 2H0

NADPH

Figura 4 - Dismutacao do peroxido de hidrogénio em oxigénamgea catalisada pela
catalaseNADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfdtmma oxidada; kD, = perdxido

de hidrogénio
GSH peroxidase

2GSHH,E&, ————* GSSG + 28

NADPH

GSH redutase

GSSG + NADPH + H———>  2GSH + NADP

GSH

HO, + NADPH+H ——» 24 + NADP

Figura 5 - Dismutacgéo do peroxido de hidrogénio em aguagéaio catalisada pela
glutationa.GSH = Glutationa reduzida;,B,= peréxido de hidrogénio GSSG = Glutationa oxidada;

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfaforma oxidada; NADP = Nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida; GSS&utationa oxidada.
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Figura 6 — Conversao do anion superoxido em peroxido de pério e oxigénio

catalisada pela SODBOD = Superdxido dismutase;; @ = superéxido; KO, = perdxido de

hidrogénio; Cu = cobre; Zn = zinco.

Em suma, para ser considerada um bom antioxidambe, substancia deve
apresentar algumas caracteristicas essenciais, extirtguir especificamente espécies
reativas ou contribuir para que tal ocorra; interagm outros antioxidantes dentro da
“rede de antioxidante”; apresentar efeito positieoexpressao de genes que codificam
produtos antioxidantes; ser absorvido prontamembecaso dos exdgenos; ter uma
concentracdo em tecidos e biofluidos a um nivalfigicamente pertinente; trabalhar
em ambos os dominios de membrana e efetivamertte eeinos por acao de espécies
reativas.

Na tentativa de descobrir antioxidantes que aptesentodas essas
caracteristicas citadas, aumentaram-se 0 interesse se encontrar CoOmpostos
antioxidantes naturais para substituir os antioXigls sintéticos, os quais tém seu uso
restrito devido a alguns serem carcinogénicoseftal., 1983; Zheng & Wang, 2001).
Nesse contexto, muitas plantas utilizadas na nreipppular vém sendo estudadas,
uma vez que 0S Seus compostos naturais, por afaesenacao antioxidante, podem
proteger o corpo humano dos radicais livres e datan progresso de muitas doencas
cronicas (Pryor, 1991; Kinsella et al., 1993; Liaale, 2001).
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2.4 - Utilizacao do génerdacchariscomo planta medicinal

Atualmente o consumo de plantas medicinais pelalpggio mundial tem sido
muito significativo. Dados mostram que cerca de &@populacdo mundial ja fizeram
uso de algum tipo de erva na busca de alivio denagsintomatologia dolorosa ou
desagradavel (Mangiaterra, 2005). Segundo Maetiré, (2000), sdo muitos os fatores
que vém colaborando no desenvolvimento de pratieasaude que incluam plantas
medicinais, dentre eles, destacam-se principalmest@&atores econdmicos e sociais.

As plantas medicinais sdo plantas que possuem asuss biologicamente
ativas, podendo assim, serem utilizadas na fitpigrg que essa defende o tratamento
de doencas a partir de medicamentos preparadobasenem substancias vegetais ou
principios delas extraidos (Mangiaterra, 2005).

Com o objetivo de comprovar as acgfes terapéutioasfitbterapicos varias
espécies vegetais estao sendo pesquisadas, dastes @la familia Asteraceae, que é o
grupo sistematico mais numeroso dentro da divis&gigsperma, compreendendo
cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies (¥eatlj 2005).

As Asteraceae sao plantas de aspecto extremamemtado; incluindo
principalmente pequenas ervas ou arbustos e ratandevores. Cerca de 98% dos
géneros sao constituidos por plantas de pequene @@ao encontradas em todos os
tipos de habitats, mas principalmente, nas redidgscais montanhosas na América do
Sul (Verdiet al, 2005). Plantas dessa familia sdo extensivamestteladas quanto a
sua composi¢ao quimica e atividade biologica, seugoalgumas tém proporcionado o
desenvolvimento de novos farmacos, inseticidase enitros.

O génerdBaccharis,pertencente a familia ddsteraceagesta representado por
mais de 500 espécies distribuidas principalmentBrasil, Argentina, Coldmbia, Chile
e México, ocupando as regifes mais elevadas. Aaiteentracdo de espécies no Brasil
e nos Andes indica que uma dessas areas é o proednm de origem desse género.
No Brasil estdo descritas 120 espécies B#echaris com a maior parte delas
localizadas na regido sudeste do pais principabmaos campos de altitude, onde
formam subarbustos perenes de 50 a 80 cm de altury ramificados na base e com
ramos de expansodes trialadas (Lorenzi e Matos,)2002
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Muitas das espécies pertencentes a este géneratiidadas na medicina
popular para o tratamento de males do estdmagamrddes hepaticas e renais,
atividades antivirais, antiinflamatéria e antimisiana e na producdo de fragrancias
comerciais (6leo de carqueja) (Soicke and LengiPesc 1987) Grande parte desses
efeitos biologicos esta relacionado a fitoquimiestds plantas.

Verdi et al (2005) relataram que de 120 espécies do géBamcharis
estudadas, os compostos que mais se destacam sHavasodides, diterpenos,
triterpenos e alcaldides, sendo nitidamente obdervaaior acumulo de flavonas,
flavondis e de diterpenos labdanos e clerodanose Eas espécies mais pesquisadas

quanto & composi¢ao quimica e/ou atividade bio&jgacontra-se BR. trimera.

2.4.1 —Baccharis trimera
Baccharis trimergFigura 7) € uma planta subarbustiva, didica, aromatica, com

altura variavel entre 1,0 e 1,6 m (Castro e Feryél000). E uma espécie de elevada
rusticidade (Castro e Ferreira, 2000) que cresoe dra condi¢cdes de pleno sol (Bona,
2002), sendo tipica de lugares abertos ou de caf@veira et al., 1999). E
considerada invasora de pastagens, ocorrendo ems ge@dregosos, margens das
estradas, barrancos ou lugares umidos nas ribaaceéas rios (Correa Junior et al.,
1994). Adapta a solos pobres e acidos apresentasiéncias as geadas (Vichnewski
et al., 1990), além de ser altamente toleranteesepica de cobre no solo (Weber et al.,
2001)

Figura 7: Foto da espécie d8accharis trimera (Fontewww.rain-tree.com/Carqueja-

powder.htr)
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No Brasil, o primeiro registro desta planta como omgedicinal foi efetuado por
Correa em 1931, que escreveu sobre 0 uso da sus@@nho tratamento da esterilidade
feminina e impoténcia masculina (Lorenzi e Mato3)2). Atualmente, na medicina
popular a carqueja é usada como diurética, tomiggstiva (Carneiro e Fernandes,
1996), protetora e estimulante do figado, antian@nanti-reumatica, depurativa, para o
controle da obesidade, diabetes, hepatite e gastavites (Castro e Ferreira, 2000).

Muitos outros trabalhos foram desenvolvidos commtaiios de comprovar 0s
efeitos bioldgicos atribuidos B. trimerg dentre eles podemos destacar o trabalho de
Abadet al (1999), no qual os autores avaliaram extrato®sapie etandlicos de sete
espécies de planta usadas como medicamento naaBudina testar a atividade antiviral
contra o herpes tipo | (HSV-1), virus de estomatésicular (VSV) e polivirus do tipo
I. Os extratos aquosos da maioria das espéciestigadas mostraram possuir atividade
antiviral, sendo que &atureja bolivianae B. trimera foram ativas contra dois virus
diferentes (HSV-1 e VSV). Este efeito antimicrolmdoi confirmado por Avancinet
al. (2000) que sugeriram a possibilidade da utilinad@B. trimeracomo desinfetante e
anti-séptico em problemas relacionados aos amiiedée producdo animal, mais
especificamente aqueles causadosStaphylococcuaureuse Streptococcusberis

Somados a estes estudos estdo os trabalhos deoCetelal. (2004) que
evidenciaram um efeito terapéutico anti-artriticocdrquejal. genistelloidesusando
o colageno para induzir o modelo de artrites gaisathos recentes de Rodrigues et al.,
2009 e Paul et al., 2009 que atribuiram a carqudgitos antioxidantes e
antiiflamatérios, respectivamente.

De fatoB. trimera destaca-se por sua atividade antioxidante e lartiétoria.
Lima et. al (2004) relataram que o cha é referido na liteeatomo uma das melhores
fontes de compostos fendlicos, substancias quesi@émalvo de grande atencdo nos
altimos anos, especialmente, por apresentaremdatigei antioxidante. Enquanto que
Genéet al, 1996 e Della-Loggia et al., 1994; Akihisa et, 41996 atribuiram aos

triterpenos os principais responsaveis pela atiedantiinflamatoria da planta
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2.4.2 - Componentes bioativos dBaccharis trimera

2.4.2.1 - Flavonodides

Os flavonoides sé@o substancias fenolicas de baeso pmolecular, e que
possuem em suastrutura quimica anéis aromaticos, tendo como lagefenil-
benzopirano (€C3.Cg). A figura 8 mostra a estrutura genérica dos flavonéides izautil
um sistema de nimeros para distinguir as posigdesarbonos ao redor da molécula.
Os trés anéis fendlicos sao referidos como A, B. © ®Menzeno do primeiro anel é
condensado com o sexto carbono do terceiro anehgymsicdo 2 carrega um anel de
fenil-benzeno como substituinte. O terceiro anedlgp@er um pirano heterociclico,
gerando as estruturas basicas das leucoantocigpingsoantocianinas, ou catequinas)
e das antocianinas, denominado de nudcleo flavartallo do terceiro anel apresentar-se
como uma pirona, ocorre a formacéo das flavonaspfidis, flavanonas, isoflavonas,
chalconas e auronas, recebendo a denominacéo ke ddoxo-flavonoide (Aherne &
O’brien, 2002).

Figura 8 — Estrutura geral dos flavondides. Fonte: CookagnSian, 1996.

Mais de 4.000 diferentes tipos de flavondides é&lt® de plantas ja foram
descritos na literatura. As atividades bioquimibastes compostos fendlicos dependem
principalmente da sua estrutura quimica, e é arphefa que os flavondides também
sao classificados. As principais classes de flad@soincluem: flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavagiagjroflavonois e chalcondgigura
9). Muitos flavonéides ocorrem naturalmente nas pm@icompanhados por glicidios,
como a D-glicose, galactose, lignina e arabinoseghendo a denominacéo de glico-
flavondide. Quando se apresentam isentos de g@igi@i estrutura recebe o nome de
aglicona (Calabret al, 2004).
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Figura 9 — Estruturas das principais classes de flavonoiddaptado de: Cook &
Samman, 1996.

Os flavondides séo encontrados em diversos alirmetgarigem vegetal, como
maca, uva, cebola, repolho, brdcolis, chicoriag aggai, cacau, cha e vinho tinto sendo,
portanto, importantes constituintes da dieta humBetes compostos fendlicos tém um
papel significativo como componentes da dieta, wea que seu consumo esta
associado a varias acoes citoprotetoras (Youdim o&eph, 2001). Muitos dos
beneficios fisiolégicos dos flavondides tém sidoibaidos principalmente a sua
capacidade antioxidante, podendo exercer um etbigio (eliminando as espécies
reativas) ou indireto (aumentando a atividade quessao de enzimas antioxidantes).

O efeito de eliminar as espécies reativas exerpalos flavonoides se deve a
capacidade destes compostos em neutralizar osaiadigres (anion superdoxido,
radicais hidroxilas e peroxilas) ou quelar ionsateas (cobre e ferro). Os flavondides
apresentam grupos hidroxilas em sua estruturaamgoreles podem inibir as reacdes de
oxidacdo das espécies reativas de oxigénio, porenpa@tomos de hidrogénio as

espécies, estabilizando-as e transformando-se énor@s (substancias pardas). Ao
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quelar ions metalicos ocorre a inibicdo da Reagibahton, uma forma enddgena de
produzir espécies reativas (Enio, 2003; Harborne Wdllians, 2000; Tian &
McLaughlin, 2000). Em adicdo a estes efeitos solesgmecies reativas, evidéncias
mostram que flavondides regulam a atividade den@aiantioxidantes, modulam
receptores nucleares, atuam sobre a expressa@g@enaminhos de sinalizacao celular
(Seeram & Heber, 2006).

A literatura, de um modo geral, mostra que os fidides exibem uma ampla
faixa de atividades incluindo efeitos, vasodilatadpanticarcinogénico, antibacteriano,
antialérgico (atuando sobre moduladores da funté@me) e neuroprotetivos (Azaeh
al., 2004; Heo & Lee, 2004; Higt al, 2003; Maher, 2006; Mercet al, 2005).

2.4.2.2 —Triterpenoides

Os compostos fendlicos e os terpendides sdo ogeraionstituintes presentes
em frutas, vegetais e diferentes especiarias (Wagig#madfa, 2003). Em relacdo aos
terpendides, eles sdo moléculas constituidas pda ttomos de carbono distribuidos
em seis unidades isoprendides com cinco atomoarterm cada (Patka, 2003).

A diversidade funcional de alguns dos terpendidés relacionada a sua atuacao
como horménios (giberelinas), pigmentos fotossicét (phytol e carotendides), e
transportadores de elétrons (ubiquinona, plastogan (Langenheim, 1994).
Atualmente, uma ampla variedade de respostas lpa®godem ser obtidas em seres
humanos através de varios terpendides (Paduch). €20@7). Dentre os efeitos
encontrados para essas moléculas estdo os anbiaios, antifangicos,
antiparasitarios, antivirais, antialérgicos, amspa&smobdico, hipoglicemiante,
antiinflamatéria, quimioterapicos e imunomoduladof@aduch, et al. 2007; Wagner e
Elmadfa, 2003).

Evolutivamente, os terpendides foram o0s primeirosigostos secundarios a
serem descobertos, e hoje eles representam um ghupcsificado de pequenas
moléculas sintetizadas por plantas (Bouvier, et24l05; Tholl, 2006). S6 para se ter
uma idéia, mais de 55.000 terpenos foram isoladeste nimero quase que dobra a
cada década (Breitmaier, 2006; McGarvev e Crotd@95). Acredita-se que essa

variedade de terpendides nas plantas seja dewdgpamsao da superfamilia da terpeno
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sintase, enzima responsavel pela sintese dos mpeodides, sesquiterpendides,
diterpnendides e triterpendides.

Os triterpenos sdo formados de seis unidades geersm com 30 atomos de
carbono, mas na natureza, os triterpenos ocorreno @struturas ciclicas chamadas
triterpendides (Bouvier et al., 2005). Triterperg@gentaciclicos sdo muito abundantes
em produtos naturais. Na medicina chinesa plaitas nessa familia de triterpendides,
como ginseng ®latycodon sdo bastante utilizadas para prevenir o ganhgede e a
peroxidacao lipidica. De fato, analise fitoquimitsaPlatycodon grandiflorunmostrou
que esses efeitos bioldgicos podem estar relacienaduma grande quantidade de
antioxidantes e de saponinas (Martinez-Vazquek,et39; Zhao et al., 2005).

As saponinas, referidas quimicamente como glicosideterpenos e esterdide,
sao triterpendides biologicamente ativos presenteuma variedade de familias de
plantas. Seu nome é derivado da palavra em Isdipoque significa sabdo, uma vez
gue quando misturadas com a agua formam espumsz@R|e2002).

As saponinas tém um vasto leque de propriedades,implui a formacéo de
espuma e suas propriedades emulsificantes (Priceal.et 1987), propriedades
farmacoldgicas e medicinais (Attelé et al., 199®ppriedades hemolitica (Oda et al.,
2000; Sparg et al., 2004), bem como atividade aotahianas e inseticida (Sparg et al.
2004).

Gené et al., (1996) ao testar o extrato butand@&B. trimeraem modelos de
inflamacédo, analgesia e ucerogénese que esta plantenostrou fortes propriedades
anti-inflamatorias e analgésicas, que ele atribp@lp menos em parte, a inibicdo da
biossintese de prostaglandiS&gundo ele, essa inibicdo esta relacionada a ojunto
de saponinas e de flavondides encontrados nesta.pla

Este trabalho somado aos de outros autores j@sitahfirmam que muitas das
propriedades bioldgicas atribuidasBa trimera, até o momento, se devem a sua
fitoquimica, que por apresentar quantidades saatifias de flavondides e
triterpendides tem despertado grande interessgaute dos pesquisadores, na tentativa
de se descobrir novas e reais aplicabilidades fartbgicas.

Partindo desse pressuposto, e do fato de ndo hwardrum trabalho que
correlacioneB. trimeracom neutrofilos e APAP, resolvemos avaliar o eféib extrato

desta planta sobre a producdo de radicais livremeurofilos, sobre a atividade das
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enzimas antioxidantes e sobre os produtos do sstmegdativo. Além disso, sendo o
figado um 6rgdo muito importante na regulagdo dtabmtismo, avaliamos a funcao
hepatica através de marcadores séricos bioquimems, o intuito de assegurar a

utilizacao do extrato dB. trimerapela medicina popular.
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3 — OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar, in vitro e in vivo, as propriedades antioxidantes do extrato
hidroalcoolico deBaccharistrimera em ratos Fischer machos.

3.2 — Objetivos Especificos

3.2.1 - In vitro:

» Avaliar a produgéo de ERO em neutrofilos de raiesHer incubados

com particulas opsonizadas com zimosan, extraB ttémeraou
ambos.

3.2.2 - In vivo:

3.2.2.1 - Em ratos Fischer pré-tratados com exiatB. trimerae uma hora depois
intoxicados com APAP objetivamos:

> Isolar os neutrdfilos destes animais e em segeia@ar as dosagens de
espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico;

» Recolher o plasma destes animais e em seguidaaealdosagem de
oxido nitrico.

3.2.2.2 - Em ratos Fischer tratados durante seie dom extrato d®. trimera e
intoxicados no ultimo dia com APAP objetivamos:

» Avaliar o efeito do tratamento sobre as defesasioxadantes
(paraoxonase, catalase e glutationa total);

» Avaliar o efeito do tratamento sobre os produtosskeesse oxidativo
(TBAR e proteina carbonilica);

» Avaliar o efeito do tratamento sobre os marcaddmesuimicos de
funcdo hepética (aminotransferases e fosfataselinalcae renal
(creatinina);

» Analisar a histologia do figado a fim de verificasros efeitos do extrato

deB trimera APAP e sua interacdo sobre este 6rgéao.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - Reagentes
O acetaminofen (APAP) utilizado foi da Janssengcflmacéutica. O azul de

tripan, luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthaloziilene) e o =zimosan foram
adquiridos da Sigma. Os gradientes Leukopaque eopmue foram obtidos da Bion
LTDA. O Kit para a medicdo dos niveis séricos agmiala aminotransferases (ALT) e
aspartato aminotransferases (AST) foram adquiralgertir da Labtest Diagndstica
Brasil.

4.2 - Animais
Nos experimentos foram utilizados ratos albinos hnacda linhagem Fisher,

com aproximadamente 12 semanas de idade e pesamadode 180 g, provenientes do
Laboratério de Nutrigdo Experimental da Universel&ederal de Ouro Preto (UFOP).
Todos os animais foram mantidos em gaiolas indaigldispostas em ambiente com
temperatura, luminosidade e umidade controladaseberam dieta comercial para rato
(Labina) e agua, ambesl libbitum.O presente trabalho foi realizado de acordo com as
normas internacionais de protecdo aos animais easoprincipios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sidcosgdo pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFOP (OF 01/2009 e OF 20Q9).

4.3 — Coleta do material botanico

As partes aéreas d& trimeraforam coletadas em abril de 2008, na cidade de
Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A espécime, dgcaxa numero OUPR 22127, foi
identificada pela Professora Doutora Viviane R.I@ta& em seguida depositada no
Herbario José Badini da UFOP.

4.4 — Preparacao do extrato

Apés identificacdo, as partes aéreas da plantanfeecas em estufa ventilada e
em seguida pulverizadas em moinho mecéanico e amadas em frascos de plastico.
Na obtencdo do extrato hidroalcodlico, cerca de @& planta foram submetidas a
extracdo com agua destilada e &lcool 70% na prapate 1:1 durante 24 h. Em seguida

realizou-se a filtragdo a vacuo e a evaporacamlderse no rotavapor.
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O extrato bruto formado, de coloracdo verde eseuheiro adocicado, foi
diluido em phosphate buffered saline (PBS 7,4)raliiese as concentracdes de 50, 5 e
0.5 ug/mL que foram utilizadas no ensaiovitro e a concentragcdo 600 mg/kg que foi
utilizada no ensaian vivo. A metodologia adotada para a confecgdo do extcatm

algumas modificacdes, foi baseada no trabalho deeGet al., 2008.

4.5 — Isolamento de leucdcitos polimorfonucleares

Os neutrofilos foram obtidos a partir do sanguéférézo por hemorragia do plexo
braquial segundo a técnica descrita por Bicalhal.etl981. Resumidamente, 4 ml de
sangue periférico heparinizado, foram adicionadid®ses6 ml de gradiente duplo de
Leukopagque e Monopaque (densidade = 1,08 e lgkhectivamente) em tubos
siliconizados. Apoés centrifugacdo a 100 G por 2@utus foram obtidas duas fases
distintas separadas por dois anéis interfasicosiose anel superior formado por células
mononucleares e o inferior por neutrofilos. O ara em neutroéfilos foi colocado em
tubo siliconizado, com o auxilio de uma pipeta. §gguida, esse anel foi lavado duas
vezes em PBS pH 7,4. Apés as duas lavagens aasétuam ressuspensas em 1,0 ml
de PBS pH 7,4. Os neutrofilos foram usados parag#ws de nitrito e para o ensaio de
quimioluminescéncia. A viabilidade celular foi aaala pelo teste de exclusdo com azul

de Tripan e mostrou-se sempre superior a 95%.

4.6 — Opsonizacao de particulas de zimosan

A opsonizacao do zimosan foi feita adicionando-3@ 8. de PBS (pH 7,4) a
10QuL de zimosan (13mg/mL), conforme realizado no estde Lovrien, et al., 1989.
Em seguida a solucao foi centrifugada por 2 min0& BRPM. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspenso emuP@@ soro autdlogo fresco e 800 de PBS.
Tal solucdo foi incubada por 30 min em banho-mari@7°C, sendo agitada em
intervalos de 10 min. Posteriormente, a solucamdoamente centrifugada por 2 min a
400 RPM, sendo o sobrenadante desprezado e o qgseispenso em 5d0de PBS.

O volume de zimosan opsonizado com soro (ZC3hxatib para os experimentos foi
de 5QuL.
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4.7 — Ensaio “in vitro”

Para avaliar a geracao de EROs foi realizado ui@dg quimioluminescéncia
amplificado por luminol durante a ativacdo das leéldagociticas, como descrito por
Chaves, et al., 2000. O ensaio de quimioluminesagrermite avaliar, diretamente, a
atividade da NADPH-oxidase, a enzima responsével geracdo de espécies reativas
de oxigénio, durante a ativacdo das células fagasit(Babior, 1994). Esta técnica
baseia-se na reacdo entre luminol (5-amino-2,3eddyy,4phthalozinedione) e as
espécies reativas geradas. A reacdo ocorre naomder um sistema de catédo e anddo,
0 que permite a captacao e registro dos fotonsdamipeloa-aminophitalato.

Para a realizacdo do procedimento experimentatygfédos de ratog-isher (1 x
10° células em solucdo PBS pH 7,4) foram incubadas $00pL de luminol (16*M)
por 10 min, em tubos de siliconizados. Os fétonstiéos neste intervalo foram
registrados de 1 em 1 min pela impressora intecnlughinbmetro. Decorridos os 10
min iniciais de corrida, abriu-se o aparelho cofmltase PBS (basal) ou particulas de
ZC3b ou extrato d8. trimera(Bt). Para todos os ensaios, o volume final fas&do
para 70QL com PBS. A emisséo de fotons em todos os ensaiosgistrada por mais
30 min em intervalos de 1 em 1 minuto e, ao fired ensaios, obtivemos curvas de 40

min, cujos valores foram expressos em RLU/min.
4.8 - Avaliacdo da injaria hepatica induzida por AP

Para avaliar a injaria hepatica induzida por APARam utilizados dez ratos,
divididos em dois grupos de cinco animais de acooio o tratamento recebido: grupo
controle (C), o qual recebeu, por gavagem, 600 gnd&k PBS e o grupo APAP, que
também, por gavagem, recebeu uma dose Unica deg8dpme APAP. A dose de
APAP usada teve como referéncia o trabalho de ¥ergl., 2008. Em diferentes
intervalos de tempo amostras de sangue foram dakgtaszia plexo ocular, para a

quantificacao da atividade da ALT e AST em respasima elevada dose de APAP.

4.9 — Ensaio “in vivo”
4.9.1 - Andlise das espécies reativas de oxigéromido nitrico

Para realizacdo do ensamvivo correspondente ao modelo de inflamagao foram

utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos dea animais de acordo com o
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tratamento recebido: Grupo Controle (C) o qual bene600mg/kg de PBS; Grupo
APAP o qual recebeu uma dose Unica de 835mg/kgetarainofen; Grup®. trimera
(Bt) o qual recebeu 600mg/kg do extrato He trimera e GrupoB. trimera +
Acetaminofen (Bt. + APAP) o qual recebeu, primeieate, 600mg/kg do extrato @
trimera e, uma hora depois, uma dose Unica de 835mg/lagelaminofen. Todos os
tratamentos foram administrados por gavagem. Viptatro horas apés a dose de
APAP, os animais foram anestesiados e o sanguedoihido por hemorragia do plexo
braquial em tubos heparinizados para a obtencgagma e dos neutrofilos utilizados
na dosagem de Oxido nitrico. Os ensaios de quimiakescéncia para quantificar a
producdo de EROs foram realizados com os neutsdfilo x 16) de cada grupo
experimental e registrados por 30 min em intervalesl min. Ao final dos ensaios,

obtivemos curvas de 30 min, cujos valores foramresgns em RLU/min.

4.9.2 - Analise das defesas antioxidantes, concagéio de biomarcadores do
estresse oxidativo e marcadores da funcéo hep&ticanal.

Neste experimento foram utilizados 20 ratos diwdicem quatro grupos de
cinco animais de acordo com o tratamento receltidopo Controle (C), recebeu, por
gavagem, 600mg/kg de PBS durante 7 dias; GMpdrimera (Bt.), recebeu, por
gavagem, 600mg/kg do extrato &e trimera durante 7 dias; Grupo Acetaminofen
(APAP), recebebeu, por gavagem 600mg/kg de PBShtiura dias e posteriormente
uma dose unica de 835mg/kg de acetaminofen, GBupamera+ acetaminofen (Bt. +
APAP), recebeu, por gavagem 600mg/kg do extrat®.dé&imera durante 7 dias e
posteriormente uma dose Unica de 835mg/kg de aretten. Vinte quatro horas apos
a dose de APAP, os animais foram anestesiados tisdngue e o figado recolhidos
para as analises bioquimicas. A dose de APAP usamaelineamento experimental

teve como referéncia o trabalho de Yen, et al.8200

4.9.3 — Histopatologia
Os figados dos ratos foram removidos 24 h aposranetracdo de PBS e/ou
extrato deB. trimerg e/ou APAP, e/ou extrato d&. trimerae APAP e fixados em
formol 10%. Os figados fixados foram processadesibebidos com parafina. Sec¢des
de 5 — 6um foram montadas e coradas com hematoxilina e 2¢sl&E). Imagens
fotomicrogréaficas foram capturadas com o auxiliude camara digital.
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4.10 - Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade dos neutrofilos utilizados nos ens@iomonitorada pelo teste de
exclusdo de azul de tripan (Oliveira-Lima e DiasSilaa, 1970). Na determinacéo da
viabilidade celular dos neutréfilos utilizados nosaio de quimioluminescéncia, 0s
neutréfilos foram centrifugados a 100G por 15 nosute o “pellet” ressuspenso em
200ul de PBS pH 7,4, ao qual foi adicionado imediatamédngota de solugédo 0,1% de
azul de tripan em salina. Em todos os ensaios praibs a viabilidade celular nunca

se mostrou inferior a 95%.

4.11 — Dosagens Bioquimicas
Neste trabalho realizamos as seguintes dosagegsilmicas utilizando-se kits

comerciais Labtest Diagnoéstica S.A.: Alanina Aminosferase, Aspartato

Aminotransferase e Creatinina.

4.11.1 - Paraoxonase — Atividade Arilesterase emoso
Principio da técnica

Determinagdo da atividade arilesterasica da enzpaeoxonase, usando
fenilacetato como substrato, tendo como base &idelde de hidrolise do fenilacetato,
conforme descrito por Eckersem al. (1983) em humanos e também por Beltoveski
al. (2002) em ratos.

Procedimento de dosagem

Em tubo de ensaio adicionaram-se 2mL de tampaeHRCis 9mmol/L, pH = 8,0
contendo 0,9mmol/L de cloreto de célcio e 5uL de.séoi misturado no vortex e
adicionado 0,5mL da solucéo Tris- fenilacetato I(1dg fenilacetato para cada 1500 pL
de TrisHCL 9mM; pH=8,0). Apdés exatamente 3 minu@sabsorbancia foi lida em
270nm. O espectrofotdbmetro foi zerado com o brane® contém todos os reagentes

acima, exceto 0 soro.

Calculo
Utilizamos a definicdo para atividade enzimaticaderdo com Beltowski et al.
(2002). Segundo a qual 1U da enzima paraoxonageigagente a hidrolise de 1pumol

de fenilacetato g( = 1310 L.mof.cmi') por minuto (usualmente a atividade dessa

29



Padua, B. C. Material e Métodos

enzima € representada por 1mL de soro). A atividailesterasica da enzima foi

calculada utilizando a lei de Lambert Beer:
A=Cbhs

Onde:

¢ — Coeficiente de extincdo molar;

b — caminho optico, igual a 10 mm.

A= absorbancia

C= concentracéo ou atividade enziméatica

4.11.2 - Paraoxonase — Atividade Paraoxonase nmsor
Principio da técnica

Determinacdo da atividade paraoxondsica, usandamoxam como substrato,
tendo como base a velocidade de hidrélise deste acliberacdo do para-nitrofenol por

minuto, conforme descrito por Beltowskt al (2002).

Procedimento de dosagem

Inicialmente preparou-se uma solugcéo contendo @Wentampéo glicina/NaOH
50mM pH10,5, contendo Cafl0,9 mM e 2uL de paraoxon. Em um tubo de
polipropileno adicionaram 780pL dessa solucdo elL2dp soro. A solucdo foi
homogeneizada e lida a absorbancia das amostraspeztrofotbmetro em 412nm,
exatamente a cada minuto, por 3 minutos. O brahdm (com 780 pL da solucéo

preparada inicialmente e 20 uL de agua) foi utlizpara zerar o aparelho.

Célculo da atividade de enzima

Segundo Beltowski et g2002) 1U da enzima paraoxonase é equivalente a
hidrélise de 1nmol de paraoxon £ 18290 L.mof.cm) por minuto (usualmente a
atividade desta enzima é representada por 1mL rd¢. $0 atividade paraoxonasica da
enzima paraoxonase foi calculada segundo a lei atebert Beer. A absorbéancia
utilizada nessa expressao é o delta (absorbancianipaito) obtido das absorbancias
lidas no 1° e 3° minuto, subtraindo a absorbanoidedceiro minuto pela absorbancia
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do primeiro minuto, e dividindo por 2, visto queos2 minutos entre as duas

absorbancias.
4.11.3 - Concentracgédo de Glutationa Total em tecdo

Principio da técnica

Utilizou-se o kit Sigma # CS0260. A glutationa egi@®sente nas células
principalmente na sua forma reduzida (GSH) reptagseo em torno de 90%, o restante
aparece na forma de glutationa oxidada (GSSG). lastatiliza um método cinético
para mensurar 0s hiveis de glutationa total (GSH®&Sem amostras bioldgicas,
através da reducéo do DTNB (Acido 5,5 -Ditio-bisajobenzdico) a TNB.

1) 2GSH + DTNB - GSSG + 2TNB

2) GSSG + NADPH + AGlutationa redutase2GSH + NADP

A combinacédo das duas reacoes: .

DTNB + H + NADPH  Glutationa redutase2 TNB + NADP
GSSG/GSH:

Preparo dos reagentes de estoque
Solucao de acido sulfosalicilico (SSA) 5%.
Tampao fosfato 5X (500mM), contendo 5mM EDTA

Solucédo padréao estoque de glutatioh@mg de glutationa reduzida em 0,1mL de agua

destilada.
Solucdo de estoque de DTNBmg de DTNB foram diluidos em 5,33mL de dimetil

sulfosalicilico (DMSO), resultando em uma solucémd,5mg/mL de concentracéo.
Estoque de NADPH (solucao de 40mg/mL).

Preparacédo da amostra biolégica

100mg de tecido foi homogeneizado com 1mL de adelsulfosalicilico 5%
(SSA), e em seguida centrifugado a 10000g, por ibditws a 4°C. O sobrenadante foi
retirado e usado como amostra bioldgica.

Preparo dos reagentes de trabalho

Solucédo de enzimas diluid@iluir 15,2uL de glutationa redutase (100unidachisg/em

250uL de tampéo fosfato 1x.
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Solucdo de NADPH de trabalh®a solucdo de estoque de NADPH preparada séo

retirados 30uL para 7,5mL de tampéo fosfato 1x.

Mistura de trabalho8mL de tampé&o 1x, 228uL da solucdo de enzimasddile 228uL

de DNPH solucéo de estoque.

Solucdo padrédo de glutationa — preparar para aaquadrao Diluir 10pL de solucao

estoque de glutationa padrao com 2mL de acido S8A 5

Procedimento para dosagem

A confecc¢ao da curva padrao e as dosagens nasrasfusam feitas em placas

de Elisa. Os reagentes e a sequéncia de adic@esdesicritas nas tabelas abaixo.

Procedimento para curva padréo

10

Poco 1 2 3 4 5
[GSH] pM 50 25 12,5 6,25 3,125
Solucdo de GSH (uL) 50 25(tubo 1) 25(tubog 2) 25(tBp| 25(tubo 4)
SSA 5% (uL) - 25 25 25 25
nmoles de GSH em 10 0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312
uL de amostra
Procedimento para o teste

Amostra SSA 5% Mistura de traball
Branco - 10 (uL) 150 (uL)
Padrdo (tubos preparadps
para a curva) 10 (b ) 130 (L)
Amostra 10 (uL) - 150 (uL)
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As amostras foram incubadas por 5 minutos a teryaraambiente. Em
seguida, 50uL de NADPH foram adicionados as mesntasronémetro disparado. As
absorbancias das amostras foram lidas durante &asimo leitor de ELISA & 412 nm.

Calculo

Foi feito um gréfico utilizando os pontos obtidas curva padréo (estes pontos
obtidos foram o delta das absorbancias). Apos snatie regressdo linear, foi
determinado a equacao da reta. Esta equacdo fizadd para determinar a
concentracdo em nmoles de glutationa total em l1l@gLamostra, e este valor

convertido para 1mL de amostra.
4.11.4 - Catalase

Principio da técnica

Determinacédo da atividade da enzima catalase, th@asea sua capacidade de
converter o peréxido de hidrogénio,(®4) em agua e oxigénio molecular, conforme
descrito por Aebi, (1984).

Preparacdo da amostra biologica

100mg do figado foi homogeneizado com 1mL de tanip&fato 0,1M, pH 7,2
e em seguida centrifugado por 10 minutos a 4°Colfdesadante foi retirado e usado

como amostra biologica.
Procedimento de dosagem

Em um tubo de polipropileno colocaram-squbQde tampéao fosfato pH 7,2;
(0,1mM) e 40uL de agua destilada, o qual foi mantido em banhdan&0°C por 1
minuto. Em seguida adicionaram-seullOda amostra e 9QQ. de HO, (10mM).
Homogeneizou-se a solucdo, o espectrofotbmetradmdo com kD, (10mM) em

240nm e determinaram-se as absorbancias das asnestitamente a cada minuto,

durante cinco minutos.
Calculo

1U de catalase é equivalente a hidrélisejgrad de HO. (¢ = 39,4 L.mot'.cm

1) por minuto (Aebi, 1984). Usualmente a ativida@dssh enzima é representada em
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Unidade por mL de amostra. Calculamos a atividaglecatalase segundo a lei de
Lambert Beer. A absorbancia utilizada nessa ex@oegso delta obtido das cinco
absorbéancias lidas (absorbancia final —absorbamicial / 4).

4.11.5 - Proteina Carbonilada
Principio da técnica

A oxidacdo de proteina por ROS leva a formacao etevatios carbonilicos.
Estes podem ser mensurados por métodos sensiaigularmente aqueles que
utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP). O DNReage com grupos carbonilicos
gerando a hidrazona correspondente, a qual pode saalisada
espectrofotometricamente. A determinacdo da coragid sérica de proteina

carbonilada foi realizada conforme descrito poriheet al. (1994).
Preparacdo da amostra biologica

200mg do figado ou rim foram homogeneizados com @ietampéao fosfato 50mM,
pH: 6,7 contendo EDTA 1mM. Em seguida centrifugadd®0000g, por 10 minutos a

4°C. O sobrenadante foi retirado e usado como ambistiogica.

Reagentes utilizados e forma de preparo
Acido Cloridrico 2,5M.

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina)0,01g de DNPH foi diluido em 10mL de HCL 2,5M

(preparado anteriormente). Obtendo uma solucéoQ;&f de DNPH. Esta solucao foi

estocada no escuro a 4°C. Estavel por uma semana.

Solucao de TCA (acido tricloroacetico) 10%

SDS 6% - Dodecil Sulfato de Saédio.

Mistura de etanol e acetato de et#an um frasco foi misturado 30mL de etanol e

30mL de acetato de etila. Esta mistura deve setidaa@m geladeira.

Procedimento de dosagem
Para cada amostra utilizou-se dois tubos de pgiilermo, um foi denominado de
Amostra (A) e outro de Controle (C). Transferius®8uL de homogeneizado de figado
ou rim para cada tudo (amostra (A) / controle (Ep seguida foi adicionado aos tubos
500uL de TCA 10% e misturado no vortex, logo ap6s,foentrifugados (tubo A e C)
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a 5000g por 10minutos a 4°C. O proximo passo fitiathar ao tubo A 500L de
DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) e no tubo C 300de HCL & 2,5M. Ambos foram
mantidos no escuro a temperatura ambiente por windeede 30 minutos, e a cada 15
minutos eram misturados no vortex. Em seguida thcienado 500L de &cido
tricloroacetico (TCA) 10% em cada tubo, misturadovartex e centrifugados a 5000g
por 10minutos a 4°C. Depois de centrifugados, seswnante dos tubos foi descartado
e 1mL de mistura de etanol com acetato de etiladaionado aos tubos e misturados
no vortex. Uma nova centrifugacao foi realizada. $gguida o sobrenadante dos tubos
A e C foram descartados e a estes foram adicionadas 1mL da mistura etanol e
acetato de etila, foram misturados no vortex e marde centrifugados. No final das
centrifugacdes, o sobrenadante dos tubos A e Onfaravamente descartados e
adicionado em ambos 1mL de SDS 6%, misturados nexé centrifugados a 10000g
por 10minutos a 4°C. Finalmente o sobrenadante tdbss foram retirados e

transferidos para cubeta, onde foram lidos no ésgetdmetro a 370nm.

Calculos
A concentracdo de proteina carbonilada foi deteadanutilizando a seguinte

equacao de Lambert Berr:
A=Cbhs

Onde A é a subtracdo da absorbéancia do tubo A (eshgeela absorbancia do
tubo C (controle), C é a concentracdo, b é o camitico es € o coeficiente de
extingdo molar. O conteudo de proteina carbonifadaalculado usando o coeficiente
de extincdo molar de 22 000 M-1 cm-1 e expressonpasl de proteina carbonilada

formada por mg de proteina.

Para se obter a concentracdo de proteina carbarmtadelacdo a concentracao
de proteinas totais no figado ou rim, este paranfetrdeterminado pelo método de

Lowry (descrito a seguir).

4.11.6 — Proteinas totais em tecidos — método derio

Principio da técnica

O método de dosar proteina Lowry € um ensaio nugitdiavel e amplamente

usado. Este método foi descrito a primeira vezlLpovry et al. (1951). O método de
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Lowry é baseado nas ligacbes das proteinas, quaeamalcalino, com o0s ions cobre
(CU?") formando uma cor azul que é dependente em paftesndice de tirosina e
triptofano da amostra, jA que os ions cobre catali@ oxidacdo de aminoacidos

aromaticos.

Reagentes utilizados e forma de preparo

Reagente AFoi dissolvido 0,25g de sulfato de cobre e 0,xittato de sddio em 100
mL de agua destilada. A solucdo foi armazenadasnoro, em temperatura ambiente.
Reagente BFoi dissolvido 5g de carbonato de sddio e 1gidedkido de sodio em
250mL de agua destilada. Foi armazenado a tempa@tbiente.

Reagente CFoi adicionado 1mL do reagente A em 50mL do retegBn Preparado na
hora do teste.

Reagente DFoi dissolvido um 1mL de Folin-Ciocateau em 1mg @fjua destilada.

Preparado na hora do teste.

Curva padrao para proteinas totais:

Foram realizados quatro pontos para a curva, egioiiste procedimento:

P1- 25uL de uma solugdo estoque de proteinas ay@Pra o volume completado com
agua destilada para 100mL. A concentracao finatlalteste ponto foi de 0,05mg/mL.

P2- 7,5uL de uma solucdo estoque de proteinas &lRragp volume completado com

agua destilada para 100mL. A concentracao finatlalusteste ponto foi de 0,15mg/mL.

P3- 715uL de uma solucéo estoque de proteinas AlPrag volume completado com
agua destilada para 100mL. A concentracao finatlalteste ponto foi de 0,35mg/mL.

P4- 25uL de uma solucdo estoque de proteinas adRregd volume completado com

agua destilada para 100mL. A concentracao finatlalsteste ponto foi de 0,5mg/mL.

Procedimento de dosagem de proteinas totais:

Em um tudo de polipropileno, foram pipetados 10jeladnostra ou padrao e
completados para 100puL com &gua destilada. O bransado para zerar o
espectrofotdmetro, foi feito apenas com 100uL deaddestilada. Posteriormente foi
adicionado 1mL do reagente C em todos os tubos.istura foi levada ao vortex e

mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. éguida, foi adicionado em cada
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tubo, 100uL do reagente D. O volume foi misturadlacebado a temperatura ambiente,

no escuro, por 30 minutos. A leitura foi feita espectrofotdmetro a 660nm.

Calculos

Foi feito um grafico expressando a concentracdopddrao (Eixo Y) X
absorbancia do padrao (Eixo X). Apés regressaaijrfei determinada a equacéo da
reta com a seguinte caracteristica: Concentrac@oX=Absorbancia + b. Esta equacéo
foi utilizada para determinar a concentracdo deepmas totais nos homogenatos de
tecidos. Todas as concentra¢des foram obtidas mlmg

4.11.7 - TBARS

Principio da técnica
Determinacgdo da concentragdo de TBARS foi baseadsapacidade do acido
tiobarbittrico (TBA) em se ligar a lipideos oxidagdoesta dosagem foi realizada

conforme descrito por Buege and Aust, (1978).
Preparacédo da amostra biolégica

100mg do figado ou rim foi homogeneizado com 1mlasepao fosfato, pH 7,4
e em seguida centrifugado por 10 minutos a 4°Colfdesadante foi retirado e usado

como amostra bioldgica.
Procedimento de dosagem

Em um tubo foi colocado 50 de homogeneizado, 2B0 de acido
tricloroacético (TCA) 28% dissolvido em HCI 0,25280uL de &cido tiobarbitarico 1%
dissolvido em &cido acético 1:1 e yi5de BHT 5mM dissolvido em etanol. Este tubo
foi levado ao vértex e colocado em um banho ma@&°& por 15 minutos. Apds esse
periodo, este tubo foi centrifugado por 10 min@d$H000g. O sobrenadante foi lido no

espectrofotdmetro a 535nm, que foi zerado com dgstilada.
Célculo

A concentracdao de TBARS foi determinada utilizandmeficiente de extincao
molare = 1,56 X 10 L.mol™.cm*, segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa

concentracao € representada em nmoles por mg téraro
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4.11.8 - Oxido Nitrico
Principio da técnica

A concentracdo de oxido nitrico (NO) foi determiaagsando o kit BioAssay
System (DINO — 250). O NO é oxidado para nitratoteto, que € uma pratica comum
medir a quantidade total de RGONO®* para saber os niveis de NO na amostra. Entdo
este kit mede a producédo de NO pela reducdo detanidr nitrito usando o método de
Griess adaptado.

Preparacdo da amostra biologica

Os neutrdfilos utilizados foram homogeneizados d8@BS 1X, pH 7,4. E
centrifugados a 10000g, por 10 minutos a 4°C. Qesalolante foi retirado e usado

como amostra bioldgica. Além desses homogeneizémldambém utilizado plasma.
Desproteinagao da amostra bioldgica

Em tubos de polipropileno, 100uL da amostra (homegado de neutroéfilos ou
plasma) foram adicionados a 80uL de sulfato deozid8mM e centrifugados a
14000rpm, por 5minutos a 4°C. Em seguida o sobastadoi transferido para outro
tubo contendo 120uL de NaOH 55mM. Outra centrifégaipi feita a 14000rpm, por
5minutos a 4°C. Entdo o sobrenadante foi misturadéOulL de tampéao glicina,

fornecido pelo kit. ApGs essa desproteinacdo, astaas foram utilizadas no teste.

Preparo dos reagentes

Tampao de ativacdo diluiddoram misturados 1 volume do tampdo 3x, que é o

fornecido pelo kit a 2 volumes de agua destiladaaFmazenado por 12 meses, a 4 °C.

Ativacdo do cadmio:foram utilizados 3 granulos de Cadmio por amosHstes

granulos foram transferidos para um tubo falcoB@maL e lavados trés vezes com agua
destilada. Apés esse procedimento, foi retiradesidduo de agua com uma pipeta e
adicionado 200uL de tampéao de ativacao diluidagp@mulo de cadmio. Foi incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos e misturadanmtentemente. Em seguida, os
granulos foram novamente lavados trés vezes com dgstilada e secados com papel
de filtro. Esse procedimento de ativacdo deve esdizado em no maximo 20 minutos

antes do teste.
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Procedimento para curva padréo

O padréo de 6xido nitrico foi feito dissolvendo BQge nitrito padréo estoque
em 570uL de &agua. lIdentificaram-se 8 tubos de mglieno e adotou-se o

procedimento delineado na tabela abaixo:

CONC
50 40 30 20 15 10 5 0

(ULMOLI/L)
Padrao

o 150 | 120 90 60 45 30 15 0
nitrito(uL)
H.O (uL) 0 30 60 90 105 120 135 15
Tampao

o 50 50 50 50 50 50 50 50
glicina (uL)

Procedimento para dosagem

Na amostra que foi desproteinada foram adicion&8la@géanulos de cadmio
ativados e incubados por 15 minutos a temperatmiziemte. A confeccdo da curva
padrdo e as dosagens nas amostras foram feitasaeas ple Elisa. Em cadeell foi
colocado 50uL de reagente A, 100uL de amostra dtapeae 50uL de reagente B. A
placa foi incubada 5 minutos a temperatura ambieitta em espectrofotdmetro a 570
nm. O branco utilizado para os céalculos de conaeatr foi o ultimo ponto da curva que

possui concentracao “0” de nitrito.
Célculos

Foi feito um grafico expressando a concentracdopddrdo (Eixo Y) X
absorbancia do padrdo (Eixo X). Ap0s uma regrekséar, foi determinado a equacéo
da reta. Esta equacao foi utilizada para determanaoncentracdo de oxido nitrico.
Todas as concentracbes foram obtidaspgnol/L. Para se obter a concentracdo de
oxido nitrico no figado em relacdo a concentragéprdteinas totais, este parametro foi
determinado pelo método de Lowry. Assim a conceétrade 6xido nitrico no figado

foi expressa em pmoles/mg de proteina.
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4.12 — Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidadp8s verificarmos que os
mesmos seguiam distribuicdo normal optamos poizatilo teste-t de Student’s

pareado. O valor de p < 0,05 foi considerado sicpanite.
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5 - RESULTADOS

Ensaio in vitro

> Efeito do extrato hidroalcodlicoB. trimera sobre a modulacdo de espécie

reativas de oxigénio em neutrofilos de ratos estiatos com zimosan

Para avaliar o efeito do extrato &e trimera sobre a producdo de espécies
reativas de oxigénio em neutrofilos, testamosdi&sentes concentracdes do extrato a
fim de descobrir qual dessas apresentava maiongatenibitorio sobre as EROs sem,
no entanto, diminuir a viabilidade da cél@fgura 10). Nossos resultados mostraram
gue os extratos dB. trimeranas concentragdes de 50, 5 e|@ybnL foram capazes de
inibir significativamente a liberagdo das EROs,deeeste efeito dose dependente, uma
vez que o extrato de concentracdo JBfJmL apresentou uma alta porcentagem de
inibicdo (96,8%) acompanhada de uma baixa vialiéd@8%), enquanto o extrato de
concentracdo 0.Ag/mL apresentou uma baixa taxa de inibicdo (51%ingpanhada de
uma alta viabilidade (92%). Diante disso, nossesltados mostraram que o extrato de
carqueja na concentracdo de fg/mL apresentou uma melhor relagao
inibicdo/viabilidade, ja que foi capaz de inibirrce de 85% da liberacdo de EROs

mantendo uma viabilidade celular acima de 95%.
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Figura 10 — Efeito deB. trimerasobre a modulagédo de EROs (painel A) e a vialiéda
celular (painel B) em neutrdfilas vitro. Os dados estédo representados como média +
desvio padrdo.F = 0,00005 em relacédo ao controle,** p = 0,00008 eelacdo ao

controle,*** p < 0,05 em relag&o ao controle.

Para avaliacdo da geracdo de EROs durante a atidasicélulas fagociticas
utilizamos o ensaio de quimioluminescéncia amgdiz por luminol. Os resultados da
Figura 11 — Painel Amostram que a concentracéo degdmlL do extrato foi capaz de
inibir significativamente a produgdo de EROs (p,80003) quando comparados ao
metabolismo basal dos neutréfilos. Ja os neutsdfitcubados com particulas de ZC3b
foram capazes de ativar, significamente (p=0,00pyalucdo de EROs. Entretanto,
guando os neutrofilos foram pré-incubados d@ntrimerae posteriormente incubados
com ZC3b houve uma reducao significativa de 83% prmoalucdo de EROs quando
comparado as células incubadas apenas com ZC3ks Eesultados sugerem que o
extrato hidroalcodlico d8. trimeraapresenta propriedades antioxidantes, sendo capaz
de modular a producdo e/ou liberacdo de EROs amtmeutréfilos ndo estimulados,
quanto em neutréfilos estimulados com particulaszidgozan. A acdo conjunta e
isolada do extrato dB. trimerae do zimosan também pode ser evidencia pela analis
da curva temporal do ensaio de quimioluminescéfieanel B). Como podemos
observar, este grafico demonstra que ja no prinmairuto de adicdo do extrato &e

trimera (11° minuto) ocorre uma inibicdo significativa de EROs.
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Figura 11 — Painel A - Efeito déB. trimerasobre a producdo de ERO de neutrofifos
vitro. Painel B — curva temporal tipica do ensaio dengpluminescéncia acompanhado
em intervalos de 1 minuto durante 30 minutos. @dod estdo representados como
média + desvio padraop*= 0,00003 em relacdo ao controle,** p = 0,003 estacao

ao controle, # p = 0,001 em relagéo ao ZC3b.

Atividade da ALT e AST

Para a caracterizagdo do modelo de inflamac&o saiceim vivo, realizamos
previamente uma curva onde analisamos, em difergqeidodos de tempo, a atividade
da ALT e AST apoOs a administracdo de APAP. Confopude ser observado na
Figura 12, os animais do grupo controle (C) que receberai8 Bfesentaram baixa
atividade de ALT (9,586 4,86 Ul). Em contraste, os animais que receberam u
tratamento oral de 835 mg/kg de APAP demonstraram maior atividade desta
enzima, embora essa elevacao s6 tenha sido saiivificapos as seis primeiras horas,
atingindo o seu pico maximo vinte quatro horas (2@2 + 5,67 Ul) apds a
administracdo do APAP. Quarenta e oito horas apdssa de APAP a atividade de
ALT comecou a diminuir chegando, no tempo de satenluas horas (26,5466+15
Ul), a valores significamente menores que 0s enados no tempo de vinte quatro
horas, indicando, portanto, que mecanismos end&gdroreparos podem ter sido

ativados.
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Figura 12 — Hepatoxicidade do APAP em ratos Fischer. A déide sérica de alanina
aminotrasferase (ALT) foi medida nos tempos indisaalp6s uma dose Unica de APAP
(835 mg/kg, p.o.). Os dados estdo representados co@dia + desvio padraop *<

0,05 em relacdo ao controle,** p < 0,001 em relagiocontrole.

Como mostrado nfigura 13, o grupo controle que recebeu PBS apresentou uma
menor atividade de AST (81,8418,50). Assim como ocorrido na atividade de ALT, a
atividade de AST também foi aumentada apds a adiragido de APAP, sendo este
aumento significativo ap0s as seis primeiras ha#sgindo o seu pico maximo vinte
quatro horas (241,03 #2,20 Ul) e quarenta e oito horas (247,120;50) apos a
administragéo do APAP.
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Figura 13 — Hepatoxicidade do APAP em ratos Fischer. A déigle sérica de aspartato
aminotrasferase (AST) foi medida nos tempos indisapos uma dose Unica de APAP
(835 mg/kg, p.o.). Os dados estdo representados co@dia + desvio padraop *<
0,05 em relagao ao controle,** p < 0,001 em relagéocontrole.

Ensaio in vivo:

> Efeito do extrato hidroalcodlico dé. trimera sobre a producdo de espécie
reativas de oxigénio em neutrofilos de ratos intoaxdos com APAP.

Os resultados dd&igura 14 mostram que a administracdo oral de APAP
(835mg/kg) induziu um aumento significativo na pro@io de EROs (1768447 RLU)
guando comparados ao controle (32283 RLU). Nos animais pré-tratados com
extrato deB. trimerae posteriormente com APAP, também observamos edha@o
significativa na producdo de EROs (917344 RLU) em relacdo aos neutréfilos que
receberam somente APAP. Apesar deste efeito osanitratados somente coin

trimera ndo apresentaram reducao significativa na prodde&ROs.
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Figura 14 —Efeito do extrato hidroalcodlico d®. trimerasobre a producdo de ERO
em neutrofilos de ratos 24 h apos o tratamento ABAP. Os ratos foram tratados com
uma dose de 600 mg/kg Betrimeral h antes da administragcao de APAP <*0,0001

em relacdo ao controle,** p < 0,01 em relacao acAkPR

> Efeito do extrato hidroalcodlico ddB. trimera sobre a producdo de oOxido

nitrico em neutrofilos de ratos tratados com APAP.

Na Figura 15 examinamos o efeito da dose hepatotoxica de AR¥iPesa
producdo de oOxido nitrico em neutréfilos. Como pode observar ndo houve

diferencas significativas entre 0s grupos expertaisn
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Figura 15 —Efeito do extrato hidroalcodlico d®. trimerasobre a producdo de éxido
nitrico em neutréfilos de ratos 24 h apos o tratameom APAP. Os ratos foram
tratados com uma dose de 600 mg/kgBdetrimera 1 h antes da administracdo de

APAP. *p < 0,05 em relagcédo ao controle,** p < 0,05 em i@ ao APAP. (n=5).

> Efeito do extrato hidroalcodlico dd3. trimera sobre a producédo de oOxido

nitrico no plasma de ratos tratados com APAP.

Na Figura 16 também examinamos o efeito da dose hepatotoxicARRP
sobre a producdo de Oxido nitrico, porém em oubropartimento, o plasma. Neste
compartimento observamos que 0s animais intoxicados APAP apresentaram uma
maior producdo de NO quando comparados aos angoaisole. Em contrapartida, os
animais tratados com o extrado Hetrimera e em seguida intoxicados com APAP
apresentaram uma menor producdo de NO em relaggi@ramais que receberam
apenas APAP. Esse resultado evidencia a capacudiade trimera em impedir o

aumento das concentracées de NO no plasma indpelddAPAP.
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Figura 16 —Efeito do extrato hidroalcodlico d&. trimerasobre a producdo de éxido
nitrico no plasma de ratos 24 h apos o tratamemto APAP. Os ratos foram tratados
com uma dose de 600 mg/kg Betrimeral h antes da administracdo de APAP .<
0,05 em relacdo ao controle, # p < 0,05 em relagdAPAP (n=10).

> Efeito do extrato hidroalcodlico dB. trimera sobre as defesas antioxidantes.

Na Tabela II, investigamos statusantioxidante dos animais por mensurar a
atividade sérica da paraoxonase (PON) utilizandendacetato e o paraoxon como
substratos, a atividade da catalase e a conceottig@lutationa total no figado dos
animais.

Em relacédo ao substrato fenilacetato e ao subgteatixon observamos que 0s
animais que receberam APAP apresentaram uma redacatividade da PON de 20%
e 12,5%, respectivamente em comparagcdo ao grupoolorEntretanto a adicdo do
extrato deB. trimera ndo foi capaz de retornar a atividade da PON aresl
semelhantes ao do controle.

A atividade da catalase e os niveis de glutatidim apresentaram diferencas

significativas entres 0s grupos experimentais.
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Tabela Il — Efeito do extrato hidroalcodlico d®. trimera sobre as enzimas

antioxidantes e glutationa de ratos 24 h apéstanrento com acetaminofen (APAP).

PON PON Catalase Glutationa
Grupos Fenilacetato Paroxon U/mg de (nmoles/mg de
(U/mL) (U/mL) proteina proteina)
Controle 4,9+0,21 0,16 + 0,02 132,53 £ 20,24 371604
Cont. + APAP 3,92+0,32* 0,14 +£0,01* 157,59 £ 32,53 0,74 +0,1
Carqueja 5+0,29 0,17 +0,01 144,37 £ 21,12 0,0/04
APAP + carqueja 3,95+0,34 0,13+0,01 147,45+ 19 0,77 + 0,08

*p < 0,05 em relacdo ao controle,** p < 0,05 em @ ao APAP.

> Efeito do extrato hidroalcodlico d#. trimera sobre os produtos de estresse

oxidativo.

Na Tabela Ill, analisamos como biomarcadores do estresse axidadi niveis
séricos de TBAR e proteina carbonilica.

Os animais tratados com o extrato Ble trimera e intoxicados com APAP
reduziram em 42,71% os niveis de TBAR em relacagrapo que recebeu apenas
APAP. Os niveis de proteina carbonilica ndo aptasmm diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais.

Tabela Il — Efeito do extrato hidroalcoodlico d& trimerasobre os niveis de TBAR e
proteina carbonilica de ratos 24 h ap0s o tratasrerh APAP.

TBAR Figado Prt Carb. Fig

Grupos . (nmoles/mg de
(U/mg de proteina) .
proteina)

Controle 4,03 £0,29 0,11 £ 0,02
Cont. + APAP 5,01 +0,93 0,12 £ 0,05
Carqueja 5,61+2,44 0,11 £ 0,03
APAP + carqueja 2,87 £1,04** 0,09 £ 0,01

*p < 0,05 em relacdo ao controle,** p < 0,05 em @ ao APAP.
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> Efeito do extrato hidroalcodlico deB. trimera sobre os marcadores

bioquimicos de funcao hepética e renal.

Para avaliar se o APAP e o extrato Be trimera provocaram uma injuria
hepatica foi determinado a atividade sérica dairmdamaminotransferase, aspartato
aminotransferase e da fosfatase alcalina. E paiaage 0s mesmos provocaram um
dano renal foi analisado os niveis de creatir(ifabela V).

Os animais que receberam APAP apresentaram uma ataimlade de AST
(178%) e ALT (764%) quando comparados aos animaigrdpo controle. O grupo
tratado comB. trimera e intoxicado com APAP elevou a atividade da AST 465%0
guando comparados ao grupo que recebeu somente.APAP

Os dados de fosfatase alcalina revelaram que #&ady dessa enzima foi
aumentada em 25,87 % nos animais que receberam ABR#Rudo, quando os animais
foram tratados com o extrato Betrimerae entdo submetidos & dose de APAP, foram
capazes de reduzir a atividade da fosfatase en6%@S8¢@iando comparado ao grupo que
recebeu somente o APAP.

Em relacdo a creatinina observamos que os rataxi¢gatlos com APAP
apresentaram maiores niveis deste parametro (2588) quando comparados aos
valores correspondentes ao do grupo controle (41).

Tabela IV — Efeito do extrato hidroalcodlico dB. trimera sobre os marcadores

bioquimicos de funcéo hepatica e renal de ratds &#0s o tratamento com APAP.

Grupos AST ALT Fosfatase Creatinina
P un un (U/L) (umol/dL)
Controle 19,11 + 3,31 10,78 +1,58 47,58 +5,79 +&41
Cont. + APAP 53,23+5,96* 93,2+39,48* 59,890+4,01* 75,3984
Carqueja 18,41 + 1,69 15,52 +3,35* 42,19+294 97 2,66

APAP + carqueja 74,6 £10,21** 91,24 +34,47 3&9598** 75,63 2,55

*p < 0,05 em relacéo ao controle,** p < 0,05 em @ ao APAP

Andlises histologicas do figado de animais tratadosy APAP ap6s 24h
indicam degeneracdo microgoticular discreta dosatidefios (Figura 17B) quando
comparado ao figado de animais controles que nésautavam alteracdes hepaticas
significativas(Figura 17A). O tratamento isolado com o extratoRletrimerarevelou
uma degeneracdo macrogoticular dos hepatoditagura 17C), enquanto que a
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associacads. trimerae APAP, além da degeneracédo microgoticular e myaticular,

revelou também um processo inflamatério dos hefiagd@igura 17D), 0 que mostra

queB. trimerando conseguiu reduzir o dano hepatico provocadoARAP.

Figura 17 —Seccéo do figado de ratos apés 24hs de administcagd PBS (A), e/ou
APAP (B), elou extrato d&. trimera (C), e/ou extrato d®. trimerae APAP (D),
mostrando: A - figado normal de rato com auséncia de alteraddgsaticas
significativas;B - degeneracdo microgoticular discreta dos hega&@ - degeneracéo
macrogoticular dos hepatdcitof) - inflamacdo e degeneragdo macrogoticular e
microgoticular. As sec¢des do figado foram coradas H&E (400x).

51



Padua, B. C. Discusséao

6 - DISCUSSAO

Trabalhos realizados corB. trimera relatam que esta espécie apresenta
importantes propriedades biolégicas tais como =ailamte e antiinflamatéria. Gene et
al., (1996) demonstraram que a fracao butanolicB. demeramostrou forte atividade
anti-inflamatéria em um modelo de inflamacao indozpor carragenina, enquanto que
Rodrigues et al, (2009), observaram que o tratammeain B. trimera foi eficiente,
devido as suas propriedades antioxidantes, em iredugenotoxicidade induzida por
H.O, em camundongos. Esses trabalhos, associados &audeet al., (2009), que
evidenciou um efeito imunomodulador d& trimera levou-nos ao interesse de
investigar o efeito desta planta sobre a produdéio ldberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em neutrofilos, uma vez que esté@oeenvolvidos na instalacdo e na
progressao de varios processos inflamatorios, lmenocna geracdo de EROs comuns a
esses processos (Jaeschke et al., 1990).

Apesar dos poucos estudos relacionados a toxiciddeleB. trimera,
recentemente foramncontradas alterac6es histopatologicas no figadatds gravidas
tratadas com um extrato hidroetandlico da plantar{Ge et al., 2008), somado a isto,
Rodrigues et. al, (2009postraram qué. trimeraproduziu alguns efeitos genotdxicos
e mutagénicos, estando estes, relacionados aomordialtas doses do extrato.

Nesse contexto, para analisar o papeBd&imerasobre a produgcdo de EROs
em neutrofilos, foram testados trés diferentes eoimacdes do extrato a fim de obter
uma melhor relacdo inibicdo/viabilidade celular.08ps ensaios, observamos que as
diferentes concentracdes do extratoBddrimeraforam capazes de reduzir a producao
de EROs em neutrdfilos, sendo essa reducdo dosedkste, uma vez que o extrato na
concentracdo 5Qg/mL apresentou uma maior taxa de inibicdo das ER@selacao ao
extrato na concentracdo Qug/mL. Contudo, apesar do maior potencial inibitooo
extrato de concentracdo 5@y/mL provocou uma maior mortalidade das células,
corroborando o fato de que alguns compostos quénioesentes na planta, quando em
excesso, sdo realmente toxicos. Diante disso,zautilos no ensaidn vitro a
concentracdo intermediaria deuf/mL, uma vez que ela foi capaz de inibir cerca de
85% da producédo de EROs mantendo uma viabiliddd&acacima de 95%.

Nos ensaiosn vitro o0 extrato deB. trimera na concentragao de [\g/mL, foi

capaz de reduzir significamente a producdo EROsmo@pos estimulo com particulas
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opsonizadas de zimozan (ZC3b). Em virtude dess® efrtioxidante, pesquisas sobre
a composi¢ao quimica da espéBietrimera,demonstraram que o extrato etandlico do
vegetal apresenta uma mistura de 5 flavondidesrcqtiea, luteolina, nepetina,
apigenina e hispidulina (Soicke e Leng-Peschlow87)9 conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, uma vez que doam ataimdsdrogénio para os radicais
livres (Joavanovic et al., 1998; Merken and Beeck@00). Estes compostos também
podem modular a atividade de enzimas presente emiferas, tais como citocromo
P450 e enzimas antioxidantes (Ferguson, 2001).akmkss flavondides poderem atuar
tando na neutralizacdo, quanto na inibicdo da m&alde EROs, observamos em nosso
ensaioin vitro, pela analise da curva temporal, que os flavosaidd. trimerapodem
estar agindo como neutralizadores (scanvengers$picies oxidantes, uma vez que no
primeiro minuto de adicdo do extratoBletrimera,ocorre uma inibicdo significativa de
EROs, demonstrando que, provavelmente, ndo hateripo habil para um processo
regulatério enzimatico. Este raciocinio ndo valepgss ensaios com zimozan, uma vez
que este é capaz de estimular a producdo de esmpoantes através de receptores
FCR e CR, induzindo a producdo de EROs (McKenzi Schreiber, 1998). Diante
disso, é provavel que a atividade antioxidanteighaa pelo extrato hidroalcodlico de
B. trimeraseja, em parte, devida a a¢do dos flavondidegn®Papesar de inferirmos
queB. trimeraage no sequestro de radicais livres, outros estseidio necessarios para
confirmar esta hipotese e para esclarecer o poxato ede acdo destes compostos
quimicos antioxidantes, uma vez que eles podenn &t na neutralizacdo das EROs
quanto na modulagdo da enzima responsavel pelaugioddestas espécies em
neutrofilos, a NAPH oxidase.

A partir destes resultados nos questionamos sdrat@xeB. trimeratambém
seria capaz de modular a resposta dos neutrofiosne modeldn vivo de inflamacéo
induzido por APAP. Para se alcancar este objetivprimeiro passo foi descobrir a
partir de qual tempo, apés a dose de APAP, enadarttas uma maior lesdo hepética e,
consequentemente, um maior recrutamento de ndagidfieste contexto, o presente
estudo demonstrou através da atividade de ALT e, A8€ a administracdo da dose
subletal de APAP levou a uma significativa injunepatica apos decorrido 24 h do
tratamento. Estas observagbes corroboram outrbsliies que encontraram efeito
similar com altas doses de APAP (Smith, et al. 818&eotti, et al., 2006).
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Como se sabe, APAP é uma droga analgésica e atitipirsegura em doses
terapéuticas. Contudo, em gquantidades elevadasgaasar danos no figado e nos rins
e até mesmo levar a morte em humanos e anima&bdeatorios (Jollow, et al., 1974).
Em doses terapéuticas o APAP é rapidamente metalolino figado, principalmente,
atraves de glucoronidacao e sulfatacao, e uma paqercao é oxidada pelo citocromo
p-450 2E1, para gerar um intermediario altamenétive e citotéxico, o N-acetil-p-
benzoquinona-imine (NAPQUI) (Lee, et al., 1996; Meulen, et al., 1992p qual é
rapidamente conjugado pela glutationa (GSH) hepat@ra gerar um produto nao-
reativo solivel em agua, o acido mercapturico.

Depois de uma elevada dose de APAP a capacida@de ghacoronidacdo e
sulfatacdo € excedida (Slattery e Levy, 1979; Ptesto80; Hjelle e Klaassen, 1984) e
uma grande quantidade de NAPQUI é formada via dtoo P-450 2E1 (Hjelle e
Klaassen, 1984), resultando em uma rapida deplegiaconcentracbes de GSH
(Mitchell, et al., 1973). Subsequentemente, NAP®&Jliga covalentemente no DNA e
em proteinas, especialmente as mitocondriais, meesenas células hepéticas
parenquimais, resultando em uma injuria hepaticad@an, et al., 1980; Holme, et al.,
1984).

Apesar dessas evidéncias, ndo se sabe ao certzes efeitos sdo atribuidos
exclusivamente ao NAPQUI ou se metabdlitos reatigesados pelas células
inflamatorias também contribuem para essa toxieidad

Liu et al., 2006 relataram que células naturaldi células NKT (linfécitos
qgue apresentam um receptor de célula T com cadéfemsnvariantes) possuem um
critico papel na injaria hepatica induzida por ARARa vez que produzem interferon
gama (IFN-gama) e modulam a producdo de quimiocmae recrutamento de
neutroéfilos para o figado. No entanto, diversobdliaos, como os de Jaeschke et al.,
2005 e Cover et al., 2006 mostraram evidénciasrgmpatais que sugerem que 0S
neutréfilos, mesmo sendo recrutados para o figadante a hepatoxicidade induzida
por APAP, ndo contribuem para iniciacdo e progeskilesdo hepatica, mas podem
contribuir de forma a provocar danos adicionaisigado ja danificado.

Apesar do papel dos neutroéfilos na patofisiologiddpatoxicidade induzida por
APAP ser ainda controvergdaeschke et al., 2005), estudos demonstram quealiana

dose desta droga é capaz de induzir um recrutanamtaeutréfilos culminando,
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consequentemente, em um aumento na producdo deg(AR@g et al., 1994, Bautista
et al., 1992).

Essa intima relacéo existente entre os radicaisliproduzidos pelos neutrofilos
e a hepatoxicidade induzida por APAP possibilitatso deste modelo na elucidaci@o,
vivo, dos efeitos dB. trimerasobre as EROs.

Observamos que o extrato &e trimera ndo foi capaz de alterar a producéo
basal de EROs. Entretanto, o extrat@dé&imerareduziu significamente a producao de
EROs em neutréfilos dos animais pré-tratados comnatex e posteriormente com
APAP. Como nesse ensaiovivo o tempo experimental foi de 24 horas, € provauel q
0s constituintes quimicos @e trimeratenham reduzido a producdo de EROs agindo na
regulacdo da NADPH oxidase, principal enzima retguia responsével pela producao
de espécies reativas em neutrofilos. De fato, estueblizados por Tauber et al, (1984)
e Poolman et al, (2005) mostraram que diferentdifepoOis como, a quercetina e 0
resveratrol, sdo capazes de inibir a atividade adestzima. Essa inibicdo esta
relacionada ao fato desses polifendis diminuiremexaressdo das subunidades
formadoras da NADPH oxidase e inibir a atividadepd#eina quinase C, uma enzima
que cataliza um importante passo na ativacdo damMHBxidase de fagocitos, uma vez
gue ela fosforila a subunidade p47phox. Esse e@itmntrado sugere que o extrato
hidroalcodlico deB. trimera apresenta propriedades antioxidantes em neusofilo
também em ensaiam vivo e que os flavonoides possuem uma grande habilidade
modular enzimas e receptores celulares (Hodek,, 082).

Em 1998 Gardner et al relataram em seu trabalhaduedo nitrico também é
um importante mediador da hepatoxicidade induzela APAP. De fato, em processos
infecciosos, células ativadas como macrofagos, rofdos e células endoteliais
secretam simultaneamente NO e intermediarios satio oxigénio, e a acao citotdxica
indireta do NO consiste, principalmente, na sugd&eacom esses intermediarios do
oxigénio. Essa relagao existente entre o NO e atbeigidade induzida por APAP fez
com que analisassemos sua presenca tanto em festrgdianto no plasma.

N&o observamos diferencas significativas sobreiwesisnde oxido nitrico em
neutroéfilo. Contudo, a analise do resultado pampartimento plasmatico mostrou
gue 0s animais que receberam uma dose téxica deéP Adphesentaram um aumento

significativo dos niveis de NO. Em contrapartiddratamento conB. trimeraimpediu
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esse aumento. Sabe-se que estimulos inflamatéiss;omo endotoxinas e citocinas
inflamatorias, pode induzir uma NOS dependente @eicc em uma variedade de
células incluindo macréfagos e neutrofilos (Raddnetkal., 1990; Nusser e Billiar,
1993; Schini et al., 1994). A expressdo dessa NW& & uma superproducdo de NO,
resultando em danos nas células endoteliais, naisrenepiteliais (Tepperman et al.,
1993; Minc-Golomb et al., 1994; Stoclet et al., 8p%Acredita-se que esse dano pode
estar relacionado ao fato do NO reagir com radiciperoxidos, formando o
peroxinitrito, um agente oxidante ainda mais p@&entpaz de causar nitrificacdo de
proteinas e injuria tecidual (Beckman et al., 19®&xi et al., 1991 a,b).

A possibilidade que o NO seja crucial para hepatdade induzida por APAP
tem sido sugerida pelo fato da aminoguanidine, nibidor da iNOS, atenuar os danos
provocados pela overdose de APAP (Gardner et 3@8)1 Nesse contexto, 0 aumento
na producédo de NO que encontramos em nossos desilen virtude da administracao
de APAP pode ser confirmada em estudos de natsnediar, em que o tratamento de
ratos (Gardner, et al., 2002) e camundongos (Michete al., 1999) com doses
hepatotoxicas de APAP resultou em danos na regawilobular do figado que foram
correlacionados com a expressao da INOS (Gardrierl.e 2002). Em adicéo,
Yanagisawa et al., (1998), relatou que a inducat@s pode, realmente, ter um papel
na progressao da necrose tubular aguda induzideepobidticos.

Apesar de ndo haver estudos correlacionadBddrimera com NO, podemos
inferir que a reducéo do NO no plasma que essagptmavocou, pode estar relacionada
a capacidade de alguns compostos quimicos preseotextrato, em sequestrar as
moléculas de NO formadas e/ou inibir a atividadeN{aS.

Pelo fato deB. trimera ter apresentado, tanto vitro quantoin vivo, um
significativo efeito antioxidante, avaliamos tambénseu efeito sobre a atividade das
enzimas antioxidantes, sobre os produtos do estregdativo e sobre marcadores de
funcéo hepatica e renal.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, avaliamosepamente a atividade da
paraoxonase (PON), uma enzima que além de serxigiainbe, também exerce
propriedades antiinflamatérias, uma vez que redadesdo de mondocitos nas ceélulas
endoteliais e reduz a quimiotaxia de macréfagosceada por fosfolipidios oxidados
(Ahmed et al., 2003).
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A paraoxonase é uma esterase dependente de &hlaidamilia consiste de 3
genes: PON1, PON2 e PON3 (Chait et al., 2005). CAlRNda PON1 € expresso
principalmente no figado, o da PON3 é expressdgaal6 e rim, enquanto que PON2 é
amplamente expresso em muitos tecidos, incluindolast da parede arterial, como
macrofagos. A PON1 e PON3 sédo secretadas pelo ofigesociadas a HDL,
contribuindo assim para o efeito ateroprotetor aldigtoproteina (Ng et al., 2004).
Todas as trés proteinas possuem atividade hideoli¢indo atividade arilesterasica ou
paraoxonase, dependendo dos substratos a sereolishdios, acidos carboxilicos
aromaticos ou compostos organofosfatos, respeatin{Get2& Reardon, 2004).

No presente estudo, encontramos que ratos intamsoamn APAP apresentaram
uma reducdo de ambas as atividades da PON e qataménto conB. trimeranéo
impediu com que essa redugcdo ocorresse. Nossodtadesu sugerem que
provavelmente o extrato d& trimerando exerceu efeito antioxidante sobre a atividade
da PON. Este fato pode estar relacionado com dgeeimental usada, uma vez que ja
€ bem estabelecido que antioxidantes podem aunmeataridade e os niveis da PONL1,
agindo diretamente na expressao do gene desta@ounmdiretamente na redugéo do
estresse oxidativo (o qual inativa PON1) (Durrimgéd al., 2002).

Em relacdo a atividade de catalase e aos niveggutiEtiona, ndo observamos
alteracbes provocadas pelo tratamento com APAPetm tpatamento do APAP em
combinagdo com o extrato d& trimera. Dados da literatura demonstram que o
consumo de compostos fendlicos pode propiciar umeato na atividade das defesas
antioxidantes ou até mesmo nao apresentar nenlponrdd efeito (Alia et al., 2003;
Breinholt et al, 1999; Dragste@t al, 2004). Estes resultados contraditorios indicam
gue a resposta a atividade dessas defesas depemdigem do estresse oxidativo, do
modelo animal utilizado, da defesa antioxidanteudssdia e do tipo e fonte do
antioxidante dietético.

Além da anadlise das atividades das enzimas anéinted como biomarcadores
do estresse oxidativo, os produtos de estressatawodambém tém sido descritos para
demonstrar a ocorréncia de injuria oxidativa (Petrgl., 2000). Dentre esses produtos
estdo as substancias reativas ao acido tiobadmtUfTBAR). Os niveis dessas
substancias sédo usados como marcadores do baétmoea da peroxidacéo lipidica em

células hepéticas. A peroxidagéo lipidica é o peaatraves do qual as ERO agridem
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os acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideas thembranas das células,
desintegrando-as e permitindo a entrada dessasi€sp@s estruturas intracelulares.

Em relagdo a este parametro nossos resultadosanmamstque animais tratados
com extrato dé3. trimerae em seguida intoxicados com APAP apresentaragisnie
TBAR inferiores aos dos animais que receberam stam&RAP. Apesar do APAP nédo
ter elevado significamente os niveis de TBAR, ssbejue plantas, pelo fato de
apresentarem constituintes antioxidantes, sdoeafes em reduzir a peroxidagéo
lipidica induzida pelo acetaminofen (Tseng et¥97; Patrizia et al., 2005). Uma das
explicacbes para isso, € que estes fitoquimicoscafiazes de minimizar o estresse
oxidativo no figado de animais intoxicados com ARSRIhartha et al., 2006).

Além dos niveis de TBAR, 0s niveis de proteina @ailica também séo usados
como marcadores bioquimicos para detectar a mad#a oxidativa de residuos de
aminoécidos em proteinas (Beal, 20@2Ations tais como, Eeéou Cf*, podem se ligar
a locais de ligacdo de cations nas proteinas,im g&smitir o ataque dessas proteinas
por espécies reativas, coma@4 ou Q. Essas espécies transformam a cadeia de
aminoacidos em carbonilas (Levine et al., 1994)dafgas oxidativas em proteinas
essenciais podem resultar em perda da funcdo. Esosigesultados ndo encontramos
alteracdes nos niveis de proteina carbonilica pamles pelo tratamento com APAP ou
pelo tratamento do APAP em combinacgdo com o extiaB trimera.

O efeito do tratamento d®. trimerae do APAP sobre o figado foi avaliado
através da andlise da atividade das enzimas hap@®iST, ALT e fosfatase alcalina e
sobre os rins através da quantificagdo dos nieeehtinina.

A AST e a ALTsao enzimas intracelulares presentes em grandesidades no
citoplasma dos hepatoécitos. Lesdes ou destruicocélalas hepaticas liberam essas
aminotransferases para a circulacdo. A fosfatasalirsd pertence a um grupo de
enzimas que catalisa a hidrolise de varios fosfaésteres em pH alcalino, ela esta
localizada nas membranas de revestimento dos caloali biliares, portanto um
aumento nos niveis séricos de ALP esta relacionadoa ocorréncia de desordens do
trato biliar (Motta, 2003). Em relacdo a esses BaWores, observamos que a
administracdo do APAP elevou a atividade da ASTT Alfosfatase alcalina. O grupo

tratado com o extrato d& trimerae em seguida intoxicado com APAP apresentou uma
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menor atividade da fosfatase alcalina, em conttiglgaapresentaram uma atividade de
AST ainda maior quando comparados ao grupo quéeacsomente APAP.

Aumentos na atividade de AST, ALT e fosfatase aleaho grupo tratado com
APAP indica que a dose usada foi capaz de causarhepatotoxicidade centrilobular
dependente do citocromo P450 (Hinson et al., 19B8ka injuria foi confirmada
histologicamente pela presenca de uma degeneragémgoticular discreta dos
hepatdécitos. A abilidade dB. trimeraem prevenir 0 aumento na atividade de AST,
ALT e fostatase alcalina foi vista somente para €dgtima enzima, uma vez que 0
extrato da planta contribuiu para o dano hepatiscapmentar a atividade de AST.

Em relagdo a creatinina encontramos um efeito s APAP, uma vez que
ele foi capaz de elevar os niveis plasméticos destabdlito em relacdo aos animais
controle. Como a velocidade de excrecédo da creati@irelativamente constate e sua
producdo nao é influenciada pelo metabolismo protéu outros fatores externos, a
concentracdo da creatinina sérica € uma exceleedtéden para avaliar a fungéo renal.
Qualquer condicao que reduz a velocidade de fdtragjomerular promove uma menor
excrecao urinaria de creatinina, com consequente@id na concentracdo plasmatica
da mesma (Motta, 2003). Diante disso € provavel @u@xtrato deB. trimera esteja
provocando alguma alteracgéo renal.

Os resultados encontrados para esses marcadoresg@® hepatica e renal
corrobora, em parte, com o trabalho de Grance .eR@08, uma vez que eles
demonstraram, através de analises bioquimicag@phislogicas, que o tratamento de
ratas gravidas com extrato Betrimeraprovoca uma significativa alteragdo hepética e
renal, embora tais alteracdes sejam reversivesstast g0 momento que a administracao

do extrato é interrompida.
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7 - CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo mostraram orpartante atividade
antioxidante do extrato hidroalcoodlico Be trimera uma vez que ele foin vitro e in
Vvivo, capaz de neutralizar e reduzir a producao de BR@eritrofilos, respectivamente.
Apesar de ndo termos analisados outros tipos cetuka citocinas presentes em um
processo inflamatorio a capacidadeBidrimeramodular a producdo de radicais livres
em neutrdfilos, que sdo as principais células tadas em um quadro de inflamacéo,
atribui a esta planta, pelo menos em parte, tambérfuncdo antiinflamatoéria. Porém,
para confirmar este efeito outros estudos séo s@ges visando compreender o papel
deB. trimerano processo inflamatério.

Esse efeito antioxidante encontrado pdda trimera também pode ser
evidenciado pela analise dos niveis de oxido pitgeie se mostraram reduzidos apos
tratamento com extrato d& trimerae dos biomarcadores do estresse oxidativo, uma
vez que o extrato hidroalcodlico dessa planta fapaz de reduzir os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

Apesar deste importante efeito antioxidante, nosstigtados mostram qie
trimera ndo promove efeito hepatoprotetor significativangpalmente quando

associada ao APAP.
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9 - ANEXOS

Anexo | — Protocolos das Dosagens Bioquimicas

[.1 - Alanina Aminotransferase
Principio

A ALT catalisa a transferéncia de grupos aminaldaima para o cetoglutarato,
com formacéo de glutamato e piruvato. Este é reduailactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADKxiélada a NAD. A

consequente redugcdo da absorbancia em 340 ou 365 monitorizada
espectrofotometricamente, € diretamente proportiénaatividade da enzima na

amostra.
. ALT .
L-Alanina + Cetoglutarate— Piruvato + L-Glutamato
) LDH
Piruvato + NADH — L-Lactato + NAD
Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soroplasma (EDTA,
heparina). A atividade enziméatica € estavel porad dntre 2 — 8 °C e por 2 semanas a

10 °C negativos.

Produto Utilizado

ALT/GPT Liquiform, Catélogo 74-4/30 - ANVISA - 109010029

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Co928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1. Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco dgd®¢e 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Tralizhovel por 5 dias entre 15 - 25 °C
e 14 dias entre 2 — 8°C. Contém tampao 80 mmokL7 8, L-Alanina 500 mmol/L, 2-
cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180
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Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capazedir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatidao.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. CronOmetro.

Procedimento

Condicdes de Reacédo: comprimento de onda de 336um; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solucédo; bandasiegean de 8 nm ou menos e luz

espuria menor que 0,1%.

Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagentérdbalho.
Homogeneizar.

Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

Esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamenteonémetro.

o 00k w0 N PE

Repetir as leituras apés 1, 2 e 3 minutos.

Céalculos

Calcular a média das diferencas de absorbancianpmto (AA/minuto) e utilizar para

calcular o resultado.
ALT/GPT (U/L) 340 nm =A A/minuto x 1746
Converséao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 #bdes S| (nkat/L).
[.2 - Aspartato Aminotransferase
Principio
A AST catalisa a transferéncia de grupos aminaal@rea para o cetoglutarato,
com formacédo de glutamato e oxalacetato. Estewziga a malato por acdo da malato

desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADIldxiélada a NAD. A

consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 monitorizada
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espectrofotometricamente, € diretamente proportiénaatividade da enzima na

amostra.
AST
L-Aspartato + Cetoglutarate— Oxalacetato + L-Glutamato
MDH
Oxalacetato + NADH— L-Malato + NAD
Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soroplasma (EDTA,
heparina). A atividade enzimatica é estavel porad dntre 2 — 8°C e por 2 semanas a

10°C negativos.

Produto Utilizado

AST/GOT Liquiform, Catalogo 75-4/30 - ANVISA - 109010018

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Co928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco deyddte 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Tratizdtével por 5 dias entre 15 — 25°C
e por 14 dias entre 2 — 8°C; Contém tampdo 80 nmunplA 7,8, L-Aspartato 240
mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/l, NADH 180 pumoldDH >900 U/L, MDH >600

U/L e azida sodica 14,6 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotbmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capazedir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatidao.
2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.
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Procedimento

CondicOes de Reagéo: comprimento de onda de 336%um; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solucao; bandasiegean de 8 nm ou menos e luz

espuria menor que 0,1%.

Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagenteatalho.
Homogeneizar.

Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

Esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamernteondémetro.

o a0k~ Wb RE

Repetir as leituras apo6s 1, 2 e 3 minutos.

Céalculos

Calcular a média das diferencas de absorbancismpmto (AA/minuto) e utilizar para

calcular o resultado.
AST/GOT (U/L) 340 nm A A/minuto x 1746

Converséao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 #bdes S| (nkat/L).

[.3 — Dosagem de creatinina

Principio

A creatinina e outros componentes do soro, reagema solucéo de picrato em
meio alcalino, formando um complexo de cor vermelgae ¢é medido
fotometricamente.A adicdo de um acidificante abaxpH para 5,0; promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, porém, a dmivada dos cromogénios
permanecendo inalterada, sendo também medida fotoamente. A diferenca entre as
duas leituras fornece o valor da creatinina verdade

Procedimento

Usa-se 62.5uL de soro, 500uL de tampéo e 125pulcide @icrico para cada
teste, para fazer o padréo usa-se 500uL de tar®p&p L de amostra e 125uL de acido
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picrico e o branco, que é usado para zerar o #parélfeito com 500uL de tampéo
62,5uL de agua destilada e 125uL de acido picftestes, o padrdo e o branco
foram misturados e colocados em banho-maria a pé?CLOminutos. Em seguida o
espectrofotdmetro foi zerado utilizando o brancse léituras foram realizadas a 510nm.
Estas absorbancias dos testes correspondemApAs as leituras das absorbancias A
branco e os testes receberam 25uL de acidificastejo, em seguida, misturados e
deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. d&elp € zerado novamente e as
leituras séo feitas em 510nm. Estas absorbanceatedtes correspondem a. Rara se
determinar a concentracao de creatinina do te$éfoéuma subtracdo das absorbéancias
Are A, (A1 — Ay) o resultado é dividido pela absorbancia do padramltiplicada pela
concentracdo do mesmo. Os valores obtidos em wsdazhvencionais (mg/dL) foram

multiplicados por 88,4 para serem convertidos eidadges internacionais (mol/L).
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Anexo Il — Trabalho submetido a publicacao

Elsevier Editorial System(tm) for Journal of Ethhapmacology
Manuscript Draft

Title: Antioxidant properties of Baccharis trimenaneutrophils of Fisher rats.

Article Type: Full Length Article

Corresponding Author: Mrs Daniela Caldeira CostapP

Corresponding Author's Institution: Universidadel&®l de Ouro Preto

First Author: Bruno C Padua

Order of Authors: Bruno C Padua; Lucas D SilvayndgaV Janior; Jorge L Humberto,
PhD; Miriam M Chaves, PhD; Marcelo E Silva, PhD; rMalLucia Pedrosa, PhD;
Daniela Caldeira Costa, Ph.D
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Anexo Il — Resumos publicados em anais de congress

» Padua, B ; Silva, LD ; Teixeira, MOS ; Silva, M.EHumberto, J.; Chaves,
M.M; Pedrosa, M.L.; Costa, D.C. Effect of Bacchdrimera on the Production
of Reactive Oxygen Species in Neutrophils of FisRats Stimulated with
Particles of Zimosan. In: XXXVIII Reunido Anual d@BBq, 2009, Aguas de
LindGia. Sociedade brasileira de Bioquimica e Bi@oMolecular - SBBq,
20009.

» Silva, L.D.; Teixeira, M.O.S.; Padua, B.C.; Sil\W,E.; Humberto, J; Chaves,
M.M.; Pedrosa, M.L.; Costa, D.C. Avaliacdo do &feda carquejaBaccharis
trimera) sobre a producdo de espécies reativas de oxigémigranuldcitos de
ratos estimulados com particulas de zimozan. InCtingresso de Ciéncias
Farmacéuticas- Concifop, 2009, Ouro Preto. Ill Gesgo de Ciéncias

Farmacéuticas, 2009.

» Padua, B ; Silva, LD ; Teixeira, MOS ; Silva, M.EHumberto, J.; Chaves,
M.M; Pedrosa, M.L.; Costa, D.C. Extrato de carqBgmccharis trimerareduz,
em um modelo de inflamacao induzido por paracetamptoducéo de espécies
reativas de oxigénio em neutrorilos. 10° CongreNsaional da Sociedade

Brasileira de Alimentacao e Nutricdo — SBAN, 2088p Paulo.

» Padua, B ; Silva, LD ; Teixeira, MOS ; Silva, M.EHumberto, J.; Chaves,
M.M;.Costa, D.C.; Pedrosa, M.L. Antioxidant Effeof Baccharis trimera
Hydroalcoholic Extract: am Vivo Essay. In: XXXIX Reunido Anual da SBBq,
2010, Foz do Iguacgu. Sociedade brasileira de Biompai e Biologia Molecular -
SBBq, 2010.

» Silva, L.D.; Padua, B.C.; Teixeira, M.O.S.; SilWM,E.; Humberto, J.; Chaves,
M.M; Costa, D.C.; Pedrosa, M.L. Effect Baccharis trimera(Carqueja) on the
Production of Nitric Oxide in Fischer Rats. In: XXX Reunido Anual da
SBBq, 2010, Foz do Iguagu. Sociedade brasileir8Bidguimica e Biologia
Molecular - SBBq, 2010.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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