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RESUMO

O asiaticosideo é um triterpendide presente no extrato
da Centella asiatica, sendo responsavel pela atividade
terapéutica desta planta em doencas hepaticas cronicas.
O hepatécito ¢ a célula responsavel pelas funcoes
endocrinas e exécrinas do figado, além de converter
substincias nocivas em materiais no toxicos excretados
pela bile. Por esse motivo, o figado é sensivel a acdo de
alguns firmacos, como, por exemplo, o paracetamol.
Assim, utilizando o paracetamol como modelo
experimental de lesdo hepatica, o objetivo deste estudo
foi avaliar a aciio hepatoprotetora do asiaticosideo, na
dose estabelecida como terapéutica, em ratos Wistar.
Dois grupos compostos por vinte animais cada, tratados
com asiaticosideo (1mg/kg/dia v.0.) por oito dias e nio
tratados foram submetidos a intoxicacdo com elevada
dose de paracetamol (3 g/kg v.0) no oitavo dia. Em
seguida, os animais foram eutanasiados apés 24 h ou
72 h para coleta de amostras de sangue e fragmentos
de figado. Para avaliacdo da atividade hepatoprotetora,
foi realizada a dosagem sérica de enzimas indicativas
de lesdo hepatica (AST, ALT e Fosfatase Alcalina) e a
analise histologica e morfométrica do tecido hepatico.
Os resultados obtidos permitiram evidenciar que na
dose utilizada, o asiaticosideo apresenta atividade
hepatoprotetora, uma vez que o grupo submetido
ao tratamento prévio apresentou menos lesdes
histolégicas e menores niveis séricos de AST e ALT
quando comparado ao grupo controle. Estes resultados
permitem concluir que o asiaticosideo, na dose mais
usualmente empregada na fitoterapia, apresentou
atividade hepatoprotetora na hepatite aguda causada
por elevada dose de paracetamol.
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INTRODUCAO

Centella asiatica (Linn) Urban, pertence a familia
das umbeliferas e ¢ uma erva daninha encontrada em toda
a India, Sri Lanka e Madagascar. Na medicina ayurvédica
tem sido utilizada no tratamento de doencas de pele, feridas
locais, para melhorar a capacidade mental geral, ictericia
¢ hepatite, no tratamento de dermatite, purificacdo do
sangue, melhora da hipertensdo e melhoria da memoria
(Kasahara & Henmi, 1986; Hashimoto, 1996). A atividade
terapéutica do extrato de Centella asiatica em doencas
hepaticas cronicas esta relacionada a um triterpendide,
o asiaticosideo, que experimentalemente impediu a
ocorréncia de esteatose hepatica, degenerag@o hidropica e
necrose em ratos expostos cronicamente ao tetracloreto de
carbono (Antony et al., 20006).

No Brasil, o asiaticosideo ¢ amplamente
comercializado em farmécias magistrais. E utilizado para
diversas finalidades, tais como o tratamento de celulite,
melhoria da circulagdo periférica, elimina¢do de edemas e
hematomas e combate a processos degenerativos do tecido
conjuntivo, dentre outras (Barnes et al., 2012).

Assim, o asiaticosideo parece ter valor na prevengao e
tratamento de lesdes hepaticas, incluindo lesdes provocadas
por drogas. A hepatite toxica ¢ uma lesao hepatica causada por
inalaco, ingestdo ou administragdo parentérica de agentes
farmacologicos ou quimicos (Matos & Martins, 2005). Para
que ocorra a lesdo celular metabodlica dos hepatocitos ha
varios mecanismos de agressao: ligagdo covalente a estruturas
celulares, peroxidacdo lipidica, rea¢des de oxidagdo e
deplecdo de glutationa, sendo que estas agressdes celulares
podem resultar em alteragdes mitocondriais, alteragdes no
citoesqueleto celular ou alteragcdes da homeostase ionica.
Dependendo da extensdo do envolvimento mitocondrial e do
balango de fatores ativadores/inibidores de vias intracelulares
de sinalizagdo, o destino da célula podera ser a necrose ou a
apoptose, sendo a primeira situa¢ao geradora de mecanismos
inflamatorios (Neil, 2002).

O paracetamol ¢ um analgésico, metabolito ativo
da fenacetina ¢ um dos farmacos mais utilizados como
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analgésico e antipirético. Nos EUA e Reino Unido, o
paracetamol ¢ a principal causa de faléncia hepatica
fulminante, principalmente na superdosagem acidental
ou intencional, sendo também o principal medicamento
implicado em obitos relatados nos centros de intoxicagao
nos EUA na década de 90 (Litovitz et al., 2000). E facilmente
destoxificado pela fase II do sistema de metabolizagdo
hepatica de drogas, mediado por glicuronidagdo e
sulfatacdo (Henderson et al., 2000), com uma pequena
por¢do passando pelo Citocromo P-450, e sofrendo
N-hidroxilagdo com formacdo do intermedidrio toxico, a
N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), que inicialmente
¢ conjugado a glutationa e ¢ excretado (Dahlin et al., 1984).
Naadministra¢ao de doses toxicas de paracetamol, as vias de
glicuronidagao e sulfatagio se saturam ¢ a via do citocromo
P-450 adquire importancia para a biotransformagdo da
droga, ocasionando, com isso, uma maior formagdo da
NAPQI. Assim, as reservas de glutationa hepatica se
esgotam e a reagdo com os grupos sulfidricos das proteinas
hepaticas ¢ aumentada, interrompendo o fluxo do calcio
mitocondrial ¢ conduzindo a necrose dos hepatocitos
(Heubi et al., 1998). Como ha alteragdo do metabolismo
mitocondrial, a hepatotoxicidade também ocorre pela
formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como
anion superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202)
e radical hidroxila (HO¢), espécies reativas de nitrogénio
como o 6xido nitrico e peroxinitrito (ONOO-), e produtos
da reagdo de peroxidacdo (James et al., 2003; Reid et al.,
2005). A reagdo ¢ ampliada pela ativag@o das células de
Kupffer e pela produgao de citocinas e radicais livres que
conduzem a apoptose e necrose centrolobular na zona 3
(Heubi et al., 1998). A necrose ocorre nesta zona porque ¢
o local onde se encontram os hepatocitos que apresentam
maior quantidade de citocromo P-450 convertendo a droga
em metabolito ativo (Zimmerman, 1999).

O modelo experimental com hepatite toxica
provocada pelo paracetamol tem sido amplamente utilizado
para avaliar a atividade hepatoprotetora de farmacos e
compostos vegetais. Utilizando este modelo, Oyagbemi
& Odetola (2010) verificaram a atividade hepatoprotetora
do extrato de Cnidoscolus aconifolius, Acharya & Lau-
Cam (2010) avaliaram a capacidade da n-acetilcisteina,
hipotaurina e taurina em atenuar as alteragdes bioquimicas
plasmaticas e hepaticas na overdose de paracetamol, Wu et
al. (2008) investigaram a atividade protetora do salidrose
na hepatite toxica por paracetamol, comparando este a
n-acetilcisteina; Jambaz et al. (2002) investigaram acao
da rutina na hepatite toxica provocada por paracetamol
e por CCl4; Echard et al. (2001) avaliaram a atividade
hepatoprotetora de combinagdes de ervas medicinais
(complexos fitoterapicos) na hepatite provocada pelo etanol
e pelo paracetamol; Thabrew et al. (1995) analizaram a
atividade hepatoprotetora de Osbechia octandra na hepatite
toxica por paracetamol, entre outros.

O objetivo do presente estudo foiavaliara atividade
hepatoprotetora do asiaticosideo, na dose estabelecida
como terapéutica (Barnes et al., 2012), em lesdo hepatica
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produzida experimentalmente pelo paracetamol em ratos
Wistar.

MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 40 ratos albinos (Rattus
norvegicus), machos, da linhagem Wistar, ndo isogénicos,
fornecidos com 50 dias de idade pelo Biotério do Campus
II da Pontificia Universidade Catolica de Campinas (PUC-
Campinas).

Os animais foram alojados no Biotério do
Laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental
do Centro de Ciéncias da Vida, PUC-Campinas, com luz
e ventilagdo controladas, fornecimento de rac¢do solida
Nuvilab® e agua filtrada sem restricdo até atingirem a
idade de 60 dias. O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais da PUC-Campinas
conforme CI CEUA N° 002/2012 protocolado sob n°
2012070332.

Os animais foram divididos em dois grupos (20
animais em cada) sendo um denominado “tratado” e outro
denominado “controle”. Cada grupo foi subdividido de
acordo com tipo de pré-tratamento e com o periodo pos-
administragdo de paracetamol (24 ou 72 horas). O grupo
tratado originou quatro subgrupos, sendo Asiaticosideo
24 h (CA24) e Asiaticosideo 72 h (CA72), composto por
05 animais cada, que receberam somente suspensdo de
Asiaticosideo por 8 dias na dose Img/kg/dia por via oral
(v.0.), sendo eutanasiados respectivamente 24 h e 72 h
apos a ultima administragdo; os outros dois subgrupos
foram Asiaticosideo+Paracetamol 24 h (AP24) e
Asiaticosideo+Paracetamol 72 h (AP72), compostos por 5
animais cada, que receberam suspensao de asiaticosideo por
8 diasnadose 1 mg/kg/diav.o. ¢ junto aultima administragdo
dessa receberam solugdo de paracetamol (Pharma Nostra®,
lote 09124425G) na dose 3 g/kg v.o., sendo eutanasiados
apos 24 h e 72 h respectivamente. O asiaticosideo utilizado
no experimento foi adquirido comercialmente (Pharma
Nostra®, lote 09072392A), apresentando 40% de pureza o
que equivale a 100% da matéria ativa encontrada na planta.

O grupo denominado ‘“controle” também foi
subdividido em outros quatro subgrupos: Controle Negativo
24 h (CN24) e Controle Negativo 72 h (CN72), compostos
por 05 animais cada, que receberam somente agua v.o.
durante 8 dias, sendo eutanasiados respectivamente 24 h
e 72 h apos o término da administragdo desta; Controle
Positivo 24 h (CP24) e Controle Positivo 72 h (CP72):
composto por 05 animais cada, que receberam agua v.o. por
8 dias e solugdo de paracetamol na dose 3g/kg v.o0. no ultimo
dia, sendo eutanasiados respectivamente apds 24 he 72 h. A
dose de paracetamol foi estabelecida conforme protocolo de
Oyagbemi & Odetola (2010) e a de asiaticosideo conforme
descrito por Shukla e colaboradores (1999) em cobaias, no
entanto, outros fatores foram considerados para definigdo
desta e serdo discutidos adiante. Todo o tratamento foi
realizado por gavagem intragastrica, ou seja, pela via oral.
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Concluidos os periodos de 24 h ou 72 h pos-
administragdo de paracetamol conforme descrito acima,
os animais foram anestesiados utilizando solugdo de
Ketamina (100 mg/kg i.p.), sendo realizada incisdo
na regido toracica para acesso ao ventriculo cardiaco
esquerdo. Foi realizada pun¢@o no ventriculo para coleta
de sangue visando dosagem das transaminases hepaticas
e fosfatase alcalina. Houve aprofundamento da anestesia
até eutanasia do animal e remogao do tecido hepatico. O
figado foi fragmentado e fixado em solu¢do de formalina
10% tamponada (visando analise histologica). A Ketamina
foi escolhida como agente anestésico, pois ndo apresenta
hepatotoxicidade, ndo causando assim interferéncia nos
resultados do experimento.

Processamento histolégico

Os espécimes de tecido hepatico foram submetidos
ao processamento padrdo para inclusdo em parafina
histologica (Synth®), obtendo-se cortes de 05 micrometros
de espessura em Microtomo Rotativo Leica® RM2245.
As laminas foram coradas com Hematoxilina — Eosina
(HE), Picrosirius Red e Acido Periodico de Schiff (PAS)
e as imagens capturadas digitalmente para obtengdo dos
resultados utilizando fotomicroscopio (Nikon Eclipse
E200®) com camera acoplada (Nikon Colpix 4500®). Para
cada um dos grupos foi avaliado o tipo ¢ a intensidade das
lesoes hepaticas, observando-se a presenca de infiltrado
inflamatdrio, fibrose e necrose.

Dosagem das Transaminases Hepaticas e Fosfatase
Alcalina

Apds coleta de sangue, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, separando-se
entdo o soro dos demais componentes. No soro foram
quantificadas as enzimas Alanina-aminotransferase
(ALT), Aspartato-Aminotransferase (AST) e Fosfatase
Alcalina (FAlc) pois estas sdo indicadoras de dano
hepatocelular. A analise foi realizada por meio de kits
enzimaticos LaborLab® (método cinético-colorimétrico)
com leitura em espectrofotdmetro UV Varian®, conforme
as especificagoes destes kits. Para analise dos pardmetros
bioquimicos foi utilizado um n igual a quatro.

Analise dos resultados

A analise histologica do figado foi realizada com
uma metodologia especifica para cada parametro. Para a
avaliagdo da necrose foi determinado o nimero de veias
centrolobulares (vcl) afetadas pela lesdo nas laminas
coradas em HE (uma secgdo de 02 fragmentos hepaticos de
lobulos diferentes) e os resultados expressos em vcl/cm?2.
Para a quantificagdo, foi utilizado o software TPS Dig®
1.30; para avaliagdo de fibrose, 05 micrografias da regido
centrolobular e 05 micrografias da regido portal das laminas
coradas em Picrosirius Red (total de 50 micrografias por
grupo) obtidas aleatoriamente na ampliagdo de (480x)
foram analisadas utilizando-se o software AreaMed®,
mensurando-se a area comprometida por fibrose (fibras
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colagenas); para a avaliagdo da distribui¢do do glicogénio
e outros 1,2-glicois, foram feitas andlises qualitativas
das laminas coradas em PAS, comparando-se os animais
tratados com os grupos controles negativo e positivo, e os
resultados foram expressos por meio de micrografias.

A andlise estatistica dos resultados morfométricos
e das dosagens de transaminases e¢ fosfatase alcalina foi
realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism® 3.0.
A diferenga entre os grupos foi determinada por Analise de
Variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni, sendo
considerados significativos os valores de p<0.05.

RESULTADOS

Analise histologica e morfométrica

A coloragdo dos cortes do tecido hepatico com
Hematoxilina-Eosina possibilitou a realizagdo de uma
analise histologica geral, permitindo a identificagdo
de estruturas tissulares, células, inclusdes e alteragdes
histopatologicas. Apds a observagdo das amostras do
Grupo Controle Positivo foi verificado que ndo havia
incidéncia de esteatose, mas fibrose e necrose com
infiltrag@o de polimorfonucleados. A necrose foi observada
predominantemente na regido centro-lobular, sobretudo,
nos animais de 72 h. Esta constatagdo direcionou para a
quantificagdo dos focos inflamatdrios/necroticos nesta
regido, enquanto que a fibrose foi quantificada em zona 1 e
3 acinar nas laminas coradas em Pricrosirius Red.

Observando as micrografias da figura 01, ¢
possivel verificar que nos animais dos grupos Controle
Negativo ¢ Asiaticosideo o tecido hepatico permaneceu
preservado, porém nos grupos Controle Positivo (CP)
e Asiaticosideo+Paracetamol houve inumeros focos de
infiltrado inflamatdrio, acompanhados ou ndo de necrose.
Nos grupos CP24 ¢ CP72 houve maior predominancia
deste tipo de lesdo, principalmente neste Ultimo, seja
em numero de regides centro-lobulares acometidas
quanto no numero de animais que foram comprometidos.
Neste sentido verificou-se que em todos os animais do
grupo Controle Positivo, seja em 24 ou 72 horas, houve
presenca de necrose ¢ infiltragdo inflamatoria na zona 01,
entretanto, no grupo em que houve o pré-tratamento com
asiaticosideo, apenas trés animais no grupo com 24 horas
e dois animais no grupo com 72 horas apresentaram estas
alteragdes histopatoldgicas, o que representa uma reducao
de incidéncia de, respectivamente, 40% ¢ 60%.

Nas laminas coradas em Picrosirius Red foi
verificado que as fibras coldgenas estavam presentes nas
zonas acinares 1 e 3, desta forma, a quantificagdo destas foi
realizada nestas regides. Em todos os grupos a deposi¢do
de colageno foi bastante discreta, proxima aos animais do
grupo Controle Negativo. A Figura 02 mostra micrografias
das zona 1 e 3 acinares. Nao foi evidenciada alteragdo
significativa relacionada a fibrose, apesar de ser possivel
observar uma redugdo na deposigdo de colageno na regido
portal quando se compara AP24h com CP24h (figura 03).

Realizando-se a observagao das sec¢des coradas em
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PAS (figura 04), foi verificado que os animais tratados com
elevada dose de paracetamol (3 g/kg, v.0.) apresentaram
uma grande diminui¢do das inclusdes PAS positivas na
regido centro-lobular evidenciada pela diminui¢do da
coloragdo rosea das células. Esta observagao fica bastante
clara quando comparamos as micrografias do grupo
Controle Positivo (CP 24 e CP 72) com as micrografias
do grupo Controle Negativo (CN24 ¢ CN72). Observando
as figuras do grupo Asiaticosideo+Paracetamol (AP24 ¢
AP72), verifica-se que o asiaticosideo interferiu pouco
neste processo em 24 horas, entretanto foi mais efetivo
em 72 horas, reduzindo parcialmente as inclusdes PAS
positivas na zona 3.

Dosagem das Transaminases Hepaticas e Fosfatase
Alcalina

As dosagens das transaminases hepaticas AST
(Aspartato-amino Transferase) e ALT (Alanino-amino
Transferase) mostraram que a dose de paracetamol
administrada (3 g/kg, v.0.) no grupo CP, como esperado,
causa elevacdo das duas transaminases. O pré-tratamento
com asiaticosideo (1 mg/kg, v.o., 8 dias) provocou uma
diminuigao significativa de AST e de ALT (figura 05) apos
a administragdo do paracetamol (grupo AP), protegendo o
figado destes animais. Como pode ser observado na mesma
figura, ndo houve alteragdes significativas na fosfatase
alcalina entre os grupos, principalmente tendo-se em vista
que o grupo CP ndo sofreu grande elevacao em relagdo ao
valor normal desta enzima.

DISCUSSAO

Os espécimes reativos de oxigénio (ERO),
conhecidos como radicais livres, sdo formados
continuamente nos organismos vivos durante o processo
de producdo de energia. A maioria dos organismos
apresenta mecanismos de protecdo dos seus constituintes
celulares contra estes oxidantes reativos (Gasparri,
2005). No entanto, existem condi¢des nas quais ocorre
aumento da produgdo e intensificagdo da atividade das
ERO, nas quais os mecanismos de protegdo celular se
tornam ineficazes, possibilitando a ocorréncia de danos
teciduais. A busca de novas moléculas ou substancias com
capacidade antioxidante, como ¢ caso do asiaticosideo,
torna-se importante para o combate de doengas e lesdes
desencadeadas pelas ERO, sendo no caso do presente
estudo, a intoxicagdo pelo paracetamol.

O modelo experimental utilizado para verificar a
atividade hepatoprotetora do asiaticosideo ¢ bastante efetivo
e tem sido utilizado com a mesma finalidade para o estudo
de diversos extratos vegetais como o de Trichosanthes
lobata (Rajasekaran & Periyasamy, 2012), de Cyathea
gigantea (Kiran et al., 2012), de Cnidoscolus aconitifolius
(Oyagbemi & Odetola, 2010), de Clitoria ternatea
(Nithianantham et al., 2011), de 6-Gingerol (Sabina et al.,
2011) e de Polyalthia longifolia e Cassia spectabilis (Jothy
et al., 2012). Em todos estes estudos apenas um periodo
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de pré-tratamento foi realizado, sendo o mais frequente
de 07 dias (Rajasekaran & Periyasamy, 2012; Kiran et al.,
2012; Oyagbemi & Odetola, 2010; Nithianantham et al.,
2011; Sabina et al., 2011). O periodo poés-administragdo
de paracetamol até a eutanasia dos animais foi de 24h em
todos estes estudos. No presente trabalho, optou-se por
utilizar dois periodos pos-overdose (24h e 72h) visando
verificar progressdo das alteragdes por curto tempo tendo
em vista se tratar de lesdes agudas.

A dose utilizada de 1mg/kg/dia de asiaticosideo
foi definida considerando-se trés fatores: (a) o experimento
realizado por Shukla et al. (1999) avaliando a agdo do
asiaticosideo no processo de cicatrizagdo em cobaias, com
obtengdo de resultados positivos; (b) estrapolagdo da dose
utilizada terapeuticamente, que ¢ de 60-90mg (Barnes et al.,
2012) e considerando-se que para um individuo com peso
ente 60 e 90 kg, a dose seria de aproximadamente 1mg/kg;
(c) existéncia de relatos de que os componentes ativos da
Centella asiatica podem provocar toxicidade hepatica em
pacientes (Jorge & Jorge, 2005) ou experimentalmente em
ratos (Neves et al., 2007). Neste ultimo estudo, as lesdes
hepaticas ocorreram em dez dias devido a administragdo de
infusdo de Centella asiatica 10g/L. Diante destes fatores,
optou-se pela utilizagdo de uma dose que apresentasse
atividade terapéutica, minimizando o risco de uma possivel
reacdo adversa.

A analise histologica mostrou que o paracetamol, na
dose utilizada, provocou necrose ¢ infiltracao inflamatéria
hepatica em todos os animais dos grupos 24h e 72h, porém,
neste ultimo, as lesdes foram mais intensas. Como descrito
anteriormente, o asiaticosideo preveniu as agoes lesivas do
paracetamol no figado, uma vez que houve a redugao de até
60% no numero de animais atingidos pelas lesdes no grupo
tratado quando comparado ao grupo controle positivo.

Em estudos experimentais em ratos foi verificado
que a administracdo de Centella asiatica (pd de folhas)
minimizou a taxa de mortalidade de ratos com deficiéncia
de proteina bruta, aumentou as proteinas nitrogenadas no
sangue evitando a estetaose hepatica (Patil et al., 1998).
Zhang et al. (2010) observaram em modelo experimental
de lesdo hepatica induzida com lipopolisacarideo/d-
galactosamina, que a administragdo prévia de asiaticosideo
diminuiu a intensidade de necrose e infiltragdo leucocitaria.

As secgdes coradas com Picrosirius Red
possibilitaram a realizacdo da quantificacdo das fibras
colagenas na perspectiva de identifica¢do de fibrose. Apos
analise computacional das imagens verificou-se que nao
havia diferencga significativa entre os grupos, seja na zona
01 ou 03 acinares. Este resultado se justifica devido a baixa
intensidade de fibras colagenas observadas e mensuradas
no grupo controle positivo, o que corrobora com muitos
relatos na literatura cientifica, que ndo descrevem presenga
de fibrose na hepatite toxica por paracetamol (Matos &
Martins, 2005; Wu et al., 2008; Belardinelli et al., 2008;
Acharya & Lau-Cam, 2010). Destaca-se que como o
desenvolvimento da fibrose hepatica é progressivo e
depende da ativagdo das células de Ito, os periodos de 24h e
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Figura 01: Micrografias de luz mostrando a presenga e/ou auséncia
de necrose e focos inflamatorios nos diversos grupos experimentais.
Notar que nos grupos Controle Negativo (CN24 e CN72) Asiaticosideo
(CA24 e CA72) a histologia hepatica permaneceu preservada. No grupo
Controle Positivo (CP24 e CP72) € possivel verificar a presenga marcante
de infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear e necrose, principalmente
72 horas pos-overdose de paracetamol. Verificar que no grupo
AsiaticosideotParacetamol (AP24 e AP72) ha a presenga mais discreta de
infiltrado inflamatorio e auséncia de necrose. Infiltrado inflamatorio (*);
foco necrético (setas); veia centro-lobular (vcl). Hematoxilina e Eosina.

Zona 01 acinar

Zona 03 acinar

Figura 02: Micrografias de luz mostrando a distribui¢do de colageno na
zonas acinares 01 e 03. As fibras colagenas sao identificadas pela sua
coloragdo rosea intensa, dispostas principalmente ao redor dos espagos porta
(zona 01) e das veias centrolobulares (zona 03). Notar que a deposigao de
colageno ¢ discreta em todos os grupos, indicando auséncia de fibrose. CN:
Grupo Controle Negativo; CA: Grupo Controle Asiaticosideo; AP: Grupo
Asiaticosideo + Paracetamol; CP: Grupo Controle Positivo. Espago porta
(ep); veia centro-lobular (vcl). Picrosirius Red.
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Area de colageno (um?)

AP24h APT72h CA24h CAT2h CN24h CN72h CP24h CP72H

Grupos (n=5)

Figura 03: Resultado da quantificacdo de fibras colagenas na regido portal
(zona 01) e centro-lobular (zona 03). Observar a discreta variacdo de
valores entre os grupos, ndo havendo diferenca significativa entre estes. CN:
Grupo Controle Negativo; CA: Grupo Controle Asiaticosideo; AP: Grupo
Asiaticosideo + Paracetamol; CP: Grupo Controle Positivo. ANOVA seguido
do teste de Bonferroni, considerando-se significativo valores de p<0,05.

Figura 04: Microas da zna 03 acinar mostrando a sbiq do glicogénio
e outros 1,2-glicois. Notar que ha diminui¢do na intensidade da coloragdo rosea
(setas) nas imagens do grupo controle positivo, evidenciando o consumo de
glicogénio. Nas imagens AP24 e AP72 observa-se que o asiaticosideo impediu esta
condi¢do, sobretudo no grupo com 72horas. CN: Grupo Controle Negativo; CA:
Grupo Controle Asiaticosideo; AP: Grupo Asiaticosideo + Paracetamol; CP: Grupo
Controle Positivo. Acido Periodico de Schiff (PAS).

400
1T

350

W AST
OALT

EFalc

CN24  CAZ4 AP2Z4  CP24 CN72 CAT72Z AP72 (P72

Grupo (n=4)

Figura 05: Resultado da dosagem de Aspartato-amino transferase (AST),
Alanino-amino transferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (FAlc). Verificar
a redugdo significativa de AST nos animais previamente tratados com
Asiaticosideo (AP24 e AP72) em relagdo ao grupo controle positivo
(CP24). Para ALT, foi observada redugdo signicativa somente no grupo
com 24 horas (AP24). CN: Grupo Controle Negativo; CA: Grupo Controle
Asiaticosideo; AP: Grupo Asiaticosideo + Paracetamol; CP: Grupo
Controle Positivo. ANOVA seguido do teste de Bonferroni, ap<0,05 e
bp<0,001 em relagdo aos respectivos grupos CP. Valor de referéncia em
ratos: ALT-51 U/l, AST - 81 U/l e FAlc - 124 U/l (Dantas et al., 2006).
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72h sdo bastante curtos para observagdo de quantidades
significativas de fibras de colageno. As células de Ito,
fisiologicamente desempenham fungdes relacionadas ao
metabolismo de retinois, além de secrecdo de proteinas,
fatores de crescimento e citocinas,; no entanto, em
algumas condigdes patologicas, adquirem caracteristicas
de miofibroblastos e apresentam papel efetivo no
processo de fibrose (Junqueira & Carneiro, 2008).

A coloragdo pelo acido periédico de Schiff
mostrou que os animais tratados com elevada dose de
paracetamol apresentaram uma grande diminui¢do das
inclusdes PAS positivas na regido centro-lobular quando
comparados com o grupo controle negativo. A diminui¢ao
de glicogénio hepatico pelo paracetamol foi relatada por
Itinose, Sakuno & Bracht (1989) e esta relacionada a sua
ligacdo irreversivel a um metabolito reativo ou a inibigdo
do metabolismo energético mitocondrial. Apesar da ndo
realizacdo de uma analise quantitativa, foi possivel
observar que o pré-tratamento com o asiaticosideo
interferiu pouco neste processo em 24 horas, entretanto
foi mais efetivo em 72 horas, reduzindo parcialmente as
inclusdes PAS positivas na zona 3.

Com relagdo as transaminases hepaticas, na
dose utilizada, o asiaticosideo apresentou potencial
efeito hepatoprotetor, pois os grupos que sofreram pré-
tratamento com asiaticosideo (24 e 72 horas), quando
comparados ao grupo controle positivo, mostraram
expressiva diminui¢do dos valores de AST e ALT, sendo
significativos para AST em 72 horas e para ALT em 24
e 72 horas conforme figura 05. Resultados semelhantes
a estes foram encontrados por Antony et al. (2006) em
modelo experimental de injuria hepatica causada por
tetracloreto de carbono em ratos e por Zhang et al. (2010)
em modelo experimental de lesdo hepatica induzida com
lipopolisacarideo/d-galactosamina em camundongos.

A aspartato aminotransferase (AST) ¢ uma
enzima encontrada em concentracdo eclevada no
musculo cardiaco, figado e musculo esquelético e
mais discretamente nos rins ¢ pancreas. Na célula
hepatica, a AST localiza-se no citoplasma (40%) ¢ na
mitocondria (60%). A alanina aminotransferase (ALT) ¢
uma enzima encontrada predominantemente no figado,
em concentracdo moderada nos rins € em menores
quantidades no coracgdo e nos musculos esqueléticos. Na
célula hepatica, a ALT localiza-se no citoplasma (90%) e
na mitocondria (10%). Qualquer lesdo tissular ou doenga
afetando o parénquima hepatico liberara uma maior
quantidade destas enzimas para a corrente sanguinea,
elevando os niveis séricos da AST e ALT, o que indica
doenga hepatocelular.

A clevagdo das transaminases ocorre em muitos
disturbios hepaticos, como nas hepatites autoimune, A ¢
B, naacgdo de substancias toxicas, na doenga gordurosa, no
alcoolismo e em tumores (Johnston, 1999). Drogas com
capacidade de moderar ou impedir a elevagdo plasmatica
destas enzimas, apresentam importancia terapéutica,
uma vez que podem ser utilizadas na prevencdo e
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no tratamento de distirbios hepaticos, sobretudo nas
hepatites toxicas, em que se observam elevagdes que
podem variar de 300 a 10.000 U/l (Giannini et al., 2005).

A fosfatase alcalina compreende um grupo
de enzimas fosfohidrolases que apresentam atividade
maxima em pH alcalino, proximo de 10. A enzima
¢ encontrada em varios tecidos, com maiores
concentragdes no figado, no epitélio do trato biliar e
no 0sso. A elevagdo dos niveis séricos desta enzima nas
doengas hepaticas indica comprometimento ductular.
No presente estudo, ndo foi verificada grande elevagao
da concentragdo sanguinea de fosfatase alcalina em
nenhum dos grupos, incluindo-se aqui o grupo controle
positivo e nem diferenca significativa entre os grupos
(figura 05). A auséncia de elevagdo de FAalc no
grupo controle positivo (e nos demais) esta de acordo
com os achados histologicos, uma vez que ndo foram
observadas alteragdes em ductos biliares na microscopia
de luz; indicando, assim, que a hepatotoxicidade por
paracetamol seja citolitica e ndo colestatica, conforme
Matos & Martins (2005).

A atividade hepatoprotetora do asiaticosideo,
verificada neste e nos estudos realizados por Antony
et al. (2006) e Zhang et al. (2010), esta relacionada a
sua propriedade antioxidante (Guo et al., 2004). Para
o caso especifico do paracetamol, o asiaticosideo atua
neutralizando os radicais livres formados pela ativacao
da via metabdlica do Citocromo P450, devido a saturagao
da via preferencial de metaboliza¢do deste analgésico
por glicuronidagdo e sulfatacdo. Outras propriedades
atribuidas ao asiaticosideo certamente estao relacionadas
a sua agdo antioxidante, principalemente aquelas em que
a inflamag@o esta presente, como na celulite, nas doencgas
de pele, feridas, dermatite, processos degenerativos
do tecido conjuntivo (Barnes et al., 2012), haja vista
que no processo inflamatorio ha produgao de radicais
livres e diversas citocinas. E evidente que a agdo do
asiaticosideo neste tipo de processo ¢ potencializada
pela sua atividade bioativante da circulag@o periférica e
revascularizante (Shukla et al., 1999).

Os resultados obtidos contribuem para
a confirmagdo da atividade hepatoprotetora do
asiaticosideo quando utilizado em dose terapéutica ja
estabelecida, podendo esta ser incluida com seguranga
em seu espectro de indicagdes clinicas. Com base nos
resultados, pode-se concluir que o asiaticosideo, na
dose usualmente empregada na fitoterapia, apresentou
atividade hepatoprotetora na hepatite aguda causada
por eclevada dose de paracetamol, evidenciada pela
diminui¢do histologica de necrose e focos inflamatorios,
e reducdo dos niveis séricos de ALT ¢ AST.
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ABSTRACT

Hepatoprotective activity of asiaticoside in experimental
liver injury induced by paracetamol in rats

Asiaticoside is a triterpenoid present in Centella asiatica
extract, responsible for the therapeutic activity of this
plant in chronic liver disease. The hepatocyte is the cell
responsible for the endocrine and exocrine functions
of the liver, in addition to the conversion of harmful
substances into non-toxic compounds that are excreted
in the bile. That is why the liver is sensitive to the action
of some drugs, such as paracetamol. Hence, paracetamol
was used as an experimental model of liver damage, with
the aim of assessing the effectiveness of asiaticoside,
in a standard therapeutic dose, as a hepatoprotector
in Wistar rats. In this experiment, 40 animals were
used and divided into two groups: those treated with
asiaticoside and the untreated control group. Animals
from the first group were subjected to pretreatment
with the active ingredient (1mg/kg/dia P.O.) for eight
days and exposed to a toxic dose of paracetamol (3 g/
kg P.O.) on the eighth day. After 24 h and 72 h, these
rats were sacrificed for the collection of blood samples
and liver fragments. To assess hepatoprotective activity,
serum enzymes (AST, ALT and alkaline phosphatase)
indicative of liver damage were measured and
histological and morphological analyses of liver tissue
were performed. The results obtained showed that
asiaticoside exerted hepatoprotective action, since it
promoted a reduction in histological lesions and a
decrease in serum levels of AST and ALT. From these
results, we conclude that asiaticoside, in the dose most
commonly used in herbal medicine, protects the liver
against acute hepatitis induced by paracetamol.
Keywords: Centella asiatica. Paracetamol. Morphology.
Liver. Hepatic transaminases.
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