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RESUMO 

Baccharis trimera (Asteraceae) é uma planta amplamente distribuída na América do Sul 

e conhecida popularmente como carqueja. Muitas atividades biológicas têm sido 

atribuídas a diversas preparações desta espécie: analgésica, hepatoprotetora, 

antiinflamatória e antioxidante. Pesquisas da composição química de B. trimera 

demonstraram que este vegetal possui componentes bioativos como os triterpenos, 

relatados como os principais responsáveis pela atividade antiinflamatória da planta e os 

flavonóides, relacionados à proteção do organismo contra os radicais livres. No presente 

estudo, utilizando-se ratos Fischer machos, avaliamos, em um modelo de fagocitose, o 

efeito de B. trimera sobre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) em 

neutrófilos e, em um modelo de inflamação, o efeito de B. trimera tanto sobre a 

produção de óxido nítrico e de EROs, quanto sobre as defesas antioxidantes e as 

concentração de biomarcadores do estresse oxidativo. A toxicidade dos tratamentos foi 

avaliada pelas atividades de transaminases e creatinina, marcadores da função hepática e 

renal, respectivamente, e por análises histológicas. No ensaio in vitro, neutrófilos de 

ratos machos foram isolados e incubados com extrato de B. trimera na concentração de 

0,5 µg/mL, 5 µg/mL e 50 µg/mL, enquanto que no ensaio in vivo os ratos foram tratados 

com 600 mg/kg de B. trimera e 24h depois com 835 mg/Kg de acetaminofen (APAP). O 

extrato reduziu a produção de espécies reativas de oxigênio em neutrófilos tanto nos 

modelos experimentais in vitro quanto in vivo, além disso, análise dos níveis das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBAR), em outro modelo metodológico, 

indicou que os animais tratados com B.trimera e em seguida intoxicados com APAP 

apresentaram níveis de TBAR inferiores aos dos animais que receberam somente 

APAP. Esses dados associados à redução na concentração de NO em ratos tratados com 

o extrato de carqueja e posteriormente intoxicados com acetaminofen são fortes indícios 

que confirmam o real efeito antioxidante atribuído à B. trimera. Apesar desses efeitos, 

análises bioquímicas e histológicas indicaram que B. trimera não foi eficiente em 

reverter os danos hepáticos provocados pelo APAP. 
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ABSTRACT 
 

Baccharis trimera (Asteraceae), is a widely spread plant in South America and 

popularly known as carqueja.   Many biological activities have been attributed to many 

preparations using this species: analgesic, hepatoprotective, anti-inflammatory and anti-

oxidizing.  Researches on the chemical composition of B. trimera show that this plant 

has bioactive compounds such as triterpenes, reported as the main responsible for the 

anti-inflammatory activity of the plant and flavonoids, related to the organism’s 

protection against free radicals.  In the present study, using male Fischer rats, the effect 

of B.trimera on the production of reactive oxygen species (ROS) in neutrophils was 

evaluated in a phagocytosis model; and in an inflammation model, the effect of B. 

trimera on the production of nitric oxide and ROS, as well as on the anti-oxidizing 

defenses and the concentration of oxidative stress biomarkers.  The toxicity of 

treatments was evaluated through hepatic and kidney function.  In the in vitro essay, 

neutrophils of male rats were isolated and incubated in B. trimera extract in the 

concentrations of 0,5 µg/mL, 5 µg/mL e 50 µg/mL, whereas in the in vivo essay the rats 

were treated with 600 mg/kg of B. trimera and 24 hours later with 835 mg/Kg of 

acetaminophen (APAP).  The extract reduced the production of reactive oxygen species 

in neutrophils in the in vitro experimental model as well as in the in vivo model.  In 

addition, analysis of the levels of substances reactive to tiobarbituric acid (TBAR) 

indicated that the animals treated with B. trimera and next intoxicated with APAP 

presented TBAR levels lower than the animals which received only APAP.  These data 

associated with a reduction in the concentration of NO in rats treated with the extract of 

B. trimera and then intoxicated with acetaminophen are strong indicators which confirm 

the real anti-oxidizing effect attributed to B. trimera.  Despite these effects, biochemical 

and histological analyses indicated that B.trimera was not efficient in reversing the 

hepatic damages caused by APAP.  
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1 - INTRODUÇÃO  

Estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e a 

capacidade de ação dos sistemas de defesa antioxidante para neutralizá-las e prevenir 

seus efeitos deletérios (Mayne, 2003). Dentre as espécies reativas estão as espécies 

reativas de oxigênio (EROs), moléculas derivadas do metabolismo do oxigênio e 

produzidos em todos os sistemas biológicos. Tais espécies incluem o radical superóxido 

(O2
-•), o radical hidroxila (OH), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o óxido nítrico (NO) 

e o radical peroxinitrito (ONOO-). As EROs são capazes de oxidar diferentes 

biomoléculas incluindo DNA, proteínas, carboidratos, ácidos graxos e muitas outras 

estruturas celulares (Bagchi & Puri, 1998), resultando em um dano tecidual com 

conseqüente morte celular (Nordberg et al., 2001).  

Esses danos oxidativos podem desempenhar um significativo papel patológico 

em diversas doenças humanas. Existem evidências de que as espécies reativas possam 

estar envolvidas em mais de 100 doenças ou eventos nosológicos, como na malária, na 

infecção pelo HIV, doenças cardíacas, arteriosclerose, diabetes, câncer e úlcera gástrica 

(Elmastas, 2006; Gülçin et al., 2005). Em muitos desses eventos, a origem das espécies 

reativas parece estar diretamente relacionada à ativação de neutrófilos por proteínas do 

complemento (Thommsen, 1985). 

Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares formados na medula óssea. 

Eles têm um papel crucial na defesa do organismo contra bactérias, fungos e 

protozoários, constituindo a principal célula efetora da imunidade inata. Em resposta a 

um patógeno invasor, os neutrófilos migram para o tecido afetado, formando a primeira 

linha de defesa do organismo contra infecções (Faurschou et al., 2003 e Nathan, 2006). 

Quando ativados sofrem uma “explosão respiratória”, durante a qual uma grande 

quantidade de oxigênio é convertida em ânion superóxido, pela ação da enzima NADPH 

oxidase (Babior, 1994). Outras espécies reativas decorrentes dessa “explosão 

respiratória” são as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) originadas a partir da reação 

do óxido nítrico com o ânion superóxido, formando assim o peróxinitrito. Esse 

peroxinitrito, juntamente com o óxido nítrico e as outras EROs, são potentes agentes 

tóxicos produzidos pelos neutrófilos, sendo capazes de matar os microrganismos 

fagocitados e, quando liberados no meio extracelular, também causar lesões oxidativas 

aos tecidos do hospedeiro (Hampton et al.,1998). 
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Um estudo realizado por Zhang et al., (1994) sugere que a injúria tecidual 

mediada por neutrófilos é decorrente de sua ativação, migração e aderência aos tecidos 

infectados, com consequente produção e liberação de espécies reativas. Enquanto que o 

de Bautista et al., (1992) demonstra que os neutrófilos contribuem para a lesão tecidual 

através da liberação de outros oxidantes extracelulares como o ácido hipocloroso. 

A íntima relação existente entre os radicais livres produzidos pelos neutrófilos e 

as diversas doenças correlacionadas acelerou as investigações feitas com plantas 

utilizadas na medicina popular, uma vez que os seus compostos naturais são utilizados 

como opções para o combate a diferentes patologias. 

Neste contexto, pode-se destacar o gênero Baccharis, pertencente à família 

Asteraceae do Reino Plantae. Estudos têm demonstrado que extratos preparados com as 

partes aéreas destas plantas podem ser usados no tratamento de diversas patologias 

humanas, tais como em doenças hepáticas, problemas circulatórios, processos 

inflamatórios exacerbados e até mesmo em regimes de emagrecimento (Coelho et al. 

2004; Januário et al. 2004; Melo et. al. 2001). 

Em virtude desses efeitos biológicos, pesquisas sobre a composição química da 

espécie Baccharis trimera, uma planta amplamente distribuída na América do Sul e 

conhecida popularmente como carqueja, demonstraram que este vegetal possui vários 

componentes bioativos como flavonóides, diterpenos e triterpenos (Verdi et al., 2005). 

Os triterpenos, juntamente com um conjunto de saponinas descritos por Gené et al., 

1996, têm sido relatados como os principais responsáveis pela atividade antiinflamatória 

da planta (Della-Loggia et al., 1994; Akihisa et al., 1996), enquanto que os flavonóides, 

por possuírem ação antioxidante, têm sido relacionados à proteção do organismo contra 

os radicais livres (Rodrigues et. al., 2009). 

Uma vez que os neutrófilos estão envolvidos na progressão de várias doenças, a 

descoberta de produtos naturais capazes de modular sua resposta será de grande 

relevância. Diante disso o presente estudo teve como intuito elucidar os possíveis 

efeitos antioxidantes de B. trimera sobre os neutrófilos, utilizando-se dois modelos 

experimentais que, por mecanismos distintos, levam a uma ativação de neutrófilos com 

conseqüente aumento na produção de espécies reativas.  

O primeiro modelo para este fim foi o de fagocitose induzida por zimosan 

(ZC3b). O zimosan é uma preparação de células de levedura (Saccharomyces 
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cerevisiae) que, em contato com o soro sangüíneo, ativa o sistema complemento, 

produzindo partículas revestidas (opsonizadas) com componentes do mesmo (C3b, 

C3bi). Estes, por sua vez, são reconhecidos por receptores de membrana dos neutrófilos, 

levando ao processo de fagocitose. Já o segundo modelo foi o de inflamação induzido 

por acetaminofen (APAP). Como se sabe, o APAP é uma droga analgésica e antipirética 

segura em doses terapêuticas. Contudo, em quantidade elevada gera, em excesso, um 

intermediário altamente reativo e citotóxico, o N-acetil-p-benzoquinona-imine 

(NAPQUI) (Lee, et al., 1996; Vermeulen, et al., 1992) que pode causar danos no fígado 

e nos rins e até mesmo, em humanos e animais de laboratórios, conduzi-los à morte 

(Jollow, et al., 1974). 

Além disso, pelo fato de haver poucos estudos in vivo que avaliam os efeitos 

decorrentes do uso dessa planta na literatura, resolvemos também avaliar algumas 

propriedades funcionais derivadas do consumo do extrato de B. trimera, especialmente 

sobre as defesas antioxidantes, concentração de biomarcadores do estresse oxidativo e 

marcadores da função hepática e renal. 
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2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 – Espécies Reativas 
 

O oxigênio é uma molécula fundamental para os organismos aeróbios, utilizada 

tanto na produção de energia através da cadeia transportadora de elétrons na 

mitocôndria dos eucariotos, como na membrana celular de muitas bactérias, e em 

inúmeras vias metabólicas fundamentais (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

A idéia que o oxigênio pode causar danos ao organismo não é recente. Trabalhos 

pioneiros que atribuíram toxicidade ao oxigênio foram realizados por John Bean e Paul 

Bert há mais de meio século (Bean, 1945; Bert, 1943). Em 1956, Denham Harman 

sugeriu que radicais livres estariam envolvidos em eventos fisiológicos, 

particularmente, no processo de envelhecimento (Harman, 1956). Esta hipótese inspirou 

numerosos estudos que contribuíram para o conhecimento atual sobre radicais livres e 

espécies reativas derivadas do oxigênio. Embora os radicais livres já sejam conhecidos 

há várias décadas, indiscutivelmente, nos últimos anos, eles têm ganhado notoriedade 

nas diversas áreas do conhecimento médico, em função de sua efetiva associação com 

diversos processos fisiopatológicos de grande importância. 

De fato, devido à sua alta reatividade química as espécies reativas podem atuar 

modificando os componentes celulares como lípides, ácidos nucléicos, proteínas e 

carboidratos Além disto, estas espécies reativas podem comprometer a função 

mitocondrial, levando a alterações morfológicas (Cadenas, 1995). Estas alterações são 

provocadas devido à formação do ânion superóxido a partir da redução do oxigênio pela 

transferência de um único elétron, ou da formação de peróxido de hidrogênio pela 

transferência de dois elétrons ou, ainda, pela formação do radical hidroxil e do oxigênio 

“singlet” (Cadenas, 1995).. 

Como pode ser observado na tabela I, há diversos tipos de espécies reativas e 

estas apresentam peculiaridades que as diferenciam em vários aspectos (Bagchi & Puri, 

1998), tais como: origem ou fontes, meia-vida, reatividade e até mesmo prováveis 

alvos.  

 

 

 



Pádua, B. C. Revisão Bibliográfica 

5 

 

Tabela I - Nomes, simbologia, meia-vida em segundos e peculiaridades químicas de 

metabólitos radicais e não radicais do oxigênio. 

Nomes, 
Símbolos 

Meia-
vida/seg. Peculiaridades 

 

 

RADICAIS OXIGÊNIO  

Superóxido 

(O2
- •) 

 - Gerado por fagócitos ou linfócitos e fibroblastos no processo inflamatório; pode atuar 
como sinalizador molecular e na produção de radical hidroxila (OH•), oxigênio 
singleto (1O2) e peroxinitrito (ONOOH). Gerado também por NAD(P)H oxidase e 
irradiação. 

 

Hidroxila 

(OH•) 

(10 –9) Formado a partir da reação de peróxido de hidrogênio (H2O2) com metais de transição 
e por hemólise da água exposta à radiação; é muito deletério ao organismo devido a 
sua alta reatividade em sistemas biológicos. Causa danos ao DNA, RNA, às proteínas, 
lipídios e membranas do núcleo e mitocondrial. 

 

Peroxila 

(ROO•) 

(7) Gerado na etapa de propagação da lipoperoxidação, quando pode atacar hidrogênio de 
cadeias de ácidos graxos poliinsaturados, formando hidroperóxidos lipídicos. São 
susceptíveis à ação de antioxidantes exógenos. 

 

Óxido nítrico 

(NO•) 

(1-10) Origina peroxinitrito (ONOOH) quando reage com superóxido (O2
- •). É produzido em 

vários tipos de células, especialmente fagócitos e células vasculares endoteliais e no 
metabolismo da arginina. Pode ser produzido no organismo pela ação da enzima óxido 
nítrico sintase. 

 

Alcoxila 

(RO•) 

(10 –6) Formado na peroxidação de lipídios. É susceptível a ação de antioxidantes exógenos, 
que podem interromper processos de lipoperoxidação. 

 

DERIVADOS DE OXIGÊNIO NÃO RADICAIS  

   Peróxido 
de 

Hidrogênio 
(H2O2) 

       - Gerado pela β-oxidação de ácidos graxos ou pela dismutação de superóxido  (O2
-•) por 

ação de enzimas oxidases. É capaz de transpor membranas celulares   e originar 
radicais hidroxila (OH•). Pode oxidar proteínas com resíduos de metionina ou grupos 
tióis muito reativos. Apresenta forte atividade antimicrobiana. 

 

Ácido 
hipocloroso 

(HOCL) 

 Estável Apresenta forte atividade antimicrobiana 

 

 

Oxigênio 
singleto  

(1O2) 

(10 –5) É uma forma muito deletéria do oxigênio ao organismo, pois é um intermediário da 
toxicidade fotoinduzida do O2. Pode reagir com ácidos graxos, aminoácidos e com 
carotenóides devido as múltiplas insaturações conjugadas. 

 

Peroxinitrito 

(ONOOH) 

(0,05 –1) É um poderoso agente oxidante que pode causar depleção de grupos sulfidrila (-SH) e 
oxidação de muitas moléculas. Está associado a patogênese de células e disfunção de 
órgãos relacionados a aterosclerose. Apresenta forte atividade antimicrobiana 

 

Adaptado de: Kohen e Nyska, 2002; Sies, 1993; Barreiros & David, 2006; Stadtman, 2003; 

Halliwell & Chrico, 1993; Turrens & Boveris, 1980 e Radomski & Salas, 1995. 
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Embora os oxidantes possam ter como fonte outros compartimentos 

citoplasmáticos, as mitocôndrias figuram como a principal fonte intracelular de EROs 

na maioria dos tecidos (Turrens, 2003), devido ao vazamento de elétrons da cadeia 

respiratória (Wei e Lee, 2002), caracterizando, assim, de certa forma, uma “geração 

acidental” (Halliwell & Cross, 1994). 

São consideradas ainda, quatro importantes fontes endógenas de oxidantes: a β-

oxidação peroxissomal de ácidos graxos, onde há liberação de H2O2 como um 

subproduto, que é degradado por ação da enzima catalase. Evidências sugerem que, sob 

certas condições, peróxidos escapam dessa degradação resultando em sua liberação em 

outros compartimentos celulares (Beckman e Ames, 1998). Uma segunda fonte seria a 

eliminação de subprodutos do metabolismo das enzimas do sistema citocromo P450. 

Estas enzimas previnem efeitos tóxicos agudos causados por substâncias exógenas, mas 

também resultam em subprodutos oxidantes (Ames et al., 1993). Uma terceira fonte 

seria a reação de Fenton, que é uma das formas mais simples de gerar o radical hidroxila 

a partir da decomposição do H2O2 catalisada pelo ferro (Fe+2) presente em um meio 

ácido (Villa e Nogueira, 2005). E uma quarta fonte seria a partir de atividade celular 

fagocítica, que produz uma mistura de oxidantes (óxido nítrico, radical superóxido e 

peróxido de hidrogênio) em resposta a estímulos, como em infecções causadas por 

vírus, bactéria e outros parasitas (Ames et al., 1993).  

Em relação a esta última fonte endógena, as EROs têm a sua produção efetuada 

principalmente por um sistema dependente de enzima. A enzima responsável pela 

produção destas espécies, durante a explosão respiratória, é conhecida como NADPH-

oxidase (Figura 1).  

 

Figura 1 – Complexo NADPH oxidase. (Fonte: Assari, et al., 2006) 
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Em células não estimuladas, a NADPH oxidase é formada por um componente 

associado à membrana, o citocromo b558 constituído de duas subunidades gp91phox e 

p22phox e por três componentes citosólicos p47phox/p67phox/p40phox formando um 

complexo (Forman et al., 2001). A glicoproteína gp91phox contém dois hemes e um sítio 

de ligação ao NADPH que interage com p22phox para formar o complexo do citocromo 

b558.  

A ativação dos polimorfonucleares conduz a translocação de GTPase Rac, 

p47phox e p67phox para a membrana plasmática, onde p67phox interage através de seu 

domínio de ativação com as subunidades ligadas a membrana. Esta interação é 

requerida para a ativação da oxidase e facilita a transferência de elétrons do NADPH 

para o oxigênio. Duas proteínas adicionais têm sido demonstradas interagir com o 

citocromo b558: rap1a e p40phox, estando envolvidas no recrutamento de p47phox e 

p67phox a membrana (Brandes et al., 2005). 

Uma vez ativada, a NADPH-oxidase catalisa a redução de oxigênio a O2
-• pela 

doação de um elétron, à custa do NADPH (Babior, 1994). 
 

2 O2 + NADPH                2 O2
-• + NADP+ + H+ 

 

Outras espécies reativas decorrentes do “burst” respiratório são as ERNs. Em 

neutrófilos, estas espécies são geradas através do sistema óxido nítrico sintase (NOS) 

(Bryant et al., 1992; Chen e Mehta, 1996; Fukuyama et al., 1996). Esta enzima remove, 

oxidativamente, o nitrogênio terminal do grupo guanidino da L-arginina, para formar 

citrulina e óxido nítrico (Figura 2) (Knowles e Mocada, 1994). 

 

           Figura 2 – Formação do óxido nítrico a partir da L-arginina (Fonte: Lehninger, 

2002.)  
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Existem, descritas na literatura, três isorformas distintas da NOS, todas 

ubiquamente distribuídas, e o papel fisiológico desempenhado pelo óxido nítrico parece 

estar relacionado à isoforma da qual ele é proveniente. A primeira isoforma clonada foi 

descoberta nas células neuronais dos sistemas nervoso central e periférico e é 

denominada nNOS (NOS neuronal ou NOS do tipo I) (Bredt et al., 1991; Nakane et al., 

1993). Esta isoforma também já foi encontrada em células musculares, neutrófilos, 

ilhotas de pâncreas, endométrio e epitélio gastrointestinal (Nathan e Xie, 1994). Outra 

isoforma, a eNOS (NOS tipo III ou endotelial), foi inicialmente identificada em células 

endoteliais (Lamas et al., 1992; Sessa et al., 1992), embora também seja encontrada em 

neurônios do hipocampo, rins, células do epitélio brônquico e plaquetas (Dinerman et 

al., 1994; Nathan e Xie, 1994). Existe também uma terceira isoforma da NO sintase, 

denominada iNOS (NOS tipo II), inicialmente clonada e purificada em macrófagos (Xie 

et al., 1992), mas também pode ser encontrada em neutrófilos, eosinófilos, neurônios, 

endotélios, hepatócitos, células da musculatura lisa, condrócitos e outras células (Nusler 

e Billiar, 1993; Nathan e Xie, 1994). 

O óxido nítrico produzido pelo sistema óxido nítrico sintase está relacionado 

com a modulação do tônus vascular, a morte de parasitas dependente de macrófagos e, 

possivelmente, de células cancerosas, além de participar dos processos inflamatórios 

(Coffey et al., 2001; Bentz et al., 2002). Em contextos diferentes, o óxido nítrico pode 

agir na transdução de sinais ou como molécula citotóxica nos mecanismos de defesa 

(Mustafa et al., 2001). 

A toxicidade do óxido nítrico é dependente da sua concentração e do 

microambiente no qual ele é produzido. Embora seja considerado por muitos autores 

como uma molécula pouco reativa, o óxido nítrico é capaz, assim como o íon 

superóxido, de gerar moléculas de maior reatividade, que assim como o próprio óxido 

nítrico, desempenham importante papel nas reações inflamatórias e no combate a 

infecções (Coffey et al, 2001). 

A geração de espécies reativas de nitrogênio é, na maioria das situações, 

decorrente da interação do próprio óxido nítrico com moléculas que tenham caráter de 

radical. O oxigênio molecular e seus intermediários reativos são capazes de reagir com 

o óxido nítrico, logo, a disponibilidade de EROs pode ser um fator determinante na ação 
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do óxido nítrico como molécula citotóxica, sugerindo a possibilidade de um balanço 

entre as EROs e as ERNs (Darley-Usmar et al, 1995). 

Assim, tem-se tornado de grande importância a avaliação do balanço ERO/ERN, 

uma vez que, quando há um desequilíbrio na produção de ERO, estas espécies reagem 

com o óxido nitríco produzindo peróxido nitrito, que é um composto instável e, por isso, 

capaz de formar espécies ainda mais danosas às células (Darley-Usmar et al., 1995; 

Kaminski et al., 2001). Esse desequilíbrio no balanço ERO/ERN associado a uma falha 

das defesas antioxidantes pode gerar um quadro conhecido como estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Pádua, B. C. Revisão Bibliográfica 

10 

 

2. 2. Estresse oxidativo. 
 

Por definição, estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a produção de espécies 

reativas e a capacidade de ação dos sistemas de defesa antioxidante para neutralizá-las e 

prevenir seus efeitos deletérios (Mayne, 2003). Então, para que prevaleça o equilíbrio 

homeostático e as funções biológicas sejam preservadas, é necessário que o organismo 

controle a presença de ambos, oxidante e antioxidante, continuamente (Sies, 1993).  

No balanço entre a produção de oxidantes e a defesa antioxidante in vivo, parece 

prevalecer um equilíbrio relativo, onde há uma ligeira tendência para maior produção de 

oxidantes, de tal forma que níveis baixos de estresses oxidativos contínuos são 

controlados por sistemas de reparo. Entretanto, isso não ocorre se o estresse oxidativo 

for severo, o que poderá resultar em dano e morte celular (Halliwell  e Cross, 1994). Sob 

tais circunstâncias, a taxa de geração de espécies reativas pode exceder a capacidade 

local de defesa antioxidante e contribuir para o dano. Logo, o resultado é o ataque a 

diferentes alvos no organismo (Mayne, 2003).  

De um modo geral, as conseqüências do estresse oxidativo podem ser variadas, 

de acordo com o tipo celular e com sua intensidade (Figura 3). Segundo Halliwell e 

Gutteridge, (2007), os principais efeitos são: 

1. Proliferação celular: algumas células podem responder ao estresse oxidativo através 

do aumento da taxa de divisão celular. 

2. Adaptação: aumento das defesas celulares, como catalase, superóxido dismutase e 

glutationa, deixando a célula totalmente, parcialmente ou superprotegida (a célula estará 

mais resistente frente a futuros insultos oxidativos mais intensos). Além disto, os alvos 

de dano oxidativo podem ser redirecionados, ou ainda, a produção basal de ERO pode 

ser reduzida. 

3. Dano celular: pode envolver dano a um ou mais tipos de biomoléculas, como 

lipídios, proteínas, DNA, carboidratos, etc. Em casos de dano menor, a célula pode 

sobreviver com algum dano oxidativo persistente e irreparável, ou ainda promover o seu 

reparo. 

4. Senescência: sobrevivência da célula, mas com o sistema de divisão celular 

comprometido. 
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5. Morte celular: após o dano a célula pode desencadear o processo de morte celular. 

Danos oxidativos ao DNA, mitocôndria, ou em outros alvos celulares, podem causar 

morte celular por apoptose ou por necrose. 

 

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

Uma substância antioxidante seria aquela capaz de inibir a oxidação. Ou seja, é 

uma molécula estável o bastante para doar um elétron a uma espécie reativa, 

neutralizando-a e reduzindo sua capacidade de danificar biomoléculas (Bagchi e Puri, 

1998). 

Entretanto, dada a complexidade dos mecanismos antioxidantes desenvolvidos 

ao longo da evolução, utiliza-se com frequência a expressão “sistema antioxidante” já 

que há antioxidantes diferentes favorecendo a manutenção da homeostase do estado 

redox do corpo, através de mecanismos distintos (Berry e Kohen, 1999).  

Em função disto, desenvolveu-se nos organismos, um sistema de proteção 

antioxidante altamente complexo, que envolve uma variedade de componentes 

endógenos e exógenos, funcionando interativamente para neutralizar espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio (Kaliora et al., 2005; Sies, 1993; Bagchi e Puri, 1998). 

A definição de antioxidantes tem sido baseada em parâmetros distintos na 

literatura, pois antioxidantes podem diferir quanto ao local de ação, ao mecanismo, à 

composição e às propriedades físico-químicas. 

Uma definição ampla e utilizada com freqüência na literatura é a que considera 

antioxidante como: “uma substância que, quando presente em baixas concentrações, 

comparada ao substrato oxidável, diminui ou previne, significativamente a oxidação 

desse substrato” (Halliwell e Gutteridge, 1991). Esta definição incluiria também, 

compostos de natureza enzimática e não enzimática (Sies, 1993). 

Neste contexto, a ação dos antioxidantes pode ocorre de três formas distintas: 

antes da produção das espécies reativas (prevenção), após a produção (interceptação) ou 

ainda atenuando seus efeitos, fazendo reparos de danos (sistemas de reparo) (Berry e 

Kohen, 1999). 

A classificação dos antioxidantes, também é diversificada, atendendo a critérios 

variados. Logo, os antioxidantes podem ser classificados como: 

i. Primários: quando rompem cadeias de radicais livres e podem doar átomos de 

hidrogênio rapidamente a um radical (Halliwell and Gutteridge, 1991).  

ii.  Secundários: quando apresentam caráter preventivo. O mecanismo envolve 

remoção de iniciadores de ROS/RNS (Halliwell and Gutteridge, 1991). 

iii.  Funcionais: previnem os efeitos deletérios da oxidação, inibindo o início da 
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lipoperoxidação, sequestrando radicais livres e/ou quelando íons metálicos 

(Rodrigues et al., 2003). 

iv. Endógenos: produzidos pelo organismo, são essenciais para manter ótima “saúde” 

celular e sistêmica, embora não sejam suficientes para neutralizar todo o estresse 

oxidativo, especialmente o induzido por fatores externos como: exposição ao 

álcool, medicamentos, trauma, resfriados, infecções, toxinas, radiação e atividade 

física extenuante (Kaliora et al., 2005). 

v. Exógenos: Podem ser adquiridos através da dieta ou suplementação alimentar. Há 

evidências de sua eficiência neutralizando estresse oxidativo, particularmente, o 

provocado por causas exógenas (Kaliora et al., 2005). Carotenóides, α-tocoferol, 

ácido ascórbico e flavonóides são exemplos deste tipo de antioxidante.  

vi. Sistema enzimático: É uma forma de interceptação que atua como detoxificadora 

de agentes oxidantes antes que estes causem lesões. A interceptação enzimática é 

realizada por um sofisticado conjunto de enzimas antioxidantes altamente 

eficientes, como: catalase (Figura 4), glutationa (Figura 5 a, b, c) e SOD (Figura 

6), (Sies, 1993). Incluem-se também, vários minerais essenciais como selênio, 

cobre, manganês e zinco necessários para a formação ou atividade destas enzimas 

pois, em caso de provisão nutricional inadequada, há comprometimento da função 

enzimática (Bagchi e Puri, 1998).  

vii.  Sistema não-enzimático: composto por moléculas estáveis, o bastante para doar 

um elétron a um radical livre e neutralizá-lo, reduzindo sua capacidade de dano 

(Bagchi e Puri, 1998). Estas moléculas estão envolvidas na proteção contra 

propagação de reações oxidativas em cadeia, por mecanismo de interceptação.  

Há, no mínimo, dois pré-requisitos básicos para uma boa interceptação não-

enzimática: em primeiro lugar, apresentar capacidade efetiva de neutralizar 

espécies reativas iniciais e em segundo, reagir com compostos solúveis em água, 

possibilitando, dessa forma, sua própria regeneração. Estão incluídos neste grupo: 

α-tocoferol, β-caroteno, ubiquinol-10, bilirrubina, licopeno, flavonóides, urato, 

ascorbato entre outros (Sies, 1993). 

viii. Como alguns nutrientes hidrossolúveis e lipossolúveis representam um aspecto 

importante do sistema de defesa antioxidante (Mayne, 2003), compostos 

dietéticos que aumentam a atividade de antioxidantes endógenos, embora não 



Pádua, B. C. Revisão Bibliográfica 

14 

 

neutralizem espécies reativas, também são classificados como antioxidantes 

(Kaliora et al., 2005).  

CATALASE 

2 H2O2                                                  O2  + 2H2O 

NADPH 

Figura 4 - Dismutação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e água catalisada pela 

catalase. NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, forma oxidada; H2O2 = peróxido 

de hidrogênio. 

                                                                           

                                                                       GSH peroxidase 

(a)                           2 GSH + H2O2                           GSSG + 2H2O 

                                                                            NADPH 

                                                                                     

                                                                                   GSH redutase  

(b)          GSSG + NADPH + H
+
                         2GSH + NADP

+ 

 

 

                                                                                         GSH 

(c)            H2O2  + NADPH + H
+
                           2 H2O + NADP

+
 

Figura 5 - Dismutação do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio catalisada pela 

glutationa. GSH = Glutationa reduzida; H2O2 = peróxido de hidrogênio GSSG = Glutationa oxidada; 

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, forma oxidada; NADP = Nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato, forma reduzida; GSSG = Glutationa oxidada.  
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                                                                                 SOD 

    2 O2
- • + 2H

+
                               2 H2O2  + O2 

                                                                             Cu
+2

, Zn
+
 

Figura 6 – Conversão do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio 

catalisada pela SOD. SOD = Superóxido dismutase; O2
- • = superóxido; H2O2 = peróxido de 

hidrogênio; Cu = cobre; Zn = zinco.                  

Em suma, para ser considerada um bom antioxidante, uma substância deve 

apresentar algumas características essenciais, como: extinguir especificamente espécies 

reativas ou contribuir para que tal ocorra; interagir com outros antioxidantes dentro da 

“rede de antioxidante”; apresentar efeito positivo na expressão de genes que codificam 

produtos antioxidantes; ser absorvido prontamente, no caso dos exógenos; ter uma 

concentração em tecidos e biofluídos a um nível fisiologicamente pertinente; trabalhar 

em ambos os domínios de membrana e efetivamente evitar danos por ação de espécies 

reativas. 

Na tentativa de descobrir antioxidantes que apresentem todas essas 

características citadas, aumentaram-se o interesse em se encontrar compostos 

antioxidantes naturais para substituir os antioxidantes sintéticos, os quais têm seu uso 

restrito devido a alguns serem carcinogênicos (Ito et al., 1983; Zheng & Wang, 2001). 

Nesse contexto, muitas plantas utilizadas na medicina popular vêm sendo estudadas, 

uma vez que os seus compostos naturais, por apresentarem ação antioxidante, podem 

proteger o corpo humano dos radicais livres e retardar o progresso de muitas doenças 

crônicas (Pryor, 1991; Kinsella et al., 1993; Lai et al., 2001). 
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2.4 - Utilização do gênero Baccharis como planta medicinal  
 

Atualmente o consumo de plantas medicinais pela população mundial tem sido 

muito significativo. Dados mostram que cerca de 80% da população mundial já fizeram 

uso de algum tipo de erva na busca de alívio de alguma sintomatologia dolorosa ou 

desagradável (Mangiaterra, 2005). Segundo Martins et al., (2000), são muitos os fatores 

que vêm colaborando no desenvolvimento de práticas de saúde que incluam plantas 

medicinais, dentre eles, destacam-se principalmente, os fatores econômicos e sociais. 

As plantas medicinais são plantas que possuem substâncias biologicamente 

ativas, podendo assim, serem utilizadas na fitoterapia, já que essa defende o tratamento 

de doenças a partir de medicamentos preparados com base em substâncias vegetais ou 

princípios delas extraídos (Mangiaterra, 2005).  

Com o objetivo de comprovar as ações terapêuticas dos fitoterápicos várias 

espécies vegetais estão sendo pesquisadas, dentre elas as da família Asteraceae, que é o 

grupo sistemático mais numeroso dentro da divisão Angiosperma, compreendendo 

cerca de 1.100 gêneros e 25.000 espécies (Verdi et al., 2005).   

As Asteraceae são plantas de aspecto extremamente variado, incluindo 

principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente árvores. Cerca de 98% dos 

gêneros são constituídos por plantas de pequeno porte e são encontradas em todos os 

tipos de habitats, mas principalmente, nas regiões tropicais montanhosas na América do 

Sul (Verdi et al., 2005). Plantas dessa família são extensivamente estudadas quanto à 

sua composição química e atividade biológica, sendo que algumas têm proporcionado o 

desenvolvimento de novos fármacos, inseticidas, entre outros. 

O gênero Baccharis, pertencente à família das Asteraceae, está representado por 

mais de 500 espécies distribuídas principalmente no Brasil, Argentina, Colômbia, Chile 

e México, ocupando as regiões mais elevadas. A alta concentração de espécies no Brasil 

e nos Andes indica que uma dessas áreas é o provável centro de origem desse gênero. 

No Brasil estão descritas 120 espécies de Baccharis, com a maior parte delas 

localizadas na região sudeste do país principalmente nos campos de altitude, onde 

formam subarbustos perenes de 50 a 80 cm de altura, muito ramificados na base e com 

ramos de expansões trialadas (Lorenzi e Matos, 2002).  
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Muitas das espécies pertencentes a este gênero são utilizadas na medicina 

popular para o tratamento de males do estômago, desordens hepáticas e renais, 

atividades antivirais, antiinflamatória e antimicrobiana e na produção de fragrâncias 

comerciais (óleo de carqueja) (Soicke and Leng-Peschlow, 1987) Grande parte desses 

efeitos biológicos está relacionado à fitoquímica destas plantas. 

Verdi et al. (2005) relataram que de 120 espécies do gênero Baccharis 

estudadas, os compostos que mais se destacam são os flavonóides, diterpenos, 

triterpenos e alcalóides, sendo nitidamente observado maior acúmulo de flavonas, 

flavonóis e de diterpenos labdanos e clerodanos. Entre as espécies mais pesquisadas 

quanto à composição química e/ou atividade biológica, encontra-se a B. trimera.  
 

2.4.1 – Baccharis trimera 
Baccharis trimera (Figura 7) é uma planta subarbustiva, dióica, aromática, com 

altura variável entre 1,0 e 1,6 m (Castro e Ferreira, 2000). É uma espécie de elevada 

rusticidade (Castro e Ferreira, 2000) que cresce bem em condições de pleno sol (Bona, 

2002), sendo típica de lugares abertos ou de campo (Oliveira et al., 1999). É 

considerada invasora de pastagens, ocorrendo em solos pedregosos, margens das 

estradas, barrancos ou lugares úmidos nas ribanceiras dos rios (Correa Júnior et al., 

1994). Adapta a solos pobres e ácidos apresentando resistências às geadas (Vichnewski 

et al., 1990), além de ser altamente tolerante à presença de cobre no solo (Weber et al., 

2001) 

 

    

 

 

 

 

 Figura 7: Foto da espécie de Baccharis trimera. (Fonte:www.rain-tree.com/Carqueja-

powder.htm) 
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No Brasil, o primeiro registro desta planta como uso medicinal foi efetuado por 

Correa em 1931, que escreveu sobre o uso da sua infusão no tratamento da esterilidade 

feminina e impotência masculina (Lorenzi e Matos, 2002). Atualmente, na medicina 

popular a carqueja é usada como diurética, tônica, digestiva (Carneiro e Fernandes, 

1996), protetora e estimulante do fígado, antianêmica, anti-reumática, depurativa, para o 

controle da obesidade, diabetes, hepatite e gastro-enterites (Castro e Ferreira, 2000).  

Muitos outros trabalhos foram desenvolvidos com o intuitos de comprovar os 

efeitos biológicos atribuídos à B. trimera, dentre eles podemos destacar o trabalho de 

Abad et al. (1999), no qual os autores avaliaram extratos aquosos e etanólicos de sete 

espécies de planta usadas como medicamento na Bolívia para testar a atividade antiviral 

contra o herpes tipo I (HSV-1), vírus de estomatite vesicular (VSV) e polivírus do tipo 

I. Os extratos aquosos da maioria das espécies investigadas mostraram possuir atividade 

antiviral, sendo que a Satureja boliviana e B. trimera foram ativas contra dois vírus 

diferentes (HSV-1 e VSV). Este efeito antimicrobiano foi confirmado por Avancini et 

al. (2000) que sugeriram a possibilidade da utilização de B. trimera como desinfetante e 

anti-séptico em problemas relacionados aos ambientes de produção animal, mais 

especificamente aqueles causados por Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis. 

Somados a estes estudos estão os trabalhos de Coelho et al. (2004) que 

evidenciaram um efeito terapêutico anti-artrítico da carqueja (B. genistelloides) usando 

o colágeno para induzir o modelo de artrites e os trabalhos recentes de Rodrigues et al., 

2009 e Paul et al., 2009 que atribuíram à carqueja efeitos antioxidantes e 

antiiflamatórios, respectivamente. 

De fato B. trimera destaca-se por sua atividade antioxidante e intiiflamatória. 

Lima et. al. (2004) relataram que o chá é referido na literatura como uma das melhores 

fontes de compostos fenólicos, substâncias que têm sido alvo de grande atenção nos 

últimos anos, especialmente, por apresentarem atividade antioxidante. Enquanto que 

Gené et al., 1996 e Della-Loggia et al., 1994; Akihisa et al., 1996 atribuíram aos 

triterpenos os principais responsáveis pela atividade antiinflamatória da planta  
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2.4.2 - Componentes bioativos de Baccharis trimera. 
  

2.4.2.1 - Flavonóides 
 

Os flavonóides são substâncias fenólicas de baixo peso molecular, e que 

possuem em sua estrutura química anéis aromáticos, tendo como base o 2-fenil-

benzopirano (C6-C3-C6). A figura 8 mostra a estrutura genérica dos flavonóides e utiliza 

um sistema de números para distinguir as posições dos carbonos ao redor da molécula. 

Os três anéis fenólicos são referidos como A, B e C. O benzeno do primeiro anel é 

condensado com o sexto carbono do terceiro anel que na posição 2 carrega um anel de 

fenil-benzeno como substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterocíclico, 

gerando as estruturas básicas das leucoantocianinas (ou proantocianinas, ou catequinas) 

e das antocianinas, denominado de núcleo flavan. No caso do terceiro anel apresentar-se 

como uma pirona, ocorre a formação das flavonas, flavonóis, flavanonas, isoflavonas, 

chalconas e auronas, recebendo a denominação de núcleo 4-oxo-flavonóide (Aherne & 

O’brien, 2002). 

 

Figura 8 – Estrutura geral dos flavonóides. Fonte: Cook & Samman, 1996. 
 

Mais de 4.000 diferentes tipos de flavonóides extraídos de plantas já foram 

descritos na literatura. As atividades bioquímicas destes compostos fenólicos dependem 

principalmente da sua estrutura química, e é a partir dela que os flavonóides também 

são classificados. As principais classes de flavonóides incluem: flavonóis, flavonas, 

flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, dihidroflavonoís e chalconas (Figura 

9). Muitos flavonóides ocorrem naturalmente nas plantas acompanhados por glicídios, 

como a D-glicose, galactose, lignina e arabinose, recebendo a denominação de glico-

flavonóide. Quando se apresentam isentos de glicídios, a estrutura recebe o nome de 

aglicona (Calabro et al., 2004).  
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Figura 9 – Estruturas das principais classes de flavonóides. Adaptado de: Cook & 

Samman, 1996. 

Os flavonóides são encontrados em diversos alimentos de origem vegetal, como 

maçã, uva, cebola, repolho, brócolis, chicória, aipo, açaí, cacau, chá e vinho tinto sendo, 

portanto, importantes constituintes da dieta humana. Estes compostos fenólicos têm um 

papel significativo como componentes da dieta, uma vez que seu consumo está 

associado à várias ações citoprotetoras (Youdim & Joseph, 2001). Muitos dos 

benefícios fisiológicos dos flavonóides têm sido atribuídos principalmente à sua 

capacidade antioxidante, podendo exercer um efeito direto (eliminando as espécies 

reativas) ou indireto (aumentando a atividade ou expressão de enzimas antioxidantes). 

O efeito de eliminar as espécies reativas exercido pelos flavonóides se deve à 

capacidade destes compostos em neutralizar os radicais livres (ânion superóxido, 

radicais hidroxilas e peroxilas) ou quelar íons metálicos (cobre e ferro). Os flavonóides 

apresentam grupos hidroxilas em sua estrutura, portanto eles podem inibir as reações de 

oxidação das espécies reativas de oxigênio, por doarem átomos de hidrogênio às 

espécies, estabilizando-as e transformando-se em quinonas (substâncias pardas). Ao 
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quelar íons metálicos ocorre a inibição da Reação de Fenton, uma forma endógena de 

produzir espécies reativas (Enio, 2003; Harborne & Willians, 2000; Tian & 

McLaughlin, 2000). Em adição a estes efeitos sob as espécies reativas, evidências 

mostram que flavonóides regulam a atividade de enzimas antioxidantes, modulam 

receptores nucleares, atuam sobre a expressão gênica e caminhos de sinalização celular 

(Seeram & Heber, 2006). 

A literatura, de um modo geral, mostra que os flavonóides exibem uma ampla 

faixa de atividades incluindo efeitos, vasodilatadores, anticarcinogênico, antibacteriano, 

antialérgico (atuando sobre moduladores da função imune) e neuroprotetivos (Azam et 

al., 2004; Heo & Lee, 2004; Higa et al., 2003; Maher, 2006; Mercer et al., 2005). 

 

2.4.2.2 –Triterpenóides 
 

Os compostos fenólicos e os terpenóides são os maiores constituintes presentes 

em frutas, vegetais e diferentes especiarias (Wagner e Elmadfa, 2003). Em relação aos 

terpenóides, eles são moléculas constituídas por trinta átomos de carbono distribuídos 

em seis unidades isoprenóides com cinco átomos de carbono cada (Patočka, 2003). 

A diversidade funcional de alguns dos terpenóides está relacionada à sua atuação 

como hormônios (giberelinas), pigmentos fotossintéticos (phytol e carotenóides), e 

transportadores de elétrons (ubiquinona, plastoquinona) (Langenheim, 1994). 

Atualmente, uma ampla variedade de respostas biológicas podem ser obtidas em seres 

humanos através de vários terpenóides (Paduch, et al. 2007). Dentre os efeitos 

encontrados para essas moléculas estão os antimicrobianos, antifúngicos, 

antiparasitários, antivirais, antialérgicos, anti-espasmódico, hipoglicemiante, 

antiinflamatória, quimioterápicos e imunomoduladores (Paduch, et al. 2007; Wagner e 

Elmadfa, 2003). 

Evolutivamente, os terpenóides foram os primeiros compostos secundários a 

serem descobertos, e hoje eles representam um grupo diversificado de pequenas 

moléculas sintetizadas por plantas (Bouvier, et al., 2005; Tholl, 2006). Só para se ter 

uma idéia, mais de 55.000 terpenos foram isolados e este número quase que dobra a 

cada década (Breitmaier, 2006; McGarvev e Croteau, 1995). Acredita-se que essa 

variedade de terpenóides nas plantas seja devida à expansão da superfamília da terpeno 
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sintase, enzima responsável pela síntese dos monoterpenóides, sesquiterpenóides, 

diterpnenóides e triterpenóides. 

Os triterpenos são formados de seis unidades de isopreno com 30 átomos de 

carbono, mas na natureza, os triterpenos ocorrem como estruturas cíclicas chamadas 

triterpenóides (Bouvier et al., 2005). Triterpenóides pentacíclicos são muito abundantes 

em produtos naturais. Na medicina chinesa plantas ricas nessa família de triterpenóides, 

como ginseng e Platycodon, são bastante utilizadas para prevenir o ganho de peso e a 

peroxidação lipídica. De fato, análise fitoquímica de Platycodon grandiflorum mostrou 

que esses efeitos biológicos podem estar relacionados a uma grande quantidade de 

antioxidantes e de saponinas (Martinez-Vazquez et al., 1999; Zhao et al., 2005). 

As saponinas, referidas quimicamente como glicosídeos triterpenos e esteróide, 

são triterpenóides biologicamente ativos presente em uma variedade de famílias de 

plantas. Seu nome é derivado da palavra em latim sapo que significa sabão, uma vez 

que quando misturadas com a água formam espuma (Oleszek, 2002).  

As saponinas têm um vasto leque de propriedades, que inclui a formação de 

espuma e suas propriedades emulsificantes (Price et al., 1987), propriedades 

farmacológicas e medicinais (Attelé et al., 1999), propriedades hemolítica (Oda et al., 

2000; Sparg et al., 2004), bem como atividade antimicrobianas e inseticida (Sparg et al. 

2004).  

Gené et al., (1996) ao testar o extrato butanólico de B. trimera em modelos de 

inflamação, analgesia e ucerogênese viu que esta planta mostrou fortes propriedades 

anti-inflamatórias e analgésicas, que ele atribuiu, pelo menos em parte, à inibição da 

biossíntese de prostaglandina. Segundo ele, essa inibição está relacionada a um conjunto 

de saponinas e de flavonóides encontrados nessa planta. 

Este trabalho somado aos de outros autores já citados confirmam que muitas das 

propriedades biológicas atribuídas a B. trimera, até o momento, se devem a sua 

fitoquímica, que por apresentar quantidades significativas de flavonóides e 

triterpenóides tem despertado grande interesse, por parte dos pesquisadores, na tentativa 

de se descobrir novas e reais aplicabilidades farmacológicas. 

Partindo desse pressuposto, e do fato de não haver nenhum trabalho que 

correlacione B. trimera com neutrófilos e APAP, resolvemos avaliar o efeito do extrato 

desta planta sobre a produção de radicais livres em neutrófilos, sobre a atividade das 
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enzimas antioxidantes e sobre os produtos do estresse oxidativo. Além disso, sendo o 

fígado um órgão muito importante na regulação do metabolismo, avaliamos a função 

hepática através de marcadores séricos bioquímicos, com o intuito de assegurar a 

utilização do extrato de B. trimera pela medicina popular. 
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3 – OBJETIVOS 

3.1 – Objetivo Geral 
 

Avaliar, in vitro e in vivo, as propriedades antioxidantes do extrato 

hidroalcoólico de Baccharis trimera em ratos Fischer machos. 

3.2 – Objetivos Específicos 
 

3.2.1 - In vitro: 
 

� Avaliar a produção de ERO em neutrófilos de ratos Fischer incubados 

com partículas opsonizadas com zimosan, extrato de B. trimera ou 

ambos. 
 

3.2.2 - In vivo: 
 

3.2.2.1 - Em ratos Fischer pré-tratados com extrato de B. trimera e uma hora depois 

intoxicados com APAP objetivamos: 
 

� Isolar os neutrófilos destes animais e em seguida realizar as dosagens de 

espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico; 

� Recolher o plasma destes animais e em seguida realizar a dosagem de 

óxido nítrico. 

3.2.2.2 - Em ratos Fischer tratados durante sete dias com extrato de B. trimera e 

intoxicados no último dia com APAP objetivamos: 
 

� Avaliar o efeito do tratamento sobre as defesas antioxidantes 

(paraoxonase, catalase e glutationa total); 

� Avaliar o efeito do tratamento sobre os produtos de estresse oxidativo 

(TBAR e proteína carbonílica); 

� Avaliar o efeito do tratamento sobre os marcadores bioquímicos de 

função hepática (aminotransferases e fosfatase alcalina) e renal 

(creatinina); 

� Analisar a histologia do fígado a fim de verificarmos os efeitos do extrato 

de B trimera, APAP e sua interação sobre este órgão. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 - Reagentes 
O acetaminofen (APAP) utilizado foi da Janssen-cilag farmacêutica. O azul de 

tripan, luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) e o zimosan foram 

adquiridos da Sigma. Os gradientes Leukopaque e Monopaque foram obtidos da Bion 

LTDA. O Kit para a medição dos níveis séricos de alanina aminotransferases (ALT) e 

aspartato aminotransferases (AST) foram adquiridos a partir da Labtest Diagnóstica, 

Brasil. 

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

com aproximadamente 12 semanas de idade e pesando cerca de 180 g, provenientes do 

Laboratório de Nutrição Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). 

Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais dispostas em ambiente com 

temperatura, luminosidade e umidade controladas e receberam dieta comercial para rato 

(Labina) e água, ambos ad libbitum. O presente trabalho foi realizado de acordo com as 

normas internacionais de proteção aos animais e com os princípios éticos do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal, tendo sido aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da UFOP (OF 01/2009 e OF 011/2009). 

4.3 – Coleta do material botânico 
 

As partes aéreas de B. trimera foram coletadas em abril de 2008, na cidade de 

Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A espécime, de exsicata número OUPR 22127, foi 

identificada pela Professora Doutora Viviane R. Scalon e em seguida depositada no 

Herbário José Badini da UFOP. 

4.4 – Preparação do extrato 
 

Após identificação, as partes aéreas da planta foram secas em estufa ventilada e 

em seguida pulverizadas em moinho mecânico e armazenadas em frascos de plástico. 

Na obtenção do extrato hidroalcoólico, cerca de 100 g da planta foram submetidas à 

extração com água destilada e álcool 70% na proporção de 1:1 durante 24 h. Em seguida 

realizou-se a filtração a vácuo e a evaporação do solvente no rotavapor.  
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O extrato bruto formado, de coloração verde escuro e cheiro adocicado, foi 

diluído em phosphate buffered saline (PBS 7,4) obtendo-se as concentrações de 50, 5 e 

0.5 µg/mL que foram utilizadas no ensaio in vitro e a concentração 600 mg/kg que foi 

utilizada no ensaio in vivo. A metodologia adotada para a confecção do extrato, com 

algumas modificações, foi baseada no trabalho de Grace et al., 2008. 

4.5 – Isolamento de leucócitos polimorfonucleares 
 

Os neutrófilos foram obtidos a partir do sangue periférico por hemorragia do plexo 

braquial segundo a técnica descrita por Bicalho et al., 1981. Resumidamente, 4 ml de 

sangue periférico heparinizado, foram adicionados sobre 6 ml de gradiente duplo de 

Leukopaque e Monopaque  (densidade = 1,08 e 1,12, respectivamente) em tubos 

siliconizados. Após centrifugação a 100 G por 20 minutos foram obtidas duas fases 

distintas separadas por dois anéis interfásicos, sendo o anel superior formado por células 

mononucleares e o inferior por neutrófilos. O anel rico em neutrófilos foi colocado em 

tubo siliconizado, com o auxílio de uma pipeta. Em seguida, esse anel foi lavado duas 

vezes em PBS pH 7,4. Após as duas lavagens as células foram ressuspensas em 1,0 ml 

de PBS pH 7,4. Os neutrófilos foram usados para dosagem de nitrito e para o ensaio de 

quimioluminescência. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão com azul 

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

4.6 – Opsonização de partículas de zimosan 
 
A opsonização do zimosan foi feita adicionando-se 900 µL de PBS (pH 7,4) a 

100µL de zimosan (13mg/mL), conforme realizado no estudo de Lovrien, et al., 1989. 

Em seguida a solução foi centrifugada por 2 min a 400 RPM. O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet ressuspenso em 200 µl de soro autólogo fresco e 800 µL de PBS. 

Tal solução foi incubada por 30 min em banho-maria a 37°C, sendo agitada em 

intervalos de 10 min. Posteriormente, a solução foi novamente centrifugada por 2 min a 

400 RPM, sendo o sobrenadante desprezado e o pellet ressuspenso em 500µL de PBS. 

O volume de zimosan opsonizado com soro (ZC3b) utilizado para os experimentos foi 

de 50µL. 
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4.7 – Ensaio “in vitro” 
 

Para avaliar a geração de EROs foi realizado um ensaio de quimioluminescência 

amplificado por luminol durante a ativação das células fagocíticas, como descrito por 

Chaves, et al., 2000. O ensaio de quimioluminescência permite avaliar, diretamente, a 

atividade da NADPH-oxidase, a enzima responsável pela geração de espécies reativas 

de oxigênio, durante a ativação das células fagocíticas (Babior, 1994). Esta técnica 

baseia-se na reação entre luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) e as 

espécies reativas geradas. A reação ocorre no interior de um sistema de catôdo e anôdo, 

o que permite a captação e registro dos fótons emitidos pelo α-aminophitalato. 

Para a realização do procedimento experimental, neutrófilos de ratos Fisher (1 x 

106 células em solução PBS pH 7,4)  foram incubados com 500 µL de luminol (10-4M) 

por 10 min, em tubos de siliconizados. Os fótons emitidos neste intervalo foram 

registrados de 1 em 1 min pela impressora interna do luminômetro. Decorridos os 10 

min iniciais de corrida, abriu-se o aparelho colocando-se PBS (basal) ou partículas de 

ZC3b ou extrato de B. trimera (Bt). Para todos os ensaios, o volume final foi ajustado 

para 700µL com PBS. A emissão de fótons em todos os ensaios foi registrada por mais 

30 min em intervalos de 1 em 1 minuto e, ao final dos ensaios, obtivemos curvas de 40 

min, cujos valores foram expressos em RLU/min. 

4.8 - Avaliação da injúria hepática induzida por APAP  
 
Para avaliar a injúria hepática induzida por APAP foram utilizados dez ratos, 

divididos em dois grupos de cinco animais de acordo com o tratamento recebido: grupo 

controle (C), o qual recebeu, por gavagem, 600 mg/kg de PBS e o grupo APAP, que 

também, por gavagem, recebeu uma dose única de 835mg/kg de APAP. A dose de 

APAP usada teve como referência o trabalho de Yen, et al., 2008. Em diferentes 

intervalos de tempo amostras de sangue foram coletadas, via plexo ocular, para a 

quantificação da atividade da ALT e AST em resposta a uma elevada dose de APAP. 

4.9 – Ensaio “in vivo”  
 

4.9.1 - Análise das espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico 
  

Para realização do ensaio in vivo correspondente ao modelo de inflamação foram 

utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos de cinco animais de acordo com o 
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tratamento recebido: Grupo Controle (C) o qual recebeu 600mg/kg de PBS; Grupo 

APAP o qual recebeu uma dose única de 835mg/kg de acetaminofen; Grupo B. trimera 

(Bt) o qual recebeu 600mg/kg do extrato de B. trimera e Grupo B. trimera + 

Acetaminofen (Bt. + APAP) o qual recebeu, primeiramente, 600mg/kg do extrato de B. 

trimera e, uma hora depois, uma dose única de 835mg/kg de acetaminofen. Todos os 

tratamentos foram administrados por gavagem. Vinte quatro horas após a dose de 

APAP, os animais foram anestesiados e o sangue foi recolhido por hemorragia do plexo 

braquial em tubos heparinizados para a obtenção do plasma e dos neutrófilos utilizados 

na dosagem de óxido nítrico. Os ensaios de quimioluminescência para quantificar a 

produção de EROs foram realizados com os neutrófilos (1 x 106) de cada grupo 

experimental e registrados por 30 min em intervalos de 1 min. Ao final dos ensaios, 

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

4.9.2 - Análise das defesas antioxidantes, concentração de biomarcadores do 

estresse oxidativo e marcadores da função hepática e renal.  

Neste experimento foram utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos de 

cinco animais de acordo com o tratamento recebido: Grupo Controle (C), recebeu, por 

gavagem, 600mg/kg de PBS durante 7 dias; Grupo B. trimera (Bt.), recebeu, por 

gavagem, 600mg/kg do extrato de B. trimera durante 7 dias; Grupo Acetaminofen 

(APAP), recebebeu, por gavagem 600mg/kg de PBS durante 7 dias e posteriormente 

uma dose única de 835mg/kg de acetaminofen, Grupo B. trimera + acetaminofen (Bt. + 

APAP), recebeu, por gavagem 600mg/kg do extrato de B. trimera durante 7 dias e 

posteriormente uma dose única de 835mg/kg de acetaminofen. Vinte quatro horas após 

a dose de APAP, os animais foram anestesiados tendo o sangue e o fígado recolhidos 

para as análises bioquímicas. A dose de APAP usada e o delineamento experimental 

teve como referência o trabalho de Yen, et al., 2008. 

 

4.9.3 – Histopatologia 

Os fígados dos ratos foram removidos 24 h após a administração de PBS e/ou 

extrato de B. trimera, e/ou APAP, e/ou extrato de B. trimera e APAP e fixados em 

formol 10%. Os fígados fixados foram processados e embebidos com parafina. Secções 

de 5 – 6 µm foram montadas e coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Imagens 

fotomicrográficas foram capturadas com o auxilio de uma câmara digital. 
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4.10 - Avaliação da viabilidade celular 
 

A viabilidade dos neutrófilos utilizados nos ensaio foi monitorada pelo teste de 

exclusão de azul de tripan (Oliveira-Lima e Dias da Silva, 1970). Na determinação da 

viabilidade celular dos neutrófilos utilizados no ensaio de quimioluminescência, os 

neutrófilos foram centrifugados a 100G por 15 minutos, e o “pellet” ressuspenso em 

200µl de PBS pH 7,4, ao qual foi adicionado imediatamente 1 gota de solução 0,1% de 

azul de tripan em salina. Em todos os ensaios monitorados a viabilidade celular nunca 

se mostrou inferior a 95%. 

4.11 – Dosagens Bioquímicas 
Neste trabalho realizamos as seguintes dosagens bioquímicas utilizando-se kits 

comerciais Labtest Diagnóstica S.A.: Alanina Aminotransferase, Aspartato 

Aminotransferase e Creatinina.  

4.11.1 - Paraoxonase – Atividade Arilesterase em soro 

Princípio da técnica 

Determinação da atividade arilesterásica da enzima paraoxonase, usando 

fenilacetato como substrato, tendo como base a velocidade de hidrólise do fenilacetato, 

conforme descrito por Eckerson et al. (1983) em humanos e também por Beltowski et 

al. (2002) em ratos.  

Procedimento de dosagem 

Em tubo de ensaio adicionaram-se 2mL de tampão Tris-HCl, 9mmol/L, pH = 8,0 

contendo 0,9mmol/L de cloreto de cálcio e 5µL de soro. Foi misturado no vórtex e 

adicionado 0,5mL da solução Tris- fenilacetato (1 µL de fenilacetato para cada 1500 µL 

de TrisHCL 9mM; pH=8,0). Após exatamente 3 minutos, a absorbância foi lida em 

270nm. O espectrofotômetro foi zerado com o branco que contém todos os reagentes 

acima, exceto o soro.  

Cálculo 

Utilizamos a definição para atividade enzimática de acordo com Beltowski et al. 

(2002). Segundo a qual 1U da enzima paraoxonase é equivalente a hidrólise de 1µmol 

de fenilacetato (ε = 1310 L.mol-1.cm-1) por minuto (usualmente a atividade dessa 
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enzima é representada por 1mL de soro). A atividade arilesterásica da enzima foi 

calculada utilizando a lei de Lambert Beer: 

ε..bCA =  

Onde: 

ε – Coeficiente de extinção molar; 

b – caminho óptico, igual a 10 mm. 

A= absorbância  

C= concentração ou atividade enzimática 

4.11.2 - Paraoxonase – Atividade Paraoxonase no soro 

Princípio da técnica 

Determinação da atividade paraoxonásica, usando paraoxon como substrato, 

tendo como base a velocidade de hidrólise deste, com a liberação do para-nitrofenol por 

minuto, conforme descrito por Beltowski  et al (2002).  

Procedimento de dosagem 

Inicialmente preparou-se uma solução contendo 9 mL de tampão glicina/NaOH 

50mM pH10,5, contendo CaCl2 0,9 mM e 2µL de paraoxon. Em um tubo de 

polipropileno adicionaram 780µL dessa solução e 20µL de soro. A solução foi 

homogeneizada e lida a absorbância das amostras no espectrofotômetro em 412nm, 

exatamente à cada minuto, por 3 minutos. O branco (tubo com 780 µL da solução 

preparada inicialmente e 20 µL de água) foi utilizado para zerar o aparelho. 

Cálculo da atividade de enzima 

Segundo Beltowski et al (2002) 1U da enzima paraoxonase é equivalente a 

hidrólise de 1nmol de paraoxon (ε = 18290 L.mol-1.cm-1) por minuto (usualmente a 

atividade desta enzima é representada por 1mL de soro). A atividade paraoxonásica da 

enzima paraoxonase foi calculada segundo a lei de Lambert Beer. A absorbância 

utilizada nessa expressão é o delta (absorbância por minuto) obtido das absorbâncias 

lidas no 1° e 3° minuto, subtraindo a absorbância do terceiro minuto pela absorbância 
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do primeiro minuto, e dividindo por 2, visto que são 2 minutos entre as duas 

absorbâncias. 

4.11.3 - Concentração de Glutationa Total em tecidos 

Princípio da técnica 

Utilizou-se o kit Sigma # CS0260. A glutationa está presente nas células 

principalmente na sua forma reduzida (GSH) representando em torno de 90%, o restante 

aparece na forma de glutationa oxidada (GSSG). Este kit utiliza um método cinético 

para mensurar os níveis de glutationa total (GSH+GSSG) em amostras biológicas, 

através da redução do DTNB (Ácido 5,5´-Ditio-bis-(2-nitrobenzóico) à TNB. 

 

1) 2GSH + DTNB  → GSSG + 2TNB 

2) GSSG + NADPH + H+ Glutationa redutase   2GSH + NADP+ 

A combinação das duas reações: 

DTNB + H+ + NADPH     Glutationa redutase    2TNB + NADP+     

                                                    GSSG/GSH 
 

Preparo dos reagentes de estoque 

Solução de ácido sulfosalicílico (SSA) 5%. 

Tampão fosfato 5X (500mM), contendo 5mM EDTA. 

Solução padrão estoque de glutationa: 0,3mg de glutationa reduzida em 0,1mL de água 

destilada. 

Solução de estoque de DTNB: 8mg de DTNB foram diluídos em 5,33mL de dimetil 

sulfosalicílico (DMSO), resultando em uma solução com 1,5mg/mL de concentração. 

Estoque de NADPH (solução de 40mg/mL). 

Preparação da amostra biológica 

100mg de tecido foi homogeneizado com 1mL de ácido de sulfosalicílico 5% 

(SSA), e em seguida centrifugado a 10000g, por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi 

retirado e usado como amostra biológica.  

Preparo dos reagentes de trabalho 

Solução de enzimas diluída: Diluir 15,2µL de glutationa redutase (100unidades/mL) em 

250µL de tampão fosfato 1x. 



Pádua, B. C. Material e Métodos 

32 

 

Solução de NADPH de trabalho: Da solução de estoque de NADPH preparada são 

retirados 30µL para 7,5mL de tampão fosfato 1x. 

Mistura de trabalho: 8mL de tampão 1x, 228µL da solução de enzimas diluída e 228µL 

de DNPH solução de estoque. 

Solução padrão de glutationa – preparar para a curva padrão: Diluir 10µL de solução 

estoque de glutationa padrão com 2mL de ácido SSA 5%. 
 

Procedimento para dosagem 

A confecção da curva padrão e as dosagens nas amostras foram feitas em placas 

de Elisa. Os reagentes e a seqüência de adições estão descritas nas tabelas abaixo. 

 

Procedimento para curva padrão 
 

Poço 1 2 3 4 5 

[GSH] µM 50 25 12,5 6,25 3,125 

Solução de GSH (µL) 50 25(tubo 1) 25(tubo 2) 25(tubo 3) 25(tubo 4) 

SSA 5% (µL) - 25 25 25 25 

nmoles de GSH em 10 

µL de amostra 

0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312 

 

Procedimento para o teste 

 Amostra SSA 5% Mistura de trabalho 

Branco - 10 (µL) 150 (µL) 

Padrão (tubos preparados 

para a curva) 
10 (µL) - 150 (µL) 

Amostra 10 (µL) - 150 (µL) 
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As amostras foram incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente. Em 

seguida, 50µL de NADPH foram adicionados às mesmas e o cronômetro disparado. As 

absorbâncias das amostras foram lidas durante 5 minutos, no leitor de ELISA à 412 nm.  

 

Cálculo 

Foi feito um gráfico utilizando os pontos obtidos na curva padrão (estes pontos 

obtidos foram o delta das absorbâncias). Após análise de regressão linear, foi 

determinado a equação da reta. Esta equação foi utilizada para determinar a 

concentração em nmoles de glutationa total em 10µL de amostra, e este valor 

convertido para 1mL de amostra. 

4.11.4 - Catalase 

Princípio da técnica 

Determinação da atividade da enzima catalase, baseado na sua capacidade de 

converter o peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular, conforme 

descrito por Aebi, (1984).  

Preparação da amostra biológica 

100mg do fígado foi homogeneizado com 1mL de tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 

e em seguida centrifugado por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado 

como amostra biológica. 

Procedimento de dosagem 

Em um tubo de polipropileno colocaram-se 50µL de tampão fosfato pH 7,2; 

(0,1mM) e 40 µL de água destilada, o qual foi mantido em banho maria 30ºC por 1 

minuto. Em seguida adicionaram-se 10µL da amostra e 900µL de H2O2 (10mM). 

Homogeneizou-se a solução, o espectrofotômetro foi zerado com H2O2 (10mM) em 

240nm e determinaram-se as absorbâncias das amostras exatamente a cada minuto, 

durante cinco minutos.  

Cálculo 

1U de catalase é equivalente a hidrólise de 1µmol de H2O2 (ε = 39,4 L.mol-1.cm-

1) por minuto (Aebi, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é representada em 
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Unidade por mL de amostra. Calculamos a atividade da catalase segundo a lei de 

Lambert Beer. A absorbância utilizada nessa expressão é o delta obtido das cinco 

absorbâncias lidas (absorbância final –absorbância inicial / 4). 

4.11.5 - Proteína Carbonilada 

Princípio da técnica 

A oxidação de proteína por ROS leva à formação de derivados carbonílicos. 

Estes podem ser mensurados por métodos sensíveis, particularmente aqueles que 

utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP). O DNP reage com grupos carbonílicos 

gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada 

espectrofotometricamente. A determinação da concentração sérica de proteína 

carbonilada foi realizada conforme descrito por Levine et al. (1994). 

Preparação da amostra biológica 

200mg do fígado ou rim foram homogeneizados com 1mL de tampão fosfato 50mM, 

pH: 6,7 contendo EDTA 1mM. Em seguida centrifugado a 10000g, por 10 minutos à 

4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra biológica.  

Reagentes utilizados e forma de preparo 

Ácido Clorídrico 2,5M. 

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

(preparado anteriormente). Obtendo uma solução com 0,1% de DNPH. Esta solução foi 

estocada no escuro à 4°C. Estável por uma semana. 

Solução de TCA (ácido tricloroácetico) 10% 

SDS 6% - Dodecil Sulfato de Sódio. 

Mistura de etanol e acetato de etila: Em um frasco foi misturado 30mL de etanol e 

30mL de acetato de etila. Esta mistura deve ser mantida em geladeira. 

 

Procedimento de dosagem 

Para cada amostra utilizou-se dois tubos de polipropileno, um foi denominado de 

Amostra (A) e outro de Controle (C). Transferiu-se 500µL de homogeneizado de fígado 

ou rim para cada tudo (amostra (A) / controle (C)). Em seguida foi adicionado aos tubos 

500µL de TCA 10% e misturado no vórtex, logo após, foram centrifugados (tubo A e C) 
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à 5000g por 10minutos à 4°C. O próximo passo foi adicionar ao tubo A 500µL de 

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) e no tubo C 500µL de HCL à 2,5M. Ambos foram 

mantidos no escuro à temperatura ambiente por um período de 30 minutos, e a cada 15 

minutos eram misturados no vórtex. Em seguida foi adicionado 500µL de ácido 

tricloroácetico (TCA) 10% em cada tubo, misturado no vórtex e centrifugados à 5000g 

por 10minutos à 4°C. Depois de centrifugados, o sobrenadante dos tubos foi descartado 

e 1mL de mistura de etanol com acetato de etila foi adicionado aos tubos e misturados 

no vórtex. Uma nova centrifugação foi realizada. Em seguida o sobrenadante dos tubos 

A e C foram descartados e à estes foram adicionados  mais 1mL da mistura etanol e 

acetato de etila, foram misturados no vórtex e novamente centrifugados. No final das 

centrifugações, o sobrenadante dos tubos A e C foram novamente descartados e 

adicionado em ambos 1mL de SDS 6%, misturados no vórtex e centrifugados à 10000g 

por 10minutos à 4°C. Finalmente o sobrenadante dos tubos foram retirados e 

transferidos para cubeta, onde foram lidos no espectrofotômetro à 370nm. 

Cálculos 

A concentração de proteína carbonilada foi determinada utilizando a seguinte 

equação de Lambert Berr: 

ε..bCA =  

Onde A é a subtração da absorbância do tubo A (amostra) pela absorbância do 

tubo C (controle), C é a concentração, b é o caminho óptico e ε é o coeficiente de 

extinção molar. O conteúdo de proteína carbonilada foi calculado usando o coeficiente 

de extinção molar de 22 000 M-1 cm-1 e expresso por nmol de proteína carbonilada 

formada por mg de proteína.  

Para se obter a concentração de proteína carbonilada em relação à concentração 

de proteínas totais no fígado ou rim, este parâmetro foi determinado pelo método de 

Lowry (descrito a seguir).  

 

4.11.6 – Proteínas totais em tecidos – método de Lowry 

 Princípio da técnica 

O método de dosar proteína Lowry é um ensaio muito confiável e amplamente 

usado. Este método foi descrito a primeira vez por Lowry et al. (1951). O método de 
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Lowry é baseado nas ligações das proteínas, que em meio alcalino, com os íons cobre 

(Cu2+) formando uma cor azul que é dependente em partes, do índice de tirosina e 

triptofano da amostra, já que os íons cobre catalisam a oxidação de aminoácidos 

aromáticos.  
 

Reagentes utilizados e forma de preparo 

Reagente A: Foi dissolvido 0,25g de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de sódio em 100 

mL de água destilada. A solução foi armazenada, no escuro, em temperatura ambiente. 

Reagente B: Foi dissolvido 5g de carbonato de sódio e 1g de hidróxido de sódio em 

250mL de água destilada. Foi armazenado a temperatura ambiente. 

Reagente C: Foi adicionado 1mL do reagente A em 50mL do reagente B. Preparado na 

hora do teste. 

Reagente D: Foi dissolvido um 1mL de Folin-Ciocateau em 1mL de água destilada. 

Preparado na hora do teste. 
 

Curva padrão para proteínas totais:  

Foram realizados quatro pontos para a curva, pelo seguinte procedimento: 

P1- 25µL de uma solução estoque de proteínas a 0,2mg/dL e o volume completado com 

água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,05mg/mL. 

P2- 7,5µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com 

água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,15mg/mL. 

P3- 715µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com 

água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,35mg/mL. 

P4- 25µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com 

água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,5mg/mL. 

 

Procedimento de dosagem de proteínas totais: 

Em um tudo de polipropileno, foram pipetados 10µL de amostra ou padrão e 

completados para 100µL com água destilada. O branco, usado para zerar o 

espectrofotômetro, foi feito apenas com 100µL de água destilada. Posteriormente foi 

adicionado 1mL do reagente C em todos os tubos. A mistura foi levada ao vórtex e 

mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado em cada 
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tubo, 100µL do reagente D. O volume foi misturado e incubado a temperatura ambiente, 

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

Cálculos 

Foi feito um gráfico expressando a concentração do padrão (Eixo Y) X 

absorbância do padrão (Eixo X). Após regressão linear, foi determinada a equação da 

reta com a seguinte característica: Concentração = a X Absorbância + b. Esta equação 

foi utilizada para determinar a concentração de proteínas totais nos homogenatos de 

tecidos. Todas as concentrações foram obtidas em mg/mL. 

4.11.7 – TBARS 

Princípio da técnica 

Determinação da concentração de TBARS foi baseada na capacidade do ácido 

tiobarbitúrico (TBA) em se ligar a lipídeos oxidados, esta dosagem foi realizada 

conforme descrito por Buege and Aust, (1978). 

Preparação da amostra biológica 

100mg do fígado ou rim foi homogeneizado com 1mL de tampão fosfato, pH 7,4 

e em seguida centrifugado por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado 

como amostra biológica. 

Procedimento de dosagem 

Em um tubo foi colocado 500µL de homogeneizado, 250µL de ácido 

tricloroacético (TCA) 28% dissolvido em HCl 0,25N, 250µL de ácido tiobarbitúrico 1% 

dissolvido em  ácido acético 1:1 e 125µL de BHT 5mM dissolvido em etanol. Este tubo 

foi levado ao vórtex e colocado em um banho maria a 95ºC por 15 minutos. Após esse 

período, este tubo foi centrifugado por 10 minutos a 10000g. O sobrenadante foi lido no 

espectrofotômetro a 535nm, que foi zerado com água destilada.  

Cálculo 

A concentração de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extinção 

molar ε = 1,56 X 105 L.mol-1.cm-1, segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa 

concentração é representada em nmoles por mg de proteína.  
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4.11.8 - Óxido Nítrico 

Princípio da técnica 

A concentração de óxido nítrico (NO) foi determinada usando o kit BioAssay 

System (DINO – 250). O NO é oxidado para nitrato e nitrito, que é uma prática comum 

medir a quantidade total de NO2- /NO3- para saber os níveis de NO na amostra. Então 

este kit mede a produção de NO pela redução de nitrato a nitrito usando o método de 

Griess adaptado.  

Preparação da amostra biológica 

Os neutrófilos utilizados foram homogeneizados com PBS 1X, pH 7,4. E 

centrifugados a 10000g, por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado 

como amostra biológica. Além desses homogeneizados, foi também utilizado plasma. 

Desproteinaçao da amostra biológica 

Em tubos de polipropileno, 100µL da amostra (homogeneizado de neutrófilos ou 

plasma) foram adicionados a 80µL de sulfato de zinco 75mM e centrifugados a 

14000rpm, por 5minutos à 4ºC. Em seguida o sobrenadante foi transferido para outro 

tubo contendo 120µL de NaOH 55mM. Outra centrifugação foi feita a 14000rpm, por 

5minutos à 4ºC. Então o sobrenadante foi misturado a 70µL de tampão glicina, 

fornecido pelo kit. Após essa desproteinação, as amostras foram utilizadas no teste.  

Preparo dos reagentes 

Tampão de ativação diluído: foram misturados 1 volume do tampão 3x, que é o 

fornecido pelo kit a 2 volumes de água destilada. Foi armazenado por 12 meses, a 4 ºC.  

Ativação do cádmio: foram utilizados 3 grânulos de Cádmio por amostra. Estes 

grânulos foram transferidos para um tubo falcon de 50mL e lavados três vezes com água 

destilada. Após esse procedimento, foi retirado o resíduo de água com uma pipeta e 

adicionado 200µL de tampão de ativação diluído por grânulo de cádmio. Foi incubado a 

temperatura ambiente por 5 minutos e misturado intermitentemente. Em seguida, os 

grânulos foram novamente lavados três vezes com água destilada e secados com papel 

de filtro. Esse procedimento de ativação deve ser realizado em no máximo 20 minutos 

antes do teste.  
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Procedimento para curva padrão 

O padrão de óxido nítrico foi feito dissolvendo 30µL de nitrito padrão estoque 

em 570µL de água. Identificaram-se 8 tubos de polipropileno e adotou-se o 

procedimento delineado na tabela abaixo: 

 
CONC 

(µMOL/L) 
50 40 30 20 15 10 5 0 

Padrão 

nitrito(µL) 
150 120 90 60 45 30 15 0 

H2O (µL) 0 30 60 90 105 120 135 150 

Tampão 

glicina (µL) 
50 50 50 50 50 50 50 50 

 

Procedimento para dosagem 

Na amostra que foi desproteinada foram adicionados 3 grânulos de cádmio 

ativados e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. A confecção da curva 

padrão e as dosagens nas amostras foram feitas em placas de Elisa. Em cada well foi 

colocado 50µL de reagente A, 100µL de amostra ou padrão e 50µL de reagente B. A 

placa foi incubada 5 minutos a temperatura ambiente e lida em espectrofotômetro a 570 

nm. O branco utilizado para os cálculos de concentração foi o ultimo ponto da curva que 

possui concentração “0” de nitrito.  

Cálculos 

Foi feito um gráfico expressando a concentração do padrão (Eixo Y) X 

absorbância do padrão (Eixo X). Após uma regressão linear, foi determinado a equação 

da reta. Esta equação foi utilizada para determinar a concentração de óxido nítrico. 

Todas as concentrações foram obtidas em µmol/L. Para se obter a concentração de 

óxido nítrico no fígado em relação à concentração de proteínas totais, este parâmetro foi 

determinado pelo método de Lowry. Assim a concentração de óxido nítrico no fígado 

foi expressa em µmoles/mg de proteína. 
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4.12 – Análise estatística 
 

Os dados foram submetidos a testes de normalidades e após verificarmos que os 

mesmos seguiam distribuição normal optamos por utilizar o teste-t de Student’s 

pareado. O valor de p < 0,05 foi considerado significante. 



Pádua, B. C. Resultados 

41 

 

5 - RESULTADOS 

Ensaio in vitro 

� Efeito do extrato hidroalcoólico B. trimera  sobre a modulação de espécie 

reativas de oxigênio em neutrófilos de ratos estimulados com zimosan 

Para avaliar o efeito do extrato de B. trimera sobre a produção de espécies 

reativas de oxigênio em neutrófilos, testamos três diferentes concentrações do extrato a 

fim de descobrir qual dessas apresentava maior potencial inibitório sobre as EROs sem, 

no entanto, diminuir a viabilidade da célula (Figura 10). Nossos resultados mostraram 

que os extratos de B. trimera nas concentrações de 50, 5 e 0.5 µg/mL foram capazes de 

inibir significativamente a liberação das EROs, sendo este efeito dose dependente, uma 

vez que o extrato de concentração 50 µg/mL apresentou uma alta porcentagem de 

inibição (96,8%) acompanhada de uma baixa viabilidade (48%), enquanto o extrato de 

concentração 0.5 µg/mL apresentou uma baixa taxa de inibição (51%) acompanhada de 

uma alta viabilidade (92%). Diante disso, nossos resultados mostraram que o extrato de 

carqueja na concentração de 5 µg/mL apresentou uma melhor relação 

inibição/viabilidade, já que foi capaz de inibir cerca de 85% da liberação de EROs 

mantendo uma viabilidade celular acima de 95%. 
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Figura 10 – Efeito de B. trimera sobre a modulação de EROs (painel A) e a viabilidade 

celular (painel B) em neutrófilos in vitro. Os dados estão representados como média + 

desvio padrão. *p = 0,00005 em relação ao controle,** p = 0,00003 em relação ao 

controle,*** p < 0,05 em relação ao controle. 

Para avaliação da geração de EROs durante a ativação das células fagocíticas 

utilizamos o ensaio de quimioluminescência amplificado por luminol. Os resultados da 

Figura 11 – Painel A mostram que a concentração de 5 µg/mL do extrato foi capaz de 

inibir significativamente a produção de EROs (p = 0,00003) quando comparados ao 

metabolismo basal dos neutrófilos. Já os neutrófilos incubados com partículas de ZC3b 

foram capazes de ativar, significamente (p=0,003) a produção de EROs. Entretanto, 

quando os neutrófilos foram pré-incubados com B. trimera e posteriormente incubados 

com ZC3b houve uma redução significativa de 83%  na produção de EROs quando 

comparado às células incubadas apenas com ZC3b. Estes resultados sugerem que o 

extrato hidroalcoólico de B. trimera apresenta propriedades antioxidantes, sendo capaz 

de modular a produção e/ou liberação de EROs tanto em neutrófilos não estimulados, 

quanto em neutrófilos estimulados com partículas de zimozan. A ação conjunta e 

isolada do extrato de B. trimera e do zimosan também pode ser evidencia pela análise 

da curva temporal do ensaio de quimioluminescência (Painel B). Como podemos 

observar, este gráfico demonstra que já no primeiro minuto de adição do extrato de B. 

trimera (11o minuto) ocorre uma inibição significativa de EROs. 
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Figura 11 – Painel A - Efeito de B. trimera sobre a produção de ERO de neutrófilos in 

vitro. Painel B – curva temporal típica do ensaio de quimioluminescência acompanhado 

em intervalos de 1 minuto durante 30 minutos.  Os dados estão representados como 

média + desvio padrão. *p = 0,00003 em relação ao controle,** p = 0,003 em relação 

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

Atividade da ALT e AST 

Para a caracterização do modelo de inflamação no ensaio in vivo, realizamos 

previamente uma curva onde analisamos, em diferentes períodos de tempo, a atividade 

da ALT e AST após a administração de APAP. Conforme pode ser observado na 

Figura 12, os animais do grupo controle (C) que receberam PBS apresentaram baixa 

atividade de ALT (9,586 + 1,86 UI). Em contraste, os animais que receberam um 

tratamento oral de 835 mg/kg de APAP demonstraram uma maior atividade desta 

enzima, embora essa elevação só tenha sido significativa após as seis primeiras horas, 

atingindo o seu pico máximo vinte quatro horas (142,209 + 5,67 UI) após a 

administração do APAP. Quarenta e oito horas após a dose de APAP a atividade de 

ALT começou a diminuir chegando, no tempo de setenta e duas horas (26,546 + 6,15 

UI), a valores significamente menores que os encontrados no tempo de vinte quatro 

horas, indicando, portanto, que mecanismos endógenos de reparos podem ter sido 

ativados.  
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Figura 12 – Hepatoxicidade do APAP em ratos Fischer. A atividade sérica de alanina 

aminotrasferase (ALT) foi medida nos tempos indicados após uma dose única de APAP 

(835 mg/kg, p.o.). Os dados estão representados como média + desvio padrão. *p < 

0,05 em relação ao controle,** p < 0,001 em relação ao controle. 

Como mostrado na figura 13, o grupo controle que recebeu PBS apresentou uma 

menor atividade de AST (81,84 + 10,50). Assim como ocorrido na atividade de ALT, a 

atividade de AST também foi aumentada após a administração de APAP, sendo este 

aumento significativo após as seis primeiras horas, atingindo o seu pico máximo vinte 

quatro horas (241,03 + 42,20 UI) e quarenta e oito horas (247,16 + 20,50) após a 

administração do APAP. 
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Figura 13 – Hepatoxicidade do APAP em ratos Fischer. A atividade sérica de aspartato 

aminotrasferase (AST) foi medida nos tempos indicados após uma dose única de APAP 

(835 mg/kg, p.o.). Os dados estão representados como média + desvio padrão. *p < 

0,05 em relação ao controle,** p < 0,001 em relação ao controle. 

Ensaio in vivo:  

� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre a produção de espécie 

reativas de oxigênio em neutrófilos de ratos intoxicados com APAP. 
 

Os resultados da Figura 14 mostram que a administração oral de APAP 

(835mg/kg) induziu um aumento significativo na produção de EROs (1768 + 447 RLU) 

quando comparados ao controle (329 + 283 RLU). Nos animais pré-tratados com 

extrato de B. trimera e posteriormente com APAP, também observamos uma redução 

significativa na produção de EROs (917 + 344 RLU) em relação aos neutrófilos que 

receberam somente APAP.  Apesar deste efeito os animais tratados somente com B. 

trimera não apresentaram redução significativa na produção de EROs.  
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Figura 14 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a produção de ERO 

em neutrófilos de ratos 24 h após o tratamento com APAP. Os ratos foram tratados com 

uma dose de 600 mg/kg de B. trimera 1 h antes da administração de APAP. *p < 0,0001 

em relação ao controle,** p < 0,01 em relação ao APAP. 

� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre a produção de óxido 

nítrico em neutrófilos de ratos tratados com APAP. 
 

Na Figura 15 examinamos o efeito da dose hepatotóxica de APAP sobre a 

produção de óxido nítrico em neutrófilos. Como podemos observar não houve 

diferenças significativas entre os grupos experimentais.  
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Figura 15 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a produção de óxido 

nítrico em neutrófilos de ratos 24 h após o tratamento com APAP. Os ratos foram 

tratados com uma dose de 600 mg/kg de B. trimera 1 h antes da administração de 

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

� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre a produção de óxido 

nítrico no plasma de ratos tratados com APAP. 
 

Na Figura 16 também examinamos o efeito da dose hepatotóxica de APAP 

sobre a produção de óxido nítrico, porém em outro compartimento, o plasma. Neste 

compartimento observamos que os animais intoxicados com APAP apresentaram uma 

maior produção de NO quando comparados aos animais controle. Em contrapartida, os 

animais tratados com o extrado de B. trimera e em seguida intoxicados com APAP 

apresentaram uma menor produção de NO em relação aos animais que receberam 

apenas APAP. Esse resultado evidencia a capacidade de B. trimera em impedir o 

aumento das concentrações de NO no plasma induzido pelo APAP.  
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Figura 16 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a produção de óxido 

nítrico no plasma de ratos 24 h após o tratamento com APAP. Os ratos foram tratados 

com uma dose de 600 mg/kg de B. trimera 1 h antes da administração de APAP. *p < 

0,05 em relação ao controle, # p < 0,05 em relação ao APAP (n=10). 

� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre as defesas antioxidantes. 
 

Na Tabela II, investigamos o status antioxidante dos animais por mensurar a 

atividade sérica da paraoxonase (PON) utilizando o fenilacetato e o paraoxon como 

substratos, a atividade da catalase e a concentração de glutationa total no fígado dos 

animais. 

Em relação ao substrato fenilacetato e ao substrato paroxon observamos que os 

animais que receberam APAP apresentaram uma redução na atividade da PON de 20% 

e 12,5%, respectivamente em comparação ao grupo controle. Entretanto a adição do 

extrato de B. trimera não foi capaz de retornar a atividade da PON a valores 

semelhantes ao do controle.  

A atividade da catalase e os níveis de glutationa não apresentaram diferenças 

significativas entres os grupos experimentais. 
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Tabela II – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre as enzimas 

antioxidantes e glutationa de ratos 24 h após o tratamento com acetaminofen (APAP). 

 

*p < 0,05 em relação ao controle,** p < 0,05 em relação ao APAP. 

� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre os produtos de estresse 

oxidativo. 
 

Na Tabela III , analisamos como biomarcadores do estresse oxidativo os níveis 

séricos de TBAR e proteína carbonílica. 

Os animais tratados com o extrato de B. trimera e intoxicados com APAP 

reduziram em 42,71% os níveis de TBAR em relação ao grupo que recebeu apenas 

APAP. Os níveis de proteína carbonílica não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos experimentais. 

Tabela III – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre os níveis de TBAR e 

proteína carbonílica de ratos 24 h após o tratamento com APAP. 
 

 

 

 

*p < 0,05 em relação ao controle,** p < 0,05 em relação ao APAP. 

 

 

 

 

Grupos 
PON 

Fenilacetato 
(U/mL) 

PON 
Paroxon 
(U/mL) 

Catalase 
U/mg de 
proteína 

Glutationa 
(nmoles/mg de 

proteína) 

Controle 4,9 ± 0,21 0,16 ± 0,02 132,53 ± 20,24 0,75 ± 0,04 
Cont. + APAP 3,92 ± 0,32* 0,14 ± 0,01* 157,59 ± 32,53 0,74 ± 0,12 
Carqueja 5 ± 0,29 0,17 ± 0,01 144,37 ± 21,12 0,77 ± 0,04  
APAP + carqueja 3,95 ± 0,34 0,13 ± 0,01 147,45 ± 19 0,77 ± 0,08  

Grupos 
TBAR Figado 

(U/mg de proteína) 

Prt Carb. Fig 
(nmoles/mg de 

proteína) 

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 
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� Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera  sobre os marcadores 

bioquímicos de função hepática e renal. 
 

Para avaliar se o APAP e o extrato de B. trimera provocaram uma injúria 

hepática foi determinado à atividade sérica da alanina aminotransferase, aspartato 

aminotransferase e da fosfatase alcalina. E para avaliar se os mesmos provocaram um 

dano renal foi analisado os níveis de creatinina. (Tabela IV). 

Os animais que receberam APAP apresentaram uma maior atividade de AST 

(178%) e ALT (764%) quando comparados aos animais do grupo controle. O grupo 

tratado com B. trimera e intoxicado com APAP elevou a atividade da AST em 40% 

quando comparados ao grupo que recebeu somente APAP. 

Os dados de fosfatase alcalina revelaram que a atividade dessa enzima foi 

aumentada em 25,87 % nos animais que receberam APAP. Contudo, quando os animais 

foram tratados com o extrato de B. trimera e então submetidos à dose de APAP, foram 

capazes de reduzir a atividade da fosfatase em 38,96% quando comparado ao grupo que 

recebeu somente o APAP.  

Em relação à creatinina observamos que os ratos intoxicados com APAP 

apresentaram maiores níveis deste parâmetro (75,39 ± 4,8) quando comparados aos 

valores correspondentes ao do grupo controle (69 ± 3,41).  

Tabela IV – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre os marcadores 

bioquímicos de função hepática e renal de ratos 24 h após o tratamento com APAP. 

 

*p < 0,05 em relação ao controle,** p < 0,05 em relação ao APAP 

Análises histológicas do fígado de animais tratados com APAP após 24h 

indicam degeneração microgoticular discreta dos hepatócitos (Figura 17B) quando 

comparado ao fígado de animais controles que não apresentavam alterações hepáticas 

significativas (Figura 17A). O tratamento isolado com o extrato de B. trimera revelou 

uma degeneração macrogoticular dos hepatócitos (Figura 17C), enquanto que a 

Grupos 
AST 
(U/I) 

ALT 
(U/I) 

Fosfatase 
(U/L) 

Creatinina 
(µmol/dL) 

Controle 19,11 ± 3,31 10,78 ± 1,58 47,58 ± 5,79 69 ± 3,41 
Cont. + APAP 53,23 ± 5,96* 93,2 ± 39,48* 59,89 ± 4,01* 75,39 ± 4,8* 
Carqueja 18,41 ± 1,69 15,52 ± 3,35* 42,19 ± 2,94 70,97 ± 2,66 
APAP + carqueja 74,6 ± 10,21** 91,24 ± 34,47 36,96 ± 2,98** 75,63 ± 2,55 
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associação B. trimera e APAP, além da degeneração microgoticular e macrogoticular, 

revelou também um processo inflamatório dos hepatócitos (Figura 17D), o que mostra 

que B. trimera não conseguiu reduzir o dano hepático provocado pelo APAP.  

 

Figura 17 – Secção do fígado de ratos após 24hs de administração com PBS (A), e/ou 

APAP (B), e/ou extrato de B. trimera (C), e/ou extrato de B. trimera e APAP (D), 

mostrando: A - fígado normal de rato com ausência de alterações hepáticas 

significativas; B - degeneração microgoticular discreta dos hepatócitos; C - degeneração 

macrogoticular dos hepatócitos; D - inflamação e degeneração macrogoticular e 

microgoticular. As secções do fígado foram coradas com H&E (400x). 
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6 - DISCUSSÃO 

Trabalhos realizados com B. trimera relatam que esta espécie apresenta 

importantes propriedades biológicas tais como antioxidante e antiinflamatória. Gene et 

al., (1996) demonstraram que a fração butanólica de B. trimera mostrou forte atividade 

anti-inflamatória em um modelo de inflamação induzido por carragenina, enquanto que 

Rodrigues et al, (2009), observaram que o tratamento com B. trimera foi eficiente, 

devido às suas propriedades antioxidantes, em reduzir a genotoxicidade induzida por 

H2O2 em camundongos. Esses trabalhos, associados ao de Paul et al., (2009), que 

evidenciou um efeito imunomodulador de B. trimera levou-nos ao interesse de 

investigar o efeito desta planta sobre a produção e/ou liberação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) em neutrófilos, uma vez que estes estão envolvidos na instalação e na 

progressão de vários processos inflamatórios, bem como, na geração de EROs comuns à 

esses processos (Jaeschke et al., 1990).   

Apesar dos poucos estudos relacionados à toxicidade de B. trimera, 

recentemente foram encontradas alterações histopatológicas no fígado de ratas grávidas 

tratadas com um extrato hidroetanólico da planta (Grance et al., 2008), somado a isto, 

Rodrigues et. al, (2009), mostraram que B. trimera produziu alguns efeitos genotóxicos 

e mutagênicos, estando estes, relacionados ao consumo de altas doses do extrato. 

Nesse contexto, para analisar o papel de B. trimera sobre a produção de EROs 

em neutrófilos, foram testados três diferentes concentrações do extrato a fim de obter 

uma melhor relação inibição/viabilidade celular. Após os ensaios, observamos que as 

diferentes concentrações do extrato de B. trimera foram capazes de reduzir a produção 

de EROs em neutrófilos, sendo essa redução dose dependente, uma vez que o extrato na 

concentração 50 µg/mL apresentou uma maior taxa de inibição das EROs em relação ao 

extrato na concentração 0.5 µg/mL. Contudo, apesar do maior potencial inibitório, o 

extrato de concentração 50 µg/mL provocou uma maior mortalidade das células, 

corroborando o fato de que alguns compostos químicos presentes na planta, quando em 

excesso, são realmente tóxicos. Diante disso, utilizamos no ensaio in vitro a 

concentração intermediária de 5 µg/mL, uma vez que ela foi capaz de inibir cerca de 

85% da produção de EROs mantendo uma viabilidade celular acima de 95%. 

Nos ensaios in vitro o extrato de B. trimera na concentração de 5 µg/mL, foi 

capaz de reduzir significamente a produção EROs, mesmo após estímulo com partículas 
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opsonizadas de zimozan (ZC3b). Em virtude desse efeito antioxidante, pesquisas sobre 

a composição química da espécie B. trimera, demonstraram que o extrato etanólico do 

vegetal apresenta uma mistura de 5 flavonóides: quercetina, luteolina, nepetina, 

apigenina e hispidulina (Soicke e Leng-Peschlow, 1987), conhecidos por suas 

propriedades antioxidantes, uma vez que doam átomos de hidrogênio para os radicais 

livres (Joavanovic et al., 1998; Merken and Beecher, 2000). Estes compostos também 

podem modular a atividade de enzimas presente em mamíferos, tais como citocromo 

P450 e enzimas antioxidantes (Ferguson, 2001). Apesar dos flavonóides poderem atuar 

tando na neutralização, quanto na inibição da produção de EROs, observamos em nosso 

ensaio in vitro, pela análise da curva temporal, que os flavonóides de B. trimera podem 

estar agindo como neutralizadores (scanvengers) de espécies oxidantes, uma vez que no 

primeiro minuto de adição do extrato de B. trimera, ocorre uma inibição significativa de 

EROs, demonstrando que, provavelmente, não haveria tempo hábil para um processo 

regulatório enzimático. Este raciocínio não vale para os ensaios com zimozan, uma vez 

que este é capaz de estimular a produção de espécies oxidantes através de receptores 

FcR e CR, induzindo a produção de EROs (McKenzie and Schreiber, 1998). Diante 

disso, é provável que a atividade antioxidante elucidada pelo extrato hidroalcoólico de 

B. trimera seja, em parte, devida a ação dos flavonóides. Porém, apesar de inferirmos 

que B. trimera age no seqüestro de radicais livres, outros estudos serão necessários para 

confirmar esta hipótese e para esclarecer o ponto exato de ação destes compostos 

químicos antioxidantes, uma vez que eles podem atuar tanto na neutralização das EROs 

quanto na modulação da enzima responsável pela produção destas espécies em 

neutrófilos, a NAPH oxidase. 

A partir destes resultados nos questionamos se o extrato de B. trimera também 

seria capaz de modular a resposta dos neutrófilos em um modelo in vivo de inflamação 

induzido por APAP. Para se alcançar este objetivo, o primeiro passo foi descobrir a 

partir de qual tempo, após a dose de APAP, encontraríamos uma maior lesão hepática e, 

consequentemente, um maior recrutamento de neutrófilos. Neste contexto, o presente 

estudo demonstrou através da atividade de ALT e AST, que a administração da dose 

subletal de APAP levou a uma significativa injúria hepática após decorrido 24 h do 

tratamento. Estas observações corroboram outros trabalhos que encontraram efeito 

similar com altas doses de APAP (Smith, et al., 1998, Meotti, et al., 2006). 
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Como se sabe, APAP é uma droga analgésica e antipirética segura em doses 

terapêuticas. Contudo, em quantidades elevadas pode causar danos no fígado e nos rins 

e até mesmo levar a morte em humanos e animais de laboratórios (Jollow, et al., 1974). 

Em doses terapêuticas o APAP é rapidamente metabolizado no fígado, principalmente, 

através de glucoronidação e sulfatação, e uma pequena porção é oxidada pelo citocromo 

p-450 2E1, para gerar um intermediário altamente reativo e citotóxico, o N-acetil-p-

benzoquinona-imine (NAPQUI) (Lee, et al., 1996; Vermeulen, et al., 1992), o qual é 

rapidamente conjugado pela glutationa (GSH) hepática para gerar um produto não-

reativo solúvel em água, o ácido mercaptúrico. 

Depois de uma elevada dose de APAP a capacidade para glucoronidação e 

sulfatação é excedida (Slattery e Levy, 1979; Prescott, 1980; Hjelle e Klaassen, 1984) e 

uma grande quantidade de NAPQUI é formada via citocromo P-450 2E1 (Hjelle e 

Klaassen, 1984), resultando em uma rápida depleção na concentrações de GSH 

(Mitchell, et al., 1973). Subseqüentemente, NAPQUI se liga covalentemente no DNA e 

em proteínas, especialmente as mitocondriais, presentes nas células hepáticas 

parenquimais, resultando em uma injúria hepática (Corcoran, et al., 1980; Holme, et al., 

1984). 

Apesar dessas evidências, não se sabe ao certo se esses efeitos são atribuídos 

exclusivamente ao NAPQUI ou se metabólitos reativos gerados pelas células 

inflamatórias também contribuem para essa toxicidade. 

Liu et al., 2006 relataram que células natural Killer e células NKT (linfócitos 

que apresentam um receptor de célula T com cadeias alfa invariantes) possuem um 

crítico papel na injúria hepática induzida por APAP, uma vez que produzem interferon 

gama (IFN-gama) e modulam a produção de quimiocinas e o recrutamento de 

neutrófilos para o fígado. No entanto, diversos trabalhos, como os de Jaeschke et al., 

2005 e Cover et al., 2006 mostraram evidências experimentais que sugerem que os 

neutrófilos, mesmo sendo recrutados para o fígado durante a hepatoxicidade induzida 

por APAP, não contribuem para iniciação e progressão da lesão hepática, mas podem 

contribuir de forma a provocar danos adicionais no fígado já danificado. 

Apesar do papel dos neutrófilos na patofisiologia da hepatoxicidade induzida por 

APAP ser ainda controverso (Jaeschke et al., 2005), estudos demonstram que uma alta 

dose desta droga é capaz de induzir um recrutamento de neutrófilos culminando, 
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conseqüentemente, em um aumento na produção de ERO (Zhang et al., 1994, Bautista 

et al., 1992). 

Essa íntima relação existente entre os radicais livres produzidos pelos neutrófilos 

e a hepatoxicidade induzida por APAP possibilitou o uso deste modelo na elucidação, in 

vivo, dos efeitos de B. trimera sobre as EROs.  

Observamos que o extrato de B. trimera não foi capaz de alterar a produção 

basal de EROs. Entretanto, o extrato de B. trimera reduziu significamente à produção de 

EROs em neutrófilos dos animais pré-tratados com extrato e posteriormente com 

APAP. Como nesse ensaio in vivo o tempo experimental foi de 24 horas, é provável que 

os constituintes químicos de B. trimera tenham reduzido a produção de EROs agindo na 

regulação da NADPH oxidase, principal enzima regulatória responsável pela produção 

de espécies reativas em neutrófilos. De fato, estudos realizados por Tauber et al, (1984) 

e Poolman et al, (2005) mostraram que diferentes polifenóis como, a quercetina e o 

resveratrol, são capazes de inibir a atividade desta enzima. Essa inibição está 

relacionada ao fato desses polifenóis diminuírem a expressão das subunidades 

formadoras da NADPH oxidase e inibir a atividade da proteína quinase C, uma enzima 

que cataliza um importante passo na ativação da NADPH oxidase de fagócitos, uma vez 

que ela fosforila a subunidade p47phox. Esse efeito encontrado sugere que o extrato 

hidroalcoólico de B. trimera apresenta propriedades antioxidantes em neutrófilos 

também em ensaios in vivo e que os flavonóides possuem uma grande habilidade em 

modular enzimas e receptores celulares (Hodek, et al., 2002).  

Em 1998 Gardner et al relataram em seu trabalho que o óxido nítrico também é 

um importante mediador da hepatoxicidade induzida pelo APAP. De fato, em processos 

infecciosos, células ativadas como macrófagos, neutrófilos e células endoteliais 

secretam simultaneamente NO e intermediários reativos do oxigênio, e a ação citotóxica 

indireta do NO consiste, principalmente, na sua reação com esses intermediários do 

oxigênio. Essa relação existente entre o NO e a hepatoxicidade induzida por APAP fez 

com que analisássemos sua presença tanto em neutrófilos quanto no plasma. 

Não observamos diferenças significativas sobre os níveis de oxido nítrico em 

neutrófilo. Contudo, a análise do resultado para o compartimento plasmático mostrou 

que os animais que receberam uma dose tóxica de APAP apresentaram um aumento 

significativo dos níveis de NO. Em contrapartida, o tratamento com B. trimera impediu 
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esse aumento.  Sabe-se que estímulos inflamatórios, tais como endotoxinas e citocinas 

inflamatórias, pode induzir uma NOS dependente de cálcio em uma variedade de 

células incluindo macrófagos e neutrófilos (Radomski et al., 1990; Nusser e Billiar, 

1993; Schini et al., 1994). A expressão dessa NOS leva a uma superprodução de NO, 

resultando em danos nas células endoteliais, neuronais e epiteliais (Tepperman et al., 

1993; Minc-Golomb et al., 1994; Stoclet et al., 1998). Acredita-se que esse dano pode 

estar relacionado ao fato do NO reagir com radicais superóxidos, formando o 

peroxinitrito, um agente oxidante ainda mais potente, capaz de causar nitrificação de 

proteínas e injúria tecidual (Beckman et al., 1990; Radi et al., 1991 a,b).  

A possibilidade que o NO seja crucial para hepatoxicidade induzida por APAP 

tem sido sugerida pelo fato da aminoguanidine, um inibidor da iNOS, atenuar os danos 

provocados pela overdose de APAP (Gardner et al., 1998). Nesse contexto, o aumento 

na produção de NO que encontramos em nossos resultados em virtude da administração 

de APAP pode ser confirmada em estudos de natureza similar, em que o tratamento de 

ratos (Gardner, et al., 2002) e camundongos (Michael, et al., 1999) com doses 

hepatotóxicas de APAP resultou em danos na região centrilobular do fígado que foram 

correlacionados com a expressão da iNOS (Gardner, et al., 2002). Em adição, 

Yanagisawa et al., (1998), relatou que a indução de iNOS pode, realmente, ter um papel 

na progressão da necrose tubular aguda induzida por xenobióticos.  

Apesar de não haver estudos correlacionando B. trimera com NO, podemos 

inferir que a redução do NO no plasma que essa planta provocou, pode estar relacionada 

a capacidade de alguns compostos químicos presentes no extrato, em seqüestrar as 

moléculas de NO formadas e/ou inibir a atividade da iNOS. 

Pelo fato de B. trimera ter apresentado, tanto in vitro quanto in vivo, um 

significativo efeito antioxidante, avaliamos também o seu efeito sobre a atividade das 

enzimas antioxidantes, sobre os produtos do estresse oxidativo e sobre marcadores de 

função hepática e renal.  

Em relação às enzimas antioxidantes, avaliamos primeiramente a atividade da 

paraoxonase (PON), uma enzima que além de ser antioxidante, também exerce 

propriedades antiinflamatórias, uma vez que reduz a adesão de monócitos nas células 

endoteliais e reduz a quimiotaxia de macrófagos exercida por fosfolipídios oxidados 

(Ahmed et al., 2003). 



Pádua, B. C. Discussão 

57 

 

A paraoxonase é uma esterase dependente de cálcio, sua família consiste de 3 

genes: PON1, PON2 e PON3 (Chait et al., 2005). O RNAm da PON1 é expresso 

principalmente no fígado, o da PON3 é expresso no fígado e rim, enquanto que PON2 é 

amplamente expresso em muitos tecidos, incluindo células da parede arterial, como 

macrófagos. A PON1 e PON3 são secretadas pelo fígado associadas a HDL, 

contribuindo assim para o efeito ateroprotetor desta lipoproteína (Ng et al., 2004). 

Todas as três proteínas possuem atividade hidrolítica tendo atividade arilesterásica ou 

paraoxonase, dependendo dos substratos a serem hidrolisados, ácidos carboxílicos 

aromáticos ou compostos organofosfatos, respectivamente (Getz & Reardon, 2004). 

No presente estudo, encontramos que ratos intoxicados com APAP apresentaram 

uma redução de ambas às atividades da PON e que o tratamento com B. trimera não 

impediu com que essa redução ocorresse. Nossos resultados sugerem que 

provavelmente o extrato de B. trimera não exerceu efeito antioxidante sobre a atividade 

da PON. Este fato pode estar relacionado com dose experimental usada, uma vez que já 

é bem estabelecido que antioxidantes podem aumentar a atividade e os níveis da PON1, 

agindo diretamente na expressão do gene desta enzima ou indiretamente na redução do 

estresse oxidativo (o qual inativa PON1) (Durrington et al., 2002).  

Em relação à atividade de catalase e aos níveis de glutationa, não observamos 

alterações provocadas pelo tratamento com APAP ou pelo tratamento do APAP em 

combinação com o extrato de B. trimera. Dados da literatura demonstram que o 

consumo de compostos fenólicos pode propiciar um aumento na atividade das defesas 

antioxidantes ou até mesmo não apresentar nenhum tipo de efeito (Alia et al., 2003; 

Breinholt et al., 1999; Dragsted et al., 2004). Estes resultados contraditórios indicam 

que a resposta à atividade dessas defesas depende da origem do estresse oxidativo, do 

modelo animal utilizado, da defesa antioxidante estudada e do tipo e fonte do 

antioxidante dietético. 

Além da análise das atividades das enzimas antioxidantes como biomarcadores 

do estresse oxidativo, os produtos de estresse oxidativo também têm sido descritos para 

demonstrar a ocorrência de injúria oxidativa (Perry et al., 2000). Dentre esses produtos 

estão às substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBAR). Os níveis dessas 

substâncias são usados como marcadores do balanço redox e da peroxidação lipídica em 

células hepáticas. A peroxidação lipídica é o processo através do qual as ERO agridem 
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os ácidos graxos polinsaturados dos fosfolipídeos das membranas das células, 

desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares.  

Em relação a este parâmetro nossos resultados mostraram que animais tratados 

com extrato de B. trimera e em seguida intoxicados com APAP apresentaram níveis de 

TBAR inferiores aos dos animais que receberam somente APAP. Apesar do APAP não 

ter elevado significamente os níveis de TBAR, sabe-se que plantas, pelo fato de 

apresentarem constituintes antioxidantes, são eficientes em reduzir a peroxidação 

lipídica induzida pelo acetaminofen (Tseng et al., 1997; Patrizia et al., 2005). Uma das 

explicações para isso, é que estes fitoquímicos são capazes de minimizar o estresse 

oxidativo no fígado de animais intoxicados com APAP (Sidhartha et al., 2006).  

Além dos níveis de TBAR, os níveis de proteína carbonílica também são usados 

como marcadores bioquímicos para detectar a modificação oxidativa de resíduos de 

aminoácidos em proteínas (Beal, 2002). Cátions tais como, Fe2+ ou Cu2+, podem se ligar 

a locais de ligação de cátions nas proteínas, e assim permitir o ataque dessas proteínas 

por espécies reativas, como H2O2 ou O2
-. Essas espécies transformam a cadeia de 

aminoácidos em carbonilas (Levine et al., 1994). Mudanças oxidativas em proteínas 

essenciais podem resultar em perda da função. Em nossos resultados não encontramos 

alterações nos níveis de proteína carbonílica provocadas pelo tratamento com APAP ou 

pelo tratamento do APAP em combinação com o extrato de B. trimera. 

O efeito do tratamento de B. trimera e do APAP sobre o fígado foi avaliado 

através da análise da atividade das enzimas hepáticas AST, ALT e fosfatase alcalina e 

sobre os rins através da quantificação dos níveis de creatinina. 

A AST e a ALT são enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades no 

citoplasma dos hepatócitos. Lesões ou destruição das células hepáticas liberam essas 

aminotransferases para a circulação. A fosfatase alcalina pertence a um grupo de 

enzimas que catalisa a hidrólise de vários fosfomonoésteres em pH alcalino, ela está 

localizada nas membranas de revestimento dos canalículos biliares, portanto um 

aumento nos níveis séricos de ALP está relacionado com a ocorrência de desordens do 

trato biliar (Motta, 2003). Em relação a esses marcadores, observamos que a 

administração do APAP elevou a atividade da AST, ALT e fosfatase alcalina. O grupo 

tratado com o extrato de B. trimera e em seguida intoxicado com APAP apresentou uma 
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menor atividade da fosfatase alcalina, em contrapartida apresentaram uma atividade de 

AST ainda maior quando comparados ao grupo que recebeu somente APAP. 

Aumentos na atividade de AST, ALT e fosfatase alcalina no grupo tratado com 

APAP indica que a dose usada foi capaz de causar uma hepatotoxicidade centrilobular 

dependente do citocromo P450 (Hinson et al., 1980). Essa injúria foi confirmada 

histologicamente pela presença de uma degeneração microgoticular discreta dos 

hepatócitos. A abilidade de B. trimera em prevenir o aumento na atividade de AST, 

ALT e fostatase alcalina foi vista somente para esta última enzima, uma vez que o 

extrato da planta contribuiu para o dano hepático por aumentar a atividade de AST.  

Em relação à creatinina encontramos um efeito somente do APAP, uma vez que 

ele foi capaz de elevar os níveis plasmáticos deste metabólito em relação aos animais 

controle. Como a velocidade de excreção da creatinina é relativamente constate e sua 

produção não é influenciada pelo metabolismo protéico ou outros fatores externos, a 

concentração da creatinina sérica é uma excelente medida para avaliar a função renal. 

Qualquer condição que reduz a velocidade de filtração glomerular promove uma menor 

excreção urinária de creatinina, com conseqüente aumento na concentração plasmática 

da mesma (Motta, 2003). Diante disso é provável que o extrato de B. trimera esteja 

provocando alguma alteração renal.  

Os resultados encontrados para esses marcadores de função hepática e renal 

corrobora, em parte, com o trabalho de Grance et al. 2008, uma vez que eles 

demonstraram, através de análises bioquímicas e histopatológicas, que o tratamento de 

ratas grávidas com extrato de B. trimera provoca uma significativa alteração hepática e 

renal, embora tais alterações sejam reversíveis a partir do momento que a administração 

do extrato é interrompida. 



Pádua, B. C. Conclusão 

60 

 

7 - CONCLUSÃO 

Os dados obtidos no presente estudo mostraram uma importante atividade 

antioxidante do extrato hidroalcoólico de B. trimera, uma vez que ele foi, in vitro e in 

vivo, capaz de neutralizar e reduzir a produção de ERO em neutrófilos, respectivamente. 

Apesar de não termos analisados outros tipos celulares e citocinas presentes em um 

processo inflamatório a capacidade de B. trimera modular a produção de radicais livres 

em neutrófilos, que são as principais células recrutadas em um quadro de inflamação, 

atribui a esta planta, pelo menos em parte, também um função antiinflamatória. Porém, 

para confirmar este efeito outros estudos são necessários visando compreender o papel 

de B. trimera no processo inflamatório.  

Esse efeito antioxidante encontrado para B. trimera também pode ser 

evidenciado pela análise dos níveis de óxido nítrico, que se mostraram reduzidos após 

tratamento com extrato de B. trimera e dos biomarcadores do estresse oxidativo, uma 

vez que o extrato hidroalcoólico dessa planta foi capaz de reduzir os níveis de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico.  

Apesar deste importante efeito antioxidante, nossos resultados mostram que B. 

trimera não promove efeito hepatoprotetor significativo, principalmente quando 

associada ao APAP.
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9 - ANEXOS 

Anexo I – Protocolos das Dosagens Bioquímicas 
 

I.1 - Alanina Aminotransferase 
 

Princípio 
 

A ALT catalisa a transferência de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por ação da lactato 

desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A 

conseqüente redução da absorbância em 340 ou 365 nm, monitorizada 

espectrofotometricamente, é diretamente proporcional à atividade da enzima na 

amostra. 

L-Alanina + Cetoglutarato  Piruvato + L-Glutamato 

Piruvato + NADH  L-Lactato + NAD 

Amostra 
 

Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, 

heparina). A atividade enzimática é estável por 4 dias entre 2 – 8 ºC e por 2 semanas a 

10 ºC negativos. 

Produto Utilizado 
 

ALT/GPT Liquiform, Catálogo 74-4/30 -  ANVISA - 10009010029 

Labtest Diagnóstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa 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 de Reagente 1 e de um frasco de 

Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estável por 5 dias entre 15 - 25 ºC 

e 14 dias entre 2 – 8°C. Contém tampão 80 mmol/L, pH 7,8, L-Alanina 500 mmol/L, 2-

cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180  
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Equipamentos 
 

1. Fotômetro com cubeta termostatizada a 37 ºC capaz de medir a absorbância em 340 

ou 365 nm com exatidão. 

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.  

3. Cronômetro. 

Procedimento 
 
Condições de Reação: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada a 

37ºC com 10 mm de espessura de solução; banda de passagem de 8 nm ou menos e luz 

espúria menor que 0,1%. 

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho.  

2. Homogeneizar. 

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 ºC.  

4. Esperar 1 minuto.  

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o cronômetro.  

6. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos. 
 

Cálculos 
 

Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto (∆A/minuto) e utilizar para 

calcular o resultado. 

ALT/GPT (U/L) 340 nm = ∆ A/minuto x 1746 

Conversão: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L). 

I.2 - Aspartato Aminotransferase 

 
Princípio 
 

A AST catalisa a transferência de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e oxalacetato. Este é reduzido a malato por ação da malato 

desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A 

conseqüente redução da absorbância em 340 ou 365 nm, monitorizada 
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espectrofotometricamente, é diretamente proporcional à atividade da enzima na 

amostra. 

L-Aspartato + Cetoglutarato  Oxalacetato + L-Glutamato 

Oxalacetato + NADH  L-Malato + NAD 

Amostra 
 

Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, 

heparina). A atividade enzimática é estável por 4 dias entre 2 – 8°C e por 2 semanas a 

10°C negativos. 

 
Produto Utilizado 
 
AST/GOT Liquiform, Catálogo 75-4/30 - ANVISA - 10009010018 

Labtest Diagnóstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa 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 de Reagente 1 e de um frasco de 

Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estável por 5 dias entre 15 – 25°C 

e por 14 dias entre 2 – 8°C; Contém tampão 80 mmol/L, pH 7,8, L-Aspartato 240 

mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/l, NADH 180 µmol/l, LDH ≥900 U/L, MDH ≥600 

U/L e azida sódica 14,6 mmol/L. 
 

Equipamentos 
 

1. Fotômetro com cubeta termostatizada a 37 ºC capaz de medir a absorbância em 340 

ou 365 nm com exatidão. 

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.  

3. Cronômetro. 
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Procedimento 
 

Condições de Reação: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada a 

37ºC com 10 mm de espessura de solução; banda de passagem de 8 nm ou menos e luz 

espúria menor que 0,1%. 

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagente de trabalho.  

2. Homogeneizar. 

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 ºC. 

4. Esperar 1 minuto.  

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o cronômetro.  

6. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos. 

 

Cálculos 
 
Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto (∆A/minuto) e utilizar para 

calcular o resultado. 

AST/GOT (U/L) 340 nm = ∆ A/minuto x 1746 

Conversão: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L). 

 

I.3 – Dosagem de creatinina 
 

Princípio 
 

 A creatinina e outros componentes do soro, reagem com a solução de picrato em 

meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que é medido 

fotometricamente.A adição de um acidificante abaixa o pH para 5,0; promovendo a 

decomposição do picrato de creatinina, porém, a cor derivada dos cromogênios 

permanecendo inalterada, sendo também medida fotometricamente. A diferença entre as 

duas leituras fornece o valor da creatinina verdadeira. 

Procedimento 
 

Usa-se 62.5µL de soro, 500µL de tampão e 125µL de ácido pícrico para cada 

teste, para fazer o padrão usa-se 500µL de tampão, 62.5µL de amostra e 125µL de ácido 
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pícrico e o branco, que é usado para zerar o aparelho, é feito com 500µL de tampão 

62,5µL de água destilada e 125µL de ácido pícrico. Os testes, o padrão e o branco 

foram misturados e colocados em banho-maria a 37ºC por 10minutos. Em seguida o 

espectrofotômetro foi zerado utilizando o branco. As leituras foram realizadas a 510nm. 

Estas absorbâncias dos testes correspondem a A1. Após as leituras das absorbâncias A1 o 

branco e os testes receberam 25µL de acidificante, sendo, em seguida, misturados e 

deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. O aparelho é zerado novamente e as 

leituras são feitas em 510nm. Estas absorbâncias dos testes correspondem a A2. Para se 

determinar a concentração de creatinina do teste, é feito uma subtração das absorbâncias 

A1 e A2, (A1 – A2) o resultado é dividido pela absorbância do padrão e multiplicada pela 

concentração do mesmo. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram 

multiplicados por 88,4 para serem convertidos em unidades internacionais (µmol/L). 
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Anexo II – Trabalho submetido à publicação 
 

Elsevier Editorial System(tm) for Journal of Ethnopharmacology 
 

Manuscript Draft 
 
Title: Antioxidant properties of Baccharis trimera in neutrophils of Fisher rats. 

Article Type: Full Length Article 

Corresponding Author: Mrs Daniela Caldeira Costa, Ph.D 

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal de Ouro Preto 

First Author: Bruno C Pádua 

Order of Authors: Bruno C Pádua; Lucas D Silva; Joamyr V Júnior; Jorge L Humberto, 

PhD; Miriam M Chaves, PhD; Marcelo E Silva, PhD; Maria Lúcia Pedrosa, PhD; 

Daniela Caldeira Costa, Ph.D 
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