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RESUMO

AVAI,_IAQAO DA ATIVIDADE HEPATOPROTETORA DOS E‘XTRATONS
ETANOLICOS DE Baccharis trimera. E Morus nigra FRENTE A INDUCAO DE
DANO HEPATICO EM RATOS Wistar

AUTORA: Gabriela Buzatti Cassanego
ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann

O figado é um orgéo funcionalmente muito verséatil, sendo responsavel por manter a
homeostasia corporal. O papel que exerce fisiologicamente o torna vulneravel ao
desenvolvimento de patologias, sendo de grande relevancia clinica. A Baccharis
trimera (Less.) DC., conhecida popularmente como “carqueja” e a Morus nigra
Linnaeus denominada de “amoreira preta”, sdo utilizadas pela populacéo para a
prevencado e tratamento de doencgas do figado, no entanto a eficacia das mesmas
nao esta totalmente elucidada na literatura. O objetivo do estudo foi realizar a
andlise fitoquimica e avaliar a potencial atividade hepatoprotetora dos extratos
etandlicos de folhas de B. trimera (EFBT) e M. nigra (EFMN), perante dano hepatico
induzido pela tioacetamida. Para isso foram utilizados 30 ratos, divididos em 5
grupos experimentais (n=6). Os animais foram pré-tratados via oral com solucéo
60°GL, silimarina 50 mg/kg, EFBT 400 mg/kg e EFMN 1000 mg/kg, durante trés
semanas. A inducdo do dano hepdatico ocorreu pela administracdo de duas doses de
tioacetamida (TAA) 300 mg/kg via i.p no 20° e 21° dia. Para o grupo controle, foi
administrada pela mesma via, solucdo salina 0,9%. O perfil cromatografico do EFBT
revelou epicatequina e apigenina como 0s constituintes majoritarios do EFBT. J4 a
rutina foi o principal composto encontrado no EFMN. Os resultados mostraram que a
TAA induziu dano hepatico elevando os niveis das enzimas AST, ALT e GGT,
contagem de LF e reduzindo a PT, PQ e PPT. O tratamento com EFBT foi capaz de
minimizar os niveis das enzimas AST e GGT, além de reduzir os LF, ja o tratamento
com EFMN minimizou significativamente apenas os niveis da enzima GGT. A
administracdo de EFBT normalizou o ganho de peso corporal e consequentemente o
peso do figado dos animais previamente tratados, quando comparado com o0s
grupos. As analises macroscopicas e histopatologicas do figado estdo de acordo
com os resultados até entdo descritos para o estudo. Foi possivel observar que as
administracdes do padrdo silimarina e do EFBT reduziram a lipoperoxidagdo, no
tecido hepatico quando comparados ao grupo TAA. Através dos resultados obtidos
podemos concluir que o modelo de inducéo de dano hepatico utilizado, foi efetivo no
seu proposito. Do mesmo modo demonstrou que o tratamento prévio com EFBT
minimizou o dano hepéatico causado pela TAA, mostrando-se como uma fonte natural
promissora para utilizacdo farmacologica. JaA a administracdo de EFMN néo
apresentou resultados significativos quando comparado ao grupo Silimarina e EFBT,
sendo necessaria assim a realizagcao de mais estudos com a planta.

Palavras-chave: Asteraceae. Moraceae. Hepatotoxicidade. In vivo.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE HEPATOPROTETORATIVE ACTIVITY OF THE
ETHANOLIC EXTRACTS OF Baccharis trimera AND Morus nigra AGAINST
HEPATIC DAMAGE INDUCED IN Wistar RATS

AUTHOR: Gabriela Buzatti Cassanego
ADVISOR: Liliane de Freitas Bauermann

The liver is a very versatile organ and isresponsible for maintaining body
homeostasis. The role it exerts physiologically makes it vulnerable to the
development of pathologies, being of great clinical relevance. Baccharis trimera
(Less.) DC., popularly known as "carqueja" and Morus nigra Linnaeus, also called
"amoreira-preta”, are used by the population for the prevention and treatment of liver
diseases, however their efficacy is not fully elucidated in the literature. The aim of the
study was to perform the phytochemical analysis and to evaluate the potential
hepatoprotective activity of the ethanolic extract of B. trimera (EFBT) and M. nigra
(EFMN), against hepatic damage induced by thioacetamide. Thirty mice were used,
divided into 5 experimental groups (n=6). The animals were pre-treated orally with 60
°GL solution, silymarin 50 mg/kg, EFBT 400 mg/kg and EFMN 1000 mg/kg, for three
weeks. Induction of hepatic damage was induced by administering two doses of TAA
300 mg/kg intraperitoneallyon 20th and 21st days.To the control group, it was
administered solution saline 0,9%. The chromatographic profile of the EFBT revealed
epicatechin and apigenin as the major constituents of the EFBT. Rutin was the main
compound found in the EFMN. The results showed that TAA induced liver damage by
increasing the levels of enzymes AST, ALT, GGT and LF count, and reducing PT, PQ
and PPT levels. The treatment with EFBT was able to reduce the levels of the AST
and GGT enzymes, in addition to reducing the LF, and the treatment with EFMN
significantly reduced only the levels of the GGT enzyme.The administration of EFBT
normalized the body weight gain and consequently the liver weight of the previously
treated animals when compared to the groups. The macroscopic and
histopathological analyzes of the liver are in agreement with the results previously
described for the study. It was observed that the administrations of the silymarin and
EFBT reduced the lipoperoxidationin the hepatic tissue when compared to the TAA
group. Therefore, we can conclude that the model of induction of hepatic damage
using TAA, was effective in its purpose. The present investigation demonstrated that
previous treatment with EFBT attenuated the liver damage caused by TAA, proving to
be a promising natural source for pharmacological use. The administration of EFMN
did not present significant results when compared to the silymarin and EFBT group,
thus, it is necessary to perform more studies with the plant.

Key words: Asteraceae. Moraceae. Hepatotoxicity. In vivo.
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1 INTRODUCAO

1.1 FIGADO: FUNCAO E PATOLOGIAS RELACIONADAS

O figado é considerado o segundo maior 6rgado do corpo humano (NAGATO
et al., 2011) com um peso médio de 1500 g, representando 2,5 a 4,5% da massa
corporal total. Esta localizado na cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma,
recebe através da veia porta 80% de sangue rico em nutrientes e pouco oxigenado,
os 20% de sangue restante rico em oxigénio, sdo provenientes da artéria hepatica
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A organizacdo funcional e o fluxo sanguineo proprio permitem ao figado
realizar atividades vitais, essenciais & manuten¢do da homeostasia corporal. Dentre
elas estdo funcbes metabdlicas, catabdlicas, secretoras, excretoras, de sintese e de
armazenamento (THOMSON & KNOLLE, 2010).

Sendo capaz de sintetizar albumina e fatores de coagulagdo, armazenar
glicogénio, triglicerideos, ferro e vitaminas, controlar a homeostase de glicose,
remover amoénia do sangue e sintetizar e secretar a bile. Além disso, os hepatdcitos,
principais células do figado, sdo conhecidos por sua capacidade de degradar e
detoxificar compostos, entre eles os hormonios esterdides, proteinas séricas,
farmacos, toxinas, contaminantes ambientais e o alcool (THOMSON & KNOLLE,
2010).

O papel desempenhado por esse 6rgdo na remocdo dessas substancias do
sistema o0 torna suscetivel a ataques, culminando em disfuncbes hepéaticas
(BODAKHE & RAM, 2007). Vérias sédo as doencas que acometem o figado, sendo
as principais: cirrose hepética (doenca crbnica), hepatite viral (infeccdo viral
sistémica), ictericia (concentracdo aumentada de bilirrubina no sangue), hipertenséo
porta e ascite (alteracdes circulatérias dentro do figado ja comprometido),
deficiéncias nutricionais (incapacidade das células hepaticas lesionadas de
metabolizar determinadas vitaminas) e encefalopatia hepatica (acumulo de amonia
no soro devido ao comprometimento do metabolismo proteico) (BRASIL, 2016).

Com relacdo aos transplantes de 6rgdos, no ano de 2017, houve um aumento
de 1,1% nos transplantes de figado. Estima-se que entre janeiro de 2008 e junho de
2018, tenham sido realizados 17.930 transplantes de figado no pais. Até setembro
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de 2018, 1.273 pacientes encontravam-se na lista de espera para transplante, sendo
66, pacientes pediatricos (ABTO, 2018).

Dentre as causas responsaveis pelo aumento de numero de casos de
disfuncbes hepaticas, destacamos a lesdo hepatica induzida por medicamentos,
representando um grande desafio clinico e regulatorio (RUSSMANN et al., 2009).

O uso de modelos animais adequados, nas ultimas décadas, tem contribuido
para a compreensao dos mecanismos responsaveis pela lesdo hepatotoxica. Sendo
as lesdes patoldgicas originadas por hepatotoxinas semelhantes a varias formas de
doencas hepéticas, demonstram contribuir para a avaliacdo de novos compostos
hepatoprotetores (ABUL et al., 2002; BRUCK et al., 2004).

Em estudos, as hepatotoxinas mostraram afetar em primeira instancia a
regido centrolobular do figado, onde existem altos niveis de oxidases hepéticas do
citocromo P450, que medeiam sua conversao em intermediarios toxicos, seguida da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), lipoperoxidacédo (LPO), dano ao
acido desoxirribonucléico (DNA) e liberacao de citocinas pro-inflamatérias (LUSTER
et al., 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A tioacetamida (TAA) é um xenobidtico conhecido como agente hepatotoxico,
indutor de cirrose e de céancer (FITZHUGH & NELSON, 1948; BUEGE & AUST,
1978). Sua administracdo desencadeia a morte de células hepéticas por necrose
centrolobular e apoptose (DIEZ-FERNANDEZ et al., 1996; FONTANA et al., 1996). O
efeito citotoxico da TAA esté relacionado ao seu metabdlito S-dioxido, que € instavel
e reativo, proveniente da biotransformacdo da TAA mediada pela isoenzima
CYP4502E1 (CYP2E1), que inicia a necrose e a geracdo de EROs, ligando-se
covalentemente a macromoléculas de figado (PORTER & NEAL, 1978; WANG et al.,
2000). E amplamente utilizada para o estudo do desenvolvimento do processo
patolégico e para a pesquisa de terapias alternativas para o seu tratamento (AL-
ATTAR et al., 2012; BARDI et al., 2014; KIM et al., 2017; KOPPULA et al., 2017).

Por mais que avancos cientificos no campo da hepatologia clinica tenham
ocorrido nos ultimos anos, os problemas relacionados a disfuncbes hepaticas
continuam em ascensdo. Uma abordagem para o tratamento de transtornos
hepaticos é o uso de plantas medicinais, um recurso terapéutico muito antigo de
baixo custo e facil acesso, adotado por muitas comunidades e grupos étnicos, no

entanto, grande parte delas ndo possui comprovacao cientifica (JAMAL et al., 2009;
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ANBARASU et al., 2012; DAS et al.,, 2012; ESMAT et al.,, 2013; BANDI et al.,
2014;KIM et al., 2017; KAUR et al., 2017).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres (RL) sdo moléculas organicas e inorganicas instaveis e
reativas, que contém um ou mais elétrons ndo pareados (HALLIWELL, 1994). Os
mecanismos de geracao de radicais livres como radical superéxido, radical hidroxila
e espécies intermediarias como o peroxido de hidrogénio, também conferido a estas
substancias o termo de espécies reativas de oxigénio (EROs), geralmente ocorrem
nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (CAROCHO& FERREIRA,
2013). Sendo a mitocbndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, a
principal geradora de substancias oxidantes e radicais livres por diferentes tecidos
através de reacdes redutivas do oxigénio molecular (PISOSCHI & POP, 2015). A
formacéo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas, durante a
transferéncia de elétrons, que ocorrem no metabolismo celular normal em
decorréncia desta producdo pode ser iniciado o processo de estresse oxidativo
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O estresse oxidativo € um processo derivado do desequilibrio entre
compostos pré-oxidantes e antioxidantes, causado pela geracdo excessiva de
radicais livres ou na perda da velocidade de remocao destes (BARBOSA et al.,
2010). Esse desequilibrio desencadeia a oxidacdo de biomoléculas, com perda de
funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, ocasionando dano oxidativo
contra células e tecidos (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004).

Dispondo de grande influéncia nos processos de senescéncia, mutagéo e
morte celular, com consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, bem
como na fisiopatologia de muitas doengas crénicas, como as doengas hepéaticas. Por
outro lado, € também fato conhecido que as EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) desempenham papéis fisiologicos importantes como sinalizagdo celular,
apoptose, fagocitose de agentes patogénicos, controle da pressdo sanguinea, entre
outros (NIMSE & PAL, 2015).

Os sistemas biologicos desenvolveram formas de defesa (antioxidante) com a
funcdo de inibir ou minimizar os danos causados pela acdo das EROs ou das ERNs
(BIRBEN et al., 2012).
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Antioxidante é definido como “qualquer substancia que, presente em baixas
concentracdes, retarda ou inibe a oxidacdo do substrato oxidavel de maneira eficaz”
(SIES & STAHL, 1995). Tais atividades podem ser alcancadas atravées de diferentes
mecanismos de ac¢ao, como o sistema de prevencéao, o sistema varredor (scavenger)
e o0 sistema de reparo, sendo dividido em sistema enzimatico e ndo enzimatico
(BIRBEN et al., 2012; OROIAN & ESCRICHE, 2015).

Quando a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a
capacidade de acdo dos antioxidantes, a oxidacdo de biomoléculas € favorecida,
gerando metabdlitos especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem
ser identificados e quantificados (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

A primeira linha de defesa, o sistema enzimatico é constituido pelas enzimas
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). Ha
também o sistema ndo enzimatico engloba os compostos antioxidantes de origem
dietética, como vitaminas, minerais, flavonoides e carotendides (NIMSE & PAL,
2015).

Os marcadores sao derivados, sobretudo, da oxidag&o de lipidios, proteinas e
DNA, sendo os primeiros os de maior expressao (NIMSE & PAL, 2015). Outra forma
de abordar a avaliacdo do estresse oxidativo € empregando métodos indiretos,
baseados na capacidade antioxidante, como o malondialdeido (MDA), um dos
produtos finais da lipoperoxidacdo (LPO), processo de dano da membrana de
proteinas e lipideos, que ocorre fisiologicamente, frequentemente estimado como
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), e lipoproteina de baixa
densidade oxidada (LDL-ox) (NIMSE & PAL, 2015). Assim, os marcadores do
estresse oxidativo constituem ferramentas notaveis na avaliacdo dos possiveis

efeitos das plantas medicinais no referido processo (BARBOSA et al., 2010).

1.3 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais pela populacdo, como terapia para o tratamento
de muitas doencas, € uma pratica comum desde os primérdios da sociedade. No
entanto, apenas no século XIX foram iniciadas as buscas por compostos ativos
presentes em plantas medicinais, levando assim a concepgdo dos primeiros
medicamentos com as caracteristicas que conhecemos atualmente (DUTRA et al.,

2016). No Brasil o uso de plantas medicinais para prevenir e tratar enfermidades foi
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introduzido principalmente pelas comunidades indigenas e quilombolas (SIEGEL et
al., 2016).

Embora avanc¢os tenham ocorrido na fitoterapia nos ultimos anos, as plantas
medicinais continuam sendo utilizadas, principalmente pelo baixo custo e fécil
acesso, sem embasamento cientifico, persistindo a crenca de que estas substancias
sao isentas de efeitos nocivos a saude (BARATA, 2008; TOVAR & PETZEL, 2009).
No entanto, estudos toxicologicos revelam que muitas plantas podem ser nocivas a
saude ou até mesmo letais (VERDI et al., 2005; COSTA et al., 2009; LAKSHMANAN et
al., 2016).

O Ministério da Saude através da Portaria n°® 971 de 3 de maio de 2006,
instituiu a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
incluindo a fitoterapia, o uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos,
como opcao aos usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006a). No
mesmo ano, ocorreu a implantacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada pelo Decreto n°5.813, de 22 de junho de 2006,
estabelecendo as principais acdes para garantir o uso racional de plantas medicinais
de acordo com a legislacdo nacional (BRASIL, 2006b).

Em 2009, o Ministério da Saude divulgou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), lista composta por
71 plantas medicinais, relacdo de espécies vegetais com potencial de avancar nas
etapas da cadeia produtiva, incluindo regulamentacao, cultivo, manejo, producéao,
comercializacao e dispensacdo das mesmas (BRASIL, 2009).

Dentre as ultimas iniciativas para promover maior compreensao sobre a
disponibilidade e o uso de plantas medicinais e fitoterapicos na atencéo primaria,
encontra-se o Programa Nacional de Melhoria do Acesso e da Qualidade da Atengéo
Basica (PMAQ), Portaria n° 1.645, do Ministério da Saude, publicada em de 2 de
outubro de 2015 (BRASIL, 2015). Este inclui informacdes sobre a disponibilidade da
planta seca, fresca, medicamento fitoterapico manipulado ou industrializado
presentes na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) para uso
no SUS (BRASIL, 2004; CACCIA-BRAVA et al., 2015).

Dessa forma, os pesquisadores sdo encorajados a realizar estudos para
promover o desenvolvimento e a inovagdao no campo de plantas medicinais, acerca
de suas possiveis atividades farmacologicas, garantindo a eficacia das mesmas
(CARVALHO et al., 2014).
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1.3.1 Atividade hepatoprotetora de plantas medicinais

Apesar dos avangos na medicina, ndo existem medicamentos completamente
eficazes que oferecam protecdo completa para o figado e que auxiliem na
regeneracdo de células hepaticas. Dessa forma a utilizacdo de plantas e seus
compostos desempenham papel fundamental na area da saude, como uma
alternativa terapéutica mais eficiente e menos toxica (MARMITT et al., 2016).

O pré-tratamento de camundongos com extratos hexanico e etanodlico das
folhas de Momordica charantia L. preveniu a elevacdo das enzimas hepaticas AST e
ALT, em modelo de lesdo hepética aguda induzida pelo etanol (PEREIRA et al.,
2010). Estudo realizado por Al-attar et al. (2012), mostrou que a suplementacao de
ratos com extrato de folhas de Ginko biloba apresentou atividade potencial contra a
fibrose hepatica induzida pela TAA e sugere que 0s constituintes quimicos de G.
biloba foram efetivos na modulacéo do estresse oxidativo.

Os extratos, aquoso e etandlico das folhas de Oxalis corniculata L., reduziu
significativamente os niveis das enzimas bioquimicas (AST, ALT e GGT), da
albumina, e da necrose observada em seccfes do figado. Assim, Das e
colaboradores (2012) concluiram que os extratos das folhas de O. corniculata
possuem potencial atividade hepatoprotetora.

Koppula e colaboradores (2017) investigaram os efeitos antifibréticos do
extrato de Orostachys japonica em experimento in vitro e in vivo. E concluiram que o
extrato aumentou a apoptose em células estreladas do figado (HSC-T6) in vitro e
minimizou a fibrose hepatica induzida por TAA in vivo. Fornecendo assim evidéncias
cientificas para o uso tradicional do extrato da planta para tratar doencas do figado.

O extrato de Cuscuta chinensis Lam. mostrou efeitos hepatoprotetores,
evidenciados pelo aumento da apoptose, impedindo o acimulo de membrana extra
celular e diminuindo o colageno nas células HSC-T6. Além disso, foi capaz de
atenuar os niveis de AST, ALT, glutationa (GSH) e a hidroxiprolina no modelo in vivo
de fibrose hepética induzida pela TAA em ratos (KIM et al., 2017)

Em estudo realizado por Kaur e colaboradores (2017), foram avaliadas as
propriedades hepatoprotetoras da fracdo acetato de etila da casca de Butea
monosperma (Beac), em modelo de roedor. O pré-tratamento com Beac mostrou ser
capaz de normalizar os marcadores bioquimicos, restaurar a capacidade

antioxidante bem como reduzir para o nivel normal os marcadores de fibrose,
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colageno e hidroxiprolina. A Beac também inibiu consideravelmente a expressao da
proteina Akt fosforilada (p-Akt), do fosfatidilinositol-3-cinase fosforilado (p-PI13K) e do
alvo de rapamicina fosforilada (p-mTOR) em hepatdcitos.

As folhas da Andrographis panicula protegeram significativamente o figado
contra a inducéo pela TAA, quando foram avaliadas quanto a sua possivel atividade
hepatoprotetora tanto in vitro como in vivo (BARDI et al., 2014). Mostrando assim a
importancia de estudos que comprovem a eficacia das plantas utilizadas na

medicina popular.

1.3.2 Descricdo da familia Asteraceae e espécie Baccharis trimera (Less.) DC.

A familia Asteraceae, possui cerca de 1.500 géneros e aproximadamente
23.000 espécies. E representada por plantas extremamente heterogénicas,
abrangendo principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores.
(ALMEIDA-CORTEZ et al., 1999). Plantas dessa familia sdo amplamente
pesquisadas quanto a sua composicdo quimica e atividade biolégica. O género
Baccharis, membro da familia Asteraceae, é constituido por cerca de 500 espécies.

As espécies deste género tém porte arbustivo, com altura entre 0,5 e 4,0
metros. S&o constituidas por arbustos bastante ramificados, caules e ramos verdes
com expansdes di e trialadas. As inflorescéncias sdo do tipo capitulo, dispostas
lateralmente nos ramos, de cor esbranquicada, aparecendo desde o fim do verdo até
comeco do outono (figura 1) (LORENZI & MATOS, 2002).

Popularmente conhecida como “carqueja”, “carqueja-amarga”, “carqueja-do-
mato” e “tiririca-de-balaio”, a Baccharis trimera (Less.) DC. representa uma das 120
espécies do género Baccharis encontradas no Brasil. E considerada uma planta
invasora de pastagens, adaptada a solos pobres e acidos, ocorrendo principalmente
em areas pedregosas, margens das estradas, barrancos e lugares Umidos nas
ribanceiras dos rios (VICHNEWSKI et al., 1990; CORREA JUNIOR et al., 1994). Esta
presente na lista de 71 plantas da RENISUS, apresenta ampla dispersdo nos
estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (VERDI et al.,
2005) sendo utilizada pela populacdo como recurso terapéutico para o tratamento de
doencas gastrointestinais e do figado, disturbios renais, reumatismo, anginas e
diabetes (GRANCE et al., 2008).
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Figura 1 — Baccharis trimera (carqueja) - Aspecto geral.

Fonte: Disponivel em <http://www.fitoterapicos.info/carqueja.php>

Andlises fitoquimicas mostram que os principais constituintes relatados dessa
espécie sao flavonoides, diterpenos e triterpenos, além de saponinas, taninos,
compostos fendlicos e 6leos essenciais (VERDI et al., 2005).

Muitas pesquisas ja foram desenvolvidas com o intuito de comprovar 0s
efeitos biologicos atribuidos a B. trimera. Avancini et al. (2000) comprovaram a
atividade antimicrobiana, microbiostatica e microbicida do decocto da carqueja
utilizando os inoculos Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Salmonella
gallinarum, Escherichia coli, podendo ser utilizado na higienizagdo do ambiente nos
sistemas de saude e de producao animal.

Oliveira et al. (2005) comprovaram o efeito hipoglicemiante apés verificar que
o tratamento de sete dias com diferentes doses dos extratos de partes aéreas de B.
trimera reduziu os niveis de glicose de camundongos diabéticos.

Dias et al. (2009) mostraram a atividade antitlcera in vivo do extrato liofilizado
de carqueja em camundongos. Segundo Rodrigues et al. (2009), o extrato aquoso
da B. trimera aumentou a freqiéncia de micronucleos na medula Ossea de
camundongos, indicando uma atividade mutagénica, quando em altas doses.

Em estudos com humanos submetidos a tratamento de 30 dias com capsulas
de carqueja desidratada, Figueiredo e Pereira (2009) encontraram acao no
tratamento na reducdo de peso, na motilidade intestinal e na reducdo do apetite. A
atividade anti-inflamatoéria foi comprovada por Paul et al. (2009) apos tratamento
com extrato aquoso e por Oliveira et al. (2012) apds tratamento com extrato fendlico

em ratas.
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Ja Padua et al. (2010) verificaram a atividade antioxidante do extrato
hidroetandlico de B. trimera em estudo in vitro e in vivo em um modelo de inflamacéo
hepatica induzida por paracetamol em ratos. Souza et al. (2011) concluiram que o
extrato metandlico de B. trimera tem elevada acao na inibicdo da lipase pancreatica,
podendo ser promissora no tratamento da obesidade. Em pesquisa in vitro, onde
foram avaliados os compostos polifendis e terpendides da B. trimera, concluiu-se
que os mesmos induzem a morte de células humanas de cancer de colo do utero
(OLIVEIRA et al., 2013).

No ano seguinte, Padua et al. (2014) concluiram, através dos niveis
aumentados de enzimas antioxidantes e a quantidade reduzida de produtos da
peroxidagdo, que o extrato hidroalcodlico de B. trimera tem efeito hepatoprotetor
contra a toxicidade induzida por paracetamol em ratos.

Em modelo alternativo de Caenorhabditis elegans mostrou uma melhora da
resposta ao estresse oxidativo, sugerindo que o extrato hidroetandlico de partes
aéreas da carqueja pode ter um potencial uso neuroprotetor (PAIVA et al., 2015).

Estudos de toxicidade aguda e subaguda (28 dias) foram realizados com a
tintura das folhas de B. trimera, onde a mesma foi considerada como relativamente
segura, pois ndo causou morte nem toxicidade para os principais 6rgaos em ratos
Wistar de ambos os sexos (SILVA et al., 2016).

Livero et al. (2016) mostraram a promissora atividade do extrato
hidroetandlico de partes aéreas de B. trimera para o tratamento de esteatose
hepatica alcodlica, através de mecanismos envolvidos no desequilibrio de lipidios,
estresse oxidativo e metabolismo do alcool.

Em trabalho realizado por Lima et al. (2017) concluiu-se que a administracao
do extrato aquoso de B. trimera tem efeito positivo na regeneragdo hepética em
ratos, 24 horas apés a hepatectomia parcial de 70% do figado.

Araujo et al. (2017) forneceram a primeira evidéncia de um mecanismo de
sinalizacdo desencadeado pela B. trimera para modular a producdo de EROs.
Podendo o efeito inibitério ser explicado pela inibicdo da expressao e atividade da
proteina quinase C, e pela inibicdo da fosforilacdo da unidade p47P"x de regulacéo
da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NOX). Justificando assim o
potencial efeito antioxidante exercido pelo extrato hidroetandélico de B. trimera.

Nascimento et al. (2017) realizaram estudo demonstrando o efeito potencial

dos extratos de B. trimera na diferenciacdo de pré-adipdcito 3T3-L1 em adipdcitos.
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Os extratos mostraram atividades antioxidantes dose-dependente em todos os
testes, sendo a carqueja uma promissora alternativa para estratégias terapéuticas
disponiveis contra a obesidade. Silva et al. (2018) analisaram a toxicidade aguda da
tintura da folha de B. trimera e sua capacidade antimicrobiana. Concluiram, através
dos resultados, que a tintura € considerada segura quanto a toxicidade e que possui
uma atividade antimicrobiana relevante, principalmente contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (isolado clinico), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603) e Pseudomonas aeruginosa (PAOL1), devendo ser elucidada em pesquisas

subsequentes.

1.3.3 Descricao da familia Moraceae e espécie Morus nigra Linnaeus

A Moraceae é uma familia botanica de plantas com flores, que compreende
cerca de 40 géneros e mais de 1.000 espécies (PAWLOWSK, et al., 2008). Dentre a
familia Moraceae, destaca-se o género Morus, ao qual pertencem 24 espécies e
uma subespécie, amplamente distribuida pela Asia, Europa, América do Norte,
Ameérica do Sul e Africa (OZGEN et al., 2009; PADILHA et al., 2010).

A Morus nigra L., conhecida como “amoreira-preta”, presente na lista da
RENISUS, é uma das espécies de maior destaque do género Morus. Representada
por arvores que podem atingir até 9 metros de altura, apresentando folhas ovaladas,
flores mono ou didicas, frutos suculentos, com 2-3 cm de comprimento, de coloracdo
roxa a preta que no estagio maximo de maturacdo apresentam sabor levemente
acido (Figura 2) (KUMAR & CHAUHAN, 2008; OZGEN et al., 2009). E considerada
uma planta de jardim, encontrada nas regides de baixa temperatura como no sul e
sudeste do Brasil (PAWLOWSK, et al., 2008; MOHIUDDIN et al., 2011).

Esta espécie contém uma variedade de compostos fendlicos, incluindo
flavonoides, estilbenos, bem como triterpendides e alcalbides, destacando-se 0s
acidos fendlicos, rutina e quercetina (KUMAR & CHAUHAN, 2008). Segundo Feng et
al. (2015) a M. nigra, que tem sido usada na medicina popular como analgésico,
diurético, antitussigeno, sedativo, ansiolitico e hipotensivo, além de seus usos no
tratamento de distarbios inflamatérios (NOMURA & HANO, 1994).



24

Figura 2 -Morus nigra (amoreira preta) - Aspecto geral.

Fonte:Disponivel em<https://jb.utad.pt/especie/morus_nigra>

A atividade anti-inflamatéria do extrato de folhas de Morus nigra L. foi testada
por Padilha et al. (2010) em modelos animais, utilizando o edema de pata induzido
por carragenina e o crescimento de tecido fibrovascular. Ao longo da pesquisa, ficou
evidente o efeito anti-inflamatério do extrato por reducdo no edema de pata e
inibicdo significativa da formacéo de tecido granulomatoso, sendo o acido betulinico,
B-sitosterol e germanicol os possiveis responsaveis por esse efeito.

No mesmo ano, pesquisa etnomédica realizada por Miranda et al. (2010)
mostrou 0 uso do cha nas formas de infusdo ou decoc¢do da amoreira-preta no
tratamento de sintomas do climatério.

Em estudo Agabeyli (2012) apresenta a propriedade genoprotetora do extrato
hidroetandlico de folhas de Morus Alba e Morus nigra. Apos verificacdo da reducao
dos niveis de muta¢des cromossémicas induzidas por produtos quimicos e radiacao,
em ratos Wistar.

Araujo (2015) mostrou que o tratamento de ratos diabéticos com o extrato
hidroetandlico de folha de amoreira-preta reduziu a hiperglicemia, os niveis de
metaloproteinases da matriz (MMP-2), proteina carbonilada e o estresse oxidativo.

O extrato etandlico de folhas de M. nigra, quando incorporado a cosméticos, pode
ser considerado um agente de branqueamento natural, promissor contra
hiperpigmentacdo da pele, devido a sua capacidade de inibir a enzima tirosinase
(FREITAS et al., 2015). Ja o extrato bruto mostrou atividade antinociceptiva, através
de mecanismos de acéo periférica, observada nos testes das contor¢des abdominais

e da formalina em camundongos (SOUZA et al., 2015).
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A M. nigra apresenta potencial para melhorar o déficit cognitivo e pode ser
considerada atil para minimizar os efeitos do envelhecimento, grande parte devido a
sua alta capacidade antioxidante, reduzindo niveis de MDA e elevando SOD, CAT e
GPx (TURGUT et al., 2015).

Souza et al. (2016) determinaram a auséncia de citotoxicidade e alta atividade
antibacteriana e antioxidante do extrato bruto de M. nigra, relacionando esses
fatores principalmente a presenca de compostos fendlicos e flavonoides.

Segundo estudo de Jiang et al. (2017) o extrato etandlico dos frutos de
amoreira-preta foi capaz de inibir o desenvolvimento da aterosclerose em ratos
ateroscleroticos, regulando o metabolismo lipidico, aumentando a atividade das
enzimas antioxidantes e reduzindo as lesdes arteriais, fatores possivelmente
atribuidos as antocianinas ou a acdo cooperativa de antocianinas, polifendis e
flavonoides. No entanto, os autores afirmam que 0s mecanismos ainda precisam ser

elucidados em estudos adicionais.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fitoquimico e a possivel atividade hepatoprotetora do extrato
etandlico de folhas de B. trimera e do extrato etandlico de folhas de M. nigra, frente a

inducado de dano hepético utilizando a tioacetamida em ratos Wistar.

1.4.1 Objetivos especificos

e Delinear o perfil cromatogréfico do extrato etandlico de folhas de B. trimera;
e Delinear o perfil cromatografico do extrato etandlico de folhas de M. nigra L.;
e Induzir um modelo experimental de dano hepatico em ratos Wistar,

e Analisar parametros hematologicos e bioquimicos;

e Relacionar peso corporal, peso do 6rgao e indice hepatossomatico;

e Analisar macroscopica e histopatologicamente o figado;

e Avaliar a lipoperoxidac¢ao no tecido hepatico.
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A Baccharis trimera (Less) DC. popularmente conhecida
como “carqueja”, planta nativa do Brasil, ¢ utilizada na medicina popular principalmente para
o0 tratamento de disturbios hepaticos e digestivos. A Morus nigra L. é uma planta conhecida
como “amoreira preta”, utilizada popularmente para amenizar os sintomas do climatério,
como anti-inflamatoria, antidiabética, anti-hipertensiva e hepatoprotetora. Apesar do uso das
plantas como hepatoprotetoras, a eficidcia das mesmas ndo esta totalmente elucidada.
Objetivo do estudo: Avaliar a possivel atividade hepatoprotetora dos extratos etanolicos de
folhas de Baccharis trimera (Less.) DC. (EFBT) e Morus nigra L. (EFMN) frente a inducgéo
de dano hepatico pela tioacetamida (TAA). Materiais e métodos: A composicdo quimica dos
extratos foi realizada por CLAE-DAD. Para analise in vivo, foram utilizados 30 ratos Wistar
Machos, sendo eles divididos em 5 grupos experimentais (n=6). Os animais foram tratados
via oral com solucdo 60°GL, silimarina 50 mg/kg, EFBT 400 mg/kg e EFMN 1000 mg/kag,
durante 3 semanas. Para a inducdo do dano hepatico, duas doses de TAA 300 mg/kg foram
administradas via intraperitoneal (i.p), nos dois ultimos dias do experimento. Ao grupo
controle foi administrado, via i.p, solucdo salina 0,9%. Ao final da 3? semana, os ratos foram
eutanasiados. Avaliagdes do tecido hepatico, parametros bioquimicos e hematolégicos foram
determinados, bem como analise fitoquimica dos extratos etandlicos. Resultados: A
epicatequina e a apigenina apresentaram-se como 0s constituintes majoritarios do EFBT. A
rutina foi o principal composto no EFMN. Os resultados mostraram que a TAA induziu dano
hepatico com aumento da AST, ALT, GGT e PT. O tratamento com EFBT minimizou os
niveis das enzimas AST, GGT e MDA ja o EFMN reduziu significativamente os niveis de
GGT. O grupo EFBT apresentou reducdo de LF e restaurou o ganho de peso dos animais
previamente tratados, quando comparado com o grupo TAA. As analises macroscépicas e
histopatolégicas do figado estdo de acordo com os resultados até entdo descritos. Concluséo:
A presente investigacdo demonstrou que o tratamento prévio com EFBT minimizou o dano
hepético causado pela TAA, mostrando-se como uma fonte natural promissora para utilizacdo
farmacoldgica. Ja a administracdo de EFMN ndo apresentou resultados significativos quando
comparado ao grupo silimarina e EFBT, sendo necessaria assim a realizacdo de mais estudos
com a planta.

Palavras-chave: plantas medicinais, carqueja, amoreira preta, hepatotoxicidade, protetor

hepatico, in vivo.

Compostos quimicos estudados no presente artigo: Acido cafeico (PubChem CID:
689043); Acido clorogénico (PubChem CID: 1794427); Apigenina (PubChem CID:
5280443); Catequina (PubChem CID: 9064), Epicatequina (PubChem CID: 72276); Luteolina
(PubChem CID: 5280445 ); Rutina (PubChem CID: 5280805).

AbreviagOes: EFBT - extrato etanolico das folhas de Baccharis trimera; EFMN - extrato

etanolico das folhas de Morus nigra L.; TAA - tioacetamida.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1794427
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280443
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9064
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72276
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280445
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280805
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1. Introducéo

O figado realiza atividades que sdo vitais a homeostasia corporal, como sintese,
armazenamento, metabolizacédo, secrecdo e excre¢do de uma grande variedade de substancias,
pelo papel essencial que desempenha € um 6rgdo vulneravel a diferentes formas de patologias
(Bodakhe & Ram, 2007; Thomson & Knolle, 2010). O uso de plantas medicinais como
terapia para o tratamento de muitas doencas percorre toda evolucdo humana (Dutra et al.,
2016).

Entre elas encontramos a Baccharis trimera (Less.) DC., planta nativa do Brasil,
popularmente conhecida como “carqueja”, pertencente a familia Asteraceae. Atividades
biolégicas como hipoglicemiante (Oliveira et al., 2005), antiinflamatoria (Paul et al., 2009;
Oliveira et al., 2012), anticancerigena (Oliveira et al., 2013) antioxidante (Padua et al., 2010;
de Araujo et al., 2017), antimicrobiana (Silva et al., 2018), e antiobesidade (Souza et al.,
2011; Nascimento et al., 2017) ja foram descritas para a planta, bem como seu emprego no
tratamento de doencas gastrointestinais e do figado (Grance et al., 2008; Padua et al., 2014;
Livero et al., 2016; Lima et al., 2017).

O extrato etandlico das folhas de B. trimera foi considerado seguro, ap6s
toxicidades aguda e de doses repetidas serem realizadas em trabalho de Silva et al. (2016),
pois 0 extrato ndo causou morte nem toxicidade para os principais 6rgdos em ratos Wistar.
Ademais, os principais constituintes descritos para a espécie foram flavondides e terpendides
(Limaetal., 2017).

A Morus nigra L., pertence & familia Moraceae é popularmente conhecida como
“amoreira preta”, apresenta uma variedade de compostos fenélicos, bem como triterpendides
e alcaldides (Kumar & Chauhan, 2008; Feng et al., 2015). Atividades anti-inflamatdria
(Padilha et al., 2010), hipoglicemiante (Araujo, 2015), antinociceptiva (Souza et al., 2015),
antioxidante (Turgut et al., 2015) e genoprotetora (Agabeyli, 2012) ja foram identificadas na
especie.

Figueredo et al. (2018) demonstraram a ndo toxicidade do extrato das folhas de M.
nigra, quanto as toxicidades aguda e de doses repetidas e a melhora dos marcadores
bioquimicos hepaticos de ratos Wistar, apos tratamento. Dessa forma, o trabalho tem como
objetivo investigar se o extrato etandlico de folhas de B. trimera e o extrato etandlico de
folhas de M. nigra sdo capazes de proteger e/ou amenizar 0s danos ao figado, quando este é

exposto a tioacetamida (Stefanello et al., 2017).
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2. Material e Métodos

2.1  Material vegetal

O extrato etandlico das folhas de Baccharis trimera (Less.) DC. (EFBT) e o extrato
etandlico das folhas de Morus nigra L. (EFMN) foram obtidos através da empresa Florien
(Estrada Vicente Bellini, 175, Piracicaba - SP, Brasil). Os requisitos avaliados para
certificacdo de analise de qualidade realizada foram: analise boténica, caracteristicas fisico-
quimicas (aspecto, elementos estranhos, solubilidade, densidade, pH e teor alcodlico) e
analise microbioldgica (contagem total de bactérias, fungos e leveduras).

2.2  Produtos quimicos

A tioacetamida PA (TAA), da marca Exodo, foi adquirida por intermédio da empresa
Metaquimica Produtos LTDA (Rua Santilia Rures Rengel, 144, Ilha da Figueira, Jaragua do
Sul, SC, Brasil). A Silimarina foi obtida na Dermaris Farméacia de Manipulacdo (Rua Erly de
Almeida Lima, 188, Camobi, Santa Maria, RS, Brasil). Todos os demais reagentes quimicos

eram de grau analitico.

2.3  Quantificacdo de compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Os EFBT e EFMN foram analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-DAD), utilizando cromatografo liquido (SHIMADZU, Kyoto/Japdo), injetor
automatico SI-20* e detector DAD SPD-M20A, controlado por Software LC SP1. A
cromatografia foi conduzida em coluna analitica (Zorbax Eclipse Plus), C-18 (dimensdes de
4.6 mm X 150 mm), carregada com particulas de 5 pm de didmetro. Utilizando a fase movel
acido acético 2% em agua (A) e metanol UV/CLAE (B). O sistema de gradiente usado foi:
95% de A (0-10 min); 75% de A (10-20 min); 60% de A (20-30 min); 50% de A (30-40 min);
0% de A (40-45 min); 100% de A (45-55 min), com fluxo 0,8 mL/min e volume de injecdo de
40 pl seguindo 0 método adaptado de Evaristo & Leitdo (2001). A identificacdo dos polifenois
foi realizada atraves de comparacdo do tempo de retengdo e espectro de absorcdo das
amostras com o0 das solucdes padrdes. Os compostos identificados nos extratos foram

quantificados, através da elaboracdo de curvas padrdes, no qual se preparou solucdes a 200
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pg/mL em metanol UV/CLAE com os padrdes, e 0s seguintes pontos foram utilizados: 5,0;
10,0; 25,0; 35,0; 50,0; 100 e 200 pg/mL. Os teores das substancias quantificadas foram

calculados a partir da equacéo da reta.

2.4 Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, pesando 120-150 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em caixas de polipropileno com enriquecimento ambiental (tubos de PVC),
temperatura controlada (22 + 3 °C), em ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso a agua e a
racdo padrdo. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Maria, sob o n° 8460270418. Todos os procedimentos foram

realizados de acordo com os principios humanitarios de experimentagao animal.

2.5  Desenho experimental

O estudo foi realizado conforme protocolo estabelecido por EI Awdan et al. (2018), os
animais foram divididos em cinco grupos experimentais (n= 6), sendo eles grupo controle,
grupo TAA, grupo silimarina 50 mg/kg, grupo EFBT 400 mg/kg e grupo EFMN 1000 mg/Kkg.
A solucdo 60°GL, a silimarina e os extratos foram administrados via oral, com o auxilio de
uma gavagem, diariamente, durante 3 semanas. No 20° e 21° dia os grupos foram tratados
com TAA 300 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) para inducdo do dano hepético, com excecdo do
grupo controle ao qual foi administrado solugdo salina 0,9%, via i.p (Silva et al., 2016;
Harputluoglu et al. 2017; Eraky et al., 2018; Figueredo et al., 2018).

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados com pentobarbital de sddio (50
mg/kg, i.p.) e receberam analgesia com tramadol (8 mg/kg i.p.). A eutanasia foi realizada por
puncdo cardiaca. O sangue coletado foi utilizado para realizar testes bioquimicos e
hematoldgicos, o figado de cada animal foi removido para analise macroscopica, peso do

6rgdo, indice hepatossomatico (IHS), histopatologia e determinacdo da lipoperoxidagao.

2.5.1 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

As analises bioquimicas de albumina (ALB), aspartato aminotransferase (AST),

alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (GGT), uréia (URE), creatinina
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(CRE), proteina total (PT), glicose (GLI), triglicerideos (TRI) e colesterol (COL) foram
realizadas utilizando kit comercial (Bioclin®) com amostras de soro dos animais e de acordo
com as instrucdes do fabricante. As amostras foram processadas em analisador bioguimico
automatico (Mindray BS-120®).

As analises hematoldgicas foram realizadas em contador eletronico (BC-2800 Vet —
Auto Hematology Analyser, Mindray®) a partir de amostras acondicionadas em tubos
contendo EDTA, sendo determinados 0s seguintes parametros: contagem total de globulos
vermelhos (HC), concentracdo de eritrocitos totais (ET), hematocrito (HT), concentracdo de
hemoglobina (HG), concentracdo de plaquetas (PQ) e concentragdo de leucdcitos totais
(LCT), volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). O diferencial leucocitario foi realizado em microscopia de imersdo, em
aumento de 1000x, a partir de esfregacos sanguineos confeccionados em lamina de vidro e
corados com Pandtico rapido (Diff-Quick®). A proteina plasmatica total (PPT) foi verificada
por refratometria, utilizando-se a por¢do plasmatica do capilar de microhematdcrito.

2.5.2 Determinacao do peso corporal, peso do figado e IHS

O peso dos animais foi registrado diariamente, no mesmo horério, fazendo uso de uma
balanga digital. Durante todo o estudo, os ratos foram observados quanto a sinais de
anormalidades como perda de peso, midriase, taquicardia e taquipneia, tremor, espasmos,
contracdes musculares, vocalizacdo, agressao, salivacdo, tendéncia ao isolamento, alteracao
na micgéo e defecagdo, entre outros.

Apobs remocdo e analise macroscdpica, o figado foi pesado para obtencdo do peso do
Orgdo e para determinacdo do IHS, calculado pela equacdo IHS = Peso do figado/Peso
corporal x 100, uma porc¢édo do 6rgdo foi destinada para a determinacdo da lipoperoxidacao e

outra para analise histopatoldgica.

2.5.3 Analise macroscépica

Fotografias dos figados, ex vivo, foram tomadas para serem analisadas e comparadas

entre os diferentes grupos experimentais.
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2.5.4 Anélise histopatologica

SecOes de tecidos foram fixadas em formalina a 10%, desidratadas e embebidas em
parafina para exame microscopico. Cortes de 4 pum de espessura foram corados por
Hematoxilina e Eosina (H&E) para analise da estrutura histoldgica geral, para as fotos foi
utilizado o microscépio de luz Axio Lab. A1(Carl Zeiss - Gottingen, Germany) e o programa

de captura de imagens ZEN 2012 (Carl Zeiss - Gottingen, Germany).

2.5.5 Determinacéo da lipoperoxidacao

A estimativa da lipoperoxidacdo (LPO) dos tecidos hepaticos foi realizada pelo teste
de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) quantificado segundo Ohkawa et al.
(1979).

2.5.6 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como
post-hoc. Quando os requisitos para a realizagdo do teste paramétrico ndo foram atingidos,
Kruskal-Wallis foi utilizado como teste estatistico (GraphPad Prism Software, Inc., versdo

5.0.1). Os valores foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

3. Resultados

3.1 Quantificacdo de compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgéo de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

A andlise cromatografica do EFBT revelou a presenca de acido clorogénico (tr=
15,83min, pico A), catequina (tr= 17,92 min, pico B), epicatequina (tr= 20,27 min, pico C),
luteolina (tr= 37,88 min, pico D) e apigenina (tr= 39,57 min, pico E) (Figura 1), sendo a
epicatequina e a apigenina os constituintes majoritarios do extrato, conforme Tabela 1. Ja a
cromatografia da amostra do EFMN evidencia acido clorogénico (tr= 15,87, pico A), acido
cafeico (tr= 16,65, pico B) e rutina (tr= 27,71, pico C) (Figura 2), sendo a rutina o

constituinte principais desse extrato (Tabela 2).
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3.2  Parametros bioquimicos

Nosso estudo mostrou um aumento significativo nos valores de AST e ALT nos
animais do grupo TAA comparados ao grupo controle e o decréscimo nos niveis de PT, TRl e
GLI. O grupo EFBT apresentou uma reducao significativa nos valores da AST e aumento no
valor do COL, se comparado ao grupo TAA. J& no grupo EFMN foi observado um aumento
nos niveis de COL, se comparados ao grupo silimarina. Os demais parametros bioquimicos
analisados ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a nossa pergunta de interesse
(Tabela 3).

3.3  Parametros hematoldgicos

Em relacdo a analise hematoldgica (Tabela 4), um aumento no HT, da contagem de LF,
na concentracdo de PQ e uma diminuicdo da PPT foram observados em animais do grupo
TAA quando comparados ao grupo controle. Ja& os grupos silimarina e EFBT reduziram a
contagem dos LF, quando comparados como grupo TAA. Os demais pardmetros nao

apresentaram resultados estatisticamente significantes.

3.4  Peso corporal, peso do figado e IHS.

O peso corporal de todos os animais foi determinado diariamente até o término do
experimento. O peso corporal, peso do figado e a relacdo do IHS séo apresentados na Tabela
5. O grupo controle obteve um ganho de peso normal de 196 a 286 g ao longo periodo
estabelecido para o experimento. O grupo TAA reduziu o ganho de peso de seus animais com
relagdo ao grupo controle. A administracdo de EFBT aumentou o peso corporal € 0 peso do
figado, quando comparado com os grupos TAA e silimarina. O maior IHS foi observado no

grupo EFMN, quando comparado aos outros grupos.

3.5  Aparéncia macroscopica

Em comparacdo com a fisiologia normal do figado (Figura 3A), com uma superficie
regular e lisa, o figado pertencente ao grupo TAA (Figura 3B), apresentava nddulos e
consequentemente uma superficie aspera. O tratamento prévio com EFBT e com EFMN
aumentou discretamente a recuperagdo dos danos induzidos por TAA, na estrutura hepatica

como mostra a Figura 3D e 3E.



34

3.6 Analise Histopatoldgica do figado

Através da microscopia observamos que o figado do grupo controle estava livre de
qualquer anormalidade patoldgica, possuindo placas distintas de células hepaticas, espacos
sinusoidais e uma veia central (Figura 4A). Ja o figado do grupo TAA (Figura 4B) mostrou
perda da arquitetura normal, com infiltrados, vacuolizacdo citoplasméatica e necrose em
determinados pontos. Figados de ratos tratados com silimarina (Figura 4C), EFBT (Figura
4D) e EFMN (Figura 4E) apresentaram uma reducdo do infiltrado e da necrose dos

hepatocitos com leve vacuolizacgdo citoplasmatica.

3.7  Determinacéao da lipoperoxidacéo.

O estresse oxidativo no tecido hepéatico foi avaliado através do nivel de MDA
(malondialdeido) nos homogenatos de figado, como mostrado na Figura 5. Os niveis de MDA
aumentaram significativamente no grupo TAA comparados com os ratos do grupo controle
(2,280 vs. 1,434 nmol MDA/mg de proteina). Em comparacdo com animais do grupo TAA, a
administracdo de EFBT reduziu o nivel de MDA (1,393 nmol MDA/mg de proteina),
restaurando niveis comparaveis ao grupo controle e ao grupo silimarina. J& o EFMN
apresentou valores elevados de MDA, sendo estatisticamente significativo quando comparado
com o grupo silimarina (Figura 5).

4. Discussao

As desordens do figado tornaram-se uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Entre elas, a lesdo hepatica induzida por drogas é uma das
causas mais comuns que representam um grande desafio clinico (Zagar et al., 2017).

A TAA ¢é um fungicida organossulfurado, considerada uma potente hepatotoxina, e
frequentemente utilizada em modelos experimentais para estudar os mecanismos envolvidos
na progressdo da doenca hepatica, assim como o impacto de varias substancias nessa
progressao. A lesdo hepética causada pela TAA em animais mostra semelhanca com as lesdes
observadas nos casos de doenga hepatica em humanos (Esmat et al., 2013).

Uma abordagem para o tratamento de transtornos hepéaticos € o uso de plantas
medicinais, estudos ja vém relatando a atividade hepatoprotetora de algumas plantas como da

Ginkgo biloba (Al-attar, 2012), Butea monosperma (Kaur et al., 2017), Andrographis
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paniculata (Bardi et al., 2014), Cuscuta chinensis (Kim et al., 2017), Orostachys japonicus
(Koppula et al., 2017) entre outras. No presente estudo, para impedir e/ou minimizar os danos
causados pela TAA, os extratos etandlicos de folhas de Baccharis trimera e Morus nigra L.
foram utilizados.

Em relacdo a andlise fitoquimica do EFBT, a apigenina e a epicatequina, tipos de
flavondides, mostraram ser os constituintes majoritarios do extrato o que corrobora com 0s
compostos descritos por Lima et al. (2017). Ja a rutina, o acido clorogénico e o acido cafeico
foram compostos encontrados no EFMN, apoiando estudos anteriores (Khalid et al., 2011;
Salcedo et al., 2017).

As alteragdes mais observadas na indugdo de dano com TAA sdo aumento nos niveis
séricos das enzimas hepaticas AST, ALT e GGT, tal qual o observado no grupo TAA (Schemitt
et al., 2016; Golbar et al., 2016; Al-Attar & Shawush, 2015; Koppula et al., 2017).

Neste estudo, o aumento dos niveis de enzimas AST e GGT induzido pela TAA foi
significativamente reduzido pelo tratamento prévio com EFBT, o EFMN também atuou na
reducdo dos niveis de GGT.

No momento em que o organismo produz mais EROs que defesas, isto confere o
estresse oxidativo e consequentemente a lipoperoxidacdo (Barbosa et al.,, 2010). As
administraces de silimarina e EFBT restauraram a capacidade antioxidante hepética, muito
provavelmente devido a composicédo fitoquimica de cada um (Shapiro et al., 2006; Khalid et
al., 2011; Esmat et al., 2013; Lima et al., 2017; Salcedo et al., 2017).

Observamos um declinio significativo nos valores de PT e GLI do grupo TAA,
indicando disturbios na metabolizacdo de proteinas e carboidratos (Al-attar, 2012). Os niveis
reduzidos de TRI véo contra estudos ja realizados, nos quais a inducdo de dano com a TAA
aumentou acentuadamente a concentracdo de TRI, COL e lipidios totais circulantes (Al-attar,
2012, Esmat et al., 2013). Os niveis de proteina foram reduzidos significativamente nos
grupos tratados com TAA, pois o metabolito S-diéxido pode se ligar covalentemente aos
residuos de lisina formando adutos com grupos sulfidrila (SH), diminuindo os niveis de
proteina e causando danos significativos (Koen et al., 2013; Zagar et al., 2017). Os resultados
obtidos nas analises hematoldgicas corroboram com as alteragdes histolégicas encontradas,
pois 0 HT e os LF apresentaram-se elevados enquanto as PQ reduzidas no grupo TAA, o que
estar associada a problemas hepaticos de acordo com Thrall et al. (2015) em contra partida o
EFBT foi capaz de reduzir os LF.

O peso corporal dos animais do grupo controle aumentou significativamente ao final

do estudo, indicando um padr&o normal de crescimento em roedores. Em oposigao, 0s animais
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tratados com TAA apresentaram reducdo no peso corporal, o qual pode ser devido a
toxicidade direta da TAA e da absorcéo deficiente de nutrientes no intestino desses roedores.
Ademais, reducdo do tecido adiposo e dos niveis de proteinas também pode corroborar com o
menor ganho de peso dos animais. O grupo pré-tratado com EFBT conseguiu elevar 0s pesos
para aqueles comparados aos do controle. Estes resultados também foram observados por
outros estudos (Kabiri et al., 2014; Zargar et al., 2014; Al-Attar & Shawush, 2015).

Em relacdo ao peso dos figados, foi possivel observar que manteve relacdo com o peso
corporal do animal, sendo que o grupo TAA apresentou 0s menores valores, em contrapartida
com o grupo EFBT, que apresentou os maiores. No entanto segundo Lin & Lin (2006) e Al-
Attar & Shawush (2015) a mudanca no peso do figado ndo pode prever diretamente o processo
patoldgico nas lesdes hepaticas cronicas, pois sdo muitas variaveis que influem no seu peso. O
IHS ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos de estudo.

Quanto as avaliacbes macroscopicas e histopatoldgicas, o presente estudo mostrou
alteracOes severas da estrutura hepatica em ratos no grupo TAA. Os tratamentos preventivos
com silimarina, EFBT e EFMN atenuaram os danos causados pela TAA, corroborando com a
literatura (David et al., 2011; Das et al., 2012; Koppula et al., 2017; Zagar et al., 2017).

5. Concluséao

Através dos resultados obtidos no trabalho observamos que a tioacetamida causou dano
hepatico, através do protocolo utilizado, nos grupos no qual foi administrada. Concluimos que
0 extrato etandlico de folhas de B. trimera melhorou o dano hepético causado pela TAA, e
que estudo com maior tempo de administracdo da planta se faz necessario para validar o uso
da carqueja como hepatoprotetora. O extrato etanélico de folhas de M. nigra L. ndo foi capaz
de atenuar o dano hepatico induzido pela tioacetamida nas condi¢cdes do nosso trabalho, no
entanto, por apresentar propriedades promissoras, € necessaria a realizacdo de novos estudos

com a especie.
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Perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia representativa da detecgio do EFBT. Acido

clorogénico (pico A), catequina (pico B), epicatequina (pico C), luteolina (pico D) e apigenina
(pico E).

Figura 2.

mAl

e

i .v./‘AJ'/ J u"/"LJ-h‘MK L«M‘ \..A,M_,/ JLM’ 'J‘M\

—rr v e
o 10 0 30 €N o min

Perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia representativa da deteccio do EFMN. Acido
clorogénico (pico A), acido cafeico (pico B) e rutina (pico C).
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Figura 3.

Aparéncia macroscopica do figado. (A) controle- forma anatémica e aparéncia normal, a
superficie € lisa e regular. (B) TAA- apresenta superficie nodular rugosa, com distribuicdo
uniforme de micronddulos e macronodulos. (C) silimarina- superficie lisa, com presenca de
micronddulos. (D) EFBT 400 mg/kg e (E) EFMN 1000 mg/kg- apresentam superficie quase
lisa e poucos micronodulos. As imagens presentes sdo amostras representativas (n=6).
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Figura 4.

O tecido hepético do grupo controle (A) mostra arquitetura hepatica normal, (B) grupo TAA
apresenta perda da arquitetura normal, com a presenca de infiltrado inflamatorio, necrose de
hepatécitos associada a alteracGes apoptoticas (C) grupo silimarina mostra infiltrado leve de
células mononucleares (D) EFMN e (E) EFMN ainda apresentam infiltrado de células
mononucleares, além de pequenas areas de necrose em (E). As seccGes sdo de amostras
representativas (n=6), para ampliacdo da imagem foi utilizada lente (200X).
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Figura 5.
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Resultados referentes & presencga de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), no
tecido hepatico dos grupos experimentais (n=6). Os resultados sdo expressos como media +
DP. Teste de variancia one-way ANOVA foi realizado seguido pelo teste de Kruskal-Wallis.
As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando p <
0,05. Niveis expressos em nmol MDA/mg de proteina.

& comparado com o grupo controle.

b comparado com o grupo TAA.



Tabela 1. Constituintes do extrato etandlico de folhas de Baccharis trimera

o Baccharis trimera
Constituintes

(ng/g)
Acido clorogénico 98,32 + 0,85
Catequina 103,01 + 9,46
Epicatequina 490,69 + 19,10
Apigenina 536,43 £ 11,00
Luteolina 159,92 + 1,15

Os resultados sdo expressos como média = DP.

Tabela 2. Constituintes do extrato etandlico de folhas de Morus nigra L.

o Morus nigra L.
Constituintes

(ng/g)
Acido clorogénico 63,67 + 2,48
Acido cafeico 15,08 +0.33
Rutina 158,20 £ 0,80

Os resultados sao expressos como média = DP.
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Tabela 3. Pardmetros bioquimicos (soro) dos animais utilizados no experimento.

Grupos de
Parédmetros estudo
Bioquimicos

Controle TAA Silimarina EFBT 400 mg/kg  EFMN 1000 mg/kg
AST (U/L) 98,17 + 37,67 8295 +315,2*  495,3 +137,7° 248,8 + 153,7° 542,0 + 109,5
ALT (U/L) 44,67 £ 9,23 210,3+£48,692  149,7 £ 16,45 174,3+ 71,94 196,2 + 52,54
GGT (U/L) 3,17+1,17 6,00+ 1,102 4,50 £ 1,05 2,67 +1,97° 2,167 +2,137°
CRE (mg/dL) 0.57%0,05 0,55+ 0,05 0,65+0,14 0,63+0,08 0,583+ 0,10
URE (mg/dL) 35,00%5,02 47,33+9,4 50,17 + 12,42 46,33 +2,34 56,67 + 12,40
PT (g/dL) 5,98 +0,35 4,77 £ 0,322 5,22+0,28 5,02+1,10 4,267 + 0,68
ALB (g/dL) 2,55+0,16 2,17 +£0,10 2,25+0,20 2,50+0,43 2,02+0,45
TRI (mg/dL)  157,8 £47,01 33,17 + 7,962 43,33 + 15,952 124,5 + 34,92° 47,17 £ 14,47
COL (mg/dL) 53,67 +6,98 40,17 + 7,08 39,83+9,37 59,17 + 10,26° 42,17 £11,21°
GLI (mg/dL)  154,3+ 24,16 96,00 + 12,66  120,7 + 40,37 130,5 + 32,32 81,67 + 4,082

Os resultados sdo expressos como média + DP. Teste de variancia one-way ANOVA foi

realizado seguido pelo teste de Kruskal-Wallis, quando apropriado (n=6/grupo). As diferencas

entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

& comparado com o grupo controle.

b comparado com o grupo TAA.

¢ comparado com o grupo silimarina



Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos em ratos Wistar.
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Grupos de
Parametros estudo
hematoldgicos EFMN 1000
Controle TAA Silimarina EFBT 400 mg/kg mg/kg
HC (x10%uL) 7,83 +0,66 8,14+0,34 8,58+ 0,16 8,88 + 0,5577 8,38+ 0,69
HG (g/dL) 14,95 + 0,95 16,32 £ 1,09 16,22 £ 0,17 17,02 £1,148 15,92 £1,22
HT (%) 46,48 + 2,11 52,91 +2,852 51,97 + 3,38 51,37 + 3,144 50,92 + 4,88
VCM (fL) 59,62 + 3,28 63,60 + 4,86 62,72 + 1,96 57,95 + 3,465 60,85 + 3,55
CHCM (g/dL) 32,13%0,70 30,62 £ 0,70 31,52+ 2,55 33,10 + 1,648 31,30+ 1,63
LCT (/uL) 9333 + 2460 14283 + 3079 9817 + 1631 10783 + 2824 12383 + 1887
LF 6211 + 1569 8750 + 10242 5732 + 815,2° 5456 * 657,9° 7740 + 2187
PQ (/pL) 1215+ 161,11 634,50 + 137,702 777,50 + 230,93 830,33 + 386,35 761,50 £ 124,95
PPT (g/dL) 6,50 £ 0,21 5,47 £ 0,552 5,68 £ 0,16 5,87 £ 0,47 5,27 £ 0,47

Os resultados sdo expressos como media £ DP. Teste de variancia one-way ANOVA foi

realizado seguido pelo teste de Kruskal-Wallis, quando apropriado (n=6/grupo). As diferencas

entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

& comparado com o grupo controle.

b comparado com o grupo TAA.
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Tabela 5. Relacdo do peso corporal, peso do figado e IHS dos animais em estudo.

Grupos de

Parametros estudo

Controle TAA Silimarina EFBT 400 mg/kg EFMN 1000 mg/kg

Peso corporal (g) 259,0 21,47 209,90 +12,95° 221,11 +10,40 252,7 +41,02° 220,6 + 14,66
Peso figado (g) 15,07+ 0,88 11,77 + 0,412 1191+ 1,41 14,87 + 1,08°¢ 13,83 + 1,55°
IHS (%) 5,85+ 0,54 5,64 +0,44 5,277 £ 0,45 6,04 +1,24 6,27 £ 0,55

Os resultados sdo expressos como media £ DP. Teste de variancia one-way ANOVA foi
realizado seguido pelo teste de Kruskal-Wallis, quando apropriado (n=6/grupo). As diferencas
entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

& comparado com grupo controle.

b comparado com o grupo TAA.

¢ comparado com o grupo silimarina.
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3 CONCLUSAO

o Perfil cromatografico do EFBT revelou a presenca de acido clorogénico,
catequina, luteolina, epicatequina e apigenina, os dois Ultimos mostram-se

majoritarios.

o Perfil cromatografico do EFMN mostrou a presenca de acido clorogénico,

acido cafeico e rutina, sendo a ultima o constituinte marjoritario.

o O modelo de indugdo de dano hepético pela TAA foi capaz de refletir as
complicag@es clinicas que ocorrem em pacientes com doencgas hepaticas, tal fato foi
evidenciado pelos achados histopatologicos, pelo aumento dos niveis de

marcadores biogquimicos e diminui¢cdo do ganho de peso dos animais.

o As analises bioquimicas e hematologicas apresentaram alteracfes em alguns

parametros, em grupos especificos.

o O peso corporal e o peso do érgdo mostram-se diferentes entre si, 0 EFBT foi
capaz de restaurar o ganho de peso dos animais quando comparado ao grupo
inducdo, que reduziu esse aumento de peso. O IHS nédo apresentou diferencas
significativas entre os grupos.

o A andlise macroscopica do figado mostra a presenca de micro e
macronédulos e a anadlise histologica evidencia a arquitetura normal do tecido
hepatico e as alteracdes provocadas pela inducédo de dano hepatico pela TAA como

a presenca de infiltrados e necrose.

o A lipoperoxidagdo apresentou mudanca entre os diferentes grupos. A
atividade antioxidante dos extratos e da silimarina conseguiu reduziu os niveis de

MDA que se encontravam elevados no grupo TAA.
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Clarcza & Cor da Solugao A solucdo & claza (1% em ~etanol) De ocorda
Soiubilidade Facimente solivel em acetona, acefato de etil, De acorca

mctanol e éter. Praticemente insoluvel em 4cua,

Metais Pesados Maximo 10 ppm < 10ppm

I Cinzas Sulfatadas M:ximo 0.6% 015%

| Perda por Seczsgem - IMaximo 5.0%, (1,38% :
Densidade Aparenie 04-0G gmL 043 gmL 3
Andlise Espacirofatamatriz Minimo 80,0% “ At 9% i
Sitybin 2 Isosyibin (HPLC) Minino 30 6% W !
Baclarias Maximo 10)DUFCig < 1QUFCYg
Bolores e Leveduras Maximo 100UFCHg < 10UFCHy
Salmonella Ausente Ausente
Escherichia coli Auzents: Ausenis
Slaphylcceeeus surace Ausenta Ausente

_Culifornes Ausents Aucsante

Reteréuia: Especficagda intema Ja fabreante.

_Netodolcgia: Metodulagia de Fabricants. |

[Conservacio: Consarvar em ecpiente hermético protegica de umidade, 30 abngo de fuz e calor. I
___Controle da Temperatura: 15 2 30"C. Controle da Umidade: Nao rmais gue 70%.

' ClassificagBo’ Farmacsutica

[Conclusio: Todas os -esultados estio deniro das especificagies.

(OBS T Analise Intema

Cerlificada original se enconlra 3 disposicio de rassns chentes.
Resultado: {X) Aprovado 7

Dra. Amarda Dias Garrido
CRF 5P 62027

Famazcéutica Responsavel {éenica




63

ANEXO C — CERTIFICADO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS — UFSM
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “AVAUACAQ DA ATIVIDADE HEPATOPROTETORA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE Baccharls
trimera (Less) DC. E Morus nigra Linnaeus FRENTE A INDUCAD DE DANO HEPATICO PELA TIOACETAMIDA EM RATOS Wistar®,
protocolada sob o CEUA n® 3460270418, sob a responsabilidade de Lillane de Freitas Bauermann e equipe; Gabriela Buzatti
Cassanego; Amanda Szymansky Heck; Camille Gavbe Guex; Isabel Cristing da Costa Araldi; Kdssia Caroline Figueiredo - que
envolve a producdo, manutencgio efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de gutubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal
[CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na
reunido de 24/05{2018.

We certify that the proposal *EVALUATION OF THE HEPATOPROTETORA ACTIMITY OF THE ETHANOLIC EXTRACTS OF Baccharis
trimera (Less) DC. E Morus nigra Linnaeus FRONT OF INDUCTION OF HYPOTHIC DAMAGE BY TIOACETAMIDE IN Wistar RATS®,
utilizing 84 Heterogenics rats (B4 males), protocol number CEUA 8460270418, under the responsibility of Lillane de Freitas
Bauermann and team; Gabriela Buzatti Cassanego; Amanda Szymansky Heck; Camille Gauwbe Guex; Isabel Cristing da Costa
Araldi; Kdssia Caroline Figueiredo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.7%4 of October 8, 2008, Decree G899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa
Maria (CELAUFSM) in the meeting of 05/24/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2018 a 01/2019 Area: Fisiologia
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Ratos heterogénicos sexg: Machos idade: 5 a6 semanas N: B4
Linhagem: Wistar Pesp: 120021509

Resumo: O figado, sequndo maior drgdo do corpo humano, & de extrema importdncia para a manutencdo da homeostasia corporal.
Sua fungdo de sintetizar, armazenar e excretar diversas substancias o torna alvo para o desenvolvimento de doengas, senda uma
das principais causas de morbidade & mortalidade em todo o mundo. A Baccharis trimera (Less) DC. e a Morus nigra Linnaeus,
presentes na lista da Relagdo Macional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS sdo utilizadas pela populagdo como
hepatoprotetoras, no entanto a eficdcia das mesmas nao esta totalmente elucidada. O objetivo do estudo serd realizar a andlise
fitoquimica dos extratos etandlicos de B. trimera e M. nigra L. e avaliar a atividade hepatoprotetora de ambaos os extratoes frente ao
dano hepdtico induzido pela tivacetamida, xenobidtico que causa morte de clulas hepaticas por necrose centrolobular e apoptose.
A andlise fitoquimica serd realizada por CLAE. Um total de 56 ratos Wistar machos serdo utilizades no modelo experimental,
divididos em grupos aleatdrios (n=8), receberdo extrato de B. trimera nas doses de 250 e 400 mg/Kg, extrato de Morus nigra L nas
doses de 750 e 1000 mg¥g e silimarina na dose de 50 mg/kg via oral, diadamente durante B semanas, concomitantemente a
inducdo de dano hepdtico com a tioacetamida (200 mg/kKg) via intraperitoneal, 2 vezes por semana. Ao término da 8* semana, os
animais serdo eutanasiados, o sangue serd coletado para andlise dos pardmetros bioguimicos e hematoldgicos. Os Rins, o figado &
o bago de cada animal serdo pesados e homogeneizados para posterior mensuracdo da peroxidacao lipidica e defesa antioxidante.
Uma amaostra do figado também serd separada para a andlise histopatoligica.

Local do experimentn: Laboratdrio de Fisiolegia Experimental: prédio 21, sala 5229 - UFSM.

Santa Maria, 24 de maio de 2018

Avenids Foraima, 1000, Refties, 28 andar - CBF 37105300 Sants Maris, RS - ta: 55 (55] 3220-0362 / fa
Horirie g aberdimente: dad 230 & 12h & 14h §s 17hs © e-mail: cen utsmggmail com
CEUA W B4B02T41E
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The
Prof. Dr. Denis Broock Rosembeng Prof. Dr. Saulo Tadeu Lemos Pinto Filho
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria

Awenida Romima, 1000, Reltoria, 28 andar - CEF 37105900 Sania Maria, RS - tel: 55 {55] 3220-9363 | faec:
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