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RESUMO 

 

O acetaminofeno (APAP) é um composto analgésico e antipirético que, quando 

administrado em doses elevadas, tem sido associado a significativa taxas de morbidade 

e mortalidade. Nos EUA e Europa , o APAP é um grande problema clínico , muitas 

vezes resultando em lesão hepática grave e insuficiência hepática aguda. Estudos 

recentes têm sugerido que os neutrófilos periféricos produzem espécies reativas durante 

a hepatotoxicidade induzida por APAP e plantas, tais como, Baccharis trimera tem 

compostos bioativos como flavonoides, relacionadas com a proteção do organismo 

contra os radicais livres. Portanto, o presente estudo tentou, após a caracterização 

química, ensaio de viabilidade e análise antioxidante, investigar o efeito protetor do 

extrato hidroalcoólico de B. trimera na expressão de genes relacionados ao metabolismo 

oxidativo em neutrófilos e fígado de ratos intoxicados com paracetamol (APAP). Os 

resultados mostraram que o extrato de B. trimera exerceu propriedades antioxidantes 

por neutralizar as espécies reativas e diminuir a expressão de genes responsáveis pela 

produção dessas espécies em neutrófilos . Além disso, o pré-tratamento oral com B. 

trimera atenuou a atividade sérica de ALT e AST, diminui a atividade da enzima 

superóxido dismutase e aumentou a atividade de catalase e a concentração de glutationa 

total. A análise histopatológica confirmou a redução dos danos no fígado e das lesões 

causadas pelo APAP . O presente estudo sugere que a ação hepatoprotetora do extrato 

de B. trimera pode estar relacionada com o seu efeito na redução do estresse oxidativo 

causado pela hepatotoxicidade induzida pelo APAP. 

 

 

Palavras-chaves: Baccharis trimera; acetaminofeno; enzimas antioxidants; neutrófilos; 

NADPH oxidase; estresse oxidative. 
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ABSTRACT 
 

 

Acetaminophen (APAP) is a common analgesic and antipyretic compound 

which, when administered in high doses, has been associated with significant morbidity 

and mortality. In the US and Europe, APAP is a major clinical problem, often resulting 

in severe liver injury and potentially acute liver failure. Recent studies have suggested 

that peripheral neutrophils produce reactive species during the hepatotoxicity induced 

by APAP and plants, such as, Baccharis trimera has bioactive compounds such as 

flavonoids, related to the organism’s protection against free radicals. Therefore, this 

study attempted after the chemical characterization, viability assay and antioxidant 

analysis to investigate the protective effect of hydroalcoholic extract of B. trimera in the 

expression of genes related to oxidative metabolism in neutrophils and liver of rats 

intoxicated with acetaminophen (APAP). The results show that the B. trimera extracts 

exert antioxidant properties by scavenging ROS and decrease the expression of genes 

responsible by reactive species production in neutrophils. Moreover the oral 

pretreatment with B. trimera attenuated serum activities of ALT and AST that were 

enhanced by administration of APAP and decreases the activity of the enzyme 

superoxide dismutase and increases the activity of catalase and the concentration of total 

glutathione. Histopathological analysis confirmed the alleviation of liver damage and 

reduced lesions caused by APAP. The present study suggests that the hepatoprotective 

action of B. trimera extract may rely on its effect on reducing the oxidative stress 

caused by APAP-induced hepatic damage in a rat model. 

 

Keywords: Baccharis trimera; acetaminophen; antioxidant enzymes; neutrophils; 

NADPH oxidase; oxidative stress 
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I- INTRODUÇÃO 

 

A inflamação é a resposta vascular e celular dos tecidos vivos à agressão. Essa 

agressão pode resultar em alterações passivas e químicas nas células ou tecidos 

agredidos, os quais desencadeiam o chamado processo inflamatório (Gomes-Leal, 

2004). 

A capacidade de desencadear uma resposta inflamatória é fundamental à 

sobrevivência, uma vez que é um processo protetor que preserva a integridade do 

organismo. Entretanto, em algumas situações e doenças, a resposta inflamatória pode 

ser exagerada e persistente (Carvalho e Silva, 2004), ocasionando erroneamente danos 

em diferentes biomoléculas incluindo DNA, proteínas, carboidratos, ácidos graxos e 

muitas outras estruturas celulares (Bagchi e Puri, 1998), resultando em um dano 

tecidual com consequente morte celular (Nordberg et al., 2001). Em virtude desses 

danos, muitos modelos de inflamação estão sendo estudados com o objetivo de 

descobrir mecanismos anti-inflamatórios capazes de modular essa resposta. Dentre estes 

modelos destaca-se o induzido por uma sobrecarga de Acetaminofeno (APAP) 

(Sidhartha et al., 2006). 

O APAP, também conhecido como paracetamol, é uma droga analgésica e 

antipirética amplamente utilizada em todo o mundo. Em doses terapêuticas o APAP é 

rapidamente metabolizado no fígado, principalmente, através de glucoronidação e 

sulfatação, e uma pequena porção é oxidada pelo citocromo P-450. Em contrapartida, o 

uso excessivo deste fármaco leva a uma hepatotoxicidade, que está relacionada a um 

quadro de estresse oxidativo decorrente da superprodução de Espécies Reativas de 

Oxigênio (ERO) e Nitrogênio (ERN) durante a formação de N-acetil-p-

benzoquininemina (NAPQI) pelo citocromo P450 (Dahlin et al., 1984; Yen et al., 2007). 

O sistema imunológico é especialmente vulnerável a esses danos oxidativos, 

porque muitas células do sistema imune, tais como neutrófilos e macrófagos, também 

produzem espécies reativas como parte dos mecanismos de defesa do organismo para 

destruir patógenos invasores (Marin et al., 2010). Durante a ativação, os neutrófilos 

podem gerar e liberar quantidades extremamente elevadas de espécies reativas através 

do sistema da NADPH oxidase (Zieliska-Przyjemska et al., 2009), sendo este processo 

conhecido como “explosão respiratória”. 

Diversos antioxidantes podem mitigar os efeitos danosos das espécies reativas. 

Pesquisas feitas com Baccharis trimera (carqueja), por exemplo, demonstram que esta 
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planta possui vários componentes bioativos, como flavonoides, diterpenos e triterpenos 

(Verdi et al., 2005). Os triterpenos, juntamente com um conjunto de saponinas descritos 

por Gené et al. (1996), têm sido relatados como os principais responsáveis pela 

atividade anti-inflamatória da planta (Della-Loggia et al., 1994; Akihisa et al., 1996), 

enquanto que os flavonoides, por possuírem ação antioxidante, têm sido relacionados à 

proteção do organismo contra os radicais livres (Rodrigues et. al., 2009). 

De fato, Leite et al. (2007) comprovaram a ação anti-inflamatória e citoprotetora 

do extrato aquoso de B. trimera após o tratamento de ratos com as doses de 800mg/kg e 

1600mg/kg. Foi observado ao final do experimento, que ambas as concentrações 

promoveram uma diminuição na migração de leucócitos polimorfonucleares, sendo a 

dose de 1600mg/kg também eficiente para diminuir a migração de leucócitos totais.  

Recentemente nosso grupo demonstrou, em resultados já publicados, a eficiência 

do extrato hidroalcoólico de B. trimera na modulação de ERO produzidas por 

neutrófilos em um modelo de inflamação (Pádua et al., 2010). Considerando que os 

leucócitos polimorfonucleares são as células presentes em maior quantidade em um 

processo de inflamação aguda e que as espécies reativas produzidas durante a sua 

ativação e também através de outras importantes fontes endógenas, são características 

de processos patológicos em muitas doenças que acometem o fígado, o presente estudo 

teve como objetivo investigar, em neutrófilos e fígado de ratos intoxicados com APAP, 

o efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a expressão de genes relacionados 

ao metabolismo oxidativo. 

Vale ressaltar que a abordagem terapêutica para utilização de produtos naturais 

na medicina convencional ainda é uma conduta alternativa, e geralmente ignorada pela 

prática médica devido à falta de informações científicas e evidências clínicas 

(Fontanarosa e Lundberg, 1988; Yuan e Lin, 2000). Assim a utilização de modelos 

animais se torna essencial para validar cientificamente a eficácia e a segurança do uso 

terapêutico dos produtos naturais (Petronilho et al., 2012). 
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2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 – O Fígado 

O fígado é o segundo maior órgão do corpo humano (Nagato et al., 2011) 

representando 2,5 a 4,5% da massa corporal total com um peso médio de 1500g. Esse 

órgão se localiza na cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma, onde recebe 

80% de sangue rico em nutrientes e pouco oxigenado, advindo da veia porta. Os 

outros 20% de sangue, que se caracteriza por ser rico em oxigênio, é fornecido pela 

artéria hepática. Esta particularidade permite ao fígado controlar as substâncias que 

são absorvidas em todo o intestino e determinar quais delas irão e como irão entrar 

na circulação sistêmica (Junqueira & Carneiro, 2008). 

Os hepatócitos são as células mais importantes do fígado constituindo cerca 

de 2/3 da sua massa. Estas células se organizam em cordões entremeados pelos 

sinusóides, e se estendem do limite do lóbulo, onde se localizam os espaços porta, até 

o vaso central nomeado veia centrolobular. Os espaços porta contêm ramos da artéria 

hepática, veia porta e ducto biliar, sendo que o fluxo sanguíneo parte desta estrutura 

e segue em direção à veia centrolobular e vasos subseqüentes, chegando até a veia 

hepática e deixando o órgão (Figura 1) (Junqueira & Carneiro, 2008). 

 

 

Figura 1 – Esquema de lóbulo hepático (FONTE: http://www.teliga.net/2010/11/tecido-glandular-

ou-secretor-principais.html) 
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A organização funcional e fluxo sanguíneo único do fígado permitem que ele 

realize inúmeras atividades vitais, essenciais à manutenção da homeostasia corporal. 

Dentre elas estão funções metabólicas, catabólicas, excretoras, secretoras, de síntese 

e de armazenamento. O fígado é capaz de, por exemplo, controlar a homeostase de 

glicose, sintetizar albumina e fatores da coagulação, remover amônia do sangue, 

armazenar glicogênio, triglicerídeos, ferro e vitaminas, e sintetizar e secretar a bile. 

Além disso, o fígado, ou mais especificamente o hepatócito, é conhecido por sua 

notável capacidade de degradar e detoxificar compostos, tanto endógenos quanto 

exógenos. Nesta lista estão hormônios esteróides, proteínas séricas, fármacos, 

toxinas, contaminantes ambientais, álcool e até produtos de degradação bacteriana 

originados do trato gastrointestinal (Thomson e Knolle, 2010). 

Considerando que muitas destas funções estão inter-relacionadas, é possível 

compreender o porquê da falência hepática ser responsável por milhares de mortes 

anualmente (Khan et al., 2006). Diversas podem ser as causas dessa falência, mas as 

principais são o uso de drogas/fármacos e infecções virais. Os vírus da hepatite A, B 

e C são os principais causadores de falência hepática em países em desenvolvimento, 

enquanto que a falência induzida por drogas/fármacos, dentre eles a hepatotoxicidade 

induzida pelo APAP, prevalece nos EUA e Europa (Berna et al., 2010). 

Em decorrência dessa elevada taxa de mortalidade, o estudo de modelos que 

levam a uma hepatotoxicidade é de extrema importância, uma vez que irá possibilitar 

a descoberta de diferentes terapias que irão minimizar os danos provocados pelas 

inúmeras enfermidades que acometem o fígado.  
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2.2 – Modelo de Hepatotoxicidade induzido por APAP 

 

A injúria hepática induzida por fármacos é um problema médico atual, uma 

vez que se tornou a principal causa de insuficiência hepática aguda em países 

ocidentais (Ostapowicz et al., 2002). De acordo com o “United States Acute Liver 

Failure Study Group”, a injúria hepática induzida por fármacos corresponde a mais 

de 50% dos casos de insuficiência hepática aguda, o que inclui a hepatotoxicidade 

causada por altas doses de APAP (39%) e a injúria hepática desencadeada por outras 

drogas (13%). O Food Drug Administration (FDA) recomenda uma dose de APAP 

para adultos de 325-650mg e para crianças menores que 12 anos de 10-

15mg/kg/dose, ambas com intervalos de 4 - 6h. A dose diária limite para adultos é 4 

gramas, ao passo que para crianças é 75mg/Kg.  

Como se sabe, o APAP é uma droga analgésica e antipirética segura em doses 

terapêuticas. Contudo, em quantidades elevadas causa injúria no fígado e é a 

principal causa de falência hepática nos Estados Unidos e no Reino Unido (Larson et 

al., 2005; Ostapowicz et al., 2002). Quando administrado em doses terapêuticas, mas 

de 90% do APAP é glucorinidado ou sulfatado no fígado e, subsequentemente, 

excretado (Jaeschke e Bajt, 2006). O restante remanescente é metabolizado por uma 

terceira via metabólica na qual o APAP é bioativado pelo citocromo P450 (CYP450) 

no intermediário eletrolítico NAPQI (James et al., 2003), que pode ser metabolizado 

através de conjugação com a glutationa (GSH) para gerar um produto não reativo 

solúvel em água, o ácido mercaptúrico. 

Depois de uma elevada dose de APAP a capacidade para glucoronidação e 

sulfatação é excedida (Slattery e Levy, 1979; Prescott, 1980) e uma grande 

quantidade de NAPQI é formada via citocromo P450 (Hjelle e Klaassen, 1984), 

resultando em uma rápida depleção nas concentrações de GSH (Mitchell, et al., 

1973). Subsequentemente, NAPQI se liga covalentemente no DNA e em proteínas, 

especialmente as mitocondriais, presentes nas células hepáticas parenquimais, 

resultando em uma injúria hepática (Corcoran, et al., 1980; Holme, et al., 1984) 

(Figura 2). A consequente disfunção mitocondrial leva a inibição da respiração 

intracelular, depleção de ATP e formação de ERO, tais como o radical superóxido 

(O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (HO•) e também de ERN, 

como óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO
-
) dentro da mitocôndria (James, et 
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al., 2003; Kon et al., 2004; Reid, et al., 2005). O estresse oxidativo gerado nesse 

processo possui relação direta com a morte de hepatócitos (Kim et al., 2003). 
 

 

Figura 2 – Metabolização hepática do paracetamol. Fonte: Gilmar, 2001. 

 

A participação do sistema imune também é evidente durante a sobrecarga de 

APAP. Muitos estudos emergentes tem discutido o papel patofisiológico de células 

do sistema imune inato, tais como as células de Kupffer e os neutrófilos na 

hepatotoxicidade induzida por APAP (Hinson, et al., 2010; Ishida, et al., 2002). A 

células de Kupffer são macrófagos presentes no fígado que são ativados cerca de 1 a 

2 horas após a overdose de APAP. Liu et al., (1995) ao utilizar um composto que 

inibe a produção de espécies reativas pelas células de Kupffer, observou uma 

atenuação da injúria hepática induzida pelo APAP após 24 horas. Porém, trabalhos 

como os de Bautista, et al., (1990), Jaeschke, et al., (1991) e James, et al., (2003) 

mostram que os oxidantes formados pelas células de Kupffer não estão relacionados 

com hepatotoxicidade, mas com a regulação de genes cito protetores. A explicação 

mais provável para isto está relacionada com a capacidade das células de Kupffer em 

produzir muitas citocinas, dentre elas interleucina 10 (IL-10), que tem sido associada 

à proteção contra a toxicidade induzida por APAP por regular negativamente a 

expressão de iNOS e a formação de peroxinitrito (Bourdi et al., 2002). Quanto aos 

neutrófilos, também existem diversas discussões em relação ao seu papel na 

patofisiologia da hepatotoxicidade induzida por APAP. 
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Como se sabe, os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares formados na 

medula óssea. Eles têm um papel crucial na defesa do organismo contra bactérias, 

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

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

formando a primeira linha de defesa do organismo contra infecções (Faurschou et al., 

2003 e Nathan, 2006). Quando ativados sofrem uma “explosão respiratória”, durante 

a qual uma grande quantidade de oxigênio é convertida em O2•-, pela ação da enzima 

NADPH oxidase (Babior, 1994; Graham et al., 2007).  

Outras espécies reativas decorrentes dessa “explosão respiratória” são as ERN 

originadas a partir da reação do óxido nítrico com o ânion superóxido, formando 

assim o peroxinitrito. Este, juntamente com o óxido nítrico e as outras ERO, são 

potentes agentes tóxicos produzidos pelos neutrófilos, sendo capazes de matar os 

microrganismos fagocitados e, quando liberados no meio extracelular, também 

causar lesões oxidativas aos tecidos do hospedeiro (Hampton et al.,1998; Meguro et 

al., 2003). Foi demonstrado que o processo inflamatório gerado após a sobrecarga de 

APAP promove o recrutamento de neutrófilos para o fígado (Dambach et al., 2002; 

Holt et al., 2008; Lawson et al., 2000). No entanto, a contribuição dos neutrófilos na 

lesão hepática é ainda controversa (Jaeschke, 2008).  

Alguns estudos, que utilizaram neutropenia induzida por anticorpos que 

foram aplicados 24h antes da administração de APAP, forneceram evidências para o 

envolvimento dos neutrófilos no processo de lesão do fígado (Ishida et al , 2006; Liu 

et al., 2006; Marques et al., 2012). No entanto, outros trabalhos mostraram que em 

animais tratados com o mesmo tipo de anticorpo, logo após a administração de 

APAP, a neutropenia não foi capaz de proteger o fígado contra os danos causados 

por este fármaco (Cover et al., 2006). A razão para estes resultados contraditórios 

usando o mesmo anticorpo foi a de que a fagocitose de neutrófilos inativados 

provocou a ativação de células de Kupffer (Bautista et al., 1994) e desencadeou uma 

resposta de estresse nos hepatócitos. Isso levou a uma ativação de genes 

inflamatórios e de genes de proteção (Jaeschke and Liu, 2007) que fizeram com que 

os hepatócitos, de animais pré-tratados com este anticorpo indutor de neutropenia, 

fossem mais resistentes à toxicidade induzida pelo APAP, independente da falta de 

neutrófilos no sangue.  

Além desses dados, Willians et al., (2014), ao estudar a ativação de 

neutrófilos durante a hepatotoxicidade induzida por APAP, demonstrou que a 



Pádua, B.C. Revisão Bibliográfica 

10 

 

produção de espécies reativas mediada pela NADPH oxidase não é um evento crítico 

durante a lesão hepática causada por este fármaco. Em contrapartida, eles 

demonstraram que os neutrófilos presentes no sague periférico são ativados após a 

administração de APAP e que o processo de fagocitose decorrente dessa ativação 

está relacionado com a remoção dos restos celulares durante o processo de 

regeneração hepática. Dessa forma, a produção de espécies reativas pela NADPH 

oxidase durante a ativação dos neutrófilos pode funcionar na sinalização metabólica 

e, em grandes quantidades, pode atuar provocando danos oxidativos nas células 

(Zalba et al., 2001).  

O desequilíbrio formado entre a geração dessas espécies reativas e as defesas 

antioxidantes resulta em um quadro conhecido como estresse oxidativo (Sies, 1985), 

que por sua vez, está diretamente envolvido na instalação de várias doenças hepáticas 

inflamatórias, incluindo isquemia e reperfusão hepática (Jaeschke et al., 1990), 

endotoxemia, hepatite alcoólica (Bautista, 1992), sepse (Molnar et al., 1997) e 

exposição a compostos químicos como o -naphthylisothiocyanate (Dahm et al., 

1991). 

 

2.3 – Espécies Reativas e Estresse Oxidativo 

 

O oxigênio é uma molécula fundamental para os organismos aeróbios, 

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

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

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

A ideia de que o oxigênio pode causar danos ao organismo não é recente, 

trabalhos pioneiros que atribuíram toxicidade ao oxigênio foram realizados por John 

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

Denham Harman sugeriu que radicais livres estariam envolvidos em eventos 

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

hipótese inspirou numerosos estudos que contribuíram para o conhecimento atual 

sobre radicais livres e espécies reativas derivadas do oxigênio. Embora os radicais 

livres já sejam conhecidos há várias décadas, indiscutivelmente, nos últimos anos, 

eles têm ganhado notoriedade nas diversas áreas do conhecimento médico, em 

função de sua efetiva associação com diversos processos fisiopatológicos de grande 

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

atuar modificando os componentes celulares como lípidios, ácidos nucléicos, 

proteínas e carboidratos Além disto, estas espécies reativas podem comprometer a 

função mitocondrial, levando à alterações morfológicas (Cadenas, 1995). Estas 

alterações são provocadas devido à formação do O2•- a partir da redução do oxigênio 

pela transferência de um único elétron, ou da formação de H2O2 pela transferência de 

dois elétrons ou, ainda, pela formação do HO• e do oxigênio “singlet” (Cadenas, 

1995). 

Apesar da diversidade de espécies reativas existentes, a principal fonte celular 

de ERO é a cadeia respiratória mitocondrial, onde ocorre a redução unieletrônica do 

oxigênio molecular a água, na qual a entrada de 4 elétrons na molécula de oxigênio 

promove a formação de intermediários reativos, conforme mostrado na equação 1. 

 

 

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

β-oxidação peroxissomal de ácidos graxos de cadeia muito longa, onde há liberação 

de H2O2 como um subproduto, que é degradado por ação da enzima catalase (CAT). 

Evidências sugerem que, sob certas condições, peróxidos escapam dessa degradação 

resultando em sua liberação em outros compartimentos celulares (Beckman e Ames, 

1998). Uma segunda fonte seria a reação de Fenton, que é uma das formas mais 

simples de gerar o radical HO• a partir da decomposição do H2O2 catalisada pelo 

ferro (Fe
+2

) presente em um meio ácido (Villa e Nogueira, 2005). Uma terceira fonte 

seria a eliminação de subprodutos do metabolismo das enzimas do sistema citocromo 

P450 (Ames et al., 1993). E uma quarta fonte seria a partir da atividade celular 

fagocítica, que produz uma mistura de oxidantes (NO, O2•- e H2O2) em resposta a 

estímulos, como em infecções causadas por vírus, bactérias e outros parasitas (Ames 

et al., 1993). 

No modelo de hepatotoxicidade induzido por APAP, a principal fonte 

geradora de espécies reativas é a do citocromo P450. O termo citocromo P450 

engloba uma família de enzimas pertencente ao grupo das heme-proteínas que estão 

presentes primariamente ancorados na bicamada lipídica do reticulo endoplasmático 

liso dos hepatócitos. Estas enzimas estão diretamente envolvidas na conversão de 

compostos insolúveis como fármacos ou outras moléculas em substâncias 
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hidrossolúveis, facilitando assim sua excreção por via urinária, bile, suor, leite ou 

saliva (Devlin, 2002; Goodman e Gilmar, 1992). Isto faz do fígado o principal local 

de biotransformação farmacológica no organismo humano, pois contêm os principais 

citocromos processadores de xenobióticos (Bibi, 2008; Guengerich, 1992; Galli e 

Feijoo, 2002; Nuñes 1999, Santiago 2003).  

A metabolização de drogas pelos citocromos faz-se mecanisticamente pela 

inserção de um átomo proveniente do oxigênio molecular (monoxigenação) na 

molécula do fármaco com o objetivo de hidrossolubilizar o composto para facilitar 

sua excreção. A reação é iniciada quando o substrato se liga ao ferro heme da 

enzima. Isso leva a uma alteração conformacional na enzima que, consequentemente, 

leva a um aumento no potencial de redução da molécula do fármaco, permitindo 

assim, que esta seja reduzida pelo recebimento inicial de um elétron em sua 

molécula. (Devlin, 2002). Elétrons não podem ser transferidos quando o substrato se 

encontra ausente porque o potencial de redução é termodinamicamente desfavorável. 

O recebimento deste elétron faz com que o íon férrico do grupo heme se reduza para 

íon ferroso o que permite a fixação do oxigênio molecular facilitando a transferência 

de um segundo elétron. O recebimento de um segundo elétron leva a ativação do 

oxigênio molecular, este se cliva permitindo assim que um átomo de oxigênio seja 

inserido no substrato, e o outro se combine com prótons e dois elétrons para formar 

água. Os dois elétrons requeridos pela enzima para a reação de monoxigenação são 

doados pela coenzima Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Fosfato (NADPH) em 

seu estado reduzido (Devlin, 2002; Galli e Feijoo, 2002). 

Como a solubilização envolve modificações químicas na molécula, uma 

consequência da biotransformação de xenobióticos é a ativação ou inativação de 

agentes terapêuticos, aumentando ou diminuindo sua eficácia, bem como a conversão 

de moléculas inertes em espécies químicas altamente reativas que podem causar dano 

celular/tecidual indesejado. (Devlin, 2002; Goodman e Gilmar, 1992). Esses 

metabólitos tóxicos podem formar ligações covalentes e/ou não-covalentes, dentre 

elas, a peroxidação lipídica, a produção de espécies reativas e as reações causadoras 

de alterações na concentração de glutationa e modificação de grupos sulfidrilas (Park 

et al., 2005).  

O APAP exemplifica vários dos mecanismos gerais de lesão celular, tanto 

para interação covalente como para as não-covalentes. Seus metabólitos podem 

ativar uma resposta imune no fígado promovendo a ativação das células de Kupffer e 
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o recrutamente dos macrófagos, neutrófilos e outras células do sistema imune que 

resultam em um quadro de inflamação e lesão hepática causada pela liberação de 

citocinas (Bruchfeld et al., 2000). Esses eventos são importantes na iniciação e 

manutenção da injúria hepática induzida por drogas (Campos-Franco et al., 2004). 

Em relação às células fagocíticas recrutadas durante a hepatotoxicidade 

induzida pelo APAP a produção de espéceis reativas por elas é efetuada 

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

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

oxidase (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Complexo NADPH oxidase. (Fonte: Assari, et al., 2006) 

 

Em células não estimuladas, a NADPH oxidase é formada por um 

componente associado à membrana, o citocromo b558 constituído de duas 

subunidades gp91
phox

 e p22
phox

 e por três componentes citosólicos 

p47
phox

/p67
phox

/p40
phox

 formando um complexo (Forman et al., 2001). A 

glicoproteína gp91
phox

 contém dois hemes e um sítio de ligação ao NADPH que 

interage com p22
phox

 para formar o complexo do citocromo b558 (Brahm et al., 2012) 

A ativação dos polimorfonucleares conduz a translocação de GTPase Rac, 

p47
phox

 e p67
phox

 para a membrana plasmática, onde p67
phox

 interage através de seu 

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

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

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

citocromo b558: rap1a e p40
phox

, estando envolvidas no recrutamento de p47
phox

 e 

p67
phox

 para a membrana (Brandes et al., 2005). 
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Uma vez ativada, a NADPH oxidase catalisa a redução de oxigênio a O2•- 

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

 

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

+ 

 

Além do O2•- os neutrófilos também são capazes de produzir e liberar óxido 

nítrico. O NO é um radical gasoso que, dependendo do contexto, pode agir na 

sinalização celular ou citotoxicamente nos mecanismos de defesa, além de participar 

de processos inflamatórios e infecciosos (Bentz et al., 2002, Bank et al.,1993). 

Existem três enzimas produtoras de NO que são as óxido nítrico sintases (NOS): 

nNOS (neuronal), eNOS (endotelial) e a iNOS (induzida ou inflamatória). Esta 

enzima remove, oxidativamente, o nitrogênio terminal do grupo guanidino da L-

arginina, para formar citrulina e NO (Figura 4) (Knowles e Mocada, 1994). 
 

 
 

Figura 4 – Formação do óxido nítrico a partir da L-arginina (Fonte: Lehninger, 

2002.) 
 

O NO produzido pelo sistema NOS está relacionado com a modulação do 

tônus vascular, a morte de parasitas dependente de macrófagos e, possivelmente, de 

células cancerosas, além de participar dos processos inflamatórios (Coffey et al., 

2001; Bentz et al., 2002). Em contextos diferentes, o NO pode agir na transdução de 

sinais ou como molécula citotóxica nos mecanismos de defesa (Mustafa et al., 2001). 

A toxicidade do NO é dependente da sua concentração e do microambiente 

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

molécula pouco reativa, o NO é capaz, assim como o O2•-, de gerar moléculas de 

maior reatividade, que assim como o próprio NO, desempenham importante papel 

nas reações inflamatórias e no combate às infecções (Coffey et al, 2001). 

A geração de ERN é, na maioria das situações, decorrente da interação do 

próprio NO com moléculas que tenham caráter de radical. O oxigênio molecular e 
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seus intermediários reativos são capazes de reagir com o NO, logo, a disponibilidade 

de ERO pode ser um fator determinante na ação do NO como molécula citotóxica, 

sugerindo a possibilidade de um balanço entre as ERO e NO (Darley-Usmar et al, 

1995). 

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

ERO/NO, uma vez que, quando há um desequilíbrio na produção de ERO, estas 

espécies reagem com o NO produzindo ONOO-, que é um composto instável e, por 

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

1995; Kaminski et al., 2001).  

Esse desequilíbrio no balanço ERO/NO associado a uma falha das defesas 

antioxidantes pode gerar um quadro conhecido como estresse oxidativo, que é 

definido como um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e a capacidade 

dos sistemas de defesa antioxidante em neutralizá-las e prevenir seus efeitos 

deletérios (Sies 1986). Porém, baseado no papel das ERO/NO sobre as diversas vias 

de sinalização celulares, recentemente, foi proposto um novo conceito de estresse 

oxidativo, sendo este caracterizado por uma “disfunção da sinalização redox e dos 

mecanismos de controle” (Jones 2006). Então, para que prevaleça o equilíbrio 

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

organismo controle a presença de ambos, oxidante e antioxidante, continuamente 

(Sies, 1993). 

 

2.4 – Defesas Antioxidantes 

 

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

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

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

Puri, 1998). Entretanto, dada a complexidade dos mecanismos antioxidantes 

desenvolvidos ao longo da evolução, utiliza-se com frequência a expressão “sistema 

antioxidante” já que há antioxidantes diferentes favorecendo a manutenção da 

homeostase do estado redox do corpo, através de mecanismos distintos (Berry e 

Kohen, 1999).  

A definição de antioxidantes tem sido baseada em parâmetros distintos na 

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

composição e às propriedades físico-químicas. Uma definição ampla e mais recente é 
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a que considera antioxidante como uma substância que atrase, previna ou remova o 

dano oxidativo de uma molécula alvo (Halliwell & Gutterige, 2007). 

Dessa forma, para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, o 

organismo está equipado com diversos mecanismos de defesa antioxidante (Tabela 

I), tais como a presença dos antioxiantes não enzimáticos (β-caroteno, selênio, α-

tocoferol, vitamina C e E, compostos fenólicos, etc.) e antioxidantes enzimáticos 

formados pela superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e CAT que 

neutralizam ou reduzem a ação das ERO antes que estes possam prejudicar o 

organismo (Cai e Harrison, 2000). 
 

 

Tabela I – Antioxidantes de baixo peso molecular e seus principais alvos.  

Antioxidante Alvo Referência 

Ascorbato 1O2, •OH, O2•, HO2•, RO•2, 

RO• 

Carr e Frei, 1999 

Carotenóides 1O2, RO•2, •OH, HClO, Paiva e Russel, 1999 

Tocoferóis ROO•, 1O2 Halliwell e Gutteridge, 

1999 

Flavonóides 1O2, •OH, O2•, metais de 

transição 

Barreiros et al., 2006 

GSH HClO, RO•2, RO•, 1O2 Blokhina et al., 2003 

Bilirrubina Peroxil, 1O2 Neuzil e Stocker, 1993 

Melatonina •OH, 1O2, O2• Karbownik e Reiter, 

2000 

Ácido úrico 1O2, RO•2, •OH Ames et al., 1981 

 

Os antioxidantes enzimáticos são produzidos endogenamente e fazem parte 

de um complexo sistema de detoxificação de três fases, altamente conservado entre 

eucariotos. As proteínas de detoxificação envolvidas neste processo são classificadas 

em Fases I, II e III. (Sarkadi et al., 2006). A citocromo P450 monooxigenase (CYP) é 

a principal enzima envolvida na Fase I do metabolismo xenobiótico. Uma rede de 

enzimas detoxificadoras, tais como SOD, CAT, GPx e glutationa transferase (GST) 

fazem parte da Fase II. Finalmente na Fase III de detoxificação, os conjugados 

tóxicos são bombeados para fora da célula por transportadores cassetes de ligação de 

ATP (Transportador ABC) ou outros transportadores (Sarkadi et al., 2006). 

A SOD corresponde a uma família de enzimas com diferentes grupos 

prostéticos em sua composição. As SODs catalizam a dismutação de um elétron do 

O2•− para o H2O2 e o O2 (Fridovich, 1997). Em pH fisiológico, a taxa de dismutação 
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não-enzimática de O2•− é grande, mas esta taxa é bem maior na presença das SODs 

(Forman e Fridovich, 1973).  

Nos sistemas eucariontes existem três formas de SOD. A forma SOD-cobre-

zinco (Cu/Zn-SOD) que está presente principalmente no citoplasma e nos fluidos 

extracelulares, a SOD-manganês (Mn-SOD) que está localizada principalmente nas 

mitocôndrias, enquanto que a SOD extracelular é exclusiva dos fluidos extracelulares 

(Winterbourn e Kettle, 2003, Marklund et al., 1982).  

A GPx é uma enzima antioxidante dependente de selênio que catalisa a 

redução do H2O2 e de outros peróxidos orgânicos, às custas da conversão da 

glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) e água e peróxidos 

orgânicos a álcool. Assim, a GPx desempenha um papel importante na inibição de 

processos degenerativos como a peroxidação lipídica e na prevenção de danos 

causados ao DNA pelas ERO (Martins, 2007).  

A CAT é uma hemeproteína citoplasmática localizada nos peroxissomos do 

fígado e rins e em microperoxissomos de outras células, essa enzima catalisa a 

redução do H2O2 a água (H2O) e oxigênio (O2) (Rojkind et al., 2002) (Figura 5). 
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Figura 5. Formação de espécies reativas e ação de enzimas antioxidantes. O 

oxigênio é convertido ao ânion superóxido, através da ativação das vias enzimáticas 

e não enzimáticas, este por sua vez é dismutado em H2O2 pela ação da SOD. O H2O2 

é convertido em água através de reação catalisada pela catalase ou glutationa 

peroxidase. A GSH é reciclada pela ação da glutationa redutase (GR). O ânion 

superóxido, quando não é neutralizado pode reagir com o óxido nítrico e formar o 

ONOO- uma espécie não radicalar, mas muito reativa. Fonte: Adaptado de Johansen 

et al. (2005). 

 

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

apresentar algumas características essenciais, como: extinguir especificamente 

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

dentro da “rede de antioxidantes”; apresentar efeito positivo na expressão de genes 

que codificam produtos antioxidantes; ser absorvido prontamente, no caso dos 

exógenos; ter uma concentração em tecidos e biofluidos a um nível fisiologicamente 

pertinente; trabalhar em ambos os domínios de membrana e efetivamente evitar 

danos por ação de espécies reativas (Barreiros et al, 2006). 

Na tentativa de descobrir antioxidantes que apresentem todas essas 

características citadas, aumentou-se progressivamente o interesse na busca de 

compostos antioxidantes naturais para substituir os antioxidantes sintéticos, os quais 

têm seu uso restrito devido a alguns serem carcinogênicos (Ito et al., 1983; Zheng e 
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Wang, 2001). Nesse contexto, muitas plantas utilizadas na medicina popular vêm 

sendo estudadas, uma vez que os seus compostos naturais, por apresentarem ação 

antioxidante, podem proteger o corpo humano dos radicais livres e retardar a 

progressão de muitas doenças crônicas (Pryor, 1991; Kinsella et al., 1993; Lai et al., 

2001; Rahman, et al., 2006). 

 

2.5 – Baccharis trimera e sua utilização como planta medicinal 

 

Atualmente o consumo de plantas medicinais pela população mundial tem 

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

fizeram uso de algum tipo de erva na busca de alívio para sintomatologia dolorosa ou 

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

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

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

sociais. 

As plantas medicinais são plantas que possuem substâncias biologicamente 

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

tratamento de doenças a partir de medicamentos preparados com base em substâncias 

vegetais ou princípios delas extraídos (Mangiaterra, 2005).  

Com o objetivo de comprovar as ações terapêuticas dos fitoterápicos várias 

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

o grupo sistemático mais numeroso dentro da divisão Angiosperma, compreendendo 

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

As Asteraceae são plantas de aspecto extremamente variado incluindo, 

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

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

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

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

quanto à sua composição química e atividade biológica, sendo que algumas têm 

proporcionado o desenvolvimento de novos fármacos, inseticidas, entre outros. 

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

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

Chile e México, ocupando as regiões mais elevadas. A alta concentração de espécies 

no Brasil e nos Andes indica que uma dessas áreas é o provável centro de origem 

desse gênero. No Brasil estão descritas 120 espécies de Baccharis, com a maior parte 
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delas localizadas na região sudeste do país principalmente nos campos de altitude, 

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

e com ramos de expansões trialadas (Lorenzi e Matos, 2002).  

 Muitas das espécies pertencentes a este gênero são utilizadas na medicina 

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

atividades antivirais, anti-inflamatória e antimicrobiana e na produção de fragrâncias 

comerciais (óleo de carqueja) (Soicke and Leng-Peschlow, 1987). Entre as espécies 

mais pesquisadas quanto à composição química e/ou atividade biológica, encontra-se 

Baccharis trimera. 

B. trimera (Figura 6) é uma planta subarbustiva, dióica, aromática, com 

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

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

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

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

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

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

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

solo (Weber et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Foto da espécie de B. trimera. (Fonte:www.rain-tree.com/Carqueja-powder.htm) 

 

 

 

 

http://www.rain-tree.com/carqueja-powder.htm
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No Brasil, o primeiro registro desta planta como uso medicinal foi efetuado por 

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

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

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

1996), protetora e estimulante do fígado, antianêmica, antirreumática, depurativa, para o 

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

Muitos outros trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de comprovar os 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

especificamente aqueles causados por Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis. 

Por sua vez, Olivera et al., (2012) demonstraram, através de um ensaio in vitro, a 

capacidade esquistossomicida de óleos essenciais presentes em B. trimera. Ao incubar 

fêmeas e machos causadores da esquitossomose em meio contendo óleos essenciais, os 

pesquisadores observaram uma elevada taxa de mortalidade e alterações relacionadas a 

parâmetros morfológicos e de motilidade, que em conjunto, destroem o agente 

etiológico da doença.  

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

evidenciaram um efeito terapêutico antiartrítico da carqueja (B. genistelloides) usando o 

colágeno para induzir o modelo de artrite e os trabalhos recentes de Oliveira et al., 2013, 

que demonstraram o efeito anti-proliferativo de compostos fenólicos e terpenóides de B. 

trimera sobre o câncer cervical humano, de Biondo et al. (2011) que descobriram um 

efeito regulatório da secreção gástrica exercido por um extrato aquoso de B. trimera e 

os de Rodrigues et al. (2009) que atribuíram à carqueja efeitos antioxidantes e 

antiinflamatórios, respectivamente. Recentemente nosso grupo demonstrou, em 

resultados já publicados, a eficiência do extrato hidroalcoólico de B. trimera em 

neutralizar as EROs produzidas por neutrófilos em um modelo de inflamação (Pádua et 

al., 2010). De fato B. trimera destaca-se por sua atividade antioxidante e antiiflamatória. 
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Lima et. al. (2004) relataram que o chá é referido na literatura como uma das melhores 

fontes de compostos fenólicos, uma vez que possui uma grande quantidade de 

flavonoides.  

Sob o ponto de vista farmacológico, foram identificados inúmeros princípios 

ativos em B. trimera, dentre eles: flavonóides (apigenina, cirsiliol, cirsimantina, 

eriodictiol, eupatrina e genkawanina), sesquiterpenos, diterpenos, lignanos, alfa e beta 

pinenos, canfeno, carquejol, acetato de carquejila, ledol, alcóois sesquiterpênicos, 

sesquiterpenos bi e tricíclicos, calameno, elemol, eudesmol, palustrol, nerotidol, 

hispidulina, campferol, quercetina, rutina e esqualeno (Bionatus, 2001 e Sanrisil, 2001). 

Dentre os princípios ativos acima descritos, os que se destacam sob o ponto de vista de 

definição do perfil sensorial da carqueja são os flavonóides. Esta classe de pigmentos 

vegetais são encontrados com grande frequência na natureza, sendo que as flavonas e/ou 

flavonóis (apigenina, quercetina e campferol), apresentam um gosto amargo bem 

característico de extratos e chás feitos com B. trimera. (Bobbio e Bobbio, 1989; 

Fennema, 1993). 

A pesar dos flavonoides estarem presentes em diversas espécies do gênero 

Baccharis e de serem os principais responsáveis pelos efeitos biológicos atribuídos a 

essas plantas, muito outros compostos fenólicos (taninos e saponinas), alcalóides e 

isoprenóides (diterpenos e triterpenos) com funções ainda não elucidadas totalmente, 

estão sendo descritos para B. trimera (Simões-Pires et al., 2005; Verdi et al., 2005; Silva 

et al., 2007; Lago et al., 2008). Nogueira et al, (2011), por exemplo, ao comprovar o 

efeito antiinflamatório de B. trimera em um modelo de carragenina, observou um efeito 

genotóxico (in vivo) e toxicológico (in vitro) em células renais de camundongos que 

receberam doses elevadas do extrato. Resultados assim reforçam a importância de se 

estudar as plantas medicinais que são utilizadas pela população, uma vez que esses 

estudos, além de identificarem diferentes compostos, são úteis para estabelecer critérios 

relacionados à dose e ao tempo de tratamento, que em conjunto, impedem o acúmulo de 

ervas medicinais no organismo e, consequentemente, possíveis danos relacionados a 

esse excesso. 
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2.6 – Flavonoides 

 

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

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

benzopirano (C6-C3-C6) (Figura 7) (Aherne e O’brien, 2002). 

 

Figura 7 – Estrutura geral dos flavonóides. Fonte: Cook e Samman, 1996. 
 

 

Mais de 6.000 diferentes tipos de flavonóides extraídos de plantas já foram 

descritos na literatura. As atividades bioquímicas destes compostos fenólicos dependem 

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

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

flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, dihidroflavonoís e chalconas. Muitos 

flavonóides ocorrem naturalmente nas plantas acompanhados por glicídios, como a D-

glicose, galactose, lignina e arabinose, recebendo a denominação de glico-flavonóide. 

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

(Calabro et al., 2004).  

Tem sido demonstrado que polifenóis, principalmente da classe dos flavonoides, 

são capazes de estimular a transcrição de enzimas do sistema de defesa antioxidante, 

através da ativação do Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) pelo fator de 

transcrição Nrf2 (fator nuclear derivado de eritróide 2) (Masella et al. 2005). Nrf2 se 

localiza no citoplasma em um complexo inativo ligado a proteína repressora Keap1 

(Kelch-like ECH associating protein 1), que apresenta muitos resíduos de cisteína, estes 

atuam como sensores do estado redox celular (Surh, 2008).  

Os mecanismos que parecem estar envolvidos na estabilização de Nrf2 e 

rompimento de sua ligação a Keap1 incluem, fosforilação de resíduos de serina e 

treonina em Nrf2 e oxidação ou modificação covalente de resíduos de cisteína em 

Keap1. Nrf2 por sua vez pode sofrer translocação para o núcleo e formar um 

heterodímero com outros fatores de transcrição, tais como Maf, e se ligar a sequências 

regulatórias de ARE, na região promotora de diversos genes alvo, ativando sua 

transcrição (Itoh et al., 1997).   
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O modo exato da ação dos polifenóis na ativação de ARE permanece 

desconhecido. Acredita-se que polifenóis podem influenciar a ativação de ARE, por 

modificar a capacidade de ligação de Keap 1 a Nrf2, ou mesmo através da ativação de 

proteínas MAPK (proteínas quinases ativadas por mitógeno), envolvidas na fosforilação 

e consequente estabilização de Nrf2 (Figura 8). Dentre os genes alvo que apresentam a 

sequência de ARE na região promotora, encontram-se o gene da γ-GCS (Chan e Kwong 

2000), GPx, SOD, CAT e GST (Kong et al. 2001).  
 

 

Figura 8. Indução da transcrição gênica de enzimas antioxidantes por polifenóis, 

através da ativação do Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) mediada fator de 

transcrição Nrf2. Polifenóis podem (i) modificar a capacidade de Keap 1 em sequestrar 

Nrf2 e ou/ (ii) ativar proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK) provavelmente 

envolvidas na estabilização de Nrf2. Nrf2 pode então sofrer translocação para o núcleo e 

ativar a expressão de enzimas antioxidantes através da ligação a sequência ARE na 

região promotora destes genes. ARE/EpRE, elemento de resposta 

antioxidante/eletrófilo; Nrf2, fator nuclear derivado de eritróide 2. Fonte: Adaptado de Masella 

et al., 2005. 

 

Há evidências de que a regulação de genes mediada por Nrf2 é eficaz na 

proteção da hepatotoxicidade induzida pelo APAP. Gum e Cho, (2013), ao estudarem 
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essa relação, demonstraram que Nrf2 atua em diversos pontos alterados pela sobrecarga 

de APAP, como por exemplo, na síntese de GSH e na síntese de importantes enzimas 

como as de detoxificação de fase II e as enzimas capazes de inativar as espécies reativas 

formadas durante a metabolização deste fármaco. Partindo desse pressuposto, a 

capacidade dos flavonoides, presentes em muitos extratos de plantas, em ativar a 

transcrição de enzimas antioxidantes, através do fator de transcrição Nrf2, podem 

revelar importantes alternativas terapêuticas contra a toxicidade induzida pelo APAP.
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3- OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo Geral 

 

Investigar o efeito do extrato hidroalcoólico de Baccharis trimera (Carqueja) 

sobre a expressão de genes relacionados ao metabolismo oxidativo em neutrófilos e 

fígado de ratos intoxicados com paracetamol (APAP). 

 

3.2 – Objetivos Específicos 1 (Ensaios “in vitro”) 

Caracterizar o extrato hidroalcoólico de B. trimera em relação a sua: 
  

 Composição química determinada por HPLC; 

 Toxicidade em cultura de células hepáticas HEPG2; 

 Capacidade antioxidante pelo ensaio do radical DPPH•. 

 

3.3 – Objetivos Específicos 2 (Ensaios “in vivo”) 

1ª Fase: Caracterizar o modelo de inflamação induzido por APAP em relação a: 

 Atividade das enzimas hepáticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST). 

2ª Fase: Avaliar em neutrófilos de ratos submetidos ou não ao tratamento com 

extrato de B. trimera e posteriormente intoxicados com APAP:  
 

 A expressão gênica das subunidades (gp91
phox

, p22
phox

 e p47
phox

) da NADPH 

oxidase; 

 A expressão gênica da óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e a concentração de 

nitrito;  

 A expressão gênica e atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase; 

3ª Fase: Avaliar em soro de ratos submetidos ou não ao tratamento com extrato de B. 

trimera e posteriormente intoxicados com paracetamol: 

 Os marcadores bioquímicos de função hepática (Transaminases). 

4ª Fase: Avaliar em fígado de ratos submetidos ou não ao tratamento com extrato de 

B. trimera e posteriormente intoxicados com paracetamol: 

 Os marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteína carbonilada);  

 A expressão gênica das enzimas SOD, CAT, glutationa peroxidase e redutase;  

 A atividade das enzimas antioxidantes SOD, catalase, glutationa peroxidase e 

redutase; 

 A histopatologia hepática  
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4- MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 - Reagentes 

O APAP utilizado foi da Janssen-cilag farmacêutica. O azul de tripan, o 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhygrazyl), o trolox (6-hydroxy-1,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) e o ácido gálico foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO). Os gradientes Leukopaque e Monopaque foram obtidos da 

Bion LTDA. O Kit para a medição dos níveis séricos de alanina aminotransferases 

(ALT) e aspartato aminotransferases (AST) foram adquiridos a partir da Labtest 

Diagnóstica, Brasil. 

4.2 - Animais 

Nos experimentos foram utilizados ratos albinos machos, da linhagem 

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

provenientes do Laboratório de Nutrição Experimental da Universidade Federal de 

Ouro Preto (UFOP). Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais 

dispostas em ambiente com temperatura, luminosidade e umidade controladas e 

receberam dieta comercial para rato (Labina) e água, ambos ad libbitum. O presente 

trabalho foi realizado de acordo com as normas internacionais de proteção aos 

animais e com os princípios éticos do Conselho Nacional de Experimentação 

Animal, tendo sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFOP (OF 166/2011 protocolo 2011/82). 

4.3 – Coleta do material botânico 
 

As partes aéreas de B. trimera foram coletadas em agosto de 2011, na cidade 

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

foi identificada pela Professora Doutora Viviane R. Scalon e em seguida depositada 

no Herbário José Badini da UFOP. 

4.4 – Preparação do extrato 
 

Após identificação, as partes aéreas da planta foram lavadas em hipoclorito 

de sódio (1 a 2%), secas em estufa ventilada e, em seguida, pulverizadas em moinho 

mecânico e armazenadas em frascos de plástico. Na obtenção do extrato 

hidroalcoólico, cerca de 100 g da planta foram submetidas à extração com água 
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destilada e álcool 70% na proporção de 1:1 durante 24 h. Em seguida realizou-se a 

filtração a vácuo e a evaporação do solvente no rotavapor.  

O extrato bruto formado, de coloração verde escuro e cheiro adocicado, foi 

diluído em solução salina (PBS 7,4) obtendo-se a concentração de 600 mg/kg que foi 

utilizada nos ensaios in vivo. A metodologia adotada para a confecção do extrato, 

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

4.5 – Ensaios “in vitro” 

4.5.1 - Composição química do extrato determinada por HPLC  

O extrato hidroalcoólico de B. trimera foi submetido a tratamento em 

cartuchos de extração em fase sólida (EFS) antes de serem analisados em 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD). O cartucho de EFS (3,0 mL), 

empacotado com sílica C-18, foi ambientado por duas vezes com MeOH/H2O (9:1). 

Após esse procedimento, foram aplicados 20 mg da amostra e eluídas com 4,0 mL de 

MeOH/H2O (9:1). Esse eluído foi seco e em seguida filtrado em filtros de seringa 

Chromafil® PDVF (dilfuoreto de polivinilideno) com volume suficiente para obter 

concentração de 10 mg/mL da amostra. Padrões dos flavonoides quercetina e rutina 

foram utilizados nas concentrações de 1mg/mL. Para a análise em CLAE-DAD 

foram injetados 20,0 μL da amostra e dos padrões.  

O perfil cromatográfico das amostras foi determinado utilizando CLAE-DAD 

em coluna de fase reversa Luna (Phenomenex)® C-18 (5µm, 250 X 4,6 mm), eluída 

com gradiente linear de metanol (MeOH) e água [MeOH/H2O 1:1 até MeOH 100% 

em 50 minutos, mais MeOH 100% por um período de 15 minutos] e fluxo de 0,8 

mL/min, 200-800 nm, a temperatura de 30°C. Para essas análises foi utilizado 

cromatógrafo Shimadzu LC 10AD acoplado com detector de arranjo de diodos 

(DAD). 

 

4.5.2 - Viabilidade em cultura de células hepáticas HepG2 

4.5.2.1 – Cultura de células 

 As linhagens de células hepáticas HepG2 foram adquiridas no banco celular 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e cultivadas em fracos de 

crescimento de 75 cm
2
 (SARDEST MEM) contendo meio de cultura HEPES 
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acrescido de 10% (v / v) de soro fetal bovino e 1% (v / v) de uma mistura de 

penicilina (200 U / mL) e estreptomicina (200 g / mL).  

 Os frascos foram armazenados em estufa a 37°C e umidificados com 5% de 

dióxido de carbono (CO2). Este meio foi substituído a cada dois ou três dias, 

dependendo da confluência da monocamada de células e as subculturas (passagens) 

realizadas. Quando os frascos atingiram 100% de confluência, o meio foi aspirado e 

a monocamada de células foi lavada duas vezes com solução salina tamponada com 

fosfato sem cálcio e sem magnésio (PBS). Nas monocamadas separadas, foi utilizada 

uma solução de 0,20% de tripsina e 0,02% de EDTA e em seguida, realizada a 

contagem de células com azul de tripan a 0,3% em câmara de Neubauer. 

 

4.5.2.2 – Ensaio de viabilidade com MTT 

 As células HepG2 foram colocadas em placas de cultura celular de 96 poços 

na concentração de 1 x 10
5 

células em cada poço em presença de meio DMEN e 10% 

de soro fetal bovino, perfazendo um volume final de 200µL. As placas contendo as 

células foram incubadas em uma câmara úmida com 5% de CO2 a 37 °C durante 1 ou 

24 horas na presença ou ausência de 0,5; 5 e 50 µg/mL do extrato de B. trimera para 

determinação da viabilidade celular. Estas concentrações foram baseadas em estudos 

anteriores do nosso laboratório (Pádua et al., 2010). Vale ressaltar que os resultados 

encontrados nas três diferentes concentrações foram similares quanto à relação 

viabilidade/toxicidade celular e por isto no item 5.1.2 será apresentado apenas os 

resultados de uma das concentrações, no caso 5 µg/mL. Após os tempos de 

incubação, o sobrenadante foi removido e adicionado 20 µL/poço de uma solução 

contendo 5,0 mg/mL de MTT em DMEN e incubadas por 4 h a 37 °C. A solução de 

MTT foi então removida e 100 µL de DMSO foram adicionados a cada poço. A 

absorbância foi lida a 570 nm num leitor de microplacas (Thermo Plate). O cálculo 

utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi (absorbância das 

células tratadas / absorbância das células controle) x 100. À linhagem controle foram 

atribuídos 100% de viabilidade. 

4.5.3 – Capacidade em sequestrar o radical DPPH• 

A atividade do extrato de carqueja em sequestrar o radical DPPH• (1,1-

difenil-2-picrilhidrazil) foi medida de acordo com o procedimento descrito por 

Brand-Williams, (1995), com algumas modificações. Este método baseia-se na 
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transferência de elétrons de um composto antioxidante para o radical DPPH• (2,2-

difenil-1- picril-hidrazil) em solução de metanol. A habilidade da amostra em reduzir 

a absorbância do DPPH• é indicativa de sua capacidade em neutralizar radicais 

livres. Este é um dos métodos químicos mais utilizados para determinar a capacidade 

antioxidante de um composto por ser considerado prático, rápido e estável (Espin et 

al., 2000).  

Resumidamente, 100μL de diferentes concentrações do extrato (0,6; 1, 2; 2,5; 

5,0 mg / mL) e do antioxidante padrão Trolox (0; 50; 75; 100; 125;. 150; 175 e 200 

mg / mL) foram adicionados a 3,9 mL de metanol 80% contendo o radical DPPH• 

(60mM). Essa mistura foi agitada vigorosamente e deixada em repouso no escuro em 

temperatura ambiente por 30 min. A redução dos radicais DPPH• foi medida por um 

leitor de ELISA a 515 nm. A atividade de sequestro do radical foi avaliada pela 

diminuição da absorbância do DPPH• e a porcentagem de inibição foi calculada 

usando a seguinte equação: 
 

Atividade% Limpeza = (1 – A Sample 515 / A Control515) x 100 

 

4.6 – Ensaios “in vivo” 
 

4.6.1 - Avaliação da injúria hepática induzida por APAP  

 

Para avaliar a injúria hepática induzida por APAP foram utilizados dez ratos, 

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

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

grupo APAP, que também, por gavagem, recebeu uma dose única de 835mg/kg de 

APAP. A dose de APAP usada teve como referência o trabalho de Yen, et al.,(2008). 

Em diferentes intervalos de tempo amostras de sangue foram coletadas, via plexo 

ocular, para a quantificação da atividade da ALT e AST em resposta a uma elevada 

dose de APAP. 

 

4.6.2 – Delineamento Experimental 

Para o experimento de inflamação induzida por APAP foram utilizados 32 

ratos Fischer. Os animais foram distribuídos em quatro grupos de oito animais de 

acordo com o tratamento recebido: Grupo Controle, recebeu 1 mL de PBS; Grupo 

Carqueja (Bt), recebeu uma dose de 600mg/kg do extrato de B. trimera; Grupo 

Paracetamol (APAP), recebeu uma dose única de 835mg/kg de Paracetamol; Grupo 
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Carqueja + Paracetamol (Bt + APAP), recebeu 600mg/kg do extrato de B. trimera e 

1 hora depois uma dose única de 835mg/kg de paracetamol. A solução salina, o 

extrato de B. trimera e o APAP, foram administrados através de gavagem 

orogástrica. Vinte quatro horas após a intoxicação com APAP os ratos foram 

eutanasiados sendo o sangue e o fígado coletados para análises, conforme 

fluxograma a seguir (Figura 9):  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9 – Delineamento experimental 
 

* A concentração de carqueja foi obtida a partir de resultados prévios do laboratório, 

conforme publicado por Pádua et al., 2010.   

4.6.3 – Isolamento de leucócitos polimorfonucleares 

 

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

região do plexo braquial segundo a técnica descrita por Bicalho et al., (1981). 

Resumidamente, 4 mL de sangue periférico heparinizado, foram adicionados sobre 6 

mL de gradiente duplo de Leukopaque e Monopaque (densidade = 1,08 e 1,12, 

respectivamente) em tubos siliconizados. Após centrifugação a 1000g por 20 minutos 

foram obtidas duas fases distintas separadas por dois anéis interfásicos, sendo o anel 

superior formado por células mononucleares e o inferior por neutrófilos. O anel rico 

em neutrófilos foi colocado em tubo siliconizado, com o auxílio de uma pipeta. Em 

seguida, esse anel foi lavado duas vezes em PBS pH 7,35. Após as duas lavagens as 

células foram ressuspensas em 1,0 mL de PBS pH 7,35. Os neutrófilos foram usados 

para a dosagem de nitrito, atividade de catalase e superóxido dismutase e extração de 

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

Neutrófilos Fígado 

 

 Dosagem de Nitrito; 

 Atividade das enzimas antioxidantes; 

 Expressão gênica da iNOS, das 

subunidades da NADPH oxidase e das 

enzimas antioxidantes. 

 Marcadores de danos oxidativos; 

 Atividade e expressão gênica das 

enzimas antioxidantes; 

 Análise histológica. 

PBS 

Neutrófilo Fígado 
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4.6.4 – Avaliação da viabilidade celular  

A viabilidade dos neutrófilos utilizados nos ensaios foi monitorada pelo teste 

de exclusão com azul de tripan (Oliveira-Lima e Dias da Silva, 1970). Após o 

isolamento dos neutrófilos, 1 x 10
6
 células foram centrifugadas a 1000g por 15 

minutos, e o pellet ressuspenso em 200 L de PBS pH 7,35, ao qual foi adicionado 1 

gota de solução 0,1% de azul de tripan. Em todos os ensaios monitorados a 

viabilidade celular nunca se mostrou inferior a 95%. 

4.6.5 – Dosagem de óxido nítrico  

A concentração de NO foi determinada usando o kit BioAssay System (DINO 

– 250). Sabe-se que em soluções aeróbicas aquosas, o nitrito é o principal metabólito 

estável da decomposição do óxido nítrico. Sendo assim, o kit mensura a produção de 

NO pela redução de nitrato a nitrito utilizando o método de Griess adaptado.  

Resumidamente, neutrófilos (1×10
6
/mL) foram homogeneizados com PBS 

pH 7,35 e centrifugados a 10000g, por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi retirado 

e usado na dosagem.  

Para a reação de desproteinação, 100 μL da amostra biológica foram 

adicionados a 80 μL de sulfato de zinco (75 mM) e centrifugados a 10000g durante 5 

minutos à 4ºC. O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 120 μL de 

NaOH (55 mM), e novamente centrifugado a 10000g durante 5 minutos à 4ºC. Em 

seguida, o sobrenadante foi misturado a 70 μL de tampão glicina. Após a reação de 

desproteinação, as amostras foram utilizadas no teste.  

Para a reação de redução do nitrato, foram adicionados 3 grânulos de cádmio 

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

padrão e as dosagens foram realizadas em placas de ELISA. Em cada poço foi 

adicionado 50 μL de reagente A, 50 μL de reagente B e 100 μL de amostra ou 

padrão. A placa foi incubada 5 minutos a temperatura ambiente e a leitura foi 

realizada em espectrofotômetro a 570 nm. 

 

4.6.6 – Atividade da superóxido dismutase  

A atividade da superóxido dismutase total foi determinada utilizando o 

“Superoxide Dismutase assay Kit (Chemical Cayman, MI, EUA). Resumidamente, 

neutrófilos (1×10
6
/mL) foram homogeneizados em tampão HEPES 20 mM, gelado,
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pH 7,2, contendo 1mM de EGTA, 210 mM de sacarose e 70 mM de manitol. Para a 

realização do ensaio foi utilizado 10 μL de sobrenadante. A reação iniciou-se pela 

adição da xantina oxidase. A placa foi incubada em um agitador a temperatura ambiente 

por 20 minutos e a absorbância foi medida a 450 nm utilizando um leitor de placa de 

ELISA (Biotek ELx808). 

 

4.6.7 – Atividade da catalase  

A CAT é uma enzima antioxidante que catalisa a decomposição do H2O2 em 

água e oxigênio. A atividade da CAT foi determinada usando o ―EnzyChromTM 

Catalase Assay Kit (BioAssay System, CA, USA). Resumidamente, neutrófilos 

(1×10
6
/mL) foram homogeneizados em 200 μL de tampão fosfato pH 7,4. A reação 

iniciou-se com a adição de 50 mM H2O2 por reação durante 30 min. Depois dessa 

incubação foram acrescentados 100 μL de reagente de detecção por reação, a placa foi 

agitada e incubada por 10 min. A absorbância foi medida em 570 nm usando um leitor 

de placa de ELISA (BiotekELx808). Para a realização do cálculo foi feito a seguinte 

normatização: uma unidade é a quantidade de CAT que decompõe um μmol de H2O2 

por min em pH 7,0 e temperatura ambiente. 
 

4.6.8 - Preparação do tecido hepático  

 A coleta do tecido hepático foi realizada imediatamente após a eutanásia dos 

animais. Para determinar concentrações de proteína carbonilada, 200 mg de tecido foi 

homogeneizado em 50 mM de tampão de fosfato (pH 6,7) e EDTA 1 mM. Para 

determinar a concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a 

atividade da CAT e SOD, 100 mg de tecido de fígado foi homogeneizado em tampão de 

fosfato (pH 7,4). Do mesmo modo, para determinar a concentração total de glutationa, 

100 mg de tecido de fígado foi homogeneizado em 5% de tampão sulfossalicílico. Após 

homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi recolhido e utilizado como a amostra biológica. 
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4.6.9 - Análise dos marcadores do estresse oxidativo em tecido hepático 

4.6.9.1 - Proteína Carbonilada 

Proteína carbonilada é um marcador da oxidação de proteína por EROs. 

Derivados carbonílicos podem ser mensurados por métodos sensitivos, particularmente 

aqueles que utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Este método reage com 

grupos carbonílicos gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada 

espectrofotometricamente (Levine et al., 1994). 

Para realização da dosagem, amostra de 400 mg de tecido hepático foi 

homogeneizada em 2 mL de tampão fosfato 50 mM, (pH 6,7) e em seguida o 

homogenato foi centrifugado a 10000g por 15 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi 

retirado e utilizado no procedimento experimental. O volume de 500 μL do 

sobrenadante do homogenato foi transferido para dois tubos de polipropileno 

denominados, Amostra (A) e Controle (C). A cada tubo foi adicionado igual volume de 

ácido tricloroacético (TCA) 10% e após centrifugação a 5000g por 10 minutos a 4°C, o 

sobrenadante foi descartado. Em seguida foram adicionados ao tubo A 500 μL de 

DNPH 10 mM em 2 M de ácido clorídrico (HCl), e ao tubo C 500 μL de HCL 2 M. 

Ambos foram mantidos no escuro à temperatura ambiente por um período de 30 

minutos sofrendo agitação a cada 15 minutos. No passo seguinte foram adicionados 500 

μL de TCA 10% em cada tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5000 g por 

10 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram novamente descartados. Os precipitados em 

ambos os tubos foram lavados com 1 mL da mistura etanol/acetato de etila, na 

proporção de 1:1, misturados no vórtex e novamente centrifugados conforme descrito na 

etapa anterior, o sobrenadante foi descartado. Este último passo foi repetido duas vezes. 

Ao final do processo de lavagem, foram adicionados em ambos os tubos 1 mL de SDS 

6%, misturados no vórtex e centrifugados à 10000 g por 10 minutos à 4°C. Finalmente 

as absorbâncias dos sobrenadantes foram determinadas a 370 nm. Os resultados foram 

expressos em nmol de proteína carbonilada por mg de proteína. 

O conteúdo de DNPH incorporado foi calculado utilizando o coeficiente de 

extinção molar do DNPH (22000 M
-1

cm
-1

) segundo a lei de Lambert Beer. 

A=C.b.ε 

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

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

extinção molar.  
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4.6.9.2 - Níveis de TBARS 
 

A peroxidação lipídica foi determinada através do ensaio de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico utilizando o método de Buege e Aust (1978). A determinação da 

concentração de TBARS se baseia na capacidade do ácido tiobarbitúrico (TBA) em se 

ligar a lipídeos oxidados. 

Para realizar a dosagem, 100 mg do tecido hepático foram homogeneizados com 

1 mL de tampão Tris HCl 20 mM (pH 7,4) e em seguida o homogenato foi centrifugado 

a 10000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra 

biológica. 

Em um tubo foi adicionado o volume de 500μL de homogenato, 250μL de ácido 

TCA a 28% dissolvido em HCl a 0,25N, 250μL de TBA a 1% dissolvido em ácido 

acético 1:1, e 125μL de butil-hidroxi-tolueno (BHT) 5mM dissolvido em etanol. Este 

tubo foi agitado no vórtex e colocado em um banho maria a 95ºC por 15 minutos. Após 

este tempo, os tubos foram imediatamente colocados em um banho de gelo, em seguida 

agitados e levados à centrifugação a 10000g por 15 minutos a 4°C. A absorbância do 

sobrenadante obtido foi determinada a 535 nm em espectrofotômetro zerado com água 

destilada (branco). 

A concentração de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extinção 

molar ε = 1,56 X 105 L.mol
-1

.cm
-1

, segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa 

concentração é representada em nmol/mL. 

 

4.6.10 - Análise das defesas antioxidantes em tecido hepático 
 

4.6.10.1 - Atividade da superóxido dismutase (SOD) 
 

A atividade da SOD total foi determinada utilizando o “Superoxide Dismutase 

assay Kit” (Chemical Cayman, MI, EUA). Resumidamente, 100 mg de tecido hepático 

foram homogeneizados em 1 ml de tampão HEPES 20 mM, gelado, pH 7,2, contendo 

1mM de EGTA, 210 mM de sacarose e 70 mM de manitol. O homogenato foi 

centrifugado a 12000 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4˚C, e o 

sobrenadante foi retirado para ser utilizado como amostra biológica. 

Para a realização do ensaio foi utilizado 10 µL de sobrenadante. A reação 

iniciou-se pela adição da xantina oxidase. A placa foi incubada em um agitador a 

temperatura ambiente por 20 minutos e a absorbância foi medida a 450 nm utilizando 

um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). 
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4.6.10.2 - Atividade da Catalase 
 

A determinação da atividade da enzima catalase é baseada na sua capacidade de 

clivar o H2O2 em água e oxigênio molecular, conforme descrito por Aebi (1984).  

Resumidamente, um fragmento de 100 mg de tecido hepático foi 

homogeneizado em 1 mL de tampão fosfato 100mM, (pH 7,2) e em seguida 

centrifugado a 10000 g por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e utilizado 

como amostra biológica. Em um tubo de polipropileno foram adicionados 50 μL de 

tampão fosfato 100 mM, (pH 7,2) e 40 μL de água destilada e 10 μL da amostra. A 

reação foi iniciada pela adição de 900 μL de H2O2 (5 mM). As absorbâncias foram 

determinadas a cada minuto, durante três minutos, a 240 nm. Água destilada foi 

utilizada como branco. 

Uma unidade (U) de catalase é equivalente à hidrólise de 1mol de H2O2 (ε = 39,4 

L.mol
-1

. cm
-1

) por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é 

representada em μmol/mL de amostra. A atividade da catalase foi calculada segundo a 

lei de Lambert Beer. A absorbância utilizada para o cálculo é o delta obtido das três 

absorbâncias lidas (absorbância final – absorbância inicial). 

 

4.6.10.3 - Glutationa total, oxidada e reduzida 
 

A glutationa está presente nas células principalmente na sua forma reduzida 

(GSH) representando em torno de 90%, o restante aparece na forma oxidada (GSSG). 

Esta dosagem foi adaptada do kit comercial Sigma #CS0260, e utiliza um método 

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

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

TNB.  

Para realizar a dosagem, amostra de 100mg de tecido hepático foi 

homogeneizada com 1mL de ácido de sulfosalicílico 5% (SSA), e em seguida 

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

amostra biológica.  

A dosagem foi realizada em microplaca de 96 poços. Inicialmente foram 

adicionados aos poços 150 μL da mistura de trabalho que contém GR, DTNB, e 100 

mM tampão fosfato de potássio. Em seguida adicionou-se 10 μL de amostra para os 

testes e 10 μL de 100 mM tampão fosfato de potássio para o branco. As amostras foram 

incubadas por 5 minutos e em seguida a reação foi iniciada com a adição de 50 μL de 
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solução de NADPH. Com o início da reação, a absorbância foi imediatamente medida a 

405 nm utilizando um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram realizadas 6 

leituras com intervalo de 1 minuto entre cada leitura. 

Para mensurar os níveis de GSSG, o procedimento foi o mesmo, porém a 

amostra biológica passa por um processo de derivatização antes do início da dosagem. 

Para isso foi feito uma alíquota de 100 μL de amostra onde foi acrescentado 2 μL de 

vinilpiridina e 3 μL de TEA. Esta nova amostra tinha o pH entre 6 e 7 e ficou incubada 

por uma hora. Após este período, utilizou-se 10 μL desta nova amostra para reagir com 

a mistura de trabalho, como anteriormente descrito. 

As concentrações de glutationa total e oxidada foram obtidas através de uma 

curva padrão realizada para cada uma das dosagens. A subtração da concentração de 

glutationa oxidada do valor da concentração da glutationa total forneceu o valor da 

concentração da glutationa reduzida. 

 

4.6.10.4 - Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) 
 

A atividade da enzima GPx foi mensurada utlizando o “Glutathione Peroxidadse 

Activity Kit” (Assay Designs Inc., catalog #900-158, Michigan, EUA) adaptado. O 

ensaio é baseado na oxidação da glutationa reduzida a oxidada catalisada pela enzima 

glutationa peroxidase. A glutationa oxidada por sua vez é reciclada e convertida de volta 

a glutationa reduzida pela enzima glutationa redutase utilizando NADPH. O decréscimo 

na absorbância medida a 340nm durante a oxidação do NADPH a NADP
+
 é indicativo 

da atividade de glutationa peroxidase. 

Para realizar a dosagem, uma amostra de 40mg de tecido hepático foi 

homogeneizado em 200 μL de tampão de ensaio proveniente do kit contendo 0,4 mM 

do inibidor de protease PMSF e 1% de Triton x-100. O homogenato foi centrifugado a 

1.000g por 15 minutos a 4˚C e o sobrenadante foi coletado para ser utilizado como 

amostra. 

A dosagem foi realizada em microplaca de 96 poços. Em cada poço foram 

adicionados 200μL do tampão de ensaio contido no kit com pH 7,0, 20 μL do mix de 

reação (contendo glutationa reduzida, NADPH, glutationa redutase e azida sódica), e 20 

μL de amostra para os testes, padrão de glutationa peroxidase para o controle positivo, e 

tampão de ensaio para o branco. A reação foi iniciada ao serem adicionados 20 μL de 

H2O2 a todos os poços. A absorbância foi imediatamente medida a 340 nm utilizando 
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um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram realizadas 6 leituras com 

intervalo de 10 segundos entre cada leitura. 

Para cálculo da atividade de glutationa peroxidase foi considerada a seguinte 

fórmula: 

 Atividade em mmol/min/ml ou U/ml = ∆A340 x DF 

                                                                                     6,22 x V 

 

Onde: 

 Abs 340nm/minuto = Abs inicial – Abs final 

∆A340 = ∆A340/min(branco) -  ∆A340/min(teste) 

6,22 = εmM do NADPH 

DF = fator de diluição da amostra antes de adicionar à reação 

V = volume da amostra em ml 

 

4.6.10.5 - Atividade da Glutationa Redutase (GR) 
 

A atividade da enzima glutationa redutase foi determinada utilizando o 

“Glutathione Reductase Assay kit” (Sigma, Missouri, EUA). O ensaio é baseado na 

redução da glutationa pelo NADPH em presença de glutationa redutase. 

Uma amostra de 50mg de tecido hepático foi homogeneizada com 500 μL de 

tampão proveniente do kit (10 mM fosfato de potássio pH 7,5, 1 mM EDTA e 1mg/ml 

de albumina bovina sérica). O homogenato foi centrifugado a 1.000g por 15 minutos a 

4˚C e o sobrenadante foi coletado para ser utilizado como amostra. 

O ensaio colorimétrico foi adaptado para ser realizado em microplaca de 96 

poços. Em cada poço foi adicionado 125 μL de 2 mM glutationa oxidada, 40 μL de 

tampão de ensaio proveniente do kit, 10 μL de amostra para os testes, padrão de 

glutationa redutase para o controle positivo, e tampão de ensaio para o branco. Em 

seguida foram adicionados 62,5 μL de 3 mM DTNB e a reação foi iniciada ao adicionar 

12,5 μL de 2 mM NADPH em todos os poços. A absorbância foi imediatamente medida 

a 412 nm utilizando um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram realizadas 11 

leituras com intervalo de 10 segundos entre cada leitura. 

Para o cálculo da atividade de glutationa redutase na amostra foi utilizada a 

seguinte fórmula: 
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   Atividade da GR em Unidades/ml = (∆Aamostra - ∆Abranco) x (fator de diluição) 

                                                                           ε
mM 

x volume da amostra em ml 

 

Onde, εmM do DTNB = 14,15mm
-1

cm
-1

 

 

4.6.11 - Proteínas totais 
 

A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com o método de 

Lowry et al. (1951). O princípio do método baseia-se na redução do reagente de Folin 

Ciocalteau, ao reagir com aminoácidos aromáticos, catalisada por íons cobre, em meio 

alcalino, formando uma coloração azul. 

Inicialmente foram preparadas as soluções de trabalho conforme descrito abaixo:  

- Reagente A: dissolve-se 0,25g de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de sódio em 

100 mL de água destilada. A solução deve ser armazenada, no escuro, em temperatura 

ambiente.  

- Reagente B: dissolve-se 5g de carbonato de sódio e 1g de hidróxido de sódio 

em 250 mL de água destilada. Deve ser armazenada a temperatura ambiente.  

- Reagente C: adiciona-se 1 mL do reagente A em 50mL do reagente B. Deve 

ser preparado na hora do teste.  

- Reagente D: dissolvide-se 1 mL de Folin-Ciocateau em 1mL de água destilada. 

Deve ser preparado na hora do teste.  

Em seguida foram realizados quatro pontos para a construção da curva padrão 

para proteínas totais, pelo seguinte procedimento:  

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

completado com água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto 

foi de 0,05mg/mL.  

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

completado com água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto 

foi de 0,15mg/mL.  

P3- 15μL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado 

com água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 

0,30mg/mL. 
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P4- 25μL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado 

com água destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 

0,5mg/mL. 

Para a realização da dosagem, foram adicionados 10 μL de amostra ou padrão 

em tubos de polipropileno e completados para 100 μL com água destilada. O branco, 

usado para zerar o espectrofotômetro, foi feito apenas com 100 μL de água destilada. 

Posteriormente adicionou-se 1 mL do reagente C em todos os tubos (incluindo branco e 

padrões). A mistura foi agitada no vórtex e mantida a temperatura ambiente por 15 

minutos. Em seguida foi adicionado em cada tubo 100 μL do reagente D. O volume foi 

misturado e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. Em seguida, 

realizou-se a leitura em espectrofotômetro a 660nm. 

Após as leituras, foi feito um gráfico expressando a concentração do padrão 

(Eixo Y) versus absorbância do padrão (Eixo X). A equação da reta gerada foi utilizada 

para determinar a concentração de proteínas totais nos homogenatos de tecidos. Todas 

as concentrações foram obtidas em mg/mL. 

 

4.6.12 – Ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real 

4.6.12.1 - Extração do RNA total de neutrófilos 

 O RNA total foi extraído de neutrófilos (4×10
6
) usando Trizol (Invitrogen Life 

Technologies, CA, USA) de acordo com as recomendações do fabricante. 

Resumidamente, as amostras foram transferidas para tubos de polipropileno e foram 

adicionados 500 μL de trizol às amostras lentamente. Estas foram deixadas no gelo por 

10 minutos para completa dissociação de complexos nucleoprotéicos. Foram 

adicionados 100 μL de clorofórmio em cada tubo, misturou-se por 10 minutos e 

incubou-se no gelo por mais 10 minutos. Na sequência, os tubos foram centrifugados 

por 15 minutos a 12000g a 4ºC. Após a centrifugação, foi removida a fase aquosa 

(contendo o RNA). Esta fase foi transferida para outro tubo, sendo adicionados 250μL 

de isopropanol. A solução foi homogeneizada e incubada por 45 minutos a -20ºC. Em 

seguida, foi centrifugada por 15 minutos a 12000g a 4ºC e o sobrenadante descartado. 

Foi adicionado 1 mL de etanol 75%, misturado por inversão e centrifugado por 10 

minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco em 

temperatura ambiente. O RNA foi ressuspendido em 30 μL de água DEPEC 

(dietilpirocarbonato). Por último, foi determinada a concentração e pureza do RNA, em 

espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare, UK). 
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4.6.12.2 - Extração do RNA total de células hepáticas 

O RNA total do tecido hepático de ratos foi isolado utilizando o sistema 

RNAgents Total RNA Isolation System (Promega Corporation, Madison, USA) de 

acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, 50 mg do tecido hepático 

foram homogeneizados com 292 μL de tampão de lise. Do homogenato obtido coletou-

se 175 μL que foram adicionados ao volume de 350 μL do “RNA dilution buffer”. Essa 

solução foi incubada a 70°C por exatamente 3 minutos. Após este período, a solução foi 

centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo 

autoclavado onde adicionou-se 200 μL de etanol 95%. Essa mistura foi transferida para 

o “Spin Basket Assembly”, centrifugada por 1 minuto a 12000 rpm, e após a 

centrifugação, descartou-se o eluente. Adicionou-se 600 μL de “RNA Wash solution” 

(RWA) e os tubos foram centrifugados novamente por 1 minuto a 12000 rpm. O eluente 

foi novamente descartado. Adicionou-se 50 μL de mix de incubação de DNAse nas 

membranas dos tubos que foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida, adicionou-se 200 μL de “DNAse Stop Solution” e os tubos foram 

centrifugados por 1 minuto a 12000 rpm. Em seguida foram realizados dois ciclos de 

lavagem seguidos de centrifugação. Após estas etapas, o “spin basket” foi transferido 

para um tubo comum. Adicionou-se 100 μL de “Nuclease Free Water” na membrana, e 

o tubo foi centrifuagdo duas vezes por 1 minuto a 12000 rpm. A concentração e pureza 

do RNA total contido no eluente obtido foi verificada a 260 e 280 nm no 

espectrofotômetro Nano Vue da GE Healthcare (Reino Unido). 

 

4.6.12.3 - Síntese do cDNA  

 O cDNA foi sintetizado a partir de 1μg de RNA total, utilizando oligo (dT) 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) e o kit Hight-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com as instruções do 

fabricante. O meio de reação continha 2 μL de tampão 10x (500 mM de KCl, 100 mM 

deTris-HCl, 25 mM de MgCl2, pH 8,3), 0,8 μL da mistura de desoxiribonucleotídeos 

trifosfato (dNTPs) 100 mM, 1 μL de oligo (dT), 1 μL da enzima transcriptase reversa 

MultiScribe (50 U/μL). A reação foi realizada nas seguintes condições: 10 minutos a 

25°C, seguido de 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C em termociclador Biocycler 

modelo MJ96+. 
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4.6.12.4 – Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores  

Em neutrófilos, os iniciadores utilizados para amplificar o gene de referência 

endógena, β2 microglobulina (β2M), e os genes das subunidades p22
phox

 e p47
phox

 da 

NADPH oxidase, foram construídos de acordo com Vinolo et al., (2009). Os iniciadores 

usados para amplificar os genes da subunidade gp91
phox

 da NADPH oxidase e da iNOS 

foram desenhados com base nas sequências de Rattus norvegicus, disponíveis no banco 

de dados do GenBank (National Center for Biotechnology Information, número de 

acesso AF298656 e NM012611, respectivamente). As construções foram feitas com o 

auxílio do programa Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

Os iniciadores utilizados para amplificar os genes da Zn-SOD e catalase foram 

construídos de acordo com Xiong et al,. (2010), assim como os oligos utilizados para a 

amplificação dos transcritos das enzimas hepáticas Catalase, Glutationa Peroxidase, Zn-

SOD e Mn-SOD e 18S. 

 

5.6.12.5 – Curva de eficiência dos oligonucleotídeos iniciadores  

Para determinar a eficiência da amplificação dos genes alvo e do gene de 

referência endógena foram construídas curvas padrões para cada amplificado, a partir de 

diluições seriadas do cDNA de uma mesma amostra. A análise de regressão linear dos 

valores de ―Threshold Cycle (CT) em função do logaritmo da respectiva diluição 

forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y = ax+b) que foi utilizado para o cálculo 

da eficiência de amplificação do produto pelos iniciadores. 

 

4.6.12.6 – RT-PCR quantitativa em tempo real  

Para a análise da expressão dos genes em estudo foi utilizada a técnica de PCR 

em tempo real (qPCR). A quantificação dos produtos formados durante os ciclos de 

amplificação foi realizada com o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reações foram realizadas em placas de 

96 poços, sendo adicionados em cada poço 2 μL de cDNA (100 ng), 0,48 μL de cada 

primer (forward e reverse, 10 μM), 6 μL Power de SYBR® Green Master Mix e volume 

final de água livre de DNAse para 12 μL. As reações foram realizadas nas seguintes 

condições, 50°C por 2min, 95° C por 10 min e então 40 ciclos de 95°C por 15s 

(desnaturação) e 60°C por 1min (anelamento dos iniciadores e extensão dos produtos) 

no termociclador ABI 7300 (Applied Biosystems, CA, USA). O gerenciamento do 

termociclador e a coleta dos dados gerados durante a amplificação foram realizados pelo 
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programa 7000 System SDS Software (Applied Biosystems). Todas as análises foram 

realizadas em triplicata técnica. A especificidade dos produtos obtidos foi confirmada 

pela análise das curvas de dissociação do produto amplificado ao final de cada reação.  

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificação relativa 

da expressão gênica (CT comparativo ou ΔΔCT), que permite quantificar diferenças no 

nível de expressão de um gene específico entre as diferentes amostras. A expressão dos 

genes alvo foi determinada em função da expressão do gene de referência endógena 

β2microglobulina (β2M) e uma amostra normalizadora (grupo C) foi utilizada como 

base para os resultados de expressão comparativa. De posse dos valores de CT, que 

corresponde ao número de ciclos na fase exponencial da PCR em que a fluorescência 

ultrapassa o valor basal, foi calculado o ΔCT de cada amostra, na qual o valor do CT do 

gene de referência endógena (β2M) foi subtraído do CT do gene alvo.  
 

ΔCT = CT do gene alvo – CT do gene de referência endógena 
 

Em seguida foram calculados os valores de ΔΔCT, na qual o valor do ΔCT da 

amostra normalizadora (grupo C) foi subtraído do ΔCT das amostras teste (demais 

grupos experimentais).  
 

ΔΔCT = ΔCT da amostra teste - ΔCT da amostra normalizadora 
 

Os valores do ΔΔCT obtidos foram utilizados em uma fórmula aritmética para o 

cálculo final da diferença de expressão dos genes entre as amostras analisadas, dada por 

2
ΔΔCT

. 

 

5.6.13 – Avaliação Histológica 

 Fragmentos de fígado não superior a 4 mm de diâmetro foram fixados em solução 

de formol a 10% e, em seguida, desidratados, diafanizados e incluídos em parafina. As 

secções de parafina de aproximadamente 4 mm foram obtidas por corte de fragmentos 

embutidos num micrótomo rotativo. As secções foram montadas em lâminas de vidro 

limpas e desengorduradas. As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina para 

visualização de dano histológico. Para determinar o número médio de células 

inflamatórias, análises morfométricas digitais foram realizadas utilizando um 

microscópio óptico Leica, sendo as analyses feitas com o software Leica Qwin DM5000 

(Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA). O número médio de células beta e 

alfa foi determinada utilizando o software ImageJ (NIH, EUA). Todas as amostras 

histológicas dos animais controle e tratamento foram submetidos à análise cega. 
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4.7– Análise Estatística  

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (SD). Todos os dados 

foram submetidos a um teste de normalidade . Depois de determinar que os dados 

seguiam uma distribuição normal, optou-se por utilizar o teste t de Student. Um valor de 

p <0,05 foi considerado significativo. Os testes foram realizados utilizando o GraphPad 

Prism Versão 4.00 para Windows (San Diego, CA, EUA). 
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5- RESULTADOS 

 

5.1 – Ensaios in vitro: Caracterização do extrato hidroalcoólico de B. trimera. 
 

5.1.1 - HPLC-DAD (cromatografía líquida de alta precisão - Diode Array). 

 No cromatograma abaixo (Figura 10A), observamos uma elevada concentração 

de picos nos primeiros 6 minutos de análise, o que corresponde a grupos de substâncias 

com características de alta polaridade. Quando extraímos espectros de ultravioleta 

observamos que o pico em 3,13 minutos apresentou 3 bandas de absorção com λmax em 

263 e 324 nm (Figura 10B). O pico em 4,36 e 4,63 minutos, apresentou λmax de 

absorção em 272 e 231nm e 273 e 331 nm, respectivamente (Figuras 10C e 10D). Com 

o gradiente crescente em MeOH e a fase estacionária de fase reversa, não observamos 

eluição de substâncias com graus decrescentes de polaridade. Neste sentido, foi possível 

observar dois picos bastante proeminentes em 11,84 e 22,60 minutos. O primeiro 

apresentou bandas de absorção com λmax em 300 e 324 nm (Figura 10E), enquanto que 

o pico em 22,60 minutos apresentou 4 bandas de absorção com λmax em 273 e 343 nm 

(Figura 10F).  

 

Figura 10 – (A) Cromatografia de amostras de B. trimera preparadas para 

administração em animais experimentais; (B) Espectro UV de picos eluídos em 3.13 

minutos; (C) Espectro UV de picos eluídos em minutos 4.36; (D) Espectro UV de picos 

eluídos em 4.63 minutos (E) Espectro UV de picos eluídos em 11.84 minutos; (F) 

Espectro UV de picos eluídos em 22.60 minutos. 
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 Os padrões utilizados de quercetina e rutina apresentaram tempos de retenção de 

13,95 e 6,52 minutos. Estes compostos, rutina e quercetina, apresentam padrões de 

oxidação nos carbonos 3’, 4’, 5 and 7 do anel A e C, e no carbono 3 do anel B 

(quercetina). Contudo, na rutina, este grupo hidroxila no carbono 3 (anel B) é 

substituído por um dissacarídeo (raminose + glicose). Diante disso, podemos associar a 

banda de absorção em 370 nm ao anel B da quercetina (Figuras 11A e 11B) e em 356 

nm ao anel B da rutina (Figuras 11C e 11D). Com relação ao anel A podemos abservar 

bandas com absorção máxima em 254 e 256 nm. 

 

Figura 11 – (A e B) Cromatografia HPLC-DAD, monitorado em 254 nm e espectro de 

absorção de UV da quercetina; (C e D) Cromatografia HPLC-DAD, monitorado em 254 

nm e espectro de absorção de UV da rutina. 

 

5.1.2 – Avaliação da toxicidade do extrato hidroalcoolico de B. Trimera em células de 

linhagem hepatica (HepG2).  

Para avaliar a viabilidade e toxicidade do extrato de B. trimera, células hepáticas 

foram incubadas na presença ou ausência do extrato (Tabela II). Após incubação de 1 e 

24 horas foi observado que as células incubadas com o extrato mantiveram uma 

viabilidade de 89.0% e 98.6%, respectivamente. Além disso, o extrato não apresentou 

uma toxicidade significativa (11.0% e 1.4%) em 1 e 24 horas, respectivamente.  
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Tabela II – Representa a viabilidade e toxicidade do extrato hidroalcoólico de B. 

trimera em células hepáticas (HepG2). Os dados estão expressos em porcentagem. A 

linhagem de células HepG2 foi incubada na ausência de B. trimera, enquanto que a 

linhagem HepG2+Bt corresponde a cultura de células incubadas com 5µg/mL de extrato 

de B. trimera.  

 

5.1.3 - Avaliação da capacidade do extrato hidroalcoólico de B. trimera em 

neutralizar o radical DPPH• 

 A capacidade antioxidante do extrato de B. trimera e do antioxidante de 

referência Trolox foram determinadas e expressas em percentual de inibição do radical 

DPPH• (Tabela III). 

 As quatro diferentes concentrações do extrato de B. trimera foram eficientes em 

neutralizar o radical DPPH•, o que de certa forma, é um indicativo da sua possível 

capacidade em neutralizar espécies reativas. Todas as concentrações testadas 

apresentaram uma capacidade de neutralização similar a do Trolox nas concentrações 

entre 50 e 200 mg/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linhagem                 1 hora               24 horas 

 Viabilidade      Toxicidade    Viabilidade               Toxicidade 

HEP G2     100%                  0%   100%                          0% 

HEP G2+Bt      89.0%               11.0%   98.6%                        1.4% 
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Tabela III - Percentual de inibição do radical DPPH• por diferentes concentrações do 

extrato de B. trimera e do antioxidante de referência Trolox em 30 e 60 minutos.  

Composto Concentração 

Capacidade de neutralização do 

radical DPPH  
% Inhibição  

B. trimera (mg/L) 30 min 
0,6 15,85 ± 1,22 
1,2 35,98 ± 2,54 
2,5 68,13 ± 1,46 
5,0 88,48 ± 0,52 

B. trimera (mg/L) 1 h 
0,6 24,06 ± 0,59 
1,2 49,52 ± 2,30 
2,5 87,46 ± 0,54 
5,0 90,39 ± 0,58 

Trolox (mg/L) 
50,0 19,57 ± 0,44 
75,0 29,43 ± 0,11 
100,0 38,04 ± 0,22 
125,0 45,42 ± 0,55 
150,0 55,36 ± 0,94 
172,0 69,10 ± 1,09 
200,0 78,34 ± 1,21 

 

Os dados estão expressos como média e desvio padrão de determinações em triplicata. 

 

 

5.2 – Ensaios in vivo: Caracterização do modelo de inflamação induzido por APAP 

5.2.1 – Atividade da ALT e AST 

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

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

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

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

atividade de ALT e AST. Em contraste, os animais que receberam um tratamento oral 

de 835 mg/kg de APAP demonstraram uma maior atividade desta enzima, atingindo o 

seu pico máximo vinte quatro horas após a administração do APAP. Quarenta e oito 

horas após a dose de APAP a atividade de ALT e AST começou a diminuir chegando, 

no tempo de setenta e duas horas, a valores significamente menores que os encontrados 

no tempo de vinte quatro horas. 
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Figura 12 - Hepatoxicidade do APAP em ratos Fischer. A atividade sérica de ALT e 

AST foram medidas nos tempos indicados após uma dose única de APAP (835 mg/kg). 

Os dados estão representados como média + desvio padrão (n=5). *p < 0,05 em relação 

ao controle; **p < 0,05 em relação ao valor encontrado no tempo de 24 horas. 

 

5.3 - Efeito do extrato de B. trimera no metabolismo redox de neutrófilos do sangue 

periférico de ratos intoxicados com APAP. 
 

5.3.1 – Efeito do extrato de B. trimera sobre a expressão gênica das subunidades da 

NADPH oxidase. 

Recentemente nosso grupo demonstrou que os neutrófilos periféricos de ratos 

intoxicados com APAP apresentavam uma maior produção de ERO (1768±447 

RLU/min) quando comparado aos neutrófilos de ratos controles (329±283 RLU/min). 

Além disso, demonstramos também que neutrófilos de ratos pré-tratados com extrato de 

B. trimera e uma hora depois intoxicados com APAP apresentaram uma redução na 

produção de ERO (917±344 RLU) quando comparado aos neutrófilos de ratos que 

receberam somente APAP. 

Como a NADPH oxidase é a principal enzima responsável pela produção de 

ERO em neutrófilos, analisamos, como mostrado na Figura 13, a expressão gênica das 

subunidades membranares (gp91
phox

, p22
phox

) e citosólica (p47
phox

) desta enzima. Os 

neutrófilos de ratos tratados com APAP apresentaram uma maior expressão das 

subunidades gp91
phox

, p22
phox

 e p47
phox

 quando comprado aos neutrófilos de ratos 

controles. Em contrapartida, nos neutrófilos de ratos que receberam o extrato de B. 

trimera e uma hora depois APAP, os níveis de mRNA correspondente as subunidades 

gp91
phox

 e p47
phox

 foram significativamente menores em relação ao do grupo APAP. Os 

neutrófilos de ratos que receberam somente o extrato de B. trimera não apresentaram 
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níveis de mRNA das subunidades gp91
phox

, p22
phox

 e p47
phox

 diferentes à aqueles 

encontrados para o grupo controle. 

 

Figura 13 – Efeito do extrato de B. trimera sobre a expressão gênica das subunidades 

da NADPH oxidase em neutrófilos de ratos 24 horas após a intoxicação com APAP. Os 

ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 hora antes 

da administração de 835 mg/kg APAP. (A) gp91
phox

, (B) p22
phox

 and (C) p47
phox

. Os 

resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n=8). *p <0.05 comparado ao 

controle, **p < 0.05 comparado ao grupo APAP. 

 

5.3.2 – Efeito do extrato de B. trimera sobre a produção de NO e a expressão gênica 

da iNOS  

 A Figura 14A mostra que os neutrófilos de ratos intoxicados com APAP 

apresentaram um aumento significativo na produção de NO (42.20 ± 23.78 µM) quando 

comparado aos neutrófilos de ratos controles (22.38 ± 6.31 µM). Já em neutrófilos de 

animais pré-tratados com o extrato de B. trimera e subsequentemente intoxicados com 

APAP, foi observado uma redução na produção de NO (22.83 ±14.86 µM) em relação 

aos neutrófilos de ratos que receberam somente APAP. Os animais tratados unicamente 

com extrato de B. trimera não apresentaram variação na produção de NO.  

 Para avaliar a influência do extrato de B. trimera sobre a expressão da iNOS, 

enzima responsável pela produção de NO em neutrófilos, avaliamos os níveis de mRNA 

desta enzima (Figura 14B). Nossos resultados mostraram que a administração de APAP 
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aumentou significativamente a expressão da iNOS (623%) quando comparado ao grupo 

controle. Neutrófilos de ratos pré-tratados com extrato de B. trimera e em seguida 

intoxicados com APAP apresentaram níveis de mRNA menores em relação ao grupo 

APAP. 

 

Figura 14 - Efeito do extrato de B. trimera sobre a produção de NO (A) e sobre a 

expressão do gene da iNOS (B) em neutrófilos de ratos 24 horas após a intoxicação com 

APAP. Os ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 

hora antes da administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão expressos como 

média ± desvio padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 0.05 comparado 

ao grupo APAP. 

 

5.3.3 – Efeito do extrato de B. trimera sobre a atividade e expressão gênica das 

enzimas antioxidantes CAT e Zn-SOD 

 Para verificar uma possível influência do extrato de B. trimera sobre o sistema 

de defesa antioxidante, avaliamos a atividade e os níveis de mRNA das enzimas CAT 

(A) e Zn-SOD (B). A atividade total das enzimas antioxidantes avaliadas no presente 

estudo foi significativamente maior em neutrófilos de ratos intoxicados com APAP. No 

entanto, neutrófilos de animais pré-tratados com o extrato de B. trimera e 

posteriormente intoxicados com APAP apresentaram uma significativa redução na 

atividade dessas enzimas. Os níveis de mRNA da CAT (C) e da Zn-SOD (D) não 

diferiram significativamente entre os grupos (Figura 15). 
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Figura 15 - Efeito do extrato de B. trimera sobre a atividade e sobre a expressão gênica 

das enzimas CAT e Zn-SOD em neutrófilos de ratos 24 horas após a intoxicação com 

APAP. Os ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 

hora antes da administração de 835 mg/kg APAP. (A) atividade de CAT, (B) atividade 

de SOD total, (C) expressão do gene da CAT e (D) expressão do gene da Zn-SOD. Os 

resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao 

controle, **p < 0.05 comparado ao grupo APAP. 

 

5.4 - Efeito do extrato de B. trimera sobre o metabolismo oxidativo em fígado de 

ratos intoxicados com APAP. 
 

5.4.1 – Efeito do extrato de B. trimera sobre os marcadores de danos hepatocelular  

Para determinar o efeito hepatoprotetor de B. trimera em relação à lesão hepática 

induzida por APAP, os níveis séricos de ALT e AST, nos diferentes grupos 

experimentais, foram analisados. Estas enzimas fornecem uma evidência bioquímica 

indireta do dano hepatocelular. A Figura 16 mostra a atividade dessas transaminases 

nos diferentes grupos. A atividade de ALT e AST foram significativamente aumentada 

(p <0,05) de 9,8 e 6,3 vezes, respectivamente, em animais intoxicados com APAP. Em 

contrapartida, o tratamento com B. trimera inibiu significativamente o aumento na 

atividade tanto da ALT quanto da AST, que se verificou ser de 5,0 e 3,6 vezes inferior 

em relação aos animais que receberam somente APAP, respectivamente. 
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Figura 16 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a atividade das 

enzimas ALT e AST no soro de ratos 24horas após a intoxicação com APAP. Os ratos 

foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 hora antes da 

administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão expressos como média ± desvio 

padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 0.05 comparado ao grupo APAP. 

 

5.4.2 – Efeito do extrato de B. trimera sobre os marcadores de dano oxidativo  

Os danos oxidativos em proteínas e lipídeos foram avaliados através da medição 

dos marcadores indiretos de estresse oxidativo, proteína carbonilada e TBARS, 

respectivamente, presentes no tecido hepático. Os resultados mostrados na Figura 17 

indicam um aumento significativo na concentração de proteínas carboniladas no fígado 

de animais intoxicados com APAP quando comparado ao fígado de animais do grupo 

controle. Contudo, o tratamento com o extrato de B. trimera em ratos intoxicados com 

APAP, resultou em uma redução na concentração hepática de proteínas carboniladas 

quando comparado aos animais do grupo que recebeu somente APAP. Em relação aos 

lipídeos, observamos um aumento da peroxidação lipídica em ratos intoxicados com 

APAP em comparação com os animais do grupo controle. Além disso, também 

observamos que o tratamento com B. trimera foi capaz de reduzir a lipoperoxidação, 

quando comparado ao grupo não tratado com o extrato. Assim, estes resultados 

analisados em conjunto sugerem que o tratamento com B. trimera foi capaz de 

minimizar os danos oxidativos em proteínas e lipídeos decorrentes da superdosagem de 

APAP. 
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Figura 17 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre os níveis de proteínas 

carboniladas e TBAR no fígado de ratos 24 horas após a intoxicação com APAP. Os 

ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 hora antes 

da administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão expressos como média ± 

desvio padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 0.05 comparado ao grupo 

APAP. 

 

5.4.3 – Efeito do extrato de B. trimera sobre parâmetros antioxidantes  

Para investigar o possível efeito antioxidante do extrato de B. trimera foram 

avaliados compostos e enzimas antioxidantes tais como, os níveis de glutationa total, os 

níveis de mRNA e a atividade das enzimas antioxidantes intracelulares.  

SOD e CAT são enzimas que funcionam coordenadamente para remover os 

radicais superóxido do sistema celular. O fígado de animais intoxicados com APAP 

apresentaram um aumento na expressão de Zn-SOD (A) e Mn-SOD (B) quando 

comparado ao fígado de animais do grupo controle, porém, somente na Zn-SOD esse 

aumento foi significativo. Este aumento na expressão das diferentes isoformas de SOD 

foi acompanhado por um aumento da atividade total desta enzima no grupo intoxicado 

com APAP (D) (0,33 ± 0,07 unidades / mg de proteína) em relação ao grupo controle 

(0,24 ± 0,036 unidades / mg de proteína). No grupo tratado com B.trimera e em seguida 

intoxicado com APAP, os níveis de mRNA e a atividade da SOD foram 

significativamente menores do que os valores encontrados no grupo que recebeu 

somente APAP. Em relação à CAT, observamos que os níveis de mRNA e atividade 

desta enzima foram reduzidos significativamente (p <0.05) nos ratos intoxicados com 

APAP. Esta diminuição na expressão e na atividade foi revertida no grupo tratado com 

B. trimera e, em seguida, intoxicado com APAP (Figura 18). 
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Figura 18 – Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a expressão de mRNA 

das enzimas Zn-SOD (A), Mn-SOD (B) e CAT (C) e sobre a atividade de SOD total (D) 

e CAT (E) em fígado de ratos 24 horas após a intoxicação com APAP. Os ratos foram 

tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 hora antes da 

administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão expressos como média ± desvio 

padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 0.05 comparado ao grupo APAP. 

 

 

A Figura 19 mostra que houve um aumento significativo na expressão do gene 

yCGL (A) no fígado dos animais intoxicados com o APAP. O tratamento com B. 

trimera foi capaz de alterar este perfil, promovendo a diminuição da expressão deste 

gene. Apesar do aumento da expressão gênica de yCGL, houve uma diminuição na 

concentração de glutationa total no fígado dos animais intoxicados com APAP, no 

entanto, o tratamento com B. trimera foi capaz de aumentar significativamente a 

concentração de glutationa total quando comparado ao animais que foram intoxicados 

com APAP (B). 
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Figura 19 - Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a expressão de mRNA 

de yCGL (A) e sobre os níveis de glutationa total em fígado de ratos 24horas após a 

intoxicação com APAP. Os ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato 

de B. trimera 1 hora antes da administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão 

expressos como média ± desvio padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 

0.05 comparado ao grupo APAP. 

 

 

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram uma diminuição nos níveis de 

mRNA e da atividade enzimática da GPx (A e B) e da GR (C) no fígado de ratos 

intoxicados com APAP em comparação com os ratos do grupo controle. O tratamento 

com B. trimera foi capaz de aumentar significativamente os níveis de mRNA da enzima 

GPx bem como a atividade da enzima GR em fígado de ratos intoxicados com APAP. 

Nenhuma mudança foi observada na atividade da GPx e GR no fígado dos ratos que 

receberam apenas extrato. 
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Figura 20 - Efeito do extrato hidroalcoólico de B. trimera sobre a expressão de mRNA 

de GPx (A) e sobre a atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) (B), e atividade 

da enzima Glutationa Redutase (C) em fígado de ratos 24 horas após a intoxicação com 

APAP. Os ratos foram tratados com uma dose de 600 mg/kg do extrato de B. trimera 1 

hora antes da administração de 835 mg/kg APAP. Os resultados estão expressos como 

média ± desvio padrão (n=8). *p < 0.05 comparado ao controle, **p < 0.05 comparado 

ao grupo APAP. 

 

5.4.4 – Efeito do extrato de B. trimera sobre a histopatologia hepática  

Histologicamente, na avaliação óptica dos tecidos corados em H&E não foram 

reveladas alterações significativas na estrutura tecidual no grupo controle (Figura 21A) 

e grupo B. trimera (Figura 21B). No grupo intoxicado com APAP (Figura 21C), o 

dano celular foi visível sob a forma de degeneração hidrópica, inflamação e hemorragia. 

O tratamento com B. trimera (Figura 21D) melhorou consideravelmente a morfologia 

do fígado em comparação aos ratos intoxicados com APAP. 
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Figura 21 - Secção de fígado de ratos após 24 horas de administração com PBS (A), 

extrato de B. trimera (B), APAP (C) e extrato de B. trimera e APAP (D), que mostra: 

A- fígado de ratos normais sem alterações hepáticas significativas; B – fígado normal de 

ratos sem alterações hepáticas significativas; C - lesões hepáticas, degeneração 

hidrópica, inflamação (seta branca) e hemorragia (seta preta); D – hepatócitos 

poligonais bem formado e relativa redução da degeneração hidrópica. VC = Veia 

Central; VS = Seios Venosos; PT = Portal Tríades. Secções de fígado foram coradas 

com H & E (400x). 
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6- DISCUSSÃO 

 

Pesquisas que visam propor novas estratégias de intervenção terapêutica incluem 

cada vez mais a utilização de extratos de plantas e outros produtos naturais. No Brasil, 

cerca de 40% dos produtos farmacêuticos produzidos tem princípios ativos retirados de 

plantas, entretanto, a transformação de plantas em medicamentos deve priorizar a 

preservação dos constituintes químicos e farmacológicos do vegetal, garantindo sua 

ação biológica, segurança e utilização (Lima, 2006). 

Dentre as diversas espécies da farmacopéia brasileira e internacional encontra-se 

B. trimera, uma erva muito popular e conhecida com o nome comum de carqueja. De 

acordo com as diversas pesquisas realizadas, esta planta apresenta uma grande 

variedade de princípios ativos (Jamart Web Creation, 2001). De fato, ao realizarmos em 

nosso laboratório, através da técnica de HPLC, uma análise fitoquímica do extrato 

hidroalcoólico de B. trimera, encontramos diversos picos associados a compostos de 

alta polaridade. Dentre esses picos observamos que alguns eram bem semelhantes a dois 

flavonoides já bem descritos para B. trimera, os flavonoides quercetina e rutina. 

Nishimura et al. (2013), demonstrou que o flavonoide quercetina foi capaz de inibir a 

produção de ERO em neutrófilos durante a atividade microbicida. Por outro lado, Al-

Rejaie et al. (2013) trabalhando com um modelo de hipercolesterolemia, evidenciou que 

a rutina foi capaz de regular a expressão de genes envolvidos no estresse oxidativo e 

com isso reverter a hepatotoxicidade gerada por uma dieta rica em colesterol. 

Apesar desses efeitos biológicos descritos, há poucos estudos relacionados à 

toxicidade de B. trimera. Recentemente foram encontradas alterações histopatológicas 

no fígado de ratas grávidas tratadas com um extrato hidroetanólico da planta (Grance et 

al., 2008), somado a isto, Rodrigues et. al, (2009), mostraram que B. trimera produziu 

alguns efeitos genotóxicos e mutagênicos, estando estes, relacionados ao consumo de 

altas doses do extrato. Sendo assim, para avaliarmos um possível efeito citotóxico do 

extrato de B. trimera incubamos células hepáticas da linhagem HepG2 na presença ou 

ausência do extrato a fim de obter uma melhor relação da viabilidade celular / 

toxicidade. Após os ensaios, observamos que o extrato hidroalcoólico não apresentou 

uma toxicidade significativa, uma vez que manteve uma viabilidade de 89.0% e 98.6% 

após um tempo de incubação de 1h e 24h, respectivamente. 

Uma vez que a quercetina e a rutina são associadas ao controle no balanço redox 

e que o extrato hidroalcoólico de B. trimera não apresentou citotoxicidade, resolvemos 
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avaliar a capacidade antioxidante do extrato em “sequestrar” o radical DPPH•. Nossos 

resultados mostraram que o extrato de B. trimera apresentou alta capacidade 

antioxidante de maneira dose-dependente, mesmo em concentrações muito baixas. Estes 

dados corroboram com diversos trabalhos descritos na literatura que mostram a 

capacidade antioxidante do extrato de B. trimera sobre diferentes fontes de radicais. 

Dentre eles podemos destacar o de Dias et al. (2009) que verificaram o efeito 

antioxidante do extrato hidroetanólico da carqueja diante de um percentual de inibição 

do radical DPPH próximo a 70% e o de Oliveira, et al. (2012) que testaram vários tipos 

de extrato de B. trimera e encontraram maior atividade antioxidante no extrato fenólico, 

sendo esta atividade maior do que a do antioxidante utilizado de referência (ácido 

ascórbico).  

Apesar desses resultados, a avaliação da atividade antioxidante baseada em 

metodologias in vitro deve ser feita com cautela, uma vez que as mesmas não 

consideram fatores como biodisponibilidade e estabilidade do composto in vivo, 

retenção dos antioxidantes pelos tecidos e atividade celular (Huang et al. 2005). Por 

isso, avaliamos também as propriedades antioxidantes in vivo do extrato de carqueja em 

neutrófilos e fígado de ratos intoxicados com APAP. 

Para realizarmos esta avaliação, o primeiro passo foi caracterizar o modelo de 

inflamação, a fim de se descobrir a partir de qual tempo, após a dose de APAP, 

encontraríamos uma maior lesão hepática e, consequentemente, uma maior ativação e 

recrutamento de neutrófilos periféricos. Estudos utilizando APAP como um modelo de 

inflamação, tais como os de Liu et al . (2006) e de Lawson et al. (2000) demonstraram 

que a administração de uma dose tóxica de APAP leva ao recrutamento de neutrófilos e, 

consequentemente, um aumento na produção de ERO. Neste contexto, o presente estudo 

demonstrou através da atividade de ALT e AST, que a administração de APAP levou a 

uma significativa injúria hepática após 24 h da sua administração. Estes dados 

corroboram com muitos outros trabalhos descritos na literatura que encontraram efeito 

similar com altas doses de APAP (Smith, et al., 1998, Meotti, et al., 2006). 

Williams et al., (2014), demonstraram que os neutrófilos periféricos, mesmo não 

estando envolvidos na hepatotoxicidade induzida por APAP, apresentaram uma alta 

expressão de CD11b, cuja função é promover a fagocitose de microrganismos 

opsonizados pelos fragmentos do complemento e uma elevada produção de espécies 

reativas, tanto as derivadas do oxigênio quanto do nitrogênio. Em estudos anteriores 

realizados em nosso laboratório, observamos que o extrato de B. trimera foi eficiente 
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para regular a produção de ERO e ERN em neutrófilos periféricos de ratos intoxicados 

com APAP (Pádua et al., 2010). A partir destes resultados nos questionamos se este 

efeito biológico atribuído ao extrato hidroalcoólico de B. trimera estava ou não 

relacionado com a modulação das enzimas produtoras de espécies reativas em 

neutrófilos, NADPH oxidase e iNOS e das enzimas antioxidantes SOD e CAT. 

Em relação à NADPH oxidase, os animais intoxicados com APAP apresentaram 

uma maior expressão das subunidades gp91
phox

, p22
phox

 e p47
phox

. Estes resultados 

podem explicar o aumento das EROs observado por Pádua et al., (2010) em neutrófilos 

de ratos intoxicados com este fármaco, bem como, os resultados relatados por Gujral et 

al. (2004), que observaram que a inibição da NADPH oxidase em neutrófilos 

funcionava como um fator protetor contra a citotoxicidade, sugerindo que os oxidantes 

gerados por essa enzima são os mediadores predominantes no mecanismo de lesão in 

vivo. O extrato hidroalcoólico de B. trimera foi capaz de reduzir significativamente a 

expressão de gp91
phox

 e p47
phox

 em neutrófilos de animais pré-tratados com este extrato 

e em seguida, intoxicados com APAP. Estudos realizados por Tauber et al, (1984) e 

Poolman et al, (2005) mostraram que diferentes polifenóis como, a quercetina e o 

resveratrol, são capazes de inibir a atividade da NADPH oxidase. Essa inibição está 

relacionada ao fato desses polifenóis diminuírem a expressão das subunidades 

formadoras desta enzima e inibir a atividade da proteína quinase C, uma enzima que 

cataliza um importante passo na ativação da NADPH oxidase de fagócitos, uma vez que 

ela fosforila a subunidade p47
phox

. Esse efeito encontrado sugere que o extrato 

hidroalcoólico de B. trimera apresenta propriedades antioxidantes em neutrófilos 

também em ensaios in vivo e que os flavonóides possuem uma grande habilidade em 

modular enzimas e receptores celulares (Hodek, et al., 2002). 

Em 1998 Gardner et al. relataram em seu trabalho que o óxido nítrico é um 

importante mediador da hepatoxicidade induzida pelo APAP. De fato, em processos 

infecciosos, células ativadas como macrófagos, neutrófilos e células endoteliais 

secretam simultaneamente NO e intermediários reativos do oxigênio, e a ação citotóxica 

indireta do NO consiste, principalmente, na sua reação com esses intermediários do 

oxigênio. Os nossos resultados mostraram que os neutrófilos de ratos intoxicados com 

APAP produziram uma maior quantidade de NO quando comparado aos neutrófilos de 

ratos controle. Além disso, essa maior produção de NO pode estar relacionada com um 

aumento da expressão de iNOS. Curiosamente, o extrato hidroalcoólico de B. trimera 

reduziu significativamente a produção de NO em neutrófilos de animais pré-tratados 
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com o extrato e, em seguida, intoxicados com APAP. Esta redução foi acompanhada 

por uma menor expressão do gene da iNOS.  

A possibilidade que o NO seja crucial para hepatoxicidade induzida por APAP 

tem sido sugerida pelo fato da aminoguanidina, um inibidor da iNOS, atenuar os danos 

provocados pela overdose de APAP (Gardner et al., 1998). Nesse contexto, o aumento 

na produção de NO que encontramos em nossos resultados em virtude da administração 

de APAP pode ser confirmada em estudos de natureza similar, em que o tratamento de 

ratos (Gardner, et al., 2002) e camundongos (Michael, et al., 1999) com doses 

hepatotóxicas de APAP resultou em danos na região centrolobular do fígado, sendo este 

dano associado a uma maior expressão da iNOS (Gardner, et al., 2002). Em adição, 

Yanagisawa et al., (1998), relatou que a indução de iNOS pode ter um papel na 

progressão da necrose tubular aguda induzida por xenobióticos.  

Apesar de não haver estudos associando o tratamento com B. trimera e a 

modulação de NO, podemos inferir que a redução do NO em neutrófilos periféricos que 

essa planta provocou, pode estar relacionada a capacidade de alguns compostos 

químicos presentes no extrato, em sequestrar as moléculas de NO formadas e/ou inibir a 

atividade da iNOS. De fato, muitos compostos químicos presentes em extratos vegetais 

podem modular o balanço redox. Masella et al. (2005), por exemplo, demonstroram que 

os polifenóis podem oferecer proteção indireta contra o estresse oxidativo por meio da 

ativação da transcrição de genes de enzimas antioxidantes. Diante disso, avaliamos em 

neutrófilos periféricos de ratos intoxicados com APAP a atividade das duas principais 

enzimas antioxidantes presentes no organismo, a SOD e CAT. A SOD catalisa a 

dismutação do O2•− a H2O2 e O2, enquanto a CAT catalisa a decomposição de H2O2 à 

água. Os neutrófilos de animais intoxicados com APAP apresentaram uma maior 

capacidade antioxidante, como evidenciado no aumento da atividade da SOD e CAT. 

Esses resultados indicam a presença de alguma variação no equilíbrio oxidante - 

antioxidante em neutrófilos de ratos intoxicados com APAP, uma vez que um aumento 

na atividade dessas enzimas pode estar relacionado com uma maior produção de 

espécies reativas no corpo (Hayes et al., 2005). Em contrapartida os animais tratados 

com o extrato de B. trimera e em seguida intoxicados com APAP apresentaram uma 

menor atividade dessas enzimas, entretanto não observamos alterações nos níveis de 

mRNA de SOD e CAT em nenhum dos grupos experimentais. Estes resultados sugerem 

que o extrato hidroalcoólico de B. trimera foi capaz de regular a atividade destas 

enzimas sem alterar os níveis transcricionais. De fato, alterações no balanço 
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oxidante/antioxidante, como as induzidas pelo APAP, por exemplo, podem afetar a 

translocação de fatores de transcrição sensíveis ao estado redox para o núcleo. Portanto 

a inalteração nos níveis de mRNA de enzimas antioxidantes pode ser devida à oxidação 

de fatores de transcrição responsáveis pelo início da maquinaria do processo de 

transcrição das enzimas antioxidantes (Sadi et al. 2008). 

Sendo assim, a análise dos resultados encontrados para neutrófilos, torna o nosso 

grupo de pesquisa o primeiro a demonstrar que em neutrófilos periféricos de ratos 

intoxicados com APAP, o extrato hidroalcoólico de B. trimera é capaz de modular a 

produção de espécies reativas através da regulação na expressão da iNOS e das 

subunidades gp91
phox

 e p47
phox

 da NADPH oxidase (Figura 22). 

 

Figure 22 – Mecanismo proposto para a modulação das espécies reativas pelo extrato 

de B. trimera. (1) Proteção indireta pela inibição de fontes capazes de gerar espécies 

reativas, tais como NADPH oxidase e iNOS.  
 

Uma vez que o extrato hidroalcoólico de B. trimera foi capaz de restaurar o 

desequilíbrio ROS/NO e modular a ativação de neutrófilos periféricos, avaliamos 

também o efeito desse extrato sobre o status antioxidante hepático de ratos intoxicados 

com APAP. É bem descrito na literatura que a hepatotoxicidade induzida pelo APAP é 

resultado de um quadro de estresse oxidativo que ocasiona, em virtude de uma depleção 

de glutationa, alterações em proteínas mitocondriais que levam a uma inibição da 

respiração com consequente morte celular (Jaeschke et al., 2012). Portanto, para 

investigar o efeito hepatoprotetor do extrato de B. trimera analisamos, inicialmente, a 

atividade das enzimas hepáticas AST e ALT.  
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A AST e a ALT são enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades no 

citoplasma dos hepatócitos. Lesões ou destruição das células hepáticas liberam essas 

aminotransferases para a circulação (Motta, 2003). Nosso estudo mostrou que o APAP 

causou uma elevação significativa na atividade de ALT e AST. Em contrapartida, o pré-

tratamento com o extrato da planta restaurou essa atividade a valores semelhantes ao do 

controle. Altas doses de APAP têm sido relacionadas com uma maior atividade séria de 

ALT e AST (Kozer et al., 2003; Olaleye e Rocha, 2008). A habilidade de B. trimera em 

prevenir o aumento na atividade dessas enzimas evidencia que seus constituintes 

químicos exercem uma importante atividade hepatoprotetora. 

Além da análise das atividades dessas enzimas hepáticas, os produtos de estresse 

oxidativo também têm sido descritos para demonstrar a ocorrência de injúria oxidativa 

(Perry et al., 2000). Dentre esses produtos estão às substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBAR) e proteínas carboniladas. Os níveis dessas substâncias são usados 

como marcadores indiretos da peroxidação lipídica e da oxidação proteica, 

respectivamente, em células hepáticas (Beal, 2002).  

Em nossos resultados, animais intoxicados com APAP apresentaram elevados 

níveis de proteínas carboniladas e de TBAR. Entretanto, o pré-tratamento com o extrato 

de B. trimera foi capaz de reduzir os níveis desses compostos a valores semelhantes aos 

de seus respectivos controles. Sabe-se que plantas, pelo fato de apresentarem 

constituintes antioxidantes, são eficientes em reduzir a peroxidação lipídica e a oxidação 

proteica induzida pelo APAP (Tseng et al., 1997; Patrizia et al., 2005). Uma das 

explicações para isso, é que estes fitoquímicos são capazes de minimizar o estresse 

oxidativo no fígado de animais intoxicados com altas doses deste fármaco (Sidhartha et 

al., 2006). 

Pelo fato de B. trimera ter mostrado um efeito significativo contra a formação de 

produtos do estresse oxidativo, avaliamos o seu efeito sobre a expressão e atividade das 

enzimas antioxidantes. Enzimas antioxidantes celulares desempenham um importante 

papel na manutenção da homeostase redox sob condições fisiológicas normais. A ação 

protetora de várias ervas medicinais e seus constituintes ativos ocorre por meio de 

enzimas antioxidantes (por exemplo, SOD, CAT, GPx e GR), que mantêm o equilíbrio 

pro-oxidante/antioxidante no corpo. Nossos resultados mostraram que o fígado de 

animais intoxicados com APAP apresentaram uma expressão gênica mais significativa 

da isoforma Zn-SOD. Este aumento da expressão gênica foi acompanhado por uma 
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maior atividade enzimática da SOD. Embora a SOD seja uma enzima antioxidante, 

alguns estudos sugerem que a sua superexpressão é de fato prejudicial para as células 

(Gardner et al., 2002). O efeito tóxico das EROs que tem sido observado em muitas 

células com elevada expressão de SOD tem sido associado a níveis elevados de H2O2 e 

a danos oxidativos decorrentes da formação de HO• (Haan et al., 1996). O tratamento 

com B. trimera foi capaz de regular essa expressão a valores semelhantes ao fígado de 

animais controle. Dados da literatura demonstram que o consumo de compostos 

fenólicos pode propiciar um aumento na atividade das defesas antioxidantes ou até 

mesmo um efeito contrário. Este comportamento dúbil exercido pelos compostos 

fenólicos depende da origem do estresse oxidativo, do modelo animal utilizado, da 

defesa antioxidante estudada e do tipo e fonte do antioxidante dietético. (Alia et al., 

2003; Breinholt et al., 1999; Dragsted et al., 2004).  

Em relação à CAT nossos resultados mostraram que o fígado de animais 

intoxicados com APAP apresentaram uma menor expressão desta enzima. Esta 

diminuição da expressão gênica foi acompanhada por uma menor atividade enzimática 

da CAT. Esses resultados corroboram com outros trabalhos que também observaram 

uma menor atividade da CAT após uma intoxicação com APAP (Mirochnitchenki et al, 

1999; Clive e Parames, 2006). O efeito biológico associado a esta menor atividade da 

CAT estaria relacionado ao acúmulo de ERO e H2O2, o que poderia agravar o dano 

hepatocelular iniciado pelo NAPQI. Em contrapartida, animais tratados com o extrato 

de B. trimera e em seguida intoxicados com APAP, foram capazes de reverter a 

diminuição na atividade da CAT induzida pelo APAP. Isto sugere que os constituintes 

químicos antioxidantes presentes no extrato, atuaram para facilitar o consumo rápido e 

eficiente das espécies reativas geradas pela bioativação do APAP pelo citocromo P450 

(Olaleye e Rocha, 2008). 

Além das enzimas antioxidantes a medição dos níveis de glutationa total 

(GSH/GSSG) é considerada como o principal tampão redox em células. A Gama-

glutamil-cisteina sintase (yCGL) é a enzima que catalisa a etapa limitante na síntese da 

glutationa, o mais importante antioxidante celular endógeno (Rahman 1999; Haddad & 

Harb 2005), uma vez que desempenha uma importante função na remoção de espécies 

reativas e na proteção dos grupos tióis presentes em biomoléculas (Pastore et al., 2003). 

Sob condições normais, a glutationa é encontrada principalmente na sua forma reduzida 

(GSH) e em quantidades muito pequenas, na sua forma oxidada (GSSG) (Cereser et al., 
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2003). Durante o estresse oxidativo ou sob certas condições patológicas, os níveis de 

GSH e GSSG são significativamente alterados, assim, a determinação da relação 

GSH/GSSG fornece informações úteis sobre o estado redox das células. A depleção de 

glutationa tem sido associada com o aumento da toxicidade de substâncias químicas, 

incluindo a APAP (Hewawasam et al., 2003). 

Nossos resultados mostraram que o fígado de animais intoxicados com APAP, 

mesmo apresentando uma elevada atividade de yCGL, apresentou níveis de glutationa 

total inferiores aos fígados de animais controle. No entanto, os pré-tratamentos com B. 

trimera aumentou o nível de glutationa total nos animais tratados com APAP. Estes 

resultados sugerem que o extrato de B. trimera pode exercer suas atividades 

hepatoprotetora e antioxidante através do aumento das defesas antioxidantes e da 

elevada capacidade em inibir a formação de radicais livres formados durante a 

metabolização do APAP (Olaleye et al., 2010). 

O mecanismo antioxidante exercido pela glutationa está diretamente relacionado 

às enzimas GPx e GR, que são enzimas chaves na manutenção da homeostase redox por 

protegerem as células da toxicidade provocada pelos radicais livres (Kumari and 

Kakkar, 2012). Em relação a essas enzimas, nossos resultados mostraram, em fígado de 

ratos intoxicados com APAP, uma diminuição na atividade da enzima GR e um 

diminuição nos níveis de mRNA e na atividade da enzima GPx quando comparado ao 

fígado de animais do grupo controle. GR é uma enzima que tem um papel critico no 

estresse oxidativo induzido por APAP, uma vez que a diminuição na sua atividade leva 

a uma interrupção da reciclagem entre GSSG e GSH e, assim, a uma falta de GSH. 

Embora o comprometimento da atividade de GR pelo APAP não seja bem 

compreendido, duas hipóteses têm sido formuladas para explicar essa associação. A 

primeira defende que a inativação de GR ocorre por uma ação direta das EROs ou 

aldeídos tóxicos, enquanto a outra, atribui a inatividade da enzima a conjugados 

formados entre NAPQI e GSH na presença de glutationa-S-transferase (Roušar et al., 

2009). 

Em relação à GPx, a baixa atividade desta enzima é uma das primeiras 

consequências do distúrbio do balanço pró-oxidante/antioxidante (Benabdeslam et al., 

1999). A inibição da GPx aumenta a susceptibilidade dos hepatócitos a toxicidade 

induzida pelo APAP, o que indica que componentes tóxicos gerados durante a 

metabolização deste fármaco são neutralizados pela ação desta enzima (Adamson e 

Harman, 1989). Os flavonoides também protegem as células contra a toxicidade 
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induzida pela APAP, uma vez que eles inibem a peroxidação lipídica e aumentam a 

concentração de glutationa (Lahouel et al., 2006). Além disso, a indução da expressão 

de enzimas do sistema de defesa antioxidante por polifenóis resulta principalmente da 

ativação mediada pelo fator de transcrição Nrf2 através da interação com o elemento de 

resposta antioxidante (ARE), encontrado na região promotora de muitos genes 

induzidos por alterações no estado redox (Masella et al.2005). Assim, a capacidade de 

diferentes extratos de plantas em restaurar a atividade da GPx é, provavelmente, devido 

à presença dos flavonoides. Com isso, a maior expressão da GPx no fígado de animais 

tratados com B. trimera comparada com a de animais que receberam apenas APAP pode 

ser um resultado da presença de quercetina e rutina em adição a outros antioxidantes 

também presentes no extrato da planta. 

Diante da menor atividade da enzima GPx, este estudo sugere que a injúria nas 

células hepáticas induzida pelo APAP, além de estar relacionada à depleção de GSH, 

pode também ser resultante de um aumento nos níveis de H2O2 e hidroperóxidos 

(Arnaiz et al., 1995). Em outras palavras, os resultados das enzimas antioxidantes, se 

analisados concomitantemente, nos permite inferir que os animais intoxicados com 

APAP apresentam elevada concentração de H2O2 hepático, visto que a elevada atividade 

da SOD faz com que haja grande produção desta ERO, e a baixa atividade da CAT e 

GPx impede que o H2O2 gerado seja neutralizado. 

Para confirmar o efeito hepatoprotetor do extrato de B. trimera sobre os danos 

provocados pelo APAP, análises histopatológicas foram realizadas. Nossos resultados 

mostraram que secções do fígado de ratos do grupo controle e do grupo tratado com o 

extrato hidroalcoólico de B. trimera apresentaram arquitetura celular regular com veia 

central, espaços sinusoidais e células hepáticas distintas. Em contraste, a secção de 

fígado de ratos intoxicados com APAP exibiram alterações histopatológicas graves com 

necrose hepática centrolobular, degeneração gordurosa e linfócitos infiltrantes. A secção 

de fígado de animais intoxicados com APAP que foram tratados com o extrato de B. 

trimera apresentou uma melhora nas alterações histopatológicas, em comparação ao 

grupo que recebeu apenas APAP. 

Em suma, o presente estudo demonstrou que o extrato hidroalcoólico de B. 

trimera apresenta um efeito hepatoprotetor contra hepatotoxicidade induzida por APAP 

em ratos. Os níveis elevados de enzimas antioxidantes e diminuição da quantidade de 

produtos de peroxidação são sugeridos como sendo os principais mecanismos pelos 
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quais o extrato hidroalcoólico B. trimera impede o desenvolvimento de danos no fígado 

induzidos por APAP (Figura 23). 

 

Figura 23 - Diagrama esquemático que mostra o efeito protetor do extrato de B. trimera 

na toxicidade induzida por acetaminofeno. O APAP provoca um quadro de estresse 

oxidativo uma vez que diminui a atividade de enzimas antioxidantes, como a GR, GPx e 

CAT, e aumenta a atividade de SOD, o que resulta em uma elevação de H2O2. A 

perturbação no equilíbrio oxidante / antioxidante provoca estresse oxidativo no sistema 

celular resultando em lesão hepática, caracterizada pela elevação sérica da ALT e AST. 

A administração de B. trimera manteve o equilíbrio oxidante / anti-oxidante durante a 

metabolização do APAP, resultando na prevenção de danos hepatocelulares. 
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7- CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que:  

 

 Em neutrófilos de ratos intoxicados com APAP, o extrato hidroalcoólico 

de B. trimera foi capaz de regular a produção de óxido nítrico e modular 

da expresão da enzima iNOS. Além disso, o extrato também foi capaz de 

inibir a expressão da NADPH oxidase, o que pode explicar a menor 

produção de ERO vista em estudos anteriores realizados pelo nosso 

grupo de pesquisa; 

 

 Já em fígado de ratos intoxicados com APAP, o tratamento oral com o 

extrato de B. trimera atenuou a concentração sérica de ALT e AST, 

reduziu significamente a formação de produtos do estresse oxidativo, 

aumentou a expressão e a atividade da enzima catalase, restaurou a 

concentração hepática de glutationa e por fim, reduziu as lesões hepáticas 

causadas durante a metabolização do APAP; 

 

 

 Estes resultados sugerem que os compostos químicos presentes no 

extrato hidroalcoólico de B. trimera apresentam uma importante 

atividade antioxidante, uma vez que eles foram capazes de inibir a 

formação de radicais livres formados durante a metabolização do APAP 

e de regular a expressão de importantes enzimas do metabolismo redox. 

Essas propriedades tornam o extrato de B. trimera um potencial 

candidado a fármacos capazes de proteger o fígado contra os danos 

causados pela intoxicação com APAP.  
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9- ANEXOS 

Anexo I – Protocolos das Dosagens Bioquímicas 
 

I.1 - Alanina Aminotransferase 
 

 

Princípio 

 A ALT catalisa a transferência de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por ação da lactato 

desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A 

conseqüente redução da absorbância em 340 ou 365 nm, monitorizada 

espectrofotometricamente, é diretamente proporcional à atividade da enzima na 

amostra. 

L-Alanina + Cetoglutarato 
   
    Piruvato + L-Glutamato 

Piruvato + NADH  
   
    L-Lactato + NAD 

Amostra 

 Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, 

heparina). A atividade enzimática é estável por 4 dias entre 2 – 8 ºC e por 2 semanas a 

10 ºC negativos. 

 

Produto Utilizado 

ALT/GPT Liquiform, Catálogo 74-4/30 -  ANVISA - 10009010029 

Labtest Diagnóstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000 

Reagente 1: Armazenar entre 2 – 8°C.  

Reagente 2: Armazenar entre 2 – 8°C.  

Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de 

Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estável por 5 dias entre 15 - 25 ºC 

e 14 dias entre 2 – 8°C. Contém tampão 80 mmol/L, pH 7,8, L-Alanina 500 mmol/L, 2-

cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180  

 

Equipamentos 

1. Fotômetro com cubeta termostatizada a 37 ºC capaz de medir a absorbância em 340 

ou 365 nm com exatidão. 

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.  

3. Cronômetro. 
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Procedimento 

 Condições de Reação: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta 

termostatizada a  37ºC com 10 mm de espessura de solução; banda de passagem de 8 

nm ou menos e luz espúria menor que 0,1%. 

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho.  

2. Homogeneizar. 

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 ºC.  

4. Esperar 1 minuto.  

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o cronômetro.  

6. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos. 

 

Cálculos 

Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto (A/minuto) e utilizar para 

calcular o resultado. 

ALT/GPT (U/L) 340 nm =  A/minuto x 1746 

Conversão: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L). 

 

I.2 - Aspartato Aminotransferase 

 

Princípio 

 A AST catalisa a transferência de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e oxalacetato. Este é reduzido a malato por ação da malato 

desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. 

A conseqüente redução da absorbância em 340 ou 365 nm, monitorizada 

espectrofotometricamente, é diretamente proporcional à atividade da enzima na 

amostra. 

L-Aspartato + Cetoglutarato 
   
    Oxalacetato + L-Glutamato 

Oxalacetato + NADH 
   
    L-Malato + NAD 

 

Amostra 

 Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, 

heparina). A atividade enzimática é estável por 4 dias entre 2 – 8°C e por 2 semanas a 

10°C negativos. 
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Produto Utilizado 

AST/GOT Liquiform, Catálogo 75-4/30 - ANVISA - 10009010018 

Labtest Diagnóstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000 

Reagente 1: Armazenar entre 2 – 8°C.  

Reagente 2: Armazenar entre 2 – 8°C.  

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de 

Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estável por 5 dias entre 15 – 25°C 

e por 14 dias entre 2 – 8°C; Contém tampão 80 mmol/L,pH 7,8,L-Aspartato 240 

mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/l,NADH 180 µmol/l,LDH ≥900 U/L, MDH ≥600 U/L 

e azida sódica 14,6 mmol/L. 

 

Equipamentos 

1. Fotômetro com cubeta termostatizada a 37 ºC capaz de medir a absorbância em 340 

ou 365 nm com exatidão. 

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.  

3. Cronômetro. 

 

Procedimento 

 Condições de Reação: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta 

termostatizada a 37ºC com 10 mm de espessura de solução; banda de passagem de 8 nm 

ou menos e luz espúria menor que 0,1%. 

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagente de trabalho.  

2. Homogeneizar. 

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 ºC. 

4. Esperar 1 minuto.  

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o cronômetro.  

6. Repetir as leituras após 1, 2 e 3 minutos. 

 

Cálculos 

Calcular a média das diferenças de absorbância por minuto (A/minuto) e utilizar para 

calcular o resultado. 

AST/GOT (U/L) 340 nm =  A/minuto x 1746 

Conversão: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L). 
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Anexo II – Trabalho publicado 

 

 
 Trabalho publicado na revista Current Pharmaceutical Biotechnology.  
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Anexo III – Trabalho submetido à publicação 

 

 

 Trabalho submetido à publicação no European Journal of Medicinal Chemistry 
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