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RESUMO

O &cido rosmarinico (AR) é um metabdlito secundario que apresenta efeitos
bioldgicos, como atividade antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante.
O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade hepatoprotetora do &acido
rosmarinico (AR), em ratos Wistar (Rattus norvergicus) fémeas, apds intoxicacédo
com tetracloreto de carbono (CCl,). Este estudo teve aprovacdo da Comissdo em
Etica no uso de Animais sob n°. 128/14. Os animais apresentavam de 8 a 12
semanas de vida, sendo adultos jovens, com peso entre 180 a 240 g, foram alojados
em gaiolas de polipropileno, um total de 5 grupos contendo 5 animais cada, grupo 1
controle Basal (sem tratamento); grupo 2 controle intoxicado com CCl, 2 mL/Kg por
12 horas; grupo 3 controle tratado com Silimarina 25 mg/Kg p.c + CCls; grupo 4
tratado com AR 30 mg/Kg p.c + CCl,4; grupo 5 tratado com AR 50 mg/Kg p.c + CCly,
com dieta normal. Dados fisiologicos (peso, consumo de agua, consumo de racao,
producdo de fezes e urina) e alteracbes comportamentais anormais durante o
estudo, foram observados. Pardmetros hepéticos foram analisados em todos os
grupos: aminotransferases — AST (aspartato-aminotransferase) e ALT (alanina-
aminotransferase) e malondialdeido (MDA, marcador da atividade oxidativa). Os
dados fisiologicos apresentados ndo demonstraram diferencas significativas
comparadas ao grupo basal, contudo os animais do grupo intoxicado com CCl, 2
mL/Kg por 12 horas reduziram a producao de excretas de forma significativa, p <
0,05, comparada ao grupo basal, provavelmente devido a presenca de lesdes
gastrointestinais. O tetracloreto de carbono CCl, (2,0 mL/kg i.p.) demonstrou seu
efeito toxico ao provocar intoxicacdo nas células hepaticas aumentando
significativamente os biomarcadores de lesdo tanto para a enzima AST como ALT
com p < 0,05 em relacdo ao controle Basal. O acido rosmarinico na dose de 30
mg/kg diminuiu para ambas as enzimas (p < 0,05). Mas para a dose de 50 mg/kg,
houve reducéo estatistica (p < 0,05) somente para a enzima AST. O grupo controle
tratado com silimarina 25 mg/kg confirmou seu efeito protetor, ao reduzir os niveis
de AST, com significancia estatistica de p < 0,05 comparada ao grupo intoxicado
com CCl,; 2 mL/Kg por 12 horas. O aparecimento de necrose tecidual é o limite as
alteracOes celulares, por ser uma consequéncia frequente de processos
inflamatérios, degenerativos e infiltrativos. Essa morte tecidual pode ser
caracterizada pela incapacidade de restauracao do equilibrio homeostatico. Por
conseguinte, de acordo com a metodologia empregada o acido rosmarinico
demonstrou ser hepatoprotetor em lesdes hepaticas induzidas por tetracloreto de
carbono (CCl,), principalmente na dosagem de 50 mg/kg.

Palavras-chave: Antioxidante. Hepatoprotecdo. Lipoperoxidacédo. Tetracloreto de

carbono.



ABSTRACT

Rosmarinic acid (RA) is a secondary metabolite that has biological effects, such as
antibacterial, antiviral, anti-inflammatory and antioxidant activity. The main goal of
this study was to analyse the hepatoprotective capacity of rosmarinic acid (RA) in
female Wistar rats (Rattus norvergicus) after carbon tetrachloride poisoning (CCly).
This study was approved by the Commission on Ethics in the use of Animals under
nos. 128/14. The animals had 8 to 12 weeks of life. Young adults, weighing between
180 and 240 g, were housed in polypropylene cages, with a total of 5 groups
containing 5 animals each, group 1 Basal control (without treatment); group 2 control
intoxicated with CCl, 2 mL / kg for 12 hours; group 3 control treated with Silymarin 25
mg / kg p.c. + CCly; group 4 treated with AR 30 mg / kg p.c. + CCly; group 5 treated
with AR 50 mg / kg p.c. + CCl4, with normal diet. Physiological data (weight, water
consumption, feed intake, feces production and urine) and abnormal behavioral
changes during the study were observed. Hepatic parameters were analyzed in all
groups: aminotransferases - AST (aspartate aminotransferase) and ALT (alanine
aminotransferase) and malondialdehyde (MDA, marker of oxidative activity). The
physiological data presented did not show significant variation compared to the basal
group, but the animals of the CCl, group 2 mL / kg for 12 hours significantly reduced
excreta production, p <0.05, compared to the basal group, probably due to to the
presence of gastrointestinal lesions. Carbon tetrachloride CCl; (2.0 mL / kg i.p.)
demonstrated its toxic effect by causing intoxication in liver cells by significantly
increasing the lesion biomarkers for both AST and ALT with p <0.05 compared to the
Basal control. Rosmarinic acid at the dose of 30 mg / kg decreased for both enzymes
(p <0.05). But at the dose of 50 mg / kg, there was a statistical reduction (p <0.05)
only for the AST enzyme. The control group treated with silymarin 25 mg / kg
confirmed its protective effect by reducing AST levels, with a statistical significance of
p <0.05 compared to the 2 mL / kg CCl, group for 12 hours. The appearance of
tissue necrosis is the limit to cellular alterations, being a frequent consequence of
inflammatory, degenerative and infiltrative processes. This tissue death can be
characterized by the inability to restore the homeostatic balance. Therefore,
according to the methodology used rosmarinic acid was shown to be
hepatoprotective in hepatic lesions induced by carbon tetrachloride (CCl,), mainly in
the dosage of 50 mg / kg.

Keywords: Antioxidant. Hepatoprotection. Lipoperoxidation. Carbon tetrachloride.
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1 INTRODUCAO

Os seres humanos vivem em constantes desafios na luta pela sobrevivéncia,
seja por uma vida financeira melhor, capacidade psiquica ideal e mesmo por uma
estrutura fisica saudavel (DENMARK; MAYER, 2014). No entanto, as doengas tém
afrontado a humanidade oferecendo desanimos, cansacgos, distarbios mentais e
morte. O ser humano tem procurado reduzir as enfermidades através da busca
incessante por tratamentos terapéuticos ou profilaticos. Para certas comunidades, as
plantas medicinais sdo de grande valia, pois além de ser um recurso terapéutico
antigo, acaba sendo a Unica medida de tratamento e cura. Porém, para as regioes
mais desenvolvidas as plantas exercem uma conexao para o inicio de uma nova
geracado na terapéutica (ZHONG, 2011).

Segundo Pereira e Cardoso (2012) ingerir nutrientes essenciais e
nutracéuticos contribuem para um estilo de vida saudavel, assim como ajuda na
prevencdo e/ou cura das enfermidades cronicas ndo transmissiveis como as
doencas cardiovasculares, o diabetes mellitus e diferentes tipos de cancer. Isto se
deve, principalmente pela combinacdo de micronutrientes, antioxidantes,
substancias fitoquimicas e fibras presentes nos alimentos ricos em substancias
bioativas.

As substancias bioativas sdo sintetizadas pelos vegetais e sdo capazes de
lhes proporcionarem diversas atividades biolégicas em resposta aos estimulos do
meio ambiente. Estes compostos também sdo denominados de metabdlitos
secundarios, geralmente de estrutura complexa, de baixo peso molecular e,
diferentemente dos metabdlitos primérios (conjunto de processos metabodlicos que
desempenham funcfes vitais para o vegetal, tais como fotossintese, respiracdo e
transporte de solutos), apresentam-se em baixas concentracdes e em determinados
grupos de plantas (KIM et al., 2013). Muitos sdo de importancia comercial nao
apenas na area farmacéutica, mas também nas éareas alimentar, agrondémica,
perfumaria e outras (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Alguns sintomas, ou mesmo a propria patologia tém sido reduzidos ou
curados pelo uso popular de vegetais apropriados. O reino vegetal ainda constitui
uma fonte valiosa de novos agentes terapéuticos (PEREIRA; CARDOSO, 2012,

WOLFENDER et al., 2013). Adicionalmente, os metabdlitos secundarios isolados, a
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propria planta ou suas partes tém respondido com eficacia quando usados em
animais de laboratério no tratamento de algumas enfermidades induzidas. Estudos
das plantas medicinais permitram um rapido desenvolvimento dos campos
especificos da quimica e da medicina moderna, pois muitas substancias ativas foram
conhecidas e introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como
medicamentos (KIM et al., 2013).

Estes compostos pertencem a diferentes classes quimicas, o que aumenta a
probabilidade de descoberta de novos agentes terapéuticos no combate as
enfermidades. S&o conhecidas varias classes de metabdlitos secundarios, as quais
podem ser agrupadas em trés grandes grupos: terpenos, alcaldides e compostos
polifendlicos (WOLFENDER et al., 2013).

Neste estudo destacaremos apenas 0s compostos polifenélicos, mais
precisamente o 4cido rosmarinico (AR). Os compostos polifendlicos sédo substancias,
muitas vezes derivadas dos acidos cinamico e benzdico, que apresentam atividades
biolégicas variadas, dentre elas a atividade antioxidante, benéfica para a saude
humana (MILES et al., 2005; WOLFENDER et al., 2013).

O AR é um éster do acido caféico encontrado em varias espécies de plantas.
Segundo Miles et al. (2005), o acido caféico é capaz de diminuir a produgdo de
interleucina 1 (IL-1), citocina envolvida no inicio do processo inflamatorio, enquanto o
AR exibe uma multiplicidade de efeitos biolégicos, como atividade antibacteriana,
antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante. Plantas medicinais, ervas e espécies ricas
em acido rosmarinico sdo conhecidas por seus efeitos benéficos nas doencas
humanas (COSTA et al., 2013).

Outras atividades ainda podem ser destacadas, como anti-angiogénico
(HUANG; ZHENG, 2006); neuroprotetora (VENKATACHALAM et al., 2013); indutor
de apoptose (HUR et al.,, 2007); fotoprotecdo de queratindcitos, observada por
Psotova et al. (2006) e confirmada mais tarde por Vostalova et al. (2010), ao
promoverem alteracdes induzidas por UVB em queratindcitos humanos HaCaT. O
AR impediu o aparecimento de ferimentos nestas células; no entanto este
experimento foi realizado apenas in vitro, devendo sua eficacia ser demonstrada, a
posteriore, in vivo. Ademais, o AR também reduziu a dermatite atopica (DA), doenca
inflamatéria da pele, nos 21 pacientes com DA leve que participaram de um estudo
(LEE et al., 2008). Outro estudo recente sugere que o AR pode prevenir a doenca de

Alzheimer através da inibicdo de amiléide B- neurotoxicidade induzida pela remocéo
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das espécies reativas de oxigénio (HAMAGUCHI et al., 2009; DORING et al., 2014),
destacando como principal propriedade sua, a marcada atividade antioxidante.

O AR é conhecido por possuir acdo antioxidante como um limpador de
espécies reativas e inibidor da peroxidacdo lipidica. Acredita-se que a atividade
antioxidante do AR possa ser explicada pela presenca de duas por¢cdes catecol em
sua estrutura quimica, sendo que uma porcéao fica no grupo cafeoil e a outra no
grupo 2-oxifenilpropanoil, entretanto, o mecanismo ainda ndo esta totalmente
compreendido (KARTHIKKUMAR et al., 2012).

Desta feita, uma avaliacdo do &acido rosmarinico isolado é importante para
garantir a sua utilizacdo segura em humanos, assim como sua eficacia na

hepatoprotecédo associada ao seu teor antioxidade in vivo.
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2 JUSTIFICATIVA

O figado é um 6érgdo do corpo humano que realiza fungdes vitais, auxiliando
nas reacoes fisiolégicas. Em contrapartida, existem doencas que sdo capazes de
comprometer seu funcionamento. Para remediar, ha no mercado farmacéutico uma
multipla variedade de formulac¢des, com efeito protetor e/ou reparador (KALANTARI
et al., 2009).

Em paralelo a crescente utilizacdo das plantas medicinais, a comunidade
cientifica tem demonstrado interesse em expandir 0 uso e a aplicacdo desses
vegetais. Estudos estdo surgindo para avaliar a capacidade de hepatoprotecdo dos
metabdlitos vegetais, principalmente, dos compostos fendlicos. O intuito é conseguir
remediar danos hepaticos e proporcionar um aumento na qualidade de vida dos
portadores de doencas hepaticas (COSTA et al., 2013).

Neste sentido, vimos a oportunidade de avaliar a capacidade hepatoprotetora
do &cido rosmarinico, a partir de intoxicacées induzidas em animais de laboratério.
Para possibilitar um aumento do conhecimento cientifico e o interesse de novos
estudos por outros pesquisadores. Essas andlises sao importantes para o
desenvolvimento de estudos clinicos, posteriormente, que poderdo evoluir para a

sintese de novos medicamentos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a capacidade hepatoprotetora do acido rosmarinico em ratos Wistar
(Rattus norvergicus).

3.2 Especificos

¢ Realizar avaliacdo comportamental em ratos, fémeas (screening hipocratico),
para o acido rosmarinico;

e Observar os dados fisiologicos (peso, consumo de agua, consumo de racéo,
producao de fezes e urina) ao longo de vinte dias.

e Determinar a melhor dose capaz de provocar hepatoprotecdo, em ratos

fémeas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Produtos naturais

Em virtude de uma melhoria na qualidade de vida, h4 uma tendéncia
crescente na propagacdo de habitos saudaveis. A populacdo tem buscado a
substituicdo de alimentos e medicamentos sintéticos, por produtos naturais, tendo
como justificativa a necessidade da minimizacdo dos efeitos ocasionados a curto e
longo prazo. Levando em consideragdo o aumento da procura e consumo dos
produtos naturais, tem-se uma elevacdo nas pesquisas cientificas para o

desenvolvimento de uma nova geracao terapéutica (MELO, 2018).

Os produtos naturais sdo Unicos para certas comunidades no tratamento e
cura de suas enfermidades. Produtos naturais sdo compostos quimicos obtidos de
plantas, micro-organimos e organismos marinhos (ZHONG, 2011). Dentre os
registros histéricos, os produtos naturais sdo um dos componentes de maior
destaque, pois desde os tempos imemoriais ja era imprescindivel o desejo de aliviar
e curar doencas até entdo desconhecidas (JUNIOR;BOLZANI, 2006).

No que tange aos aspectos medicinais, a utilizacdo das plantas é comumente
viabilizada, pois além de existir uma diversidade estrutural e quimica, ha a insercéo
de um contexto cultural que possibilita avancos de conhecimentos e técnicas. No
cenario brasileiro, a comercializacdo de medicamentos sintéticos ainda € o de maior
impacto. Mas o0s produtos naturais ja representam cerca de 25 a 50% dos
medicamentos existentes no mercado. Fator este justificado pelo aumento de
descobertas sobre o potencial terapéutico encontrado em cada vegetal
(NASCIMENTO, 2016).

A comunidade cientifica tem favorecido para a amplificacdo do conhecimento,
através da execucédo de acdes que levam ao reconhecimento e isolamento de novos
constituintes ativos, possibilitando o progresso para novas formulagdes e a reducao
dos efeitos colaterais, encontrados nos medicamentos sintéticos. Apesar de se ter
iniciado uma troca no cenario comercial, € notavel que os produtos naturais podem
oferecer um conjunto de possibilidades na producdo de novas moléculas ativas,
Uteis no tratamento das mais variadas patologias. O Brasil tem como diferencial a

biodiversidade, afinal, apresenta varios biomas importantes e dentro destes
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encontram-se inseridas espécies mundialmente reconhecidas e estudas diariamente.
Fator que leva a visualizacdo do pais, com destaque de interesses econémicos,

principalmente, no quesito industrial farmacéutico (NASCIMENTO, 2016).

4.2 Plantas medicinais

Por meio dos documentos herdados, a sociedade atual pode conhecer um
pouco da histéria do homem primitivo. Sabe-se que 0 homem procurava recursos
bésicos para sanar suas necessidades, como alimentagdo, moradia, protecdo e
reproducdo. Os antepassados deixaram evidéncias de sabedoria, afinal,
conseguiram realizar descobertas sobre o beneficio das ervas para o melhor
condicionamento fisico e mental. As plantas ganharam um espaco social de
destaque e interesse, merecimento este validado e reconhecido pela definicdo de
plantas medicinais (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

As plantas medicinais apresentam compostos ativos, que ao serem
administrados em doses adequadas, exercem efeitos benéficos em humanos e
animais doentes (ALEXANDRA, 2015). De acordo com os historiadores, as nagdes
gue mantiveram maior consumo e conhecimento sobre essas plantas foram os
romanos, hebreus, chineses, indianos, arabes, gregos e os egipcios. No Brasil, esse
uso foi perceptivel antes mesmo da colonizacdo, pois os indigenas ja detinham
conhecimentos fundamentais. Posteriormente, esse aprendizado foi passado para
0s portugueses, que colonizaram o pais, desenvolvendo neste contexto a medicina
caseira. No primeiro momento, a sintese dos medicamentos era realizada pela
coleta dos materiais vegetais. Estes eram processados na sua forma bruta, ou seja,
da maneira que eram encontrados no meio ambiente. Com o0 aprimoramento das
técnicas e o avanco do conhecimento, as comunidades perceberam que ao
concentrar 0s vegetais, melhoravam a sua atividade terapéutica (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

O progresso da quimica organica ocorreu por volta do século XIX, em paralelo
obtiveram-se conceitos cientificos sobre o reino vegetal. Com 0s avancos, as
substancias ativas puderam ser identificadas e isoladas (MONTANARI; BOLZANI,
2001). Apds o conhecimento das estruturas quimicas e das propriedades bioldgicas,
houve a intensificacdo no avanco da ciéncia, da tecnologia e propriamente da
guimica moderna, incentivando também mudancas sociais e comerciais (JUNIOR;
BOLZANI, 2006).



21

O desenvolvimento social trouxe consigo preocupagles, desafios, e
consequentemente barreiras a existéncia humana. Mudancas climaticas, fenémenos
naturais e o provavel descobrimento de novas doencas levaram os cientistas a uma
tentativa de compreender as leis naturais. Evidentemente, a erudicdo dos povos
primitivos e indigenas contribuiram significativamente para os avancos cientificos e
tecnoldgicos, possibilitando a criacdo de novos farmacos ao longo dos anos
(JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Pelo fato do Brasil ser um pais rico em biodiversidade, esta nacdo ganhou
maiores beneficios quando comparado aos demais paises. A gama de variedades
florestais permite uma reserva de conhecimentos e uma maior exploracdo dos
produtos advindos do metabolismo vegetal. Como exemplo, tem-se 0os metabdlitos,
0s quais podem ser divididos em priméarios e secundarios. Estes metabdlitos
agregam possibilidades terapéuticas para a populacdo, por meio das formas
farmacéuticas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

4.3 Metabdlitos vegetais

O metabolismo vegetal é compreendido como um conjunto de rea¢fes que
ocorrem no interior das células, sendo mediadas por enzimas que possibilitam a
biossintese dos metabdlitos primarios e secundarios (ALEXANDRA, 2015). A
especificidade da enzima leva ao direcionamento das rotas metabdlicas e ocasiona
o0 aproveitamento dos nutrientes e das necessidades funcionais da célula (PEREIRA;
CARDOSO, 2012). No metabolismo primério um concomitante processo metabdlico
€ executado para o bom funcionamento do vegetal. A realizacdo continua e
prolongada das reacdes promove a fotossintese, respiracdo e o transporte de
solutos (ALEXANDRA, 2015). Essa etapa € responsavel pela sintese de celulose,
lignina, proteinas, lipideos, aclUcares e outras substancias importantes para a
realizacdo das funcdes vitais. Neste sentido, os metabdlitos primarios encontram-se
distribuidos universalmente na estrutura do vegetal (ALEJANDRO; JORGE;
ENRIQUE, 2017).

Em contrapartida os metabdlitos secundarios ndo sdo encontrados em todo o
corpo da planta. O metabolismo secundario é resultante de vérias reacgfes
anabdlicas e catabdlicas das estruturas celulares (MEDINA; BARRERA, 2016).
Esses metabdlitos executam funcdes de interacdo com o meio ambiente durante o

ciclo de vida relativo a planta e, sao sintetizados a partir dos metabdlitos primarios.
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No entanto, apresentam-se em pequenas quantidades e a sua distribuicdo esta
restringida a determinadas familias de vegetais (ALEXANDRA, 2015).

Os metabodlitos secundarios exercem papeis fundamentais para a
sobrevivéncia da planta. Alguns atuam diretamente nas funcbes ecologicas
auxiliando nos processos de defesa contra predadores ou condi¢cbes climéticas
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Ha espécies vegetais que apresentam
particularidades metabodlicas com fungdes bastante distintas, como atraentes e
repelentes de animais e ainda com caracteristicas indigestas e venenosas para
combater patdgenos. Alguns metabodlitos propagam a existéncia da espécie, pois
atraem animais polinizadores, e auxiliam na reproducado vegetal pela dispersao das
sementes (ANGEL et al., 2016).

As substancias bioativas sdo oriundas do metabolismo secundario
(MEDINA;BARRERA, 2016). Exemplos deste grupo s&do compostos fendlicos,
cumarinas, saponinas, esteroides, alcaloides dentre outros (ALEJANDRO; JORGE;
ENRIQUE, 2017). As substancias polifendlicas exercem atividades de defesa em
favor do vegetal contra predadores e em condi¢cdes de estresse, como exemplo, nos
casos de radiacdo ultravioleta e precipitacdo. Como caracteristica principal,
apresentam um ou mais anéis fendlicos, com uma ou mais substituicdes hidroxil e
conseguem sofrer alteracdes estruturais quando ha substituicdo de radicais na
estrutura principal (MEDINA; BARRERA, 2016). De acordo com Nascimento (2016),
os polifendis sdo capazes de exercer mdltiplas atividades biol6gicas, como
antioxidante, antialérgico, anti-inflamatoério, anticancer, anti-hipertensivo e
antimicrobiano.

Com o objetivo de expandir as possibilidades de utilizacdo dos polifendis,
varios estudos (PEREIRA; CARDOSO, 2012; NASCIMENTO, 2016; LAURINDO,
2017;) avaliaram a capacidade de prevencdo de doengas crbnicas, como as
cardiovasculares, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas e protetoras.
Dentro deste grupo, o acido rosmarinico € um polifendlico que apresenta alguns
relatos na literatura e que tem ganhado espaco em pesquisas e discussdes
cientificas (NASCIMENTO, 2016).

4.4 Acido rosmarinico

Em uma pesquisa realizada no ano de 1958, Scarpati e Oriente, quimicos

italianos descobriram a estrutura do &cido rosmarinico (AR) (Figura 1) a partir das
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folnas do Rosmarinus officinalis L. (alecrim). O &cido rosmarinico pode ser
encontrado em diversas espécies pertencentes as familias Lamiaceae,
Boraginaceae, Blechnaceae, Zosteraceae, Potamogetonaceae e Cannaceae
(LAURINDO, 2017).

Figura 1 - Estrutura molecular do acido rosmarinico.

OH

Legenda: O AR é classificado como polifenol, sendo um éster derivado dos acidos caféico e 3,4-
dihidroxifenillatico. Tem férmula molecular C,gH,605 € pode ser designado pelos nomes acido a-O-
cafeoil-3,4-di-hidroxifenillatico; acido a-[3-(3,4-dihidroxifenil)-1- 0x0-2-propenil]-3,4-di-hidroxi
benzenopropandico; acido 3-(3,4-di-hidroxifenil)-2-  [3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-oxo  2-propeniloxi]-

propandico; acido rosemarico.

Fonte:(SOUZA, 2017).

Atualmente, ha uma variedade de exemplares de plantas documentadas
como possiveis fontes do acido rosmarinico. O Quadro 1 apresenta as espécies
vegetais que contém o AR.

Quadro 1 - Espécies vegetais que contém acido rosmarinico.

Nome cientifico Familia Nome popular
Anethum graveolens L. Apiaceae Endro
Artemisia dracunculus L. Asteraceae Estragdo
Betonica officinalis L. Lamiaceae Betbnica
Borago officinalis L. Boraginaceae Borragem
Glechoma hederacea L. Lamiaceae Ervaterrestre
Hyssopus officinalis L. Lamiaceae Hissopo
Lavandula angustifélia M. Lamiaceae Alfazema
Lycopus europaeus L. Lamiaceae Licopus
Majorana hortensis M. Lamiaceae Manjerona
Melissa officinalis L. Lamiaceae Erva cidreira
Mentha arvensis piperascens H. | Lamiaceae Hortela
Mentha pulegium L. Lamiaceae Poejo
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Mentha spicata L. Lamiaceae Hortela-peluda
Momordica charantia L. Cucurbitaceae Mel&o-de-sdo-caetano
Monarda didyma L. Lamiaceae Bergamota
Nepeta cataria L. Lamiaceae Gataria
Ocimum basilicum L. Lamiaceae Manjericao
Origanum vulgare L. Lamiaceae Orégano
Orthosiphon aristatus B. Lamiaceae Ortosiféao
Petroselinum crispum M. Apiaceae Salsinha
Prunella vulgaris L. Lamiaceae Brunela
Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae Alecrim

Salvia officinalis L. Lamiaceae Salvia
Satureja hortensis L. Lamiaceae Segurelha
Satureja montana L. Lamiaceae Segurelha
Symphytum officinalis L. Boraginaceae Confrei
Thymus serpyllum L. Lamiaceae Serpilho
Thymus vulgaris L. Lamiaceae Tomilho

FONTE: Prépria Autora, 2018.

O &cido rosmarinico ganhou destaque no meio popular e académico em
virtude de suas atividades biolégicas. Seu potencial terapéutico ja € conhecido no
tratamento e/ou prevencédo de uma gama de patologias, dentre elas asma brénquica,
Ulcera péptica, doencas inflamatérias e quadros de hepatotoxidade (MELO, 2018).
Desde o descobrimento do AR, existe um crescimento significativo no interesse das
avaliacOes sobre as atividades biologicas desempenhadas por esta substancia. Séo
comumente encontrados relatérios cientificos das funcdes terapéuticas, bem como
da atuacdo promissora como um produto farmacéutico. O AR é sintetizado por
células vegetais, no entanto, estudos ja comprovaram a possibilidade de reproduzir
essa substancia em escala laboratorial (NASCIMENTO, 2016).

A atividade hepatoprotetora do acido rosmarinico é proveniente da presenca
de quatro grupos hidroxila, pois o conjunto estrutural desta molécula possibilita
acfes contra a atividade oxidativa. Sua acdo protetora € viabilizada pelo
sequestramento das espécieis reativas de oxigénio (ERO) e por sua efetividade

como antiapoptotico (LAURINDO, 2017).
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4.5 Figado

O organismo humano é constituido por 6rgdos que trabalham em conjunto e
exercem funcdes vitais para a sobrevivéncia do homem. O figado € um dos 6rgaos
mais importantes para a regulagédo dos processos fisioldgicos, bem como, o segundo
maior 6rgdo do corpo humano (VIEIRA, 2014). De modo didatico, é possivel
classificar as funcbes hepaticas em duas classes, a primeira consiste no
processamento das substancias absorvidas e nas reacdes de sintese, enquanto que
a segunda estd fundamentada na secrecdo e excrecdo de compostos (LOPES,
20009).

Ao avaliar os aspectos anatébmicos, o figado encontra-se situado na parte alta
da cavidade abdominal, abaixo do diafragma. E formado por trés superficies:
superior ou diafragmatica, inferior ou visceral e posterior. Apresenta-se dividido em
l6bulos e tem como caracteristica a presenca de um tecido fibroso. Sua coloracdo é
vermelho-escuro, tendendo ao marrom arroxeado. O figado € um 6rgao altamente
irrigado e apresenta mudltiplas funcbes, obtendo destaque no metabolismo, na
sintese e nos processos de detoxificacao (SILVA, 2015).

O desempenho do figado na acdo de desintoxicacdo pode ocorrer por duas
vias distintas, sendo elas a enddgena e exdgena. Na via enddgena, a operacao
ocorre através do metabolismo de residuos, jA no exdgeno o processo depara-se
com o0s compostos toxicos (MARMITT et al., 2016). Dentre as funcbes metabdlicas,
€ perceptivel o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Acontece também
a secrecao da bile e sais minerais, 0 armazenamento e a biotransformacao de

substancias, bem como a eliminacéo de farmacos e toxinas (VIEIRA, 2014).

4.6 Doencas hepaticas

As doencas sdo desencadeadas em virtude da perda de homeostasia do
organismo. Evidentemente, o ser humano tem contribuido de forma direta ou indireta
para o aparecimento de novas doencas. Inimeros cidaddos chegam ao o6bito pelo
fato de ndo haver tratamento destinado a sua patologia ou por ndo conseguir um
tratamento efetivo pelo sistema de saude governamental (SILVA, 2017). Em meio as
enfermidades existentes, as doencas hepéaticas estdo entre as de maior realce, em

virtude da sua capacidade de disseminacao etiolégica. As doencas hepaticas podem
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ser desencadeadas por variados mecanismos, como infec¢ao viral, excesso de
alcool e até mesmo a exposicao de alguns farmacos (MARMITT et al., 2016).

As doencas hepaticas estdo correlacionadas a inducdo de danos pela
peroxidacao lipidica e atividades oxidativas. Esses danos podem ser reproduzidos
nos modelos experimentais por meio de procedimentos quimicos. Atualmente, ha
uma variedade de substancias capazes de ocasionar hepatoxicidade, incluindo
neste proposito medicamentos e alguns produtos quimicos, conforme Quadro 2
(SILVA, 2017). No entanto, frequentemente séo usados o tetracloreto de carbono, o
paracetamol e a tiocetamida. A desenvoltura dos intoxicantes € crucial para levar a
ocorréncia de lesdes agudas, proporcionar o entendimento das lesdes hepaticas e
visualizar o potencial antioxidante e hepatoprotetor dos compostos bioativos
(VIEIRA, 2014).

Quadro 2 - Substéncias utilizadas nos modelos experimentais.

Medicamento

Toxina

Droga

Paracetamol Tetracloreto de Carbono | Esteroides anabolizantes
Metildopa Cloroférmio Cocaina

Carbamazepina Dimetilformamida Ecstasy

Fluconazol Hidrazina Fenciclidina

Heparina 2-Nitropropano Frkkkkkkokkkokokok

Nitrofurantoina

Tricloroetileno

*kkkkkkkkkkkhkk

Alguns AINES

Tolueno

*kkkkkkkkkkkkk

Fenitoina

*kkkkkkkkkkkhkk

*kkkkkkkhkkkkhkk

Sulfonamidas

*kkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkk

Acido Valproico

*kkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkk

Vitamina A

kkkkkkkkkkkkhkk

*kkkkkkkhkkkkhkk

Anticoncepcionais

*kkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkk

Fonte: SILVA, 2017.

O tetracloreto de carbono (CCls) (Figura 2) € um produto quimico,
caracterizado como liquido, limpido, volatil e tem aroma adocicado (RODRIGUES;
SILVA; PEREIRA, 2011).
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Figura 2 - Estrutura quimica do tetracloreto de carbono.
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Legenda: A: Formula quimica do tetracloreto de carbono. B: Representacdo em 3D da molécula de
tetracloreto de carbono.

Fonte: PEGORARO, 2018.

Na comunidade académica, sobretudo nas investigacfes cientificas o CCly
ganha um titulo de reconhecimento por tratar-se de uma hepatotoxina. A partir de
1930 o CCl, passou a ser estudado como um composto hepatotéxico, de grande
valia para as analises de hepatotoxicidade, citotoxicidade e estresse oxidativo
(VIEIRA, 2014). Atualmente, € um composto de escolha na realizacdo de avalicdes
para agentes hepatoprotetores, por ser um estressor comumente usado para a
realizacao de investigacdes em estudos in vivo e in vitro (RODRIGUES et al., 2011).

As lesbes hepaticas pela administracdo do CCl, sdo propiciadas pela
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO), triclorometil (CCl3) e o
triclorometilperoxil (OOCCI3) (Figura 3). O metabolismo do tetracloreto de carbono
inicia-se no figado pela atuacdo da enzima citocromo P-450, subunidade 2E1
(CYP2E1). Primeiramente, o CCl, € convertido em um radical livre, triclorometil
(CCl3), em virtude do oxigénio presente este radical é transformado em
triclorometilperoxil (OOCCI3). Esses radicais conseguem ligar-se na membrana
celular dos hepatdcitos, diminuir a atividade das enzimas antioxidantes e causar a
peroxidacdo lipidica das membranas, levando a lesdo hepética (SILVA, 2015). O
rompimento da membrana gera a liberagdo de enzimas hepaticas e ions calcio
(Cay") no meio extracelular (VIEIRA, 2014).



28

Figura 3 - Mecanismo de toxicidade do CCl,4 no organismo.
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Radical triclorometil (CClz#
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l Atague a acidos graxos
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'

Danos 4 membrana celular

'I Aumento de permeabilidade
A da membrana

Liberacdo de enzimas

Perda da homeostase do calcio

!

Dano hepatico (Morte celular, fibrose)

’

Cancer

Legenda: Alteragdes proliferativas no 6rgdo resultam em esteatose hepética, necrose celular, fibrose
e cirrose, podendo levar ao céncer.

Fonte: VIEIRA, 2014.

De acordo com Torres (2016), os metabdlitos toxicos oriundos do tetracloreto
de carbono sdo capazes de instigar as células de Kupffer a secretar citocinas
inflamatérias, dentre elas a interlecucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a). Sob um efeito de cascata, essas podem intensificar a producao de fator de
transformacao do crescimento beta (TGF-B), logo inibir a formagéo de 6xido nitrico e
provocar inflamacéo e fibrose hepatica. Proporcionalmente, a medida que aumenta
os danos hepaticos tem-se 0 aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Esses radicais sdo capazes de interagir com moléculas de DNA, levando a

guadros de mutagdes, inativacao celular e apoptose (SILVA, 2015).
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Ao avaliar as consequéncias geradas pelas EROs, pesquisas estdo em
progresso para entender a riqueza da flora brasileira e encontrar metabdlitos viaveis
para exercer a protecdo e tratamento dos quadros de hepatopatias (SILVA, 2015).
Na literatura, ha descrito estudos de avaliagdes com compostos bioativos contra os
danos causados pelo CCl; (VIERA, 2014). Avaliagcbes de hepatoprote¢cdo com
extratos vegetais tornam-se cada vez mais impactantes para a sociedade
académica. O intuito sem duvidas é trazer para a medicina moderna um campo de
maiores oportunidades, para que futuramente haja tratamento para as doencas que
hoje encontram-se sem cura, as quais castigam a populacdo e levam ao
desencadeamento de problemas sociais (RODRIGUES et al., 2011).

A avaliacdo e o acompanhamento das hepatopatias esta baseado na
verificacdo de parametros bioquimicos. Portanto, o comprometimento hepatico pode
ser avaliado pelas seguintes enzimas: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (GGT) e
pela dosagem do malondialdeido (MDA), marcador plasmatico do estresse oxidativo
(SILVA, 2017).

No tratamento de hepatopatias, torna-se frequente a utilizagcdo de substancias
naturais. Dentre os compostos bioativos, em especifico no grupo dos polifendis, o
acido rosmarinico tem apresentado significantes resultados como antioxidante, por
ser uma molécula natural e ter caracteristicas fisico-quimicas que agregam valor
medicinal. Em um contexto geral, os pesquisadores através de modelos
experimentais tem conseguido apresentar evidéncias da sua multipla capacidade
terapéutica (LAURINDO, 2017).
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5 METODOLOGIA

5.1 Etica no uso de animais.

Este estudo foi realizado em parceria com a Universidade Federal de Goias
(UFG), como parte do projeto: “Avaliagcdo farmacoldgica do Acido Rosmarinico, in

vivo”, j& aprovado pela Comissdo em Etica no uso de Animais sob n°. 128/14.

5.2 Descrigdo dos Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus) fémeas oriundas do
Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG), sendo animais adultos
jovens com 8 a 12 semanas de vida e o peso entre 180 a 240 g, ndo excedendo
20% da média do grupo. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, de
forma coletiva (5 animais por grupo).

Os procedimentos envolvendo o manejo e cuidados dos animais foram
baseados no Niehs Handbook for Investigators and Technicians, do National Institute
of Environmental Health Scienses (NIEHS) nos Estados Unidos da América (EUA),
de setembro de 2007 e “Principios Eticos de Experimentacdo Animal’, proposta pelo
COBEA, visando minimizar o sofrimento dos animais através da realizacdo correta
de todos os procedimentos que envolvam os mesmos, segundo preceitos legais
encontrados na “Lei Arouca”, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
regulamenta o inciso VIl do 8§ 1° do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo

procedimentos para o uso cientifico de animais.

5.3 Descricédo do alojamento e manejo

Para a realizacdo dos experimentos, 0os animais, apés serem adquiridos do
Biotério Central da UFG, foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farmécia
(BFF) da UFG, onde permaneceram por um periodo de adaptacao (aclimatizacao)
de sete a quatorze dias antes do inicio dos experimentos. As salas onde os animais
ficaram alojados foram mantidas sob condigcdes ambientais controladas (temperatura
ambiente de 25 = 2°C, umidade relativa do ar de 50-60% e ciclo claro/escuro de
12h), com agua filtrada e racéo Labina Presence®.

Todos os critérios de bioética aplicados a animais de experimentacao
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio e pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (SBCAL/COBEA) foram observados, a
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fim de proporcionar condicbes de vida adequadas as espécies, contribuindo para

sua saude, conforto e bem-estar.

5.4 Teste de Hepatoprotecao e Antioxidagao

O experimento foi conduzido de acordo com o método de Kalantari; Aghel;
Bayati (2009) modificado. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco

grupos (n = 5), conforme Quadro 3, com dieta normal.

Quadro 3 - Distribuicdo dos grupos de animais e detalhes dos procedimentos
experimentais.

Grupo 1 | Basal, sem tratamento: Este grupo esteve destinado para a
comparacgao dos resultados, tanto dos animais tratados com AR e

silimarina, como para os intoxicados com CCly,

Grupo 2 | Tetracloreto de carbono (CCl,) dissolvido em azeite de oliva
50%: 5 animais receberam uma dose de 2,0 mL para cada

kilograma (kg) de peso, por via intraperitoneal, no quinto dia.

Grupo 3 | Silimarina dissolvida em Dimetilsulfoxido 3%: 5 animais
receberam uma dose de 25 mg/Kg, por gavagem (via oral). Esse
antioxidante foi administrado 1 vez ao dia por 5 dias. E doze horas
apos intoxicacao, todos os animais foram anestesiados (descri¢cao
abaixo) para impedir dores e realizar coleta do sangue e

eutanasia.

Grupo 4 | Acido Rosmarinico dissolvido em Dimetilsulfoxido 3% nas
doses de 30 mg/kg: 5 animais receberam uma dose de 30 mg/kg
durante 5 dias, com apenas uma administracdo diaria, por
gavagem (via oral). No quinto dia receberam uma dose de CCl,
intraperitoneal 1 hora (h) apods tratamento. E doze horas apés
intoxicacdo, todos os animais foram anestesiados (descricdo

abaixo) para impedir dores e realizar coleta do sangue e

eutanasia.
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Grupo 5 | Acido Rosmarinico dissolvido em Dimetilsulfoxido 3% nas
doses de 50 mg/kg: 5 animais receberam uma dose de 50 mg/kg
durante 5 dias, com apenas uma administracdo diaria, por
gavagem (via oral). No quinto dia receberam uma dose de CCl,
intraperitoneal 1 hora (h) apés tratamento. E doze horas apdés
intoxicacdo, todos os animais foram anestesiados (descricdo
abaixo) para impedir dores e realizar coleta do sangue e

eutanasia.

Fonte: Prépria Autora, 2018.

Dados fisiolégicos (peso, consumo de agua, consumo de racéo, producédo de
fezes e urina) e alteracbes comportamentais anormais durante o estudo, foram
observados e anotados. Parametros hepéticos foram analisados em todos os
grupos: aminotransferases — AST (aspartato-aminotransferase) e ALT (alanina-

aminotransferase) e malondialdeido (MDA, marcador da atividade oxidativa).
5.5 Método de Eutanasia

Ao final dos experimentos todos os animais foram anestesiados com solucdo
de xilazina-cetamina 0,2 mL/100g (8,75 mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de
xilazina (100 mg/mL), conforme protocolo da Cornell University/Cornell Center for
Animal Resources and Education, para impedir dores e realizar coleta do sangue,
eutanasia (FLECKNELL, 1996) e retirada do figado, que foi mantido em solugéo de
formaldeido a 10% tamponada, até a realizacdo dos cortes histolégicos. Os cortes
histolégicos foram realizados no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP).
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5.6 Desenho experimental

Na Figura 4 esta representado todo o desenho experimental desenvolvido no
estudo.

Figura 4 - Representacdo esquematica do desenho experimental

Duracdo do ensaio in vivo (dias)

N
L 4

Legenda: Os animais foram aclimatizados durante 14 dias, de acordo com a Figura 4. Conforme
estabelecido no Quadro 3, as respectivas substancias foram administradas nos grupos a partir do 15°
dia, estendendo-se até o dia 19°. Os animais foram intoxicados com CCl, no 19° dia, apés 1 hora do
tratamento. E no 20° todos os grupos foram anestesiados, posteriormente, passaram pelo processo
de eutandsia para a retirada do figado.

? = Periodo de aclimatizac&o
= Administracdo 1x/dia

- &

= Dose de CCl,

= Anestesia e eutanasia
Fonte: Prépria autora, 2018.

5.7 Protocolo para determinacdo da atividade de AST e ALT e dosagem de
proteinas totais
As proteinas totais foram analisadas em sobrenadante de triturado de figado

e a atividade das enzimas AST e ALT foram medidas em plasma. Todas pelo

método espectrofotométrico de kit Doles® em aparelho Bioplus 2000®.
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5.8 Protocolo para determinacédo do malondialdeido (MDA) hepético

O tecido hepatico (0,509) foi triturado em 2,5 mL de tampéo base tris pH 7,4
(sacarose 0,2 M e ditiotreitol 5 mM) com auxilio de um bastéo de vidro, centrifugados
a 10.000g por 30 minutos a 4°C; 50 yL de sobrenadante do triturado foi adicionado a
200 pL de NaOH 1,5 M (banho-maria a 60°C por 30 minutos); 200 yL de acido
perclorico (HCIO4 ) a 20 % foi adicionados e agitados em vértex por 30 se
centrifugados a 14.500 g em 4° C por 10 min. Posteriormente, 250 uL do
sobrenadante foi adicionado a vials ambar contendo 25 yL de DNPH. As amostras
foram alocadas no auto-amostrador doHPLC-PDA (Shimadzu Prominence® modelo
20AT), com volume de injecao de 50 pL. As concentracoes de MDA foram expressas
em nmol/g de proteinas. Uma curva de calibracdo foi desenvolvida em albumina com
padrdo de MDA (TEP): 0,5; 0,75; 1,5; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0 e; 40,0 uM a partir de 100

pumol/L, em &cido sulfarico.

5.9 Andlise estatistica

Para os dados obtidos aplicaram-se o0s testes de analise de variancia
(ANOVA) one-way seguido de teste Tukey (teste de multipla comparacéo) e teste T,
em software GraphPad Prism® versdo 6.0. Consideraram-se diferencas estatisticas
significativas para p < 0,05, sendo os resultados expressos pela média + erro padréo
da média (Média + EPM).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, o CCl, (Grupo 2 - 2,0 mL/kg i.p.) demonstrou seu efeito
toxico ao provocar intoxicacdo nas células hepaticas aumentando significativamente
0s biomarcadores de lesdo tanto para a enzima AST (Figura 5a) como ALT (Figura

5b), com p < 0,05 em relagdo ao controle Basal.

Figura 5 - Niveis plasmaticos das transaminases.
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Legenda: Niveis plasmaticos das transaminases. ALT (a) e AST (b) em UI/L, nos grupos de ratos
fémeas. Basal - sem tratamento (grupo 1); intoxicados com CCl, 2 mL/Kg por 12 horas (grupo 2); e
grupos tratados com silimarina 25 mg/Kg (grupo 3), &cido rosmarinico nas doses de 30 mg/Kg (grupo
4) e 50 mg/Kg (grupo 5), nos ensaio de hepatoprotecéo.

Valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média (n = 5 animais em cada grupo).

*p < 0,05 em relacéo ao controle Basal .
*n < 0,05 em relacéo ao grupo intoxicado com tetracloreto de carbono 2mg/Kg 12 h
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Este resultado também foi observado no estudo de Silva (2015), pois o CCl,
comprovou seu efeito toxico através do aparecimento de lesbes e do estresse
oxidativo nos animais, ocasionando o aumento das transaminases. Essa substancia
€ capaz de promover rea¢cdes que levam a producado de radicais livres, favorecendo
0 aparecimento de lesdes, principalmente, no figado conforme apresentado na
Figura 6B.

Os resultados ilustrados na Figura 6B estdo condizentes com Satyam e Bairy
(2015) e Mohamed et al. (2016) que induziram fibrose hepatica permanente em ratos
utilizando CCl,. Pois o aparecimento de necrose tecidual é o limite as alteracfes
celulares, por ser uma consequéncia frequente de processos inflamatérios,
degenerativos e infiltrativos caracterizado pela incapacidade de restauracdo do
equilibrio homeostético (AKTER e KOTTER, 2018).

A silimariana € composto natural usualmente indicado para o tratamento de
lesBes hepdticas, por apresentar acao anti-oxidante. Sua capacidade de protecédo no
figado faz com que a mesma seja amplamente comercializada. Essa substancia foi
escolhida no presente trabalho como modelo comparativo, ao pesquisarmos e
conhecermos sobre a sua funcionalidade. Como era esperado, o0 grupo controle
tratado com a silimarina (Grupo 3 - 25 mg/kg) confirmou seu efeito protetor, ao
reduzir os niveis de AST, com significancia estatistica de p < 0,05 comparada ao
grupo intoxicado com CCl,; 2 mL/Kg por 12 horas (Figuras 5a e 5b).

Os grupos 4 e 5 apos os cinco dias de tratamento com o AR nas respectivas
doses de 30 e 50 mg/kg p.o, protegeram o figado dos animais do processo de
lipoperoxidacdo produzido pelo CCl, apdés 12 h de intoxicacdo (Figuras 5a e 5b),
com significancia de p < 0,05 comparado ao grupo intoxicado com CCl, 2mg/Kg por
12 horas. Estes resultados estdo de acordo com Pegoraro (2018), ao afirmar que a
funcdo hepatoprotetora do acido rosmarinico € proveniente da inibicdo da
peroxidacao lipidica por aumentar o sistema antioxidante.

Melo (2018) sustenta essa afirmacdo, justificando que o acido rosmarinico
atua nas membranas como antioxidante, impedindo quadros de inflamacdes no
figado e demais 6rgaos..

Souza (2017) acrescenta que a capacidade anti-inflamatéria do acido
rosmarinico em conjunto com a facilidade de regulacdo do metabolismo lipidico,
pode favorecer no tratamento da aterosclerose. Além das acdes farmacologicas

descritas, Melo (2018) também conduziu um levantamento sobre o potencial do
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acido rosmarinico no tratamento da hipertensdo. Para os autores, todas as
atividades farmacoldgicas sado decorrentes da atuacdo direta do acido rosmarinico
na bicamada lipidica, apos modificar a fluidez e a propagacéo dos radicais livres, e
pela presenca estrutural dos grupamentos de catecol.

O acido Rosmarinico na dose de 30 mg/kg (Grupo 4) foi significante para
ambas as enzimas (p < 0,05), comparadas ao grupo 2 de CCl; (2,0 mL/kg),
respectivamente (Figuras 5a e 5b). Mas para a dose de 50 mg/kg (Grupo 5), houve
diferenca estatistica (p < 0,05) somente para a enzima AST (Figura 5b). Ao comprar
os dados bioquimicos com os resultados histoldgicos (Figuras 6D e 6E) , ha a
confirmacdo hepatoprotetora do acido rosmarinico em ambas dosagens.
Evidentemente, o AR (Figura 6D) conseguiu evitar sinais degenerativos, havendo
conservacdo da membrana nas células hepéticas e somente indicios de
inflamac®es, caracteristicas atribuidas nos tratamentos que utilizam de compostos
fenolicos.

O acido rosmarinico reduziu os niveis sanguineos das enzimas AST e ALT
aumentados pelo CCl, (Figuras 5a e 5b), atestando que a diminuicdo sérica e/ou
plasmatica das aminotransferases € um indicativo de que houve reducdo ou
impedimento de inflamacéo hepatica (SCHAFFER et al., 2016, TASCI et al., 2008).
Pegoraro (2018) ao realizar um experimento com a espécie Coreopsis tinctoria N.
demonstrou resultados significativos ao conseguir diminuir os niveis plasmaticos de
ALT e AST nos animais avaliados. Segundo o autor, entre os metabdlitos
secundarios produzidos por este vegetal, o acido rosmarinico talvez seja o de maior
destaque, em funcgéo, da versatilidade de oportunidades terapéuticas.

O acido rosmarinico por meio de estudos cientificos encontra-se validado
como anti-inflamatério, antidiabético, antioxidante e citoprotetor. Mas, por essa
substancia ser uma molécula promissora, torna-se necessario verificar seus
compostos bioativos e avaliar se estes estdo aptos para outras finalidades
terapéuticas. Para que um farmaco seja comercializado, estudos clinicos e néo
clinicos devem ser realizados, permitindo assim a comprovacao da sua seguranca,
eficacia e qualidade (NASCIMENTO, 2016).
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Figura 6 - Fotomicrografias de amostras de figado de ratos
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Legenda: Fotomicrografias de amostras de figado de ratos, coradas H & E. A: Grupo controle Basal
(sem tratamento — grupo 1): aspecto normal; B: Grupo controle intoxicado com CCl; 2 mL/Kg por 12
horas (grupo 2): presenca de degeneracdo necrética com inflamacgéo da capsula; C: Grupo controle
tratado com Silimarina 25 mg/Kg p.c + CCl, (grupo 3): inicio do processo inflamatério; D: Grupo
tratado com AR 30 mg/Kg p.c + CCl, (grupo 4): presenca de inflamacao; E: Grupo tratado com AR 50
mg/Kg p.c + CCl, (grupo 5): presenca de inflamagé&o. (n =5 animais / grupo).

Entretanto, as avalia¢cdes histoldgicas realizadas por Melo (2018) condizem
com os dados encontrados neste estudo, pois em ambos houveram reducdo das
lesbes hepaticas a partir dos tratamentos realizados com metabdlitos secundarios.
O &cido rosmarinico preservou a estabilidade da membrana dos hepatdcitos,
isolando a possibilidade de lesionamento dessas células bem como a ocorréncoa de
apoptose. O AR conseguiu manter a homeostasia do figado, atendendo os
requesitos esperados quando comparado aos resultados histolégicos do grupo
tratado com silimarina.

Os dados fisioldgicos apresentados pelos animais referentes aos devidos
grupos (Tabela 4), ndo demonstraram diferencas significativas comparadas ao grupo
basal, contudo os animais do grupo intoxicado com CCl; 2 mL/Kg por 12 horas
(grupo 2) reduziram a producao de excretas (urina e fezes) de forma significativa, p
< 0,05, comparada ao grupo basal, provavelmente devido a acao toxica do mesmo.
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Tabela 1 - Parametros fisiolégicos dos ratos, durante os cinco dias de
experimentacao.

Grupos Consumo de Consumo de Producéo de
Agua (mL/dia) Racéo (g/dia) Excretas (g/dia)

Basal 128,3 + 9,80 72,4 +£2,48 44,96 + 3,45

CCls 2mg/Kg 12 h 121,0+ 15,9 62,8 + 8,00 29,78 + 0,90*

Sil. 25mg/Kg + CCl, 118,3+11,9 67,0 £6,18 36,38 + 1,27

AR 30mg/Kg + CCly4 117,3 + 8,92 60,2 £ 6,17 36,98 + 2,08

AR 50mg/Kg + CCly4 143,3 + 8,42 64,2 £ 9,83 44,38 + 2,49

Legenda: Valores expressos como Média + Erro Padréo da Média (n = 5 animais/grupo). *p <0,05em
relacdo ao controle negativo — (Basal — sem tratamento).

Conforme os resultados observados na Figura 7, os niveis de MDA (marcador
de intoxicacdo) diminuiram no figado para o grupo tratado com o AR, em
contrapartida para o grupo 2 (intoxicado pelo CCl, 2 mL/Kg por 12 horas) aumentou
0os niveis de MDA (p < 0,05 comparado ao grupo basal), como era esperado.
Enquanto os grupos de animais que receberam AR, principalmente na dose de 50
mg/kg (grupo 5) conseguiram reduzir a intoxicagdo produzida pelo CCl,; pela

observacédo de niveis baixos de MDA, p < 0,5 (Figura 7).

Figura 7 - Niveis hepaticos de MDA.

MDA
(nmol/g proteinas)

Legenda: Niveis hepaticos de MDA hepatico, em nmol / g de proteinas, nos grupos de ratos fémeas
Basal - sem tratamento (grupo 1); intoxicados com CCl,; 2 mL/Kg por 12 horas (grupo 2); e grupos
tratados com silimarina 25 mg/Kg (grupo 3), acido rosmarinico nas doses de 30 mg/Kg (grupo 4) e 50
mg/Kg (grupo 5), nos ensaio de hepatoprotegéo.

Valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média (n = 5 animais em cada grupo).

*p < 0,05 em relacéo ao controle Basal.
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p < 0,05 em relacdo ao grupo intoxicado com tetracloreto de carbono 2mg/Kg 12 h

Ao realizar uma analise detalhada dos niveis de MDA (Figura 7) e compara-
los com os resultados encontrados por Silva (2015), percebemos que os dados
estdo em concordancia. Pois, ambos identificaram niveis de MDA semelhantes para
0S grupos, basal e controle que n&o receberam a administracdo do CCl;. ZHANG et
al., (2015) também detectou uma diminuicdo nos niveis de MDA para 0s animais
tratados com acido rosmarinico. O autor afirma que obteve aumento das enzimas
antioxicantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-px). Resultados equivalentes, com significante reducédo do MDA
foram visualizados no trabalho de Melo (2018).

As avaliacdes serviram para a simulacdo de um perfil patogénico hepatico, e
possibilitaram uma analise precisa sobre a melhor dosagem terapéutica com o acido
rosmarinico. Os testes bioquimicos e os dados fisioldgicos contribuiram para o
desenvolvimento do trabalho, pois favoreceram no aumento da confiabilidade dos
resultados encontrados. Esta avaliacdo fez uso de animais que se adaptaram
perfeitamente durante o experimento, pois ndo apresentaram alteracdes estranhas
ou incomuns durante a exposi¢cao das substancias em teste. As perspectivas estao
fundamentadas no aprimoramento dos dados, na formulagédo de novas situacoes, e
consequente, na validacdo dos resultados com insercdo de novos trabalhos para

averiguacao de possibilidades terapéuticas com o uso do acido rosmarinico.
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7 CONCLUSAO

O acido rosmarinico demostrou ser protetor de lesées hepaticas induzidas por
tetracloreto de carbono em todos os ensaios realizados. Os grupos avaliados néo
tiveram alteracfes comportamentais ao serem expostos ao acido rosmarinico.

Em relagdo aos dados fisiologicos, mantiveram-se ponderados, ndo havendo
alteracOes significativas no consumo de agua e racdo. Estatisticamente, foram
perceptiveis diferencas apenas para o grupo intoxicado com o CCl, na producéo de
excretas. O modelo experimental proporcionou uma avalicdo satisfatéria, pois
possibilitou a visualizacdo de uma intoxicagdo aguda e posteriormente, a
confirmacéo da atividade hepatoprotetora do acido rosmarinico.

No presente estudo, o efeito hepatoprotetor foi visualizado com o &cido
rosmarinico de 50 mg/kg, uma vez que houve diferencas significativas apenas para a
enzima AST. Dessa forma, os resultados encontrados serdo Uteis para 0 avango do

acido rosmarinico como um candidato a farmaco para as doencas hepéticas.
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APENDICE A - Portfélio de plantas que apresentam o acido rosmarinico.

Nome cientifico Nome popular Figura
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Anethum b
graveolens L. Endro "'V
(Apiaceae)
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FONTE: (CARVALHO, 2006)
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dracunculus L. Estragdo ) ( I
(Asteraceae) ﬁ, ‘
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FONTE;(WERNCKE, 1995)
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Betonica officinalis L. .
. Betbnica
(Lamiaceae)
Borago officinalis L.
Borragem

(Boraginaceae)

FONTE: (ROQUE, 1840)

FONTE: (PLOWMAN, 1987)
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LEL U T

Glechoma

hederacea L. Ervaterrestre

(Lamiaceae)
T = |
Gchom Hederman fioz: — 0 aE piciTARA

oHarnlss. g wrs. 13750
FONTE: (ROQUE, 1838)
Hyssopus officinalis L.
(Lamiaceae) Hissopo

FONTE: (KIEHL, 1944)
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Lycopus europaeus L.

EEEmIR

_ Licopus
(Lamiaceae)
. o
et . 1o 13758 w‘
FONTE: (ROQUE, 1826)
Majorana hortensis M. _
Manjerona

(Lamiaceae)

FONTE: (CLAUDIO; ELIANE, 1982)




Melissa officinalis L.

_ Erva cidreira
(Lamiaceae)
Mentha arvensis f.
piperascens H. Hortela

(Lamiaceae)

FONTE: (MARGREITE, 2011)
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FONTE: (SANTOS, 2002)
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Mentha pulegium L.
(Lamiaceae)
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FONTE: (MARANHAO, 1915)

Mentha spicata L.

(Lamiaceae)

Hortela-peluda

W R IREOE

RCARy
B
~. 03033
WwF.©

b2

TTCT TS|

FONTE: (SANTANA, 1983)
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Momordica

Melao-de-sao-

charantia L.
_ caetano
(Cucurbitaceae)
Monarda didyma L.
(Lamiaceae) Bergamota

FONTE: (VIANA, 1981)

FONTE: (MENDES, 1937)




Nepeta cataria L.

_ Gataria
(Lamiaceae)
Ocimum basilicum L.
(Lamiaceae) Manjericao

FONTE: (BLACK, 1938)
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FONTE: (ZORZZI, 2014)




Origanum vulgare L.

] Orégano
(Lamiaceae)
Petroselinum
crispum N. Salsinha
(Apiaceae)

FONTE: (SOUZA, 1994)

FONTE: (PIRACICABA, 1962)

55




56

Prunella vulgaris L.

Phovbadanwn 154

Brunela
(Lamiaceae)
FONTE: (SOUZA ET AL., 2007)
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Rosmarinus
officinalis L. Alecrim

(Lamiaceae)

FONTE: (CARVALHO, 2003)
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Salvia officinalis L.

_ Salvia
(Lamiaceae)
FONTE: (ANGERAMI, 1989)
Salvia sclarea L. Salvia-
(Lamiaceae) esclaréia

FONTE: (CERVI, 1995)
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Satureja hortensis L.

e
e et

_ Segurelha
(Lamiaceae)
I ..... ':;*i
B E |
FONTE: (VIEIRA, 1986)
Thymus serpyllum L.
Y by Serpilho

(Lamiaceae)
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FONTE: (ROQUE, 1844)




Thymus vulgaris L.
(Lamiaceae)

Tomilho
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FONTE:(JOVCHELEVICH, 1989)




