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RESUMO

Syzygium cumini é uma planta originaria da india e adaptada ao Brasil,
popularmente conhecida como azeitona da terra, ameixa preta, jambolao e jamun.
Neste estudo, as atividades antioxidantes e protetoras do extrato etandlico (EE) de
folhas de azeitona da terra foram avaliadas contra danos induzidos por paracetamol
no figado de camundongos. A atividade antioxidante total foi determinada através
dos métodos ABTS e DPPH e os teores de vitamina C, polifenois extraiveis,
antocianinas, flavonoides amarelos e carotenoides foram avaliados por diferentes
métodos. A toxicidade do EE foi avaliada com diferentes doses até 1200 mg/Kg
administradas por via oral durante oito dias consecutivos. Posteriormente, doses do
EE (150, 300 e 600 mg/Kg de peso) foram administradas por gavage durante 7 dias
consecutivos antes do tratamento com dose unica de paracetamol (500 mg/Kg, por
via oral) e o seu efeito hepatoprotetor foi estudado através do monitoramento de
parametros bioquimicos. O extrato apresentou elevada atividade antioxidante nos
ensaios de ABTS (2.148,88 + 140,26 uM Trolox/g de amostra) e DPPH (87,11 + 1,58
g de amostra/g DPPH). Os polifenois extraiveis predominaram entre os fitoquimicos
determinados. Em relagdo a toxicidade, EE ndo apresentou efeitos téxicos nas
doses avaliadas. EE (600 mg/kg) apresentou efeito hepatoprotetor que foi
evidenciado pela diminuicdo nas atividades de alanina aminotransferase (56,94%),
aspartato aminotransferase (30,14%) e fosfatase alcalina (32,68%) no soro de
animais tratados com EE (600 mg/kg) e submetidos a ingestdo de paracetamol
(grupo EE600+P) em comparagdo com o grupo paracetamol. No tecido hepatico,
houve diminuicédo de 25,68%, 31,67% e 31,97% dos teores de malondialdeido e
elevacao de 60,03%, 63,67% e 69,12% da atividade da superdxido dismutase nos
grupos EE150+P, EE300+P e EE600+P, respectivamente, quando comparados com
o grupo paracetamol. Ademais, os grupos sulfidrilas n&o proteicos no figado
aumentaram 56,74% e 63,61% nos grupos EE300+P e EE600+P quando
comparados com o grupo paracetamol. O extrato etandlico de folhas de azeitona da
terra conferiu hepatoprotegcéo contra estresse por paracetamol, podendo esse efeito

estar associado a sua elevada atividade antioxidante.

Palavras-chave: Syzygium cumini, jambolao, paracetamol, fitoquimicos, atividade

antioxidante, hepatoprotecao.



ABSTRACT

Syzygium cumini is a plant originated from India and adapted in Brazil, popularly
known as black plum, jambolan and jamun. In this study, the antioxidant and
protective activities of ethanolic leaves extract of Syzygium cumini (EE) were
evaluated on paracetamol-induced liver damage in mice. The total antioxidant activity
was determined by ABTS and DPPH methods and the content of vitamin C,
extractable polyphenols, anthocyanins, yellows flavonoids and carotenoids were
evaluated by different methods. The toxicity of EE was evaluated with different doses
up to 1200 mg/kg administered orally for eight consecutive days. Subsequently,
doses of the EE (150, 300 and 600 mg/kg weight) were administered by gavage for 7
consecutive days before treatment with single dose of paracetamol (500 mg/kg,
orally) and its hepatoprotective effect has been studied by monitoring biochemical
parameters. The extract presented high antioxidant activity in ABTS (2148.88 +
140.26 mM Trolox/g of sample) and DPPH (87.11 £ 1.58 g of sample/g DPPH)
assays. The extractable polyphenols prevailed among determined phytochemicals.
Regarding toxicity, EE showed no toxic effects at the doses evaluated. EE (600
mg/kg) presented hepatoprotective effect that was evidenced by the decrease in the
activities of alanine aminotransferase (56.94%), aspartate aminotransferase
(30.14%) and alkaline phosphatase (32.68%) in the serum of animals treated with EE
(600 mg/kg) and subjected to ingestion of paracetamol (EE600+ P group) compared
with the group paracetamol. In liver tissue, there was a decrease of 25.68%, 31.67%
and 31.97% of the malondialdehyde levels and elevation of 60.03%, 63.67% and
69.12% of the dismutase superoxide activity in EE150+ P EE300+ P and EE600+ P
groups, respectively, when compared with the paracetamol group. Furthermore, non-
protein sulfhydryls groups in the liver increased 56.74% and 63.61% in EE300+P and
EE600 + P groups when compared with the paracetamol group. The ethanolic leaves
extract of Syzygium cumini conferred hepatoprotection against stress by

paracetamol, this effect may be associated to its high antioxidant activity.

Keywords: Syzygium cumini, jambolan, paracetamol, phytochemicals, antioxidant

activity, hepatoprotection.
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1 INTRODUGCAO

A utilizacdo de plantas na medicina popular vem ganhando cada vez mais
destaque, ndo somente por suas propriedades terapéuticas, mas também por serem
mais acessiveis economicamente. O Brasil apresenta uma grande diversidade de
vegetais e um numero consideravel dos mesmos vem sendo utilizado como plantas
medicinais pela populacédo. Apesar de seu uso ser bastante difundido grande parte
dessas plantas ainda nado foi estudada e/ou validada quanto ao seu emprego
medicinal (FOGLIO et al., 2006).

Assim, existe no Brasil um déficit entre oferta de plantas e quantidade de
pesquisas, o que determina um elevado potencial de estudo nessa area. Dentre as
varias espécies de plantas, a azeitona da terra (Syzygium cumini) foi selecionada
para ser testada por apresentar um grande potencial antioxidante. Estudos mostram
que a planta é rica em diversos fitoquimicos benéficos para a saude, tais como
carotenoides, flavonoides e acidos fendlicos, os quais apresentam potencial
antioxidante (BALIGA et al., 2011; FARIA, MARQUES; MERCADANTE, 2011; LIMA
et al., 2007; RUAN; ZHANG; LIN, 2008).

Ha evidéncias que uma 6tima combinagdo de compostos antioxidantes pode
desempenhar um importante papel para a melhoria do status antioxidante dos
sistemas bioldgicos (LIU et al., 2008). Dados da literatura mostram que o extrato de
folhas de azeitona da terra possui potente atividade antioxidante e que a mesma
pode estar relacionada com seus compostos fendlicos, apresentando uma
significativa relacédo entre potencial antioxidante e teor de compostos fendlicos
(RUAN; ZHANG; LIN, 2008). Outros autores demonstraram o efeito benéfico ao
tecido hepatico de ratos submetidos a estresse por paracetamol do extrato etandlico
da polpa de azeitona da terra (DAS; SARMA, 2009) e a atividade hepatoprotetora do
extrato aquoso das folhas de azeitona da terra em ratos submetidos a estresse por
tetracloreto de carbono (MORESCO et al., 2007). Contudo, nenhum desses
trabalhos avaliou a capacidade protetora do extrato etandlico de folhas de azeitona
da terra contra estresse oxidativo por paracetamol em camundongos.

Vale salientar que a escolha do modelo de hepatotoxicidade por paracetamol
deu-se porque dentre as varias drogas para induzir estresse oxidativo, o

paracetamol é amplamente usado como analgésico no alivio de febre e dores,
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porém o uso excessivo desse farmaco pode danificar multiplos &rgaos,
principalmente o figado (COVER et al, 2006.; GRYPIOTI et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante do extrato etanodlico de folhas de azeitona da

terra (Syzygium cumini L.) e seu efeito protetor contra danos oxidativos induzidos

por paracetamol em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra;

Determinar a concentragdo de polifenois totais, antocianinas, flavonoides
amarelos, carotenoides totais e vitamina C do extrato etanélico de folhas de

azeitona da terra;

Avaliar a capacidade antioxidante total do extrato etandlico de folhas de

azeitona da terra;

Verificar a toxicidade in vivo do extrato etandlico de folhas de azeitona da

terra;

Avaliar o efeito do tratamento com extrato etandlico de folhas de azeitona da
terra sobre as atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) no soro de

camundongos submetidos a estresse oxidativo por paracetamol;

Investigar o efeito do tratamento com extrato etandlico de folhas de azeitona
da terra sobre a peroxidagao lipidica no figado de camundongos submetidos

a estresse oxidativo por paracetamol;
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Avaliar o efeito do tratamento com extrato etandlico de folhas de azeitona da
terra sobre os niveis de grupos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) no figado de

camundongos submetidos a estresse por paracetamol;

Avaliar o efeito do tratamento com extrato etandlico de folhas de azeitona da
terra sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) no figado de

camundongos submetidos a estresse por paracetamol,

Investigar o efeito do tratamento com extrato etandlico de folhas de azeitona
da terra sobre os estdmagos de camundongos submetidos ao estresse

oxidativo por paracetamol.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais e propriedades da azeitona da terra

Desde o0s tempos antigos os produtos naturais sao utilizados pela
humanidade. O grande conhecimento da natureza pelos povos primitivos e
indigenas, bem como a convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos
étnicos, contribuiram para a descoberta de substancias medicamentosas e o
desenvolvimento de pesquisas na area de produtos naturais (VIEGAS-JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Estes sdo fontes importantes de novos farmacos obtidos de
plantas ou outras fontes biolégicas (CALIXTO, 2005; FOGLIO et al., 2006; SCHMIDT
et al., 2008).

Plantas medicinais s&o descritas como materiais ou preparagdes de origem
vegetal com acéo terapéutica ou outros beneficios para a saude humana que
contenham tanto ingredientes in natura como processados de uma ou mais plantas.
Essas podem ser classificadas em trés grupos: materiais de plantas (materiais a
base de plantas in natura ou processadas); produtos tradicionais a base de plantas
(comprimidos, pilulas ou capsulas contendo materiais a base de plantas brutas ou
extratos brutos) e produtos padronizados a base de plantas (formulagdes
padronizadas contendo extratos ou substancias purificadas) (ZHANG et al., 2012).

As plantas podem ser utilizadas com fonte de compostos terapéuticos devido
a sua vasta capacidade biossintética. A principal vantagem €& a sua composi¢céo
complexa que consiste em um conjunto de compostos relacionados com varias
atividades que interagem para uma maior atividade (SCHMIDT et al., 2008). Grande
parte das drogas avaliadas como agentes terapéuticos derivam de produtos naturais
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

O uso das plantas € muitas vezes o uUnico recurso das comunidades para a
cura e alivio de doengas (MACIEL et al. 2002). Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude, 80% da populacdo mundial utilizam-nas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006). Nesses paises, os fitoterapicos
desempenham um papel vital no sistema de saude, principalmente em areas rurais
(SEN; CHAKRABORTY; DE, 2011). Apesar de serem bastante utilizadas, somente
17% dessas plantas foram estudadas de alguma maneira quanto ao seu emprego

medicinal. Esse dado mostra que existe um enorme déficit entre oferta de plantas
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(riqueza vegetal) e quantidade de pesquisas que fornecam um respaldo cientifico
quanto a eficacia e segurangca em relagcao ao seu uso (FOGLIO et al., 2006). Assim,
a pesquisa de propriedades farmacolégicas de plantas e produtos naturais pode
proporcionar a descoberta/reconhecimento de substdncias com importantes
aplicacbes terapéuticas (AWODELE et al., 2012; CHOI et al.,, 2002; STICKEL;
SCHUPPAN, 2007).

Uma série de plantas medicinais, dentre essas plantas, o Syzygium cumini
tem apresentado efeitos promissores no tratamento de diversas doencas, em
especial as hepaticas (MORESCO et al., 2007).

Syzygium cumini (Syzygium jambolana, Eugenia cumini ou Eugenia
Jjambolana) pertence a familia Myrtaceae, sendo popularmente conhecida como
jambolao, azeitona da terra, ameixa preta, Jamun e Jamu. Essa planta € originada
da india, adaptada ao Brasil e distribuida por todo o litoral brasileiro (DAS; SARMA,
2009; SILVA et al., 2012; SWAMI et al., 2012). E considerada uma espécie arbérea
(MATOS, 1999). As folhas sao lisas, elipticas, brilhantes e de natureza fibrosa. Os
frutos possuem uma semente central, sdo redondos ou obliquos com 1,5 a 3,5
centimetros de comprimento e sdo encontrados em grupo de 4-20. Quando
maduros, sua coloragéo varia de roxo escuro a preto. Os frutos sdo comestiveis e
apresentam um sabor adstrigente que combina doce e azedo (Figura 1) (AYYANAR,;
SUBASH-BABU, 2012). S. cumini é conhecido por possuir diversos fitoquimicos
benéficos para a saude. Estudos mostram que a polpa da fruta € rica em
carotenoides (FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011), antocianinas, delfinidinas,
petunidinas, malvidina-diglicosideos, sendo esses compostos responsaveis por sua
cor roxa brilhante (LI et al., 2009; SAGRAWAT; MANN; KHARYA, 2006; VEIGAS et
al., 2007).

Nas sementes, ja foram relatadas as presencas de B-sitoterol, jambosino,
acido galico, acido elagico, quercetina, corilagina, 3,6-hexahidroxi-difenolglicose e
4,6-hexaidroxidifenol-glicose (SAGRAWAT; MANN; KHARYA, 2006).

A casca do caule possui acido betulinico, friedelina, 3-friedelanol, B-sitosterol,
B-sitosterol-D-glicosideo, kaempferol, acido galico, acido elagico, miricetina,
galotaninos e elagitaninos (SAGRAWAT; MANN; KHARYA, 2006).

As folhas sao conhecidas por conter [-sitosterol, acido betulinico,
micaminose, acido crategolico (maslinico), n-hepatcosano, n-nonacosano, n-

hentriacontano, noctacosanol, n-triacontanol, n-dotricontanol, quercetina, miricetina,
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miricitrina e o flavonoides glicosideos e flavonois glicosideos acilados (MAHMOUD
et al., 2001; SAGRAWAT; MANN; KHARYA, 2006), taninos (LIMA et al., 2007) e
acido ferulico (RUAN; ZHANG; LIN, 2008).

Figura 1: Azeitona da terra (Syzygium cumini). Fonte: BALIGA et al. (2011).

As sementes e todas as outras partes da planta e tém uma longa histéria de
uso medicinal nos varios sistemas populares de medicina (AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012). Estudos tém mostrado que o extrato hidroetandlico de folhas
(LOGUERCIO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007), extrato aquoso do caule (DJIPA;
DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000) e extratos aquoso e aceténico de sementes,
caule e folhas (MURUGAN et al., 2011) possuem efeito antimicrobiano. Foi também
observado o efeito antioxidante in vitro do fruto (BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005;
BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007).

Pode ser citada também a acao anti-inflamatéria do extrato etanélico de caule
(MURUGANANDAN et al., 2001) e extrato de folhas (LIMA et al., 2007). Além de
propriedades analgésica do extrato hidroetandlico (AVILA-PENA et al., 2007) e
antialérgica de extrato aquoso de folhas de azeitona da terra (BRITO et al., 2007).

Ademais Syzygium cumini € muito estudado por sua acgédo antidiabética e

antihiperlipidémica. Estudos demonstraram essas atividades em extrato de
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sementes  (PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2004; SHARMA,;
BALOMAJUMDER; ROY 2008) e em extrato etandlico de folhas (SCHOENFELDE et
al., 2010) .

O efeito radioprotetor (JAGETIA; SHETTY; VIDYASAGAR, 2012) e
anticarcinogénico (PARMAR et al., 2010) foram também evidenciados. Extrato de
polpa apresentou agédo benéfica contra células de cancer de mama (LI et al., 2009).

Ademais foram observadas a ac¢ao gastroprotetora e anti ulcerogénica do
fruto (CHATURVEDI et al., 2007), de folhas (VIDYA et al., 2011) e de taninos
isolados de sementes (RAMIREZ; ROA, 2003) de azeitona da terra. O efeito
benéfico do extrato etandlico da polpa e extrato aquoso das folhas de azeitona da
terra ao tecido hepatico de ratos submetidos a estresse por paracetamol e
tetracloreto de carbono, respectivamente, também foram relatados (DAS; SARMA,
2009; MORESCO et al., 2007).

3.2 Espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS)

Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio atuam na regulagcéo da funcao
celular normal (ROSENFELDT et al., 2012). ROS e RNS sdo normalmente geradas
por enzimas fortemente reguladas, tais como isoformas de NAD(P)H oxidase e NO
sintase (NOS), respectivamente (VALKO et al., 2007).

As ROS e RNS mais abundantes em sistemas biolégicos sao o radical anion
superoéxido (O2*), radical hidroxil (HO*), éxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQO") e
peroxido de hidrogénio (H,0,) (LAKSHMI et al., 2009; MENDES, 2008; VALKO et
al., 2007).

ROS podem ser tanto prejudiciais como benéficas para os sistemas vivos.
Efeitos benéficos ocorrem em concentragcdes baixas ou moderadas e envolvem
protecdo contra agentes infecciosos e vias de sinalizagdo celular. Em contraste,
quando em altas concentragdes, atuam como mediadoras de danos biologicos
denominado estresse oxidativo (VALKO et al., 2006).

A superproducao de RNS é conhecida como estresse nitrosativo. Este pode
conduzir a reagdes de nitrosilagado que levam a alteragcdes na estrutura das proteinas

e inibicdo da sua fung¢éo normal (VALKO et al., 2007).
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3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desbalanceamento entre oxidantes e
antioxidantes, a favor dos primeiros, podendo levar a danos oxidativos para o
organismo (KATALINIC et al., 2006; TRAUSTADOTTIR et al., 2009). Isso ocorre
quando ha uma producgéo excessiva de ROS e RNS de um lado e uma deficiéncia
de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos do outro. As ROS em excesso
podem danificar lipidios, proteinas e DNA, alterando ou inibindo as fun¢des normais
dessas moléculas (DROGE, 2002).

Assim, esse desequilibrio entre a taxa de producéo e a taxa de remocéo de
ROS e RNS contribui para o envelhecimento e ocorréncia de varias doencgas
humanas (VALKO et al., 2007), como disturbios cardiovasculares (DHALLA,;
TEMSAH; NETTICADAN, 2000; LAKSHMI et al., 2009), cancer (VALKO et al., 2006),
doencas neurodegenerativas (JENNER, 2003; NIKAM et al., 2009; SAYRE; SMITH;
PERRY, 2001; UTTARA et al., 2009), obesidade e resisténcia a insulina
(MARTINEZ, 2006), como também acimulo de macromoléculas e organelas
danificadas, incluindo mitocéndrias (TERMAN; GUSTAFSSON; BRUNK, 2007).

Reid e colaboradores (2005) demonstraram que além de doencas crénicas, o
estresse oxidativo pode também desempenhar um papel fundamental na
hepatotoxicidade aguda de varias drogas. Estudos tém mostrado que durante o
metabolismo do paracetamol ocorre a producédo de ROS e consequente evolugéo do
estresse oxidativo, induzindo peroxidacéo lipidica e injurias no figado (MANOV;
HIRSH; IANCU, 2002; YOUSEF et al., 2010).

3.3.1 Danos hepaticos por estresse oxidativo

O figado é o principal 6rgdo no corpo responsavel pela manutencéo de
diversas fung¢des metabdlicas, bem como pelo metabolismo e detoxificagdo de
drogas. O mesmo esta sujeito a uma variedade de lesdes, sendo uma das causas
mais comum a hepatotoxicidade induzida por drogas (BHAWNA; KUMAR, 2010).

Danos no figado vém sendo associados com necrose celular, aumento da
peroxidacao lipidica no tecido, redug¢ao do sistema de defesa antioxidante como, por
exemplo, diminuicdo da atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) e

deplecdo nos niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido. No soro, tem-se



26

elevacdo de marcadores bioquimicos, tais como alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e lactato desidrogenase
(LDH) (HURKADALE et al., 2012; LIU; LU; PENG, 2011; SETTY et al., 2007;
YOUSEF et al., 2010) .

A lipoperoxidagcédo € o processo de degradacédo oxidativa dos acidos graxos
polinsaturados dos fosfolipideos das membranas celulares (SABIR et al., 2012).
Esse processo libera malondialdeido (MDA) como produto final (SHARMA et al.,
2011). A quantificacédo desse composto funciona como um marcador de dano
oxidativo assim como permite uma estimativa da intensidade do processo
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). A peroxidagéo lipidica das membranas celulares
€ devastadora para a integridade funcional dessas estruturas e, se o dano for grave,
a morte celular é inevitavel (SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER,2003).

Enzimas desempenham papel central nos processos bioquimicos e
fisioloégicos. Todos esses processos sao altamente regulados de forma a manter a
homeostase. Qualquer alteracdo nesse sistema, quando n&o resolvida, podera
originar uma anomalia, e consequentemente patologias como, por exemplo, uma
lesdo no tecido hepatico (SOETAN; AIYELAAGBE; OLAIYA, 2010).

Aminotransferases ou transaminases sdo enzimas importantes na regulagao
celular. Uma alteracdo na quantidade ou atividade das enzimas presentes em
determinado 6rgao ou tecido pode ser indicativo de anormalidade (DUFOUR et al.,
2000; GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005).

A ALT ou transaminase glutdmico-pirivica (TGP) catalisa a reagédo de
transferéncia de um grupo amina de L-alanina para o a- cetoglutarato, passando a
piruvato e glutamato, respectivamente (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005;
SOETAN; AIYELAAGBE; OLAIYA, 2010). A ALT é um marcador especifico de
doencgas hepaticas, pois se situa principalmente no citoplasma das células do
parénquima no figado (DUFOUR et al., 2000; GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005).

A AST ou transaminase glutédmico-oxalacética (TGO) catalisa a reagao de
transferéncia de um grupo amina do L-aspartato para o a- cetoglutarato, produzindo
oxaloacetato e glutamato, respectivamente (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005;
SOETAN; AIYELAAGBE; OLAIYA, 2010). Essa enzima é encontrada nos
hepatocitos, coragcdo e musculos esqueléticos e em menor concentragado, em outros
orgaos como rim e cérebro (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005). Nas células

hepaticas, a AST esta localizada tanto no citoplasma como na mitocéndria,
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funcionando também como um marcador de doencgas hepaticas (DUFOUR et al.,
2000).

A ALP estda presente em praticamente todos os tecidos. No figado, é
secretada pelos hepatoécitos e pelas células da mucosa do trato biliar. Essa enzima
também €& encontrada nos ossos, rim, intestino delgado e placenta (GIANNINI;
TESTA; SAVARINO, 2005). A fosfatase alcalina pode ter sua concentragcédo sérica
aumentada nas obstrugdes biliares intra ou extras hepaticas e também na cirrose
(DUFOUR et al., 2000; GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005).

A LDH esta presente em varios tecidos como coragdo, hemacias, figado,
musculo esquelético, rim, cérebro e tecidos linféides. Desse modo, a lactato
desidrogenase pode ter sua concentracdo sérica aumentada em uma variedade de
situagdes clinicas (SOETAN; AIYELAAGBE; OLAIYA, 2010).

3.3.2 Estresse oxidativo por paracetamol

O paracetamol ou acetaminofeno € um analgésico e antipirético considerado
seguro em niveis terapéuticos, amplamente utilizado, especialmente na infancia.
Essa droga é metabolizada primeiramente pelo figado e excretada pelos rins. Seu
USO em excesso ou por tempo prolongado pode causar efeito hepatotéxico (COVER
et al., 2006.; GRYPIOTI et al., 2006). Nos Estados Unidos, € considerada a principal
causa de insuficiéncia hepatica aguda (PUGH et al., 2009).

A toxicidade do paracetamol é relacionada ao seu metabolismo. Em doses
terapéuticas, 60-90 % da droga s&o metabolizadas por conjugacéo (glicuronidacao e
sulfatacdo) para formar paracetamol-glicuronideo e paracetamol-sulfato, que séo
soluveis em agua e eliminados principalmente pela urina (BESSEMS; VERMEULEN,
2001; VALE, 2003). Enquanto, 5-10% sao oxidados por enzimas oxidases de fungao
mista (sistema de metabolizagdo de drogas citocromo P450) a uma forma altamente
reativa, N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que é imediatamente conjugado
com a glutationa e, posteriormente, excretado como cisteina e conjugados
mercapturato. Apenas 1-4% de uma dose terapéutica de paracetamol séao
excretados inalterados na urina (DAHLIN et al., 1984; VALE, 2003).

Em caso de sobredosagem, maiores quantidades de paracetamol sé&o
metabolizadas por oxidagdo por causa da saturagcéo da via de conjugacdo. Como

resultado, ha um esgotamento das glutationas hepaticas e o figado torna-se incapaz
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de desativar o metabdlito toxico NAPQI. Isso porque a desintoxicagdo do NAPQI é
catalisada no figado pela glutationa reduzida (GSH) para formar um conjugado GSH-
paracetamol (BESSEMS; VERMEULEN, 2001; VALE, 2003). Esta ligagao resulta na
reducao de insuficiéncia hepatica (PUGH et al., 2009).

Entdo, quando a producao excede a capacidade de desintoxicacdo da GSH,
NAPQI se liga covalentemente a varias proteinas da célula e forma conjugados
(BESSEMS; VERMEULEN, 2001; DAHLIN et al., 1984). Estes conjugados proteicos
podem causar danos irreversiveis, como lesdo hepatica e necrose hepatica celular
por varios mecanismos (PUGH et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2007). Além disso,
tem sido postulado que NAPQI pode levar a danos oxidativos de numerosos
componentes celulares (MURUGESH et al., 2005).

Assim, altas doses de paracetamol originam NAPQI, metabdlito toxico, que
pode alquilar e oxidar GSH intracelular e os grupos tiol de proteinas, o que resulta
na deplecéo de GSH e, posteriormente, aumento na peroxidagéo lipidica e danos ao
figado (LIU; LU; PENG, 2011; MALHI; GORES; LEMASTERS, 2006). O mecanismo
geral de hepatotoxicidade induzida por drogas envolve possivelmente a formacao de
metabdlito reativo, deplegcdo de antioxidantes e alquilagdo de proteinas (AMIN;
HAMZA, 2005; PUGH et al., 2009).

Em 2009, o comité consultivo da Food and Drug Administration (FDA)
recomendou que novas restricdes devem ser implementadas/impostas para proteger
as pessoas dos efeitos potencialmente toxicos do paracetamol (LIU; LU; PENG,
2011). Todos os fatos citados justificam a continuidade de pesquisas nessa area e
desenvolvimento de medicamentos utilizados para tratar lesées no figado causadas
por paracetamol. Estudos tém demonstrado que algumas ervas possuem atividades
benéficas no tratamento de disturbios hepaticos (LEE et al., 2007; LIU; LU; PENG,
2011). A acédo protetora pode estar relacionada ao alto teor de flavondides
encontrados nessas ervas e comprovados pelas pesquisas (KHALID; SHEIKH;
ANWAR, 2002; LIU; LU; PENG, 2011).

3.4 Defesa antioxidante
Para prevenir danos celulares, os organismos vivos desenvolveram sistemas

de defesa. Esses mecanismos de defesa envolvem: prevencao, reparo, defesa fisica

e sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (VALKO et al., 2007).
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Antioxidante pode ser definido como uma molécula que mesmo presente em
baixas concentracbes é capaz de retardar ou prevenir a oxidagdo de outras
moléculas (TALAULIKAR; MANYONDA, 2011).

Sistemas antioxidantes enzimaticos sido representados por superdoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APx). Antioxidantes ndo enzimaticos incluem as vitaminas, os minerais,
carotenoides, glutationa (GSH), compostos fenolicos, tais como flavonoides e
taninos. Em condicdes fisioldgicas normais, existe um equilibrio entre as atividades e
0s niveis intracelulares destes antioxidantes. Esse equilibrio € essencial para a
saude e sobrevivéncia dos organismos (VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes conferem potencial terapéutico e s&o responsaveis por
efeitos benéficos na prevencdo de doengas humanas, tais como doencas
cardiovasculares, gastricas, cancer e patologias hepaticas (GONZALEZ-GALLEGO;
SANCHEZ-CAMPOS; TUNOR, 2007). Em consequéncia, ha um grande interesse
em pesquisas de principios antioxidantes, visando identificar potenciais fontes
naturais (OLIVEIRA et al., 2009; SABIR; ROCHA, 2008a).

3.4.1 Antioxidantes enzimaticos

SOD, GPx e CAT estao localizadas em células e fluidos corporais. Essas
enzimas trabalham juntas para prevenir o dano oxidativo por limitagdo nos niveis de
ROS (Figura 2) (DE HAAN et al., 2003; FINKEL; HOLBROOK, 2000).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra ROS por catalisar a
dismutacdo do anion superoxido (O»7) a perdxido de hidrégenio (H2O2) e oxigénio
(O2) (ZELKO I.N.; MARIANI T.J.; FOLZ R.J., 2002). A GPx, assim como a CAT e
APx, decompée H,0, a agua (H.O) em diferentes compartimentos celulares (DE
HAAN et al., 2003; FINKEL; HOLBROOK, 2000; UZILDAY et al., 2012).
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Figura 2: Mecanismos de defesa antioxidante. Fonte: ROSENFELDT et al. (2012) com
modificacoes.

3.4.2 Antioxidantes nao enzimaticos

Antioxidantes ndo enzimaticos (ex. vitaminas, carotenoides, GSH e polifenois)
podem ser sintetizados no préprio organismo ou obtidos da dieta. Esses estéo
presentes em concentracdo maiores que o0s enzimaticos e conferem protecado
convertendo oxidantes em produtos finais ndo radicalares ou transferem os radicais
para areas em que os seus efeitos nocivos sdo menos prejudiciais (OLIVEIRA et al.,
2009; ROSENFELDT et al., 2012).

Outros antioxidantes nao enzimaticos também participam do sistema de
defesa contra as ROS como a ubiquinona, acido urico, entre outros. A ubiquinona
protege a estabilidade das membranas celulares e danos no DNA induzidos por
radicais livres e também €& capaz de reciclar e regenerar outros antioxidantes, tais
como acido ascérbico e a-tocoferol (ROSENFELDT et al., 2012).

3.4.21 VitaminaCeE
As vitaminas C e E sdo os mais abundantes antioxidantes solUveis em agua e

lipideos no corpo, respectivamente. As duas atuam neutralizando ROS e reduzindo
o estresse oxidativo (TALAULIKAR; MANYONDA, 2011).
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Nos tecidos vegetais, a vitamina C encontra-se amplamente distribuida e
pode estar presente na forma reduzida e biologicamente ativa como acido ascoérbico
(AA) ou na forma oxidada como &acido dehidroascérbico (DHA) que também
apresenta fungéo biolégica (DAVEY et al,, 2000; DEUTSCH, 2000). A figura 3
representa a reagdo de oxidag&o do AA a DHA.
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Figura 3: Oxidagédo do acido ascérbico. Fonte: HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ (2006).

Como o organismo humano ndo consegue sintentizar ascorbato a dieta rica
em vegetais e frutas é a principal fonte de vitamina C (HERNANDEZ; LOBO;
GONZALEZ, 2006).

O principal papel da vitamina C é neutralizar e eliminar as ROS, uma vez que
€ hidrossoluvel, pode funcionar tanto dentro como fora das células. Essa vitamina
tem efeito hepatoprotetor e protege o DNA das células de danos causados por
radicais livres. Além disso, pode atuar na regulacdo das defesas antioxidantes
endoégenas (EL-GENDY et al., 2010). AA também tem a capacidade de manter o a-
tocoferol ligado @ membrana, atuando como cofator na manutencéo da atividade de
enzimas, como substrato para biossintese de tartarato e oxalato e desempenhando

um papel na resisténcia ao estresse (DAVEY et al., 2000).

A vitamina E é constituida por tocoferois e tocotrienois (Figura 4), sendo o a-
tocoferol o mais ativo (ZINGG, 2007). Essa vitamina, constituinte soluvel em lipideos,
encontra-se no plasma e nas camadas duplas de lipideos intracelulares, nas quais
inibe a peroxidacgéo lipidica e funciona como um estabilizador da membrana celular
(BURKITT, 2001; DAYUAN et al, 2001). Apresenta papel na reducédo da
hepatotoxicidade induzida por paracetamol (SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-
DULGER, 2003).
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Figura 4: Estrutura quimica do tocoferol e tocotrienol. Fonte: CERQUEIRA; MEDEIROS;
AUGUSTO (2007).

3.4.2.2 Carotenoides

Carotenoides sdo compostos isoprenoides lipofilicos amplamente distribuidos
na natureza, os principais incluem os hidrocarbonetos licopeno e B-caroteno, cujas
estruturas estdo representadas na figura 5. Grupo de antioxidantes que s&o
sintetizados por todos os organismos fotossintéticos, em algumas bactérias néo
fotossintéticas e fungos. Organismos humanos n&o podem sintetizar carotenoides,
mas podem obté-los a partir da dieta (WALTER; STRACK, 2011).

- e e e e e S S e S e =
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B- caroteno

Figura 5: Estrutura quimica do licopeno e B-caroteno. Fonte: WALTER; STRACK (2011).
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Esses pigmentos naturais sao responsaveis por muitas das coloragdes
amarela, laranja e vermelha nas frutas e vegetais (HANNOUFA; HOSSAIN, 2012).
As funcgdes e beneficios a saude dos carotenoides incluem o seu papel geral como
antioxidante. Em humanos, alguns exercem efeito na reducdo do risco de doencgas
cardiovasculares, certos tipo de cancer e doencas relacionadas ao envelhecimento.
O pB-caroteno, precursor da vitamina A, atua permitindo a visdo de cores, na
prevencdo da degeneracdo macular do olho e na regulacdo dos retinoides
(WALTER; STRACK, 2011).

3.4.2.3 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida € uma das moléculas mais importantes na defesa
celular contra compostos reativos e quimicamente toxicos ou estresse oxidativo
(SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER, 2003). Essa €& encontrada de forma
abundante no citosol, nucleo e mitocondria, sendo considerada o principal
antioxidante soluvel nesses compartimentos celulares (VALKO et al., 2007).

Entre os papéis principais da GSH contra o estresse oxidativo est&o incluidos:
cofator de varias enzimas desintoxicantes, por exemplo, glutationa peroxidase
(GPx); participacao no transporte de aminoacidos através da membrana plasmatica;
eliminagéo de forma direta dos radicais hidroxila e oxigénio singlet e capacidade de
regenerar as vitaminas C e E (MASELLA et al., 2005).

Diminuigdo nos niveis de GSH intracelular pode levar a sensibilizagdo das
células a certas drogas. Doses elevadas de paracetamol podem ocasionar a
deplecéo de GSH e subsequente aumento da peroxidacéo lipidica e danos no figado
(LIU; LU; PENG, 2011; SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER, 2003).

3.4.2.4 Polifenois

Polifenois ou compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas. Quimicamente s&o compostos que possuem um Ou mais grupos
hidroxilas ligados a um anel benzeno. Baseados na estrutura séo classificados em
duas categorias: compostos flavonoides e nao flavonoides. Os n&o flavonoides s&o

divididos em 4&cidos fendlicos (taninos condensados, proantocianidinas, acido
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ferulico, acido cafeico, acido galico), lignanas (pinoresinol) e estilbenos (resveratrol)
(EBRAHIMI; SCHLUESENER, 2012; FRAGA et al., 2010).

Os flavonoides representam a maior familia entre os polifendis, mais de 2000
ja foram isolados e identificados (RAMASSAMY, 2006). Esses podem ser divididos
em varias classes (Figura 6), tais como antocianinas (derivadas de antocianidinas,
ex. cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina), flavonois (miricetina, kaempferol,
quercetina, rutina), flavanois (catequina, epicatequina), flavanonas (butina,
hesperetina, hesperidina, naringenina), flavonas (luteolina, apigenina) e isoflavonas
(daidzeina, genisteina) (EBRAHIMI; SCHLUESENER, 2012).

Flavonois
Flavonasz
i ; ;H ]
Flavandis Izoflavonas

Flavanonas

Antocianidinas

Figura 6: Principais classes de polifendis. Fonte: RAMASSAMY (2006).

Em geral, os polifenois sao hidroxilados, metoxilados e/ou derivados
glicosilados, sendo que o numero, tipo e posicdo do agucar podem variar. As
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, assim como o potencial antioxidante dos

compostos fendlicos € dependente do numero e arranjo dos grupos hidroxilas, do
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grau de conjugacéao estrutural e do nivel de glicosilacdo (MASELLA et al., 2005;
RAMASSAMY, 2006).

As acbdes benéficas dos polifenois sao principalmente atribuidas ao seu poder
antioxidante, ou seja, a sua capacidade de neutralizar condigcbes de estresse
oxidativo, dependendo da sua estrutura quimica podem atuar na quebra de cadeias
ou como sequestradores de radicais. Podem também ativar o sistema de defesa
endogeno (CHOI et al., 2012; MASELLA et al., 2005).

Ha um interesse crescente nos compostos fendlicos, devido a varios estudos
que relacionam sua atividade antioxidante com a prevencédo de certas doencas
cronicas, como cancer (DI DOMENICO et al., 2012), mal de Alzheimer (CHOI et al.,
2012), doencas cardiovasculares (LEIFERT; ABEYWARDENA, 2008) e diabetes tipo
2 (RIZzV1; ZAID, 2001). O seu efeito benéfico em alergias, asma, hipertensdo também
foi relatado (RAMON, MIRANDA, VERGARA, 2011). Além disso, esses compostos
possuem propriedades antibacteriana (BAYDAR et al., 2006), antifungica (JUNG et
al., 2005), antiviral (CHAVEZ et al., 2006), imunomoduladora, anti-inflamatoria
(TERRA et al., 2009) e hepatoprotetora, inclusive contra danos induzidos por
paracetamol (LIU; LU; PENG, 2011; YOUSEF et al., 2010).
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4 MATERIAL

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas folhas de azeitona da terra (Syzygium cumini L.) colhidas em
outubro-novembro de 2011, localidade de Uberaba, municipio de Beberibe, no
estado do Ceara. A identificacdo botanica da planta foi realizada no Herbario Prisco
Bezerra do Departamento de Botanica e Biologia da Universidade Federal do Ceara

- UFC, onde foi depositada, recebendo o “voucher” de numero 53139.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos "swiss" machos pesando entre 30-35 g,
provenientes de coldnias do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os
animais foram mantidos na sala de experimentacédo animal do Laboratério de
Bioenergética, na Universidade Federal do Ceara, em caixas plasticas sob
condigdes adequadas de luz e temperatura, recebendo rac&o e agua a vontade.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC (n°: 20/12) e os animais foram manipulados de acordo com
as normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.3 Reagentes

Todos os reagentes listados na metodologia foram de grau analitico.



37

5 METODOS

5.1 Preparacao do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra (Syzygium

cumini)

O extrato etandlico foi preparado das folhas da planta adulta no Laboratério
de Produtos Naturais do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara. As folhas foram trituradas e secas a temperatura
ambiente, depois foram submetidas a extracao exaustiva com hexano a frio durante
sete dias. Para tanto, utilizaram-se aproximadamente 11 litros de hexano e
posteriormente mesma quantidade de etanol. Foram realizadas duas extragcdes com
cada solvente. A evaporacéo dos solventes foi realizada sob presséo reduzida em
evaporador rotatério, marca Fisatom — modelo 825 T, mantendo-se a temperatura do
banho em torno de 55°C, e posteriormente expondo-se a temperatura ambiente para

eliminar resquicio de solvente, resultando entdo o extrato etandlico concentrado.

5.2 Caracterizagao fitoquimica do extrato etandlico de folhas de azeitona da

terra (Syzygium cumini)

5.2.1 Preparo das amostras a partir do extrato para determinagao dos

fitoquimicos

A caracterizagao fitoquimica foi realizada seguindo a metodologia de Matos,
2009, com modificagdes. 0,2 g de extrato concentrado foram diluidos em 50 mL de
alcool etilico. A solugéo foi dividida em por¢cdées de 4 mL colocadas em 4 tubos de
ensaio numerados de 1 a 4. Duas por¢des de 10 mL foram colocadas em béqueres

numerados de 5 e 6 e submetidas a banho-maria até secagem.

5.2.2. Determinagao de fenois e taninos

Para a avaliagdo da presenca de fenois, foram adicionadas trés gotas de
solugédo alcodlica de cloreto férrico 1 N ao tubo 1 e o mesmo foi agitado. A mudanca
de coloragédo para azul ou vermelho indica a presenca de fenois. A formacéo de
precipitado escuro de tonalidade azul indica presenga de taninos hidrolisaveis e

verde, presenca de taninos condensados.
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5.2.3 Determinacgao de flavonoides

Para verificar a presenca de flavonoides, o tubo 2 foi alcalinizado a pH 11. A
observacdo de mudanga de coloragdo, no meio alcalino (pH 11) para vermelho-
laranja, indica possivel presencga de flavanonois, ja para amarela, possivel presenca

de flavonas, flavonois e xantonas.

5.2.4 Determinacgao de flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Para a deteccdo de flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas, foram
adicionados 0,5 g de magnésio granulado e 0,5 mL de acido cloridrico concentrado
ao tubo 3. Apds o término da reacgéo, a visualizagdo da mudancga de coloragao para

vermelho indica presenca de tais compostos.

5.2.5 Determinagao de catequinas

Para verificar a presenca de catequinas o tubo 4 foi acidulado pela adigao de
acido cloridrico a pH 2 e aquecido em uma lamparina por 3 minutos. A mudanca de

coloragéo para pardo-amarelado determina a presenca de catequinas.

5.2.6 Determinacgao de esteroides e triterpenoides

A presenca ou auséncia de esteroides e triterpenoides foi determinada da
seguinte forma: o residuo seco no béquer 5 foi extraido com 2 mL de cloroformio
(trés vezes), formando uma solugao cloroformica que foi filtrada em um funil fechado
com um fragmento de algodao, coberto com 0,1 g de sulfato de sodio anidro. Em
seguida foi adicionado 1 mL de anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico
concentrado. A mudanca de coloragao da solucdo de azul evanescente para verde
permanente indica presenca de esteroides livres, enquanto a mudanga de coloracao

para parda indica presenga de triterpenoides.
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5.2.7 Determinacao de saponinas

A presenca ou auséncia de saponinas foi determinada a partir do residuo
insoluvel em cloroférmio obtido do teste anterior, que foi dissolvido em &gua
destilada e filtrado para um tubo de ensaio. O liquido obtido da filtragdo foi agitado
por 3 minutos e a formagdo de espuma persistente foi indicativo da presenca de

saponinas.

5.2.8 Determinacgao de alcaloides

A presenca ou auséncia de alcaloides foi determinada a partir do residuo
seco no béquer 6 que foi dissolvido em 5 mL de HCI a 5% e separada 1 porgéo de 1
mL em tubo de ensaio. Em seguida foi adicionada 1 gota de reativo de Dragendorff.

A visualizagao de precipitado floculoso vermelho tijolo indica presencga de alcaloides.

5.3 Estudo da atividade antioxidante total e dos antioxidantes ndao enzimaticos

5.3.1 Preparo dos extratos

O extrato utilizado para determinacéo da atividade antioxidante total (método
ABTS e DPPH) e polifenois totais foi obtido a partir de 2 g de EE concentrado,
seguindo a metodologia de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foram
pesados 2 g de EE concentrado, em um béquer, adicionados 40 mL de metanol
50%, homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos a temperatura
ambiente. Entdo, submetido a centrifugacéo a 5.000 rpm durante 30 minutos. Apos
centrifugagéo, o sobrenadante foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL e
denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extracdo, foram
adicionados 40 mL de acetona 70 %, sendo homogeneizado e deixado em repouso
por 60 minutos a temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifugacéo a 5.000
rom durante 30 minutos, sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) e
adicionado ao baldo volumétrico contendo o sobrenadante 1. O volume final (baldo)

foi ajustado para 100 mL com agua destilada.
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5.3.2 Atividade antioxidante total

5.3.2.1 Método ABTS

A analise da atividade antioxidante total foi realizada pelo método ABTS (2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) conforme descrito por Miller et al.
(1993) com modificagdes. Inicialmente, a partir do extrato obtido, foram preparadas
trés diferentes concentracdes: 250, 500 e 1.000 ppm. Em tubos de ensaio, foram
adicionados, em ambiente escuro, 30 yL de cada diluicdo do extrato e 3,0 mL da
solugdo do radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] (ABTS*®Y)
diluido em alcool etilico até obtencdo de uma absorbancia em comprimento de onda
de 0,700 + 0,01 a 734 nm. Essa solugéo do radical foi preparada a partir da solugéo
estoque de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM, 16 horas antes da analise.
A solugdo do antioxidante sintético 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox-Sigma 2000 pM), preparada em alcool etilico, foi utilizada como
antioxidante padréo. A atividade antioxidante total foi calculada com base em uma
curva padrao de doses decrescentes de Trolox. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 734 nm, 6 minutos apds a adicéo da

solugéo do radical ABTS®" e os resultados expressos em uM Trolox/ g de extrato.

5.3.2.2 Método DPPH

Outro método utilizado para avaliar a atividade antioxidante total foi o método do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) proposto por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) com pequenas modificagcdes. Esse método tem por base a redugéo do
radical DPPH que apresenta um maximo de absor¢gdo a 515 nm. Inicialmente, a
partir do extrato obtido, foram preparadas trés diferentes concentrag¢des: 250, 500 e
1.000 ppm. Em tubos de ensaio, em ambiente escuro, foram adicionados 0,1 mL de
cada diluicdo do extrato e 3,9 mL do radical DPPH. O decréscimo na absorbancia a
515 nm foi medido até sua estabilizagdo. A atividade antioxidante total foi calculada
com base em uma curva padréao de doses crescentes de DPPH, sendo expressa
como a concentracdo de antioxidante requerida para reduzir a quantidade de
radicais livres em 50% e os valores expressos como g de extrato/g DPPH.

5.3.3 Atividade dos antioxidantes nao enzimaticos
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5.3.3.1 Determinagao de vitamina C

A vitamina C foi determinada de acordo com método de Strohecker e Henning
(1967). Amostras de 3 g de extrato concentrado foram homogeneizadas com
solugao extratora (acido oxalico 0,5%), sendo o volume completado até 100 mL.
Depois, uma aliquota de 5 mL foi retirada e adicionada em Erlenmeyer (125 mL), o
volume completado com agua até 50 mL e a amostra foi titulada com solugéo
padronizada de 2,6-diclorofenolindofenol 0,02%. O ponto de viragem foi detectado
visualmente. Todas as analises foram feitas em duplicata e os resultados expressos

em mg de vitamina C /100 g de amostra.

5.3.3.2 Determinagao de antocianinas

O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o método de Francis
(1982). Amostras de 1 g de extrato concentrado foram homogeneizadas com 30 mL
de solugéo de etanol-HCI (1,5 N) e transferidas para um baldo volumétrico (50 mL),
sendo o volume aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C por uma
noite. O material foi filtrado para um béquer (50 mL) e em seguida, a absorbancia foi
medida a 535 nm. O branco foi composto apenas da solu¢do de etanol-HCI (1,5N).
Todas as analises foram feitas em duplicata e os resultados expressos em mg de

antocianinas/100g de extrato, usando a férmula:

Absorbéncia x fator de diluicao/ (98,2)

5.3.3.3 Determinacao de flavonoides amarelos

O teor de flavonoides amarelos foi determinado de acordo com o método de
Francis (1982). Amostras de 1 g de extrato bruto foram homogeneizadas com 30
mL de solug¢do de etanol-HCI (1,5 N) e transferidas para um baldo volumétrico (50
mL), sendo o volume aferido com etanol-HCI (1,5 N) e deixado em repouso a 4°C
por uma noite. O material foi filtrado para um béquer 50 mL e em seguida, a

absorbancia foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenas da solugéo de



42

etanol-HCI (1,5N). Todas as analises foram feitas em duplicata e os resultados
expressos em mg de flavonéides amarelos/100g de extrato, utilizando a férmula:

Absorbancia x fator de diluicéo/ (76,6)

5.3.3.4 Determinagao de polifenois totais

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada conforme descrito por
Obanda e Owuor (1997). Esse método envolve a redugdo do reagente Folin
Ciocalteau pelos compostos fenélicos das amostras com concomitante formagéo de
um complexo azul, cuja intensidade aumenta linearmente a 700 nm. Em tubos de
eppendorf, foram adicionados, em ambiente escuro, 250 puL de extrato preparado no
item 5.3.1, 250 pL da solugéo Folin-Ciocalteau, 500 pL da solugao de carbonato de
sédio anidro (Na,CO3) a 20 %, 500 pL de agua destilada e, em seguida, a mistura de
reacao foi homogeneizada e deixada em repouso a temperatura ambiente por 30
minutos. As leituras foram realizadas em leitor de microplacas em comprimento de
onda de 700 nm. As concentracdes de polifenois soluveis totais foram calculadas
com base em uma curva padrao de doses crescentes de acido galico. Os resultados

foram expressos em mg de acido galico/ 100 g de extrato.

5.3.3.5 Determinacao de carotenoides totais

Os carotenoides totais foram determinados pelo método de Lichtenthaler e
Wellburn (1983). Amostra de extrato concentrado foi homogeneizada com acetona
80% em agua. Em seguida, o extrato foi filtrado diretamente num baldo volumétrico
de 100 mL e depois o volume do balédo foi completado com acetona 80%. As leituras
foram realizadas em 646, 663 € 470 nm e os resultados expressos em mg/100 g de

amostra, usando a férmula:

Clorofila a: 12,21 (Abs 663) — 2,81 (Abs 643)
Clorofila b: 20,13 (Abs 646) — 5,03 (Abs 663)
Carotenoides totais: [1000 (Abs 470) — 3,27 (clorofila a) — 104 (clorofila b)] / 227
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5.4 Avaliagao da toxicidade do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra

(Syzygium cumini)

5.4.1 Grupos experimentais

Para avaliacao de possiveis efeitos tdéxicos do EE, os animais foram divididos em

seis grupos (n=10) e submetidos aos seguintes tratamentos por 8 dias consecutivos:

e Grupo Controle: animais que receberam 200 uL de solugéo salina por via i.g.

e Grupo DMSO: animais que receberam 200 pL de DMSO 5% por via i.g.

e Grupo EE150: animais que receberam 200 uL de extrato etandlico de folhas
de azeitona da terra (150 mg/Kg) por via i.g .

e Grupo EE300: animais que receberam 200 uL de extrato etandlico de folhas
de azeitona da terra (300 mg/Kg) por via i.g .

e Grupo EE600: animais que receberam 200 pL de extrato etandlico de folhas
de azeitona da terra (600 mg/Kg) por via i.g .

e Grupo EE1200: animais que receberam 200 pL de extrato etandlico de folhas

de azeitona da terra (1200 mg/Kg) por via i.g .

O ensaio de toxicidade foi realizado com base no estudo de Sabir e Rocha
(2008a) com modificagdes. Os animais receberam por via intra gastrica (i.g.) os
tratamentos, por 8 dias consecutivos. Durante todo o periodo do tratamento foram
observados sinais de toxicidade, como distintos parametros comportamentais e
fisiologicos tais como frequéncias respiratéria e cardiaca, diarréia, lacrimejamento,
sialorréia, ericamento de pelos, peso, mortalidade, avaliagdo macroscopica dos
estdbmagos e determinagéo de parametros bioquimicos.

No oitavo dia, uma hora ap6s a administracdo da ultima dose dos
tratamentos, as amostras de sangue foram coletadas pelo plexo retro-orbital e o soro
obtido para posteriores analises das atividades das enzimas ALT e AST. Em
seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Uma parte do
figado (0,4 g) foi colocada imediatamente em nitrogénio liquido (-196°C) e

rapidamente armazenada a -80°C para analises posteriores da peroxidacao lipidica.
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Os estdbmagos foram também removidos, lavados com agua destilada e utilizados
para confeccdo das laminas para avaliagéo das lesdes.

5.4.2 Determinacgao da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT),

aspartato aminotransferase (AST) no soro de camundongos

5.4.2.1 Coleta de soro

O sangue dos animais foi coletado individualmente e deixado em repouso
durante 2 horas a temperatura ambiente para retracdo do coagulo. Apds esse
tempo, o soro foi separado do coagulo por centrifugacdo a 8000 rpm, por dez
minutos, para obtencdo de um soro limpido, livre de hemacias, que foi entdo
armazenado a -80° C para analises posteriores das atividades das enzimas ALT e
AST.

5.4.2.2 Atividade das enzimas ALT e AST

Foi utilizado o método cinético para a determinacédo da atividade sérica das

enzimas ALT e AST seguindo as recomendacdes do fabricante (Kit Labtest).

5.4.3 Determinagao da peroxidagao lipidica no figado de camundongos

A peroxidacao lipidica foi medida por estimagédo do malondialdeido (MDA)
seguindo o método de Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). O tecido (0,4 g) foi
homogeneizado com 3,4 mL de tampéao acetato pH 3,4 e centrifugado a 5000 rpm
por 10 min, a 4°C. A 300 pL do sobrenadante foram adicionados 500 uL acido
tiobarbiturico 0,8% e 200 uL de dodecil sulfato de sédio 8,1% e levados ao banho
maria a 95-100°C por 2 h. Em seguida, a solugdo foi retirada e deixada a
temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 532 nm.

Os resultados foram expressos em nmol de MDA/ g de tecido (nmol/g tecido).
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5.4.4 Analise das les6es dos estdmagos
Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os estdbmagos
removidos, lavados com agua destilada e colocados em laminas. Ap6s preparagao

das laminas, os danos dos estdbmagos foram avaliados visualmente.

5.5 Determinagdo do efeito protetor do extrato etandlico de folhas de azeitona

da terra (Syzygium cumini) contra o estresse oxidativo
5.5.1 Preparagao de Paracetamol

Paracetamol em comprimido (marca tylenol) foi macerado e dissolvido em
agua a 37°C seguindo metodologia de Olaleye e Rocha (2008). Foi utilizada dose
aguda de paracetamol (500 mg/Kg) como proposto por Girish et al. (2009a e 2009b).

5.5.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em dez grupos (n=10):

Grupo Controle: animais que receberam por via i.g. 200 yL de solugéo salina

durante 7 dias consecutivos.

e Grupo DMSO: animais que receberam por via i.g. 200 yL de DMSO 5%
durante 7 dias consecutivos.

e Grupo EE150: animais que receberam por via i.g. 200 yL de extrato etandlico
de folhas de azeitona da terra (150 mg/Kg) durante 7 dias consecutivos.

e Grupo EE300: animais que receberam por via i.g. 200 yL de extrato etandlico
de folhas de azeitona da terra (300 mg/Kg) durante 7 dias consecutivos.

e Grupo EE600: animais que receberam por via i.g. 200 yL de extrato etandlico
de folhas de azeitona da terra (600 mg/Kg) durante 7 dias consecutivos.

e Grupo Paracetamol: animais que receberam por via i.g. 200 yL de solugao

salina durante 7 dias consecutivos e que foram submetidos a ingestédo de

dose aguda de paracetamol (500 mg/kg) por via i.g. no sétimo dia do

tratamento.
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e Grupo DMSO+P: animais que animais que receberam por via i.g. 200 pyL de
DMSO 5% durante 7 dias consecutivos e que foram submetidos a ingestédo de
dose aguda de paracetamol (500 mg/kg) por via i.g. no sétimo dia do
tratamento.

e Grupo EE150+P: animais que receberam por via i.g. 200 yL de extrato
etandlico de folhas de azeitona da terra (150 mg/Kg) durante 7 dias
consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de dose aguda de
paracetamol (500 mg/kg) por via i.g. no sétimo dia do tratamento.

e Grupo EE300+P: animais que receberam por via i.g. 200 pyL de extrato
etanolico de folhas de azeitona da terra (300 mg/Kg) durante 7 dias
consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de dose aguda de
paracetamol (500 mg/kg) por via i.g. no sétimo dia do tratamento.

e Grupo EE600+P: animais que receberam por via i.g. 200 yL de extrato
etandlico de folhas de azeitona da terra (600 mg/Kg) durante 7 dias
consecutivos e que foram submetidos a ingestdo de dose aguda de

paracetamol (500 mg/kg) por via i.g. no sétimo dia do tratamento.

O ensaio de protecao foi realizado com base no estudo de Ramanathan e
Kittusamy (2011), com algumas modificagdes. Os animais receberam por via i.g. 0s
tratamentos durante 7 dias consecutivos. Os grupos Paracetamol, DMSO+P,
EE150+P, EE300+P e EE600+P receberam no sétimo dia, 1 hora apds os devidos
tratamentos, uma dose aguda de paracetamol (500 mg/Kg) por via i.g. As amostras
de sangue foram coletadas pelo plexo retro-orbital antes do inicio dos tratamentos e
24 horas apo6s a ingestdo do paracetamol e o soro foi obtido para posteriores
analises das enzimas ALT, AST e ALP. Em seguida, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical e os 6rgéos: timo, baco, rim e figado foram removidos,
observados macroscopicamente e pesados. Os figados foram colocados
imediatamente em nitrogénio liquido (-196° C) e rapidamente armazenados a -80°C
para analises posteriores da peroxidacéo lipidica, atividade da enzima superoxido
dismutase e teores de glutationa reduzida. Os estdbmagos foram removidos, lavados
com agua destilada e utilizados para confeccdo das laminas para avaliagcéo

macroscépica das lesdes.
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5.5.3 Determinagao da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) no soro de

camundongos

5.5.3.1 Coleta de soro

O sangue dos animais foi coletado individualmente e deixado em repouso
durante 2 horas a temperatura ambiente para retracdo do coagulo. Apds esse
tempo, o soro foi separado do coagulo por centrifugacédo a 8000 rpm, por dez
minutos, para obtengdo de um soro limpido, livre de hemacias, que foi entédo
armazenado a -80° C para analises posteriores das atividades das enzimas ALT,
AST, e ALP.

5.5.3.2 Atividade das enzimas ALT, AST e ALP

Foi utilizado o método cinético para a determinacédo da atividade sérica das

enzimas ALT, AST e ALP, seguindo as recomendacdes do fabricante (Kit Labtest).

5.5.4 Determinagao da peroxidagao lipidica no figado de camundongos

A peroxidacéo lipidica foi determinada por estimac¢ao do malondialdeido (MDA)
usando o teste do acido tiobarbiturico (AGAR et al., 1999). O tecido foi
homogeneizado em tampao KCl 10% (pH 7,4) para preparagdo do homogenato a
10%. Um volume de 250 pL do homogenato foi incubado em banho maria a 37°C
por 60 minutos. Apds a incubacéao, foram adicionados 400 yL de acido perclérico
35% e as amostras centrifugadas a 14000 rpm por 10 min. A 600 pL do
sobrenadante foram adicionados 200 pL de acido tiobarbiturico 1,2% e levados ao
banho maria a 95-100°C por 30 minutos. Em seguida, a solugcéo foi retirada e
deixada a temperatura ambiente. Depois, transferiram-se 300 uL de cada tubo de
eppendorf para os pogos de uma placa (96 pogos). As leituras foram realizadas em
leitor de microplacas em comprimento de onda de 532 nm. A curva padrao foi obtida
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos em nmol de
MDA/ g de tecido.
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5.5.5 Determinacgao de grupos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) no figado de

camundongos

A concentracado de grupos sulfidrilas ndo proteicos foi medida pelo método
espectrofotométrico de Sedlak e Lindsay (1968). O tecido foi homogeneizado com
uma solugcéo de EDTA 0,02 M gelada, para preparagédo do homogenato a 10%. Em
seguida, foram adicionados a uma aliquota de 0,5 mL do homogenato, 0,4 mL de
agua destilada e 0,1 mL de &cido tricloroacético 50% e entdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Um volume de 0,5 mL foi entdo retirado do
sobrenadante e adicionado 1 mL de tampao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 25 uL de acido
ditionitrobenzo6ico (DTNB) 0,01 M. Apds 5 minutos, 300 yL de cada tubo eppendorf
foram transferidos para placas com 96 poc¢os. As absorbancias foram medidas em
leitor de microplacas a 412 nm. A concentragdo de NP-SH foi calculada através de
uma curva padrao de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos em ug de
NP-SH/g de tecido.

5.5.6 Determinacdao da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) no

figado de camundongos

A atividade de superdxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Beauchamp e Fridovich (1971) com modificagbes. O tecido
foi homogeneizado em tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) para obtencéo de
um homogenato a 10% e centrifugado a 3600 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C).
Numa cémara escura, em uma placa (96 pogos) foram misturados em cada pogo 5
ML da amostra (sobrenadante), 100 yL do meio de reacdo (tampéao fosfato de
potassio 50mM, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 100 nM e L-metionina 19,5
mM pH 7,8), 15 pL do nitro azul de tetrazolico (NBT) 750 uM e 30 pL de riboflavina
10 uM. Em seguida, a placa (96 pocos) foi exposta a lampada fluorescente (20W)
por 15 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 560 nm. Os
resultados foram expressos em unidades da enzima, que € a quantidade de SOD
necessaria para inibir a taxa de redugao do NBT em 50%, por grama de proteina
(U/g proteina). A concentragéo de proteina da amostra foi determinada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976).
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5.5.6.1 Concentragédo de proteinas

A concentracéo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).
Em placa (96 pogos) foram adicionados em cada pogo 10 uL de amostra
(sobrenadante preparado no item anterior 5.5.6) e 100 uL de reagente de Bradford.
Apds 15 minutos, a leitura foi realizada em leitor de microplacas a 595 nm. A
concentragdo de proteinas foi calculada através de uma curva padrao de albumina

sérica bovina (BSA) e os resultados expressos em mg de proteina/g de tecido.

5.5.7 Analise das les6es dos estbmagos

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os estdbmagos
removidos, lavados com agua destilada e colocados em laminas. Apos preparagao

das laminas, os danos dos estdbmagos foram avaliados visualmente.

5.6 Analise estatistica

O GraphPad Prisma software (version 5.0.2) foi usado para a analise
estatistica dos dados. Os resultados foram expressos como a média + desvio
padrdo. Para os resultados paramétricos, para comparar os dados entre os grupos
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Para os
resultados ndo paramétricos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida
do teste de Kruskal-Wallis. As diferengas foram consideradas significativas com um
nivel de confianga de 95% (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra

(Syzygium cumini)

A determinacéo qualitativa da composicao fitoquimica do extrato etandlico de
folhas de azeitona da terra (EE) revelou a presenca de fenois, flavonas, flavonois,

xantonas, taninos, esteroides e saponinas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacéo fitoquimica do extrato etandlico de folhas de Syzygium

cumini.

Constituintes fitoquimicos

Fenois +

Taninos condensados +

Taninos hidrolisaveis -

Flavonas, flavonois e xantonas +
Flavanonois -
Flavanonas -
Catequinas -

Esteroides +

Triterpenoides
Saponinas +

Alcaloides

(+) Presenca e (-) Auséncia.
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6.2 Avaliagao do potencial antioxidante do extrato etandlico de folhas de

azeitona da terra (Syzygium cumini)

6.2.1 Determinagao de antioxidantes nao enzimaticos

A tabela 2 mostra os teores de compostos bioativos em extrato etandlico de
folhas de azeitona da terra. O teor de vitamina C determinado foi de 34 mg + 1,25/
100 g de extrato. O conteudo de polifenois extraiveis totais (PET) foi de 16.792 mg
de equivalentes de acido galico (GAE) = 79,19/ 100 g de extrato. Os resultados
obtidos para antocianinas, flavonoides amarelos e carotenoides totais foram 180,94
mg £ 2,67; 257,28 mg + 0,37 e 14,76 mg + 0,32/ 100 g de extrato, respectivamente.

Tabela 2. Teor de compostos bioativos em extrato etandlico de folhas Syzygium

cumini.
Compostos bioativos*
Vitamina C (mg/100 g extrato) 34,00 £ 1,25
Polifenois extraiveis totais 16.792 £ 79,19

(mg GAE/ 100 g extrato)
Antocianinas (mg/100 g extrato) 180,94 + 2,67
Flavonoides amarelos 257,28 £ 0,37
(mg/100 g extrato)

Carotenoides totais (mg/100 g extrato) 14,76 + 0,32

*Média * desvio padrao de analise em duplicata.

6.2.2 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total, determinada pelos métodos ABTS e DPPH, foi
de 2.148,88 + 140,26 pM Trolox/ g e 87,11 + 1,58 g de amostra/ g de DPPH,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antioxidante do extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini.

Atividade Antioxidante*
ABTS (UM Trolox/g) 2.148,88 + 140,26
DPPH (g amostra/g DPPH) 87,11 £ 1,58

*Média £ desvio padréo de analise em duplicata.

6.3 Avaliacao da toxicidade do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra

(Syzygium cumini)

Para avaliar a toxicidade, o extrato etandlico de folhas de azeitona da terra
(EE) foi administrado por oito dias consecutivos em camundongos por via oral nas
doses de 150, 300, 600 e 1200 mg/Kg e distintos parametros comportamentais,
fisiologicos e bioquimicos foram igualmente avaliados.

Como pode ser observado na tabela 4, EE n&o apresentou toxicidade com
nenhuma das doses estudadas. Nao houve morte, perda de peso e nem alteragdes
comportamentais e fisioldgicas, tais como frequéncias respiratoria e cardiaca,

diarréia, lacrimejamento, sialorréia e ericamento de pelos.
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Tabela 4. Avaliagdo da toxicidade do extrato etandlico de folhas de Syzygium

cumini.
Grupos Mortalidade Peso (g) Peso (g) Sintomas
Dia 0* Dia 8* toxicos

Controle 0/10 32,63 + 3,21 33,9+ 3,41 -
DMSO 0/10 32,59+1,82 34,29+1,89 -

EE 150 0/10 31,81+2,46 33,01+242 -

EE 300 0/10 31,92+2,37 33,71+2,88 -

EE 600 0/10 32,75+1,66 33,75+2,04 -

EE 1200 0/10 33,06 +£1,36  33,1+2,17 -

Controle (Grupo tratado com solugéo salina); DMSO (Grupo tratado com DMSO 5%); EE 150, EE 300
e EE 600 (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e
600 mg/Kg, respectivamente).*Valores sdo dados como média + desvio padrdo (n=10). (-) auséncia
de sintomas toxicos.

Para avaliar a hepatotoxicidade, as atividades das enzimas ALT (Figura 7) e
AST (Figura 8) no soro dos camundongos e a peroxidacao lipidica nos hepatoécitos
(Figura 9) foram determinadas. Os valores da atividade de ALT (média * desvio
padrdo, n= 10) para o grupo controle e DMSO foram 77,39 + 15,73 e 60,83 £ 18,65
U/L, respectivamente. Para os grupos tratados com EE nas doses de 150, 300, 600
e 1200 mg/Kg foram 92,74 + 25,27; 92,57 + 23,70; 83,31 £ 18,91 e 69,65 + 36,86
U/L, respectivamente. Os dados da atividade de AST (média £ desvio padréo, n= 10)
para o grupo controle e DMSO foram 44,61 + 10,04 e 38,51 £ 17,08 UIL,
respectivamente. Para os grupos tratados com EE nas doses de 150, 300, 600 e
1200 mg/Kg foram 43,89 + 9,73; 49,00 + 10,2; 47,40 + 8,40 e 40, 39 £+ 12, 19 UI/L,
respectivamente. Nao foram observadas mudancas significativas (p > 0,05) nas
atividades de ALT e AST nos grupos tratados com extrato (EE 150, EE 300, EE 600

e EE 1200) quando comparados com o grupo controle (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Efeito da administracdo de extrato etandlico de folhas de azeitona da terra sobre a
atividade da alanina aminotransferase (ALT). A atividade da ALT foi determinada em soro de
camundongos apos diferentes tratamentos por 8 dias. O grupo controle corresponde aos animais que
ingeriram apenas solug&o salina. O grupo DMSO corresponde aos animais que receberam DMSO a
5%. Os grupos EE 150, EE 300, EE 600 e EE 1200 correspondem aos animais que receberam
extrato etandlico de folhas de azeitona da terra nas doses de 150, 300, 600 e 1200 mg/Kg,

respectivamente.

AST (U/L)

Figura 8: Efeito da administracao de extrato etanodlico de folhas de azeitona da terra sobre a
atividade da aspartato aminotransferase (AST). A atividade da AST foi determinada em soro de
camundongos apos diferentes tratamentos por 8 dias. O grupo controle corresponde aos animais que
ingeriram apenas solugéo salina. O grupo DMSO corresponde aos animais que receberam DMSO a
5%. Os grupos EE 150, EE 300, EE 600 e EE 1200 correspondem aos animais que receberam
extrato etandlico de folhas de azeitona da terra nas doses de 150, 300, 600 e 1200 mg/Kg,

respectivamente.
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A figura 9 apresenta os resultados da lipoperoxidagdo nos hepatdcitos. Nao
houve diferenca significativa nos niveis de MDA entre os grupos tratados com
extrato nas diferentes doses (EE 150, EE 300, EE 600 e EE 1200) e o grupo controle
(p > 0,05). Os valores de MDA (média + desvio padréo, n= 10) para os grupos
controle e DMSO foram 1,541 + 0,33 e 1,514 %= 0,39 nmol/ g de tecido,
respectivamente. Para os grupos tratados com EE nas doses de 150, 300, 600 e
1200 mg/Kg foram 1,346 + 0,33; 1,603 + 0,39; 1,644 £ 0,28 e 1,478 £ 0,19 nmol/ g

de tecido, respectivamente.
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Figura 9: Efeito da administragédo de extrato etandlico de folhas de azeitona da terra sobre
a peroxidagao lipidica. A formacdo de malondialdeido (MDA) foi determinada em homogenatos
de figados de camundongos apés diferentes tratamentos por 8 dias. O grupo controle
corresponde aos animais que ingeriram apenas solucao salina. O grupo DMSO corresponde aos
animais que receberam DMSO a 5%. Os grupos EE 150, EE 300, EE 600 e EE 1200
correspondem aos animais que receberam extrato etanodlico de folhas de azeitona da terra nas
doses de 150, 300, 600 e 1200 mg/Kg, respectivamente.

Para verificar se o extrato etandlico de folhas de azeitona da terra nas doses
de 150, 300, 600 e 1200 mg/Kg estavam induzindo lesdes gastricas, laminas dos
estbmagos dos animais foram analisadas macroscopicamente (Figura 10). Os
estbmagos de animais tratados com EE n&o apresentaram lesdes na mucosa
gastrica, ou seja, ndo foram observadas visualmente lesdes teciduais em nenhum
estdbmago dos camundongos tratados com as diferentes doses de extrato quando

comparados com aqueles do grupo controle.
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Figura 10: Efeito da administracdo de extrato etandlico de folhas de azeitona da terra
(Syzygium cumini) sobre a mucosa gastrica. Estbmagos de animais que receberam (a) solugao
salina; (b) DMSO A 5%; (c), (d), (e) e (f): extrato etandlico de folhas de azeitona da terra nas doses
150, 300, 600 e 1200 mg/Kg, respectivamente.

6.4 Avaliacao do efeito protetor do extrato etandlico de folhas de azeitona da

terra (Syzygium cumini) contra estresse oxidativo induzido por paracetamol

Para avaliar o efeito protetor do extrato etandlico (EE) de folhas de azeitona
da terra, os camundongos foram divididos em 10 grupos: controle, DMSO, EE150,
EE300 e EE600 nos quais os animais receberam por via oral, durante 7 dias
consecutivos, somente solu¢do salina, DMSO e EE (150, 300 e 600 mg/Kg),
respectivamente. Além dos grupos paracetamol, DMSO+P, EE150+P, EE300+P e
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EEG600+P nos quais os animais receberam por via oral, durante 7 dias consecutivos,
solugdo salina, DMSO e EE (150, 300 e 600 mg/Kg), respectivamente e
posteriormente receberam uma dose aguda, por via oral de paracetamol (500
mg/Kg). A tabela 5 apresenta os resultados referentes a mortalidade, peso dos
animais e peso relativo dos 6rgéos (figado, rim, bago e timo). Nao houve reducao no
peso dos animais tratados ou ndo com EE (150, 300, 600 mg/Kg) e/ou paracetamol.
Quanto ao peso relativo dos 6rgaos, nao houve diferenga significativa do peso de
nenhum dos 6rgaos avaliados entre os diferentes grupos analisados (p > 0,05). Em
relacdo a mortalidade, foram registradas mortes de animais nos grupos
Paracetamol, DMSO+P, EE150+P, EE300+P. N&o foi registrada morte no grupo
EE6G00+P.
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Tabela 5. Efeito da administracdo de diferentes doses de extrato etandlico de
Syzygium cumini no peso do corpo e no peso relativo dos 6rgaos de animais

submetidos a estresse por paracetamol.

Grupos Mortalidade Peso (g) Peso (g) Peso Peso Peso Peso
n° de mortes/  Dia 0* Dia 7* relativo relativo relativo relativo
n figado* rim* bago* timo*
Controle 0/10 33,88+ 3577+ 0,04622+ 0,007254 0,002764 0,0009142
1,915 2,515 0,0026 +0,0010  +0,0005 + 0,0003
DMSO 0/10 32,14+ 33,60+ 0,04681+ 0,008221 0,002313 0,0009925
2,175 2,026 0,0033 +0,0008 +0,0002 +0,0003
EE150 0/10 32,61+ 34,79+ 0,04387+ 0,007436 0,002807 0,001047 +
2,512 2,897 0,0025 +0,0006 +0,0006 0,0002
EE300 0/10 32,569+ 34,76+ 0,04456+ 0,007400 0,002708 0,001122 +
1,987 2,466 0,0031 +0,0009 +0,0005 0,0002
EE600 0/10 32,58+ 3444+ 0,04427t 0,007313 0,002229 0,001130
1,835 1,819 0,0033 +0,0007  +0,0003 0,0002
Paracetamol 110 3546+ 36,56+ 0,04751+ 0,007745 0,002513 0,0008652
2,324 1,909 0,0055 +0,0008 +0,0005 + 0,0003
DMSO+P 2/10 33,75+ 3570+ 0,04480+ 0,007193 0,002058 0,0007585
2,348 2,806 0,0023 +0,0008 +0,0003 +0,0002
EE150+P 1/10 31,50+ 33,56+ 0,04363+ 0,007584 0,002413 0,001114
2,045 2,190 0,0045 +0,0006 +0,0007 0,0001
EE300+P 110 33,96+ 3597+ 0,04283+ 0,007242 0,002013 0,0009121
1,264 1,408 0,0027 +0,0006 +0,0004 10,0002
EE600+P 0/10 30,95+ 33,02+ 0,04257+ 0,007148 0,002170 0,0009886
1,430 1,230 0,0021 + 0,0007  £0,0004 + 0,0002

Controle (Grupo que recebeu solugéo salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugao salina e uma
dose aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que
recebeu DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados
com extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). *Valores sdo dados como média * desvio padrdo (n=10).
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A administracdo de paracetamol causou danos no figado como foi
evidenciado por alteracdo nos parédmetros bioquimicos do soro e do figado de
camundongos (Figuras 11-16). Por outro lado, o pré-tratamento com EE conferiu
protecao contra danos induzidos por paracetamol em camundongos (Figuras 11-16).

Como apresentado na figura 11, os animais que receberam uma dose aguda
de paracetamol (500 mg/Kg) revelaram uma elevagéo significativa na atividade da
ALT (55, 89% e 51,55%) no soro dos grupos paracetamol e DMSO+P comparados
com o grupo controle (p < 0,05). Por outro lado, os animais que foram pré-tratados
com EE mostraram atividades de ALT reduzidas quando se compara com o0 grupo
paracetamol, os valores de reducdo para EE150+P, EE300+P e EE600+P foram
23,60%, 33,92%, e 56,94%, respectivamente. Essa diminuicdo foi considerada
significativa no grupo EE600+P (p < 0,05). Os animais que foram tratados somente
com extrato (grupos EE150, EE300 e EE600) apresentaram valores de atividade de

ALT semelhantes ao do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 11. Efeito da administragcao de extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini na
atividade da alanina aminotransferase (ALT) em soro de camundongos tratados com
paracetamol. Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugao salina
e uma dose aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que
recebeu DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados
com extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados s&o dados como média * desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<0,05); b Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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A figura 12 apresenta o efeito da administracdo de extrato etandlico de folhas
de azeitona da terra na atividade da AST. Os resultados mostram que os animais
tratados com uma dose aguda de paracetamol (500 mg/Kg) apresentaram um
aumento significativo na atividade da AST no soro dos grupos paracetamol (25,01%)
e DMSO+P (25,28%) comparados com o grupo controle (p < 0,05). Entretanto, foi
observada uma reducao nas atividades de AST nos animais pré-tratados com EE
quando se compara com o grupo paracetamol, a diminuigéo foi de 10,04 %; 17,48%
e 30,14% para os grupos EE150+P, EE300+P e EE600+P, respectivamente. Essa
reducao foi considerada significativa no grupo EE600+P (p < 0,05). Os animais que
receberam apenas extrato (grupos EE150, EE300 e EE600) n&o diferiram

significativamente do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 12. Efeito da administragcdao de extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini na
atividade da aspartato aminotransferase (AST) em soro de camundongos tratados com
paracetamol. Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugao salina
e uma dose aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que
recebeu DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados
com extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etanodlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados s&o dados como média * desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<0,05); b Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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Na figura 13, estéo representados os resultados das atividades da fosfatase
alcalina no soro de camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. As
atividades da ALP foram elevadas nos animais submetidos a uma dose aguda de
paracetamol (500 mg/Kg), esse aumento foi de 27,94% e 26,58% nos animais dos
grupos paracetamol e DMSO+P comparados com o grupo controle (p < 0,05),
respectivamente. Enquanto que os animais que foram pré-tratados com EE
apresentaram atividades de ALP reduzidas quando se compara com O grupo
paracetamol, a reducéo para EE150+P, EE300+P e EE600+P foi de 4,32%; 32,68%
e 32,68%, respectivamente. Essa diminuigéo foi considerada significativa nos grupos
EE300+P e EE600+P (p < 0,05). Os animais que foram tratados somente com
extrato (grupos EE150, EE300 e EEG00) apresentaram atividades de ALP no soro

similares a do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 13. Efeito da administragcdao de extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini na
atividade da fosfatase alcalina (ALP) em soro de camundongos tratados com paracetamol.
Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugdo salina e uma dose
aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que recebeu
DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados com
extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados sao dados como medla + desvio padrdo (n=10). °Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<O0, 05) Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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A figura 14 apresenta os teores de MDA nos figados de camundongos
submetidos a diferentes tratamentos. A concentracdo de MDA em figados de
camundongos submetidos ao estresse com paracetamol (500 mg/Kg) foi
significativamente aumentada nos grupos paracetamol (37,68%) e DMSO+P
(35,42%) quando comparados com o grupo controle (p < 0,05). Por outro lado, o pré-
tratamento com EE (150, 300 e 600 mg/kg) preveniu uma elevagdo nos niveis de
MDA induzida por paracetamol. A reducéo foi de 25,68%; 31,67% e 31,97% nos
grupos EE150+P, EE300+P e EE600+P em comparagdo com o grupo paracetamol,
respectivamente. Essa diminuigéo foi considerada significativa (p < 0,05) para todos
0s grupos pré-tratados com extrato (EE150+P, EE300+P e EE600+P). Os animais
que foram tratados apenas com extrato (grupos EE150, EE300 e EE600) né&o

diferiram significativamente do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 14. Efeito da administragcdao de extrato etanodlico de folhas de Syzygium cumini nos
niveis de peroxidagédo lipidica (MDA) em figado de camundongos tratados com paracetamol.
Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugdo salina e uma dose
aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que recebeu
DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados com
extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados s&o dados como média * desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<0,05); b Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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A variagdo nos niveis de grupos sulfidrilas (NP-SH) no figado esta
representada na figura 15. Os niveis de NP-SH foram significativamente (p < 0,05)
reduzidos ap6s a administracdo de paracetamol (500 mg/Kg) de 85,02% no grupo
paracetamol e 90,56% no grupo DMSO+P, quando comparados com o grupo
controle. Em contraste, a deplecao de NP-SH induzida por paracetamol foi menor
nos grupos tratados com EE (150, 300 e 600 mg/Kg). O aumento nos niveis de NP-
SH foi de 46,71%, 56,74% e 63,61% nos grupos EE150+P, EE300+P e EE600+P
quando comparados com o grupo paracetamol, respectivamente. Essa elevacgao foi
considerada significativa nos grupos EE300+P e EEG600+P (p < 0,05). Os animais
que foram tratados somente com extrato (grupos EE150, EE300 e EE600) nao

diferiram significativamente do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 15. Efeito da administragdo de extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nos
niveis de grupos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) em figado de camundongos tratados com
paracetamol. Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugao salina
e uma dose aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que
recebeu DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados
com extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados s&o dados como média * desvio padrdo (n=10). *Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<0,05); b Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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O efeito do tratamento de EE sobre a atividade da SOD em camundongos
submetidos a uma dose aguda de paracetamol (500 mg/Kg) esta representado na
figura 16. A administracdo de paracetamol reduziu significativamente a atividade da
SOD nos grupos paracetamol (68,19%) e DMSO+P (72,32%) em comparagdo com o
grupo controle (p < 0,05), respectivamente. O pré-tratamento com EE nas doses de
150, 300 e 600 mg/Kg elevou a atividade da SOD em torno de 60,03% (grupo
EE150+P), 63,67% (grupo EE300+P) e 69,12% (grupo EE600+P) quando
comparados com o grupo paracetamol. Esse aumento foi considerado significativo
em todos os grupos pré-tratados com extrato (EE150+P, EE300+P e EE600+P) com
p < 0,05. Os animais que foram tratados somente com extrato (grupos EE150,

EE300 e EEG00) apresentaram valores semelhantes ao do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 16. Efeito da administragcdo de extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini na
atividade da superdéxido dismutase (SOD) em figado de camundongos tratados com
paracetamol. Controle (Grupo que recebeu salina); Paracetamol (Grupo que recebeu solugado salina
e uma dose aguda de paracetamol; DMSO (Grupo que recebeu DMSO a 5%); DMSO+P (Grupo que
recebeu DMSO a 5% e uma dose aguda de paracetamol. EE 150, EE 300 e EE 600 (Grupos tratados
com extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg,
respectivamente); EE150+P, EE300+P e EE600+P (Grupos tratados com extrato etandlico de folhas
de Syzygium cumini nas doses de 150, 300 e 600 mg/Kg respectivamente e uma dose aguda de
paracetamol). Dados s&o dados como média + desvio padrdo (n=10). Grupos que diferem
significativamente do grupo controle (p<0,05); b Grupos pré-tratados com DMSO 5% e extrato (150,
300 e 600 mg/Kg) que diferem significativamente do grupo paracetamol (p<0,05).
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Quanto aos estdmagos, ndo foram observadas lesbes na mucosa gastrica
dos grupos tratados com paracetamol quando comparados com o grupo controle
(Figura 17).

(a)
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(h)

Figura 17: Efeito da administracdo de extrato etandlico de folhas de azeitona da terra
(Syzygium cumini) sobre a mucosa gastrica de camundongos tratados com paracetamol.
Estdmagos de animais que receberam (a) solugdo salina; (b) DMSO a 5%; (c), (d) e (e): extrato
etandlico de folhas de azeitona da terra nas doses 150, 300 e 600 mg/Kg, respectivamente; (f)
paracetamol; (g) DMSO a 5% + paracetamol; (h), (i) e (j): extrato etandlico de folhas de azeitona da
terra (doses 150, 300 e 600 mg/Kg) + paracetamol, respectivamente.
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7 DISCUSSAO

Extratos de plantas medicinais tém apresentado diversas atividades
bioldgicas, dentre as quais podem ser citadas as propriedades terapéuticas no
tratamento de desordens, principalmente no figado (HURKADALE et al.,, 2012;
SETTY et al, 2007; YOU et al, 2010). A fim de determinar propriedades
terapéuticas do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra (Syzygium cumini), o
mesmo foi testado quanto aos seus constituintes fitoquimicos, potencial antioxidante,
bem como uma possivel toxicidade quando administrado por via oral e em relagao
ao seu efeito hepatoprotetor contra danos induzidos por paracetamol.

Para determinacdo da composicao fitoquimica, o EE foi testado seguindo a
metodologia de Matos (2009). A partir de analises qualitativas, determinou-se a
presenca de fenois, taninos, flavonas, flavonois, xantonas, esteroides e saponinas
no EE (Tabela 1). Esses resultados corroboram com os de Arun et al. (2011) que
mostraram que os extratos aquoso, etandlico, acetdnico e de acetato de etila de
sementes de Syzygium cumini apresentavam diversos compostos, dentre os quais
carboidratos, fitoesterois, fenois, taninos e flavonoides. Foram determinados ainda
os teores de vitamina C, polifenois extraiveis totais (PET), antocianinas, flavonoides
amarelos e carotenoides totais (Tabela 3). Dentre os fitoquimicos determinados no
EE, os polifenois extraiveis foram predominantes, representando 99,71%. Rufino et
al. (2010) avaliando a fruta de Syzygium cumini encontrou teores menores de
antocianinas (93,3 mg/100 g de fruto), flavonoides amarelos (70 mg/100 g de fruto) e
carotenoides totais (0,51 mg/100 g de fruto) e maior teor de vitamina C (112 mg/100
g de fruto). Jeong et al. (2010) relataram em extrato etandlico de frutos e sementes
de Rubus occidentalis 38 mg de acido ascorbico/100 g extrato. Enquanto Faria,
Marques e Mercadante (2011) encontraram em extrato de fruta de Syzygium cumini
um valor menor que 0,01 mg de acido ascérbico/ 100 g extrato. Sabir et al. (2012)
mostraram um valor de PET (22.600 mg GAE/100 g extrato) para extrato etandlico
de folhas de Solidago microglossa superior ao determinado para EE. Em contraste,
Jeong et al. (2010) demonstraram um valor de PET em extrato etandlico da fruta de
Rubus occidentalis (560 mg GAE/ 100 g de extrato) inferior ao desse estudo com
azeitona da terra. Faria, Marques e Mercadante (2011) encontraram valores
inferiores de PET (148,3 mg/100 g extrato) e carotenoides totais (0,089 mg/100 g

extrato) para extrato de frutas de Syzygium cumini, quando comparados com 0s
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valores encontrados para o extrato etandlico das folhas. Vale salientar que extratos
de plantas e ervas que contém diferentes classes de polifendis sdo muito atrativos
nao s6 para a fitoterapia, mas também para a industria de alimentos (SABIR;
ROCHA, 2008b).

Para avaliar a atividade antioxidante total in vitro, foram utilizados os métodos
ABTS e DPPH. O extrato etandlico de folhas de azeitona da terra (Syzygium cumini)
mostrou elevada atividade antioxidante tanto pelo ensaio do ABTS, quanto pelo
DPPH (Tabela 3). A atividade antioxidante de EE pode ser atribuida aos compostos
fitoquimicos presentes, provavelmente os polifenois que foram encontrados em
maior percentual (99,71%) entre os compostos analisados. BASMA et al. (2011)
trabalhando com extrato de Euphorbia hirta L. correlacionou que 98,89% da
atividade antioxidante foi resultante dos compostos fendlicos, mas ndo estando
limitada somente a esses compostos.

Uma vez determinado a presenca e os teores de compostos bioativos e a
atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra e
que o mesmo apresentou elevado potencial na captura de radicais livres, seguiu-se
para os ensaios in vivo, inicialmente avaliando-se a toxicidade de EE e em seguida o
seu efeito hepatoprotetor contra estresse induzido por paracetamol.

A toxicidade do extrato etandlico de folhas de azeitona da terra (Syzygium
cumini) foi avaliada, uma vez que os produtos naturais nem sempre podem ser
considerados seguros, havendo necessidade de testar possiveis efeitos toxicos do
consumo dos mesmos (YOU et al,, 2010). EE ndo apresentou toxicidade com
nenhuma das doses estudadas (Tabela 4). Nao houve morte, perda de peso e nem
alteracdes comportamentais e fisioldgicas, tais como frequéncias respiratéria e
cardiaca, diarréia, lacrimejamento, sialorréia e ericamento de pelos. Portanto, EE
mostrou-se seguro quando usado em doses de até 1200 mg/Kg. Quanto ao peso do
corpo dos animais, ndo foi observada reducéo significativa durante os 8 dias de
tratamento e observacéo (Tabela 4) para todos os grupos, exceto para o grupo dos
animais tratados com EE na dose de 1200 mg/Kg, em que nao houve redugdo, mas
também nao houve ganho de peso significativo durante os 8 dias de tratamento.
Fukuda et al. (2011) mostraram que o tratamento com extrato quente de Glycine
max até concentragdes de 2% né&o causou alteragdes significativas no peso do corpo
dos animais e peso relativo do figado, bago e rim de camundongos machos tratados

por 26 semanas. Dados semelhantes foram também encontrados por Sabir e Rocha
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(2008a) que avaliaram a toxicidade de extrato aquoso de Solanum fastigiatum em
camundongos, revelando que ndo houve morte ou nem reduc¢ao significativa no peso
do corpo dos animais durante todo o periodo de experimento. O ensaio de
toxicidade mostrou que o tratamento com EE nado elevou significativamente a
atividade das enzimas séricas ALT e AST e nem induziu peroxidagéo lipidica
(Figuras 7-9). Esses resultados indicam que o tratamento com EE nas diferentes
doses ndo provocou danos hepaticos. Silva et al. (2012), avaliando a toxicidade de
extrato hidroetandlico de folhas de Syzygium cumini em ratos e Sabir e Rocha
(2008a), a toxicidade de extrato aquoso de Solanum fastigiatum em camundongos
mostraram que n&o houve diferencas significativas na atividade das enzimas ALT e
AST, resultados semelhantes aos determinados para EE. E importante salientar que
a avaliagao de parametros bioquimicos, tais como as atividades das enzimas ALT e
AST séao de extrema importancia, pois refletem o estado geral do corpo do animal,
além do estado especifico dos 6rgados, especialmente em relagdo as fungdes
hepaticas (SILVA et al., 2012). A elevagédo dessas enzimas no soro e dos niveis de
MDA no figado sugere danos hepaticos (KASDALLAH-GRISSA et al., 2007; SENER,;
SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER, 2003). Além disso, ndo foram observadas lesées
macroscopicas na mucosa gastrica de camundongos tratados com EE, mostrando
que EE n&o causou alteragdo nos estébmagos (Figura 10).

Outra etapa do trabalho consistiu em verificar o efeito protetor do extrato
etandlico de folhas de azeitona da terra em camundongos tratados com dose aguda
paracetamol. A escolha do paracetamol como indutor de estresse oxidativo deve-se
ao fato dele causar danos em multiplos 6rgéos, principalmente no figado (YOUSEF
et al., 2010). Ha variagdo entre a hepatoxicidade induzida por paracetamol nas
diferentes espécies de animais, mas os camundongos estdo entre as espécies mais
sucetiveis e frequentemente sdo usados nos estudos (DAVIS et al., 1974 apud LEE
et al., 2001). O efeito protetor foi verificado a partir de dosagens das atividades das
enzimas séricas ALT, AST e ALP, bem como da SOD e dos niveis de NP-SH, além
da peroxidagao lipidica. Danos hepaticos induzidos por paracetamol tém sido
marcados por um aumento nas atividades de ALT, AST e ALP no soro e plasma
(YOUSEEF et al., 2010). Tratamento com paracetamol também esta associado com a
inibicdo das atividades das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e CAT), bem como
reducao nos niveis de GSH e aumento da peroxidacgéao lipidica no figado e plasma
(JAESCHKE; KNIGHT; BAJIT, 2003; LIU; LU; PENG, 2011; YOUSEF et al., 2010).
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Nesse trabalho n&o foram observadas reducdo no peso dos animais e nem alteragao
significativa no peso relativo dos 6rgéos dos animais tratados com EE e submetidos
ou ndo a estresse por dose unica de paracetamol (Tabela 5). Girish et al. (2009a)
também trabalharam com inducdo da hepatotoxicidade por dose aguda de
paracetamol (500 mg /Kg) em camundongos e observaram aumento significativo do
peso absoluto do figado do grupo tratado com paracetamol em comparagéo ao
grupo controle.

A administracado de paracetamol (500 mg/kg) causou danos no figado como
foi evidenciado por alteragdo nos paréametros bioquimicos do soro e do figado de
camundongos (Figuras 11-16). Por outro lado, o pré-tratamento com EE revelou-se
protetor contra danos induzidos por paracetamol em camundongos (Figuras 11-16).
Os animais dos grupos paracetamol e DMSO+P apresentaram uma elevacéo
significativa (p < 0,05), respectivamente, nas atividades de ALT (55,89% e 51,55%),
AST (25,01% e 25,28%) e ALP (27,94% e 26,58%), quando comparados ao grupo
controle (Figuras 11 a 13). O grupo EE600+P apresentou diminuigéo significativa (p
< 0,05) tanto para a atividade de ALT de 56,94%, quanto para AST de 30,14%,
quando comparado ao grupo paracetamol (Figuras 11 e 12). Os grupos tratados com
EE nas doses de 300 e 600 mg/Kg apresentaram uma diminuigéo significativa na
atividade de ALP de 32,68% para EE300+P (p < 0,05) e de 32,68% para EE600+P
(p < 0,05), quando comparados com o grupo paracetamol (Figura 13). Todas estas
enzimas avaliadas funcionam como marcadores empregados no diagnéstico de
doengas no figado, normalmente presentes no citosol sdo liberadas na corrente
sanguinea quando a membrana plasmatica hepatocelular é danificada, podendo ser
quantificadas para avaliar o tipo e a extensdo da lesdo hepatica (SALLIE;
TREDGER; WILLIAMS, 1991). Assim, o aumento da atividade desses marcadores
indica um dano hepatico (grupos paracetamol e DMSO+P) e a observagédo de que o
pré-tratamento com EE reduziu a atividade das enzimas ALT, AST e ALP no soro de
camundongos evidencia que EE conferiu protecdo contra o estresse gerado por
paracetamol e esse efeito mostrou-se dose dependente para as enzimas ALT e AST
(Figuras 11-12). Essa protegdo pode acontecer por meio da preservagcédo da
integridade da estrutura da membrana hepatocelular, bem como o reparo do dano
no tecido do figado induzido por paracetamol (PARI; MURUGAN, 2004). Olaleye et
al. (2010) demonstraram um aumento na atividade das enzimas ALT, AST e ALP

provocada pela ingestdo de paracetamol e o efeito protetor do pré-tratamento com
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extrato aquoso e etandlico de folhas de Boerhaavia diffusa capaz de reduzir a
atividade dessas enzimas no soro. Ja Moresco et al. (2007) mostraram que o pré-
tratamento com extrato aquoso de folhas de Syzygium cumini foi capaz de reduzir a
elevagcdo da atividade das enzimas ALT e AST provocada pela administracédo de
tetracloreto de carbono. Singh et al. (2011) relataram um aumento na atividade dos
marcadores enzimaticos ALT, AST, ALP causado pela ingestdo de paracetamol,
bem como uma prevengdo na elevagdo desses marcadores devido ao pré-
tratamento com extrato metandlico de tubérculos Amorphophallus campanulatus.

A peroxidagao lipidica tem sido estreitamente relacionada com danos aos
tecidos provocados por paracetamol (SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER,
2003). A dose aguda de paracetamol (500 mg/Kg) elevou significativamente os
niveis de MDA no figado de camundongos nos grupos paracetamol e DMSO+P
comparados com o grupo controle (Figura 14). Essa elevagao nos niveis de MDA
reflete a peroxidacao lipidica e danos na membrana plasmatica como consequéncia
do estresse oxidativo, além de falhas no sistema de defesa antioxidante (EESHA et
al., 2011; GIRISH et al., 2009a). O pré-tratamento com EE foi capaz de restabelecer
os niveis de MDA similares ao do controle, protegendo os animais de todos os
grupos pré-tratados com extrato (EE150+P, EE300+P e EE600+P) contra a
peroxidacao lipidica induzida por paracetamol (Figura 14). Esses resultados
concordam com Eesha et al. (2011) que mostraram a elevagéo nos niveis de MDA
nos figados de ratos devido a toxicidade do paracetamol e ainda que o tratamento
com extrato etandlico de Terminalia paniculata foi capaz de reduzir essa
peroxidacao lipidica. A atividade hepatoprotetora de EE contra o estresse por
paracetamol pode ser atribuida aos fitoquimicos ativos, que previnem a peroxida¢ao
lipidica, aumentando as defesas antioxidantes, como foi sugerido por Girish et al.
(2009a). Adicionalmente, Jain et al. (2008), trabalhando com outro modelo de
hepatotoxicidade, evidenciaram efeito hepatoprotetor de um extrato aquoso e
etandlico de folhas de Momordica dioica, através da inibicado da peroxidagéo lipidica
revelada pela diminuicdo dos niveis de MDA no figado de ratos submetidos a
estresse por tetracloreto de carbono. Esses autores sugeriram como possivel
mecanismo para protecédo a atividade antioxidante e de captura dos radicais livres
por flavonoides e compostos fendlicos presentes no extrato.

Ainda para avaliar os danos por paracetamol, os niveis dos grupos sulfidrilas

nao proteicos foram determinados. Um mecanismo basico do efeito téxico do
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paracetamol é a ligagao covalente de NAPQI aos grupos sulfidrilas da glutationa
reduzida (principal fonte de grupos sulfidrilas nos hepatocitos) e varias proteinas e
sua oxidagado subsequente (BESSEMS; VERMEULEN, 2001; MLADENOVIC et al.,
2009). Uma reducao do conteudo de grupos sulfidrilas pode estar relacionada com o
seu consumo adicional na desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio. A
administracao oral de uma dose de paracetamol (500 mg/Kg) provocou uma redugao
nos grupos sulfidrilas ndo proteicos (NP-SH) no figado de camundongos dos grupos
paracetamol e DMSO+P em comparagcdo com o grupo controle. Essa diminuigao
pode ser devido a ativagdo metabdlica do paracetamol, mais especificamente a
ligagdo do N-acetilbenzoquinona imina (NAPQI) com os grupos sulfidrilas da
glutationa que leva a um consumo do estoque de GSH no figado (YOUSEF et al.,
2010). A producdo de ROS induzida por NAPQI ou outros metabdlitos do
paracetamol pode ser responsavel pelo consumo desses grupos sulfidrilas
(MLADENOVIC et al., 2009). Dois fatores importantes determinam a probabilidade
de producédo de lesédo hepatica por paracetamol: a quantidade de NAPQI produzido
por citocromo P450 2E1 e a disponibilidade de glutationa como um agente
hepatoprotetor. A concentragéo intracelular de NAPQI e a dose de paracetamol
ingerida estédo diretamente associadas (MADDREY, 2005). Os resultados mostraram
que o pré-tratamento com EE restaurou significativamente os niveis de NP-SH nos
grupos EE300+P e EE600+P (Figura 15), essa elevacédo no conteudo de GSH
(grupos sulfidrilas nao proteicos) no figado de camundongos submetidos a estresse
por pacetamol e pré-tratados com EE revela a atividade antioxidante do extrato
etandlico das folhas de azeitona da terra. O mesmo foi evidenciado por Jain et al.
(2008) em seu trabalho com o extrato de Momordica dioica. Este resultado deve-se
provavelmente a diminuicdo da bioativacdo do paracetamol por conta do pré-
tratamento com EE, como sugerido por Lee et al. (2001), trabalhando com o extrato
de Platycodon grandiflorum.

A toxicidade induzida por paracetamol envolve uma mudanc¢a no estado redox
que leva a um estado de estresse oxidativo (YOUSEF et al., 2010). O paracetamol
pode perturbar o equilibrio entre a producdo de ROS e a proteg¢do antioxidante no
figado (MLADENOVIC et al., 2009). Os resultados evidenciaram que o paracetamol
reduziu a atividade da enzima SOD, nos grupos paracetamol e DMSO+P (Figura
16). Contrariamente, o tratamento com EE em todas as doses de extrato (150, 300 e

600 mg/Kg) preveniu a redugdo da atividade da SOD nos hepatocitos dos grupos
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EE150+P, EE300+P e EE600+P. Segundo Mladenovic et al. (2009), o decréscimo
na atividade da SOD esta associado com aumento da producdo de ROS e pode ser
atribuido ao consumo dessa enzima na desintoxicacdo de ROS. As enzimas
antioxidantes podem ser inativadas por ROS, sendo a superéxido dismutase inibida
especificamente por peroxido de hidrogénio (PIGEOLET et al.,1990). Um dos
parametros avaliados por Olaeye & Rocha (2008) para verificar o efeito
hepatoprotetor de diversas plantas medicinais (Kigelia africana, Calotropis procera,
Hibiscus sabdariffa e Alchornea cordifolia) contra o estresse por paracetamol foi a
atividade da SOD. Esses autores sugerem que a protec¢do contra a diminuicdo da
atividade da SOD pelo paracetamol pode ser mediada, pelo menos em parte,
através da preservagao de niveis normais das atividades antioxidantes, mecanismo
que também pode ser responsavel pela protecdo conferida por EE. Ha varios
trabalhos que podem ser citados evidenciando o efeito do paracetamol em diminuir
as atividades da SOD e os niveis de NP-SH, dentre os quais alguns serao citados.
Mladenovic et al. (2009) mostraram uma diminuicdo nos niveis de NP-SH e uma
reducdo na atividade da SOD de figado de camundongos provocados pelo
tratamento com paracetamol. Bem como Lee et al. (2001) evidenciaram uma
diminuicdo nos niveis de GSH provocada pela administracdo de paracetamol
sozinho e que o pré-tratamento com extrato aquoso de raiz de Platycodon
grandiflorum protegeu essa deplecao de GSH em camundongos. Ademais, Yousef
et al. (2010) mostraram uma redug¢do nos niveis de GSH e na atividade da SOD
induzida por paracetamol em figados de ratos, bem como o efeito hepatoprotetor do
tratamento com curcumina e quercetina na prevencado da deplecédo de GSH e
diminuicdo da atividade dessa enzima. Sabir e Rocha (2008a) mostraram uma
diminuicdo na atividade da SOD provocado por paracetamol, assim como o efeito
protetor do extrato de Solanum fastigiatum nessa atividade em camundongos.

Nao foram verificadas lesbes macroscopicas nos estdbmagos de animais
tratados com paracetamol (Figura 17). Isso pode ser explicado pelo fato do
paracetamol ser absorvido rapidamente no estdmago e intestino delgado, mas seu
metabolismo ocorrer majoritariamente no figado (RAY et al., 1996 apud OLALEYE et
al., 2010) e a toxicidade esta diretamente relacionada com a produc¢do de NAPQI a
partir do metabolismo do paracetamol.

Portanto foi evidenciado elevado potencial antioxidante e hepatoprotetor do

extrato etandlico de folhas de azeitona da terra in vivo prevenindo contra a
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peroxidacdo lipidica e reducdo das defesas antioxidantes. Essas atividades
antioxidante e hepatoprotetora podem ser relacionadas com a capacidade de EE de
capturar os radicais livres, o que pode vir a ser relacionado com os antioxidantes

presentes no extrato, principalmente os polifenais.
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8 CONCLUSOES

O extrato etandlico de folhas de azeitona da terra apresentou em sua
composicao fitoquimica vitamina C, carotenoides e elevados teores de polifenois.
Esse extrato mostrou elevada atividade antioxidante in vitro e nao apresentou
toxicidade in vivo. Frente a hepatotoxicidade induzida por paracetamol, o extrato na
dose de 600 mg/Kg apresentou maior atividade protetora em camundongos revelada
pela diminuicdo das atividades das enzimas ALT, AST e ALP e da peroxidagao
lipidica, bem como a prevencao da deplegdo de NP-SH e da reducédo da atividade
da enzima SOD.
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