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RESUMO 

A espécie vegetal Vernonia Condensata Baker (Asteraceae), tradicionalmente 
empregada para o alívio de diversas doenças, tais como distúrbios gástricos e 
hepáticos, e, ainda, em processos inflamatórios, foi foco deste estudo que buscou 
aprofundar os conhecimentos sobre o potencial biológico desta espécie. As folhas 
da mesma foram submetidas à extração a frio com etanol. O extrato (EE) assim 
obtido foi seco e ressuspendido, passando por um processo de partição líquido-
líquido com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as partições: 
hexânica (PH), diclorometânica (PD) e em acetato de etila (PA). A atividade 
hepatoprotetora foi avaliada in vivo. Para tal foram aplicados três modelos de 
indução de lesão hepática: paracetamol dose aguda, paracetamol doses repetidas e 
etanol dose aguda. Para o primeiro modelo foram testados o extrato etanólico e suas 
partições, observou-se inibição do dano hepático para os animais tratados com PA 
nas concentrações 50, 100 e 200 mg / kg, com a diminuição dos níveis das 
transaminases hepáticas, dos parâmetros lipídicos e ação antioxidante observada 
pelos ensaios de peroxidação lipídica e atividade das enzimas catalase e glutationa 
reduzida realizados no tecido hepático. Para o modelo de paracetamol em doses 
repetidas os animais foram tratados com PA nas concentrações 100 e 200 mg / kg, 
dado o perfil do tratamento não foram observadas diferenças significativas entre os 
parâmetros bioquímicos dos diferentes grupos, porém foi possível verificar a 
atividade antioxidante da partição para este modelo. Para indução de lesão hepática 
aguda por etanol, observaram-se diferenças significativas para os níveis de 
transaminases hepáticas para os grupos tratados simultaneamente e após a indução 
com PA na concentração de 200 mg / kg. A atividade anti-inflamatória in vitro 
também foi testada frente a células RAW (macrófagos) para PA e os níveis de NO, 
IL- 6 e TNF- α foram dosados e observou-se redução significativa destes 
mediadores pró-inflamatórios. A atividade antibacteriana das amostras foi verificada 
pelos testes de concentração inibitória mínima (CIM), concentração bactericida 
mínima (CBM), checkerboard, análise da curva de crescimento, viabilidade celular e 
inibição da adesão do biofilme. Os resultados da CIM para PA indicaram moderada 
atividade antibacteriana para as cepas de S. aureus com resultados iguais ou 
inferiores a 625 µg / mL, apresentando, então, atividade bacteriostática. PA levou a 
diminuição da velocidade de crescimento das cepas de S. aureus bem como inibiu a 
adesão do biofilme. Em PA, que se mostrou mais promissora pelos ensaios 
realizados, foram identificados e quantificados por meio de cromatografia líquida de 
alta eficiência acoplada a arranjo de diodo com padrões externos os flavonoides 
luteolina, apigenina e o composto fenólico ácido clorogênico. PA foi ainda fracionado 
e de uma das frações obtidas foi isolado, identificado e quantificado o ácido 1,5 – o- 
dicafeoilquínico. A presença destes pode justificar, em parte, as atividades 
observadas neste estudo. 
 
Palavras-Chave: Vernonia condensata Baker, etnofarmacologia, bioatividades, 
hepatoproteção, antibacteriana.  



 
 

ABSTRACT 

Vernonia Condensata Baker (Asteraceae), traditionally used for the relief of several 
diseases, such as gastric and hepatic disorders, and also in inflammatory processes, 
was the focus of this study, which sought to deepen the knowledge about the 
biological potential of this species. The leaves were subjected to cold extraction with 
ethanol. The extract (EE) thus obtained was dried and resuspended, passing through 
a liquid-liquid partitioning process with solvents in increasing order of polarity, giving 
the partitions: hexane (PH), dichloromethane (PD) and ethyl acetate (PA). 
Hepatoprotective activity was evaluated in vivo. Three models of hepatic injury 
induction were applied: acetaminophen, acetaminophen, acetaminophen, 
acetaminophen and acetaminophen. For the first model the ethanolic extract and its 
partitions were tested, inhibition of hepatic damage was observed for the animals 
treated with PA at the concentrations 50, 100 and 200 mg / kg, with the reduction of 
hepatic transaminases levels, lipid parameters and antioxidant action observed by 
the lipid peroxidation assays and the activity of catalase and reduced glutathione 
enzymes performed in hepatic tissue. For the paracetamol model in repeated doses 
the animals were treated with PA at concentrations 100 and 200 mg / kg, given the 
treatment profile no significant differences were observed between the biochemical 
parameters of the different groups, however it was possible to verify the antioxidant 
activity of the partition for this model. For induction of acute hepatic injury by ethanol, 
significant differences were observed for hepatic transaminase levels for the groups 
treated simultaneously and after induction with BP at the concentration of 200 mg / 
kg. In vitro anti-inflammatory activity was also tested against RAW (macrophages) 
PA cells and levels of NO, IL-6 and TNF-α were measured and a significant reduction 
of these pro-inflammatory mediators was observed. The antibacterial activity of the 
samples was verified by tests of minimum inhibitory concentration (MIC), minimum 
bactericidal concentration (MBC), checkerboard, growth curve analysis, cell viability 
and inhibition of biofilm adhesion. The results of CIM for PA indicated moderate 
antibacterial activity for S. aureus strains with results equal to or less than 625 μg / 
mL, presenting bacteriostatic activity. PA led to a decrease in the growth rate of S. 
aureus strains as well as to inhibit biofilm adhesion. In PA, which was more 
promising for the tests performed, the flavonoids luteolin, apigenin and the 
chlorogenic acid phenolic compound were identified and quantified by means of high 
performance liquid chromatography coupled to diode array with external standards. 
PA was further fractionated and one of the fractions obtained was isolated, identified 
and quantified 1,5 - o - dicyclohexylic acid. The presence of these may justify, in part, 
the activities observed in this study. 
Keywords: Vernonia condensata Baker, ethnopharmacology, bioactivities, 
hepatoprotection, antibacterial. 
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1 JUSTIFICATIVA 

 

Vernonia condensata Baker (Asteraceae Bercht. & Presl), popularmente 

conhecida como figatil, boldo baiano ou necroton, tem sido tradicionalmente usada 

no Brasil e em diversos países africanos como hepatoprotetora, antimicrobiana, 

antipirética, antiulcerogênica (LORENZI; MATOS, 2002), analgésica e anti-

inflamatória (FRUTUOSO et al., 1994; RISSO, 2010; SILVA et al., 2011; 

VALVERDE, 2001). Existem, ainda, relatos de seu uso como agente protetor contra 

a ação deletéria de veneno de cobras (HOUGHTON; OSIBOGUN, 1993; PEREIRA 

et al. 1994). 

Adicionalmente, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos do Ministério da Saúde brasileiro divulgou, em 2009, a Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que contém os 

nomes de 71 plantas com potencial terapêutico, onde a V. condensata ocupa a 69ª 

posição. O objetivo desta lista é  

"orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar 

a elaboração da relação de fitoterápicos disponíveis para uso 

da população, com segurança e eficácia para o tratamento de 

determinada doença" (BRASIL, 2009). 

Sob a ótica da pesquisa científica, ao se efetuar atualização da literatura 

por meio de importante plataforma de busca utilizada por profissionais da área de 

saúde, o Pubmed, e empregando como palavras-chave hepatoprotective e Vernonia 

condensata e antimicrobial activity e Vernonia condensata, ambas as combinações 

confirmaram a necessidade de exploração desses temas, visto que, no primeiro 

caso, não havia nenhum relato, e no segundo, somente duas publicações, sendo 

que, em uma delas, não foram realizados experimentos de ação antimicrobiana 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=hepatoprotective+and+Vernonia+cond

ensata;https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antimicrobial+activity+and+Vern

onia+condensata, acessado em 14 de junho de 2013). 

Estudos prévios mostraram que a partição em acetato de etila (PA) 

concentra altos teores de compostos fenólicos e flavonoides e, ainda, apresenta 

atividade antioxidante promissora (SILVA et al, 2013). Assim, o presente trabalho 

visou aprofundar os estudos químicos e biológicos de PA.  
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Portanto, com base na abordagem etnofarmacológica de V. condensata e 

em estudos preliminares de suas propriedades biológicas realizados por esta 

investigadora, a presente tese visou avaliar a atividade hepatoprotetora in vivo, 

aprofundar os estudos in vitro acerca dos potenciais anti-inflamatório e 

antibacteriano dessa planta medicinal, previamente observado, além de identificar 

seus constituintes químicos. 
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2 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

2.1 HIPÓTESE 

Qual partição da espécie vegetal V. condensata possui atividades hepatoprotetora, 

antioxidade in vivo, anti-inflamatória e antibacteriana? 

2.2 OBJETIVO GERAL 

Avaliar as atividades hepatoprotetora in vivo e antibacteriana e anti-inflamatória in 

vitro de V. condensata e identificar constituintes químicos presentes no extrato ou 

partição mais ativa obtida a partir das folhas. 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Investigação da atividade hepatoprotetora in vivo 

- Avaliar a atividade hepatoprotetora in vivo do extrato etanólico bruto (EE) e suas 

partições hexânica (PH), diclorometânica (PD) e em acetato de etila (PA) frente ao 

modelo de hepatotoxidade induzido;  

Investigação da atividade anti-inflamatória in vitro de PA 

- Avaliar a atividade anti-inflamatória de PA por meio de ensaios in vitro utilizando 

linhagem celular Raw 264.7 com lesão induzida por LPS; 

Investigação da citotoxidade in vitro de PA 

- Verificar a citotoxidade de PA para diferentes linhagens celulares; 

Investigação da atividade antibacteriana in vitro 

- Avaliar o potencial antibacteriano de EE, PH, PD e PA frente a bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas envolvidas em vários cenários relevantes, desde clínicos 

até ambientais; 

Caracterização do perfil fitoquímico 

- Identificar e quantificar marcadores químicos presentes na partição em acetato de 

etila (PA); 

- Isolar e identificar substância química de PA. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 VERNONIA CONDENSATA BAKER: CONSIDERAÇÕES RELEVANTES  

 

V. condensata Baker é um arbusto zoocórico, família das Asteraceae 

gênero Vernonia, distribuído principalmente no cerrado, matas de galerias e regiões 

semi-áridas do nordeste do Brasil, bem como em diversas áreas africanas 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; RAMOS et al., 2013). As folhas deste arbusto 

(Figuras 1 e 2) são descritas como simples, com forma elíptica e aguda para o ápice 

acuminado; apresenta base cuneiforme e margem denteada. Possuem consistência 

membranosa e estão inseridas em um padrão em espiral. Vistas pela frente, 

apresentam epiderme hipoestomática e com estômatos anomocíticos e tricomas na 

superfície abaxial. V. condensata apresenta dois diferentes tipos de tricomas 

glandulares com um número variável de células-haste, enquanto as células terminais 

possuem forma semi-esférica alongada. O mesófilo é dorsiventral e a nervura central 

no terço médio das folhas, em geral, apresenta cinco (5) feixes vasculares 

colaterais. As veias laterais do sistema vascular também são colaterais e pode ou 

não apresentar extensões de bainha em relação à superfície. No pecíolo ocorre 

massa globular formada por cristais em forma de agulha (LOLIS; MILANEZE-

GUTIERRE, 2003; MILAN et al., 2006). 

 
Figura 1: Fotografia de Vernonia condensata cultivada no Horto Medicinal da Faculdade de Farmácia 
da Universidade Federal de Juiz de Fora, onde se observa os aspectos gerais da morfologia externa 
dessa espécie. 

 

Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2013. 
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Figura 2: Fotografia da morfologia foliar externa de Vernonia condensata 

 

Fonte: SILVA, 2012. 

Sob o ponto de vista químico, as plantas, em seu metabolismo, sintetizam 

diferentes classes de substâncias importantes à sua sobrevivência, adaptação e 

reprodução. Estes produtos do metabolismo vegetal são divididos em metabólitos 

primários (carboidratos, lipídeos e proteínas) e secundários, também denominados 

especiais (compostos fenólicos, cumarinas, flavonoides, alcaloides, entre outros). 

Estudos que tratam especificamente das moléculas sintetizadas por V. condensata 

são escassos. Bohlmann e colaboradores (1981), ao estudarem espécies do gênero 

Vernonia, identificaram a presença de alguns hirsutinolídeos e, para esta planta 

medicinal, foram identificados dois (2) derivados do 8-α-acetoxi-10-β-hidroxi-

isohirsutinolídeo. A lactona sesquiterpênica, vernoniosídeo B2, também foi descrita 

(VALVERDE et al., 2001), assim como também foram detectados os flavonoides 

luteolina e apigenina (SILVA et al., 2013), e alcaloides isoquinolínicos (AFFONSO, 

2001). As atividades biológicas descritas na literatura para esses constituintes 

químicos sugerem que tais metabólitos estejam envolvidos com as ações 

antioxidante, antimicrobiana, analgésica, antipirética e anti-inflamatória relatadas 

pela medicina tradicional. Diferentes metabólitos secundários são descritos para 

espécies deste gênero (Tabela 1); porém, referências que quantifiquem esses 

compostos isolados, bem como que correlacionem a presença de determinados 

componentes com as atividades biológicas sugeridas, são raras. 
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Tabela 1: Metabólitos secundários descritos para espécies do gênero Vernonia 

Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Quanto ao aspecto ecológico, estudos têm relatado que V. condensata é 

hospedeira de certos insetos, como a Bucephalogonia xanthophis (Berg) 

(BEZERRA-SILVA et al., 2012; MIRANDA et al., 2008), os insetos machos são 

atraídos pelos compostos voláteis liberados pelas folhas de V. condensata (ARAB; 

BENTO, 2006). A multiplicação in vitro desta Vernonia, como medida para minimizar 

o impacto de sua crescente exploração nas reservas naturais, foi proposta com 

sucesso (VICENTE et al., 2009). 

O papel de V. condensata como planta medicinal no Brasil pode ser 

observado em diversos estudos de revisão etnobotânica e etnofarmacológica 

(MONTEIRO et al., 2011; PERONI; BEGOSSI; HANAZAKI 2008; ROSSATO et al., 

1999; SCUDELLER et al., 2009; VOEKS, 1996). Entre as plantas medicinais usadas 

tradicionalmente para combater e prevenir malária, V. condensata foi citada pela 

população para tratar sintomas da infecção pelo protozoário envolvido no processo, 

estando sua aplicação relacionada aos distúrbios do fígado causados pelo parasito 

(BRANDÃO et al., 1992). 

A revisão de Houghton e Osibogun (1993) relatou o uso desta espécie no 

tratamento de picadas de cobras, referenciando Pereira e colaboradores (1991) que, 

por sua vez, demonstraram a ação antiofídica do extrato aquoso das folhas da 

planta, via oral, em camundongos, frente ao veneno de Bothrops jararaca, 

corroborando seu uso popular para esse propósito. 

Metabólito Referência 

Vernonidina Kupchan et al., 1969 

3-oxovernoniol B1, Hidroxivernolídeo, Isovernoniol B1, Vernodalina, 

Vernoniol: A4 e B1 
Ohigashi et al., 1994 

Vernodalol, Vernolida Erasto et al., 2006 

Ácido mirístico, Ácido 9-metildodecanoico, Ácido 14-

metilhexadecanoico, Ácido linoleico, Ácido alfa-linoleico, Ácido 

esteárico, Ácido eicosanoico, Ácido heneicosanoico, Ácido gama-

linoleico, Ácido docosanoico, Ácido tetradocosanoico 

Erasto et al., 2007 

Ácido 1,5-dicafeoilquínico, Ácido clorogênico, Apigenina-O-

glucoronídeo, Luteolina e seus derivados glicosilados, Rutina 
Ola et al., 2009 

Vernodalinol, Vernoniosídeo: A1, A2, A3, A4, B1 e B2 Luo et al., 2010 
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O levantamento sobre o perfil dos consumidores de plantas medicinais e 

condimentares no município de Pato Branco, Paraná, realizado por Marchese e 

colaboradores (2004), apontou a V. condensata como uma entre as dez plantas 

medicinais preferidas pela população local, onde é tradicionalmente chamada de 

boldo e utilizada no tratamento de distúrbios hepáticos.  

Albuquerque e colaboradores (2007) fizeram um levantamento das 

plantas medicinais da caatinga, região semi-árida do Brasil, com base em uma 

análise de dados de 21 referências. A espécie é conhecida nesta região como 

alcachofra e alumã e, segundo estes autores, é usada tradicionalmente para o 

tratamento de afecções do estômago, problemas digestivos e hepáticos, bem como 

para dores musculares.  

Pesquisa etnofarmacológica realizada na cidade de Diadema, São Paulo, 

buscou analisar a influência do uso de plantas medicinais na região por migrantes de 

outros estados. Neste estudo, as entrevistas, usadas como instrumento de 

investigação, apontaram o uso de V. condensata, mais uma vez, no tratamento de 

distúrbios gástricos e hepáticos, além do frequente cultivo doméstico dessa planta 

(GARCIA et al., 2010). Outro estudo foi publicado, no qual esta espécie teve seu uso 

tradicional elencado entre as plantas usadas em Santa Catarina, onde é conhecida 

como boldo da Amazônia, com aplicação popular no tratamento de 

hipercolesterolemia e hiperglicemia, como emagrecedor e no tratamento de doenças 

do fígado, como hepatite (GIRALDI; HANAZAKI, 2010). O mesmo uso tradicional foi 

relatado no estudo realizado por Pompilho e colaboradores (2011), em um 

levantamento etnobotânico na cidade de Natividade, Rio de Janeiro, onde também é 

conhecida como boldo.  

Em estudo mais recente, Conde e colaboradores (2014) listaram, na 

região da Zona da Mata Mineira, as plantas medicinais usadas pela população local 

e, novamente, foi relatado o uso tradicional das folhas de V. condensata, conhecida 

nesta região como necroton, como hepatoprotetoras. 

O uso popular de V. condensata não se limita apenas ao homem. Existem 

comunidades nas quais a espécie é utilizada no tratamento de dor, inflamação e até 

mesmo como cicatrizante em animais (OLIVEIRA et al., 2009). 

Os principais usos tradicionais de V. condensata citados em diferentes 

fontes de revisão estão resumidos na Tabela 2. 
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Tabela 2: Usos tradicionais de Vernonia condensata 

Uso Tradicional 
Parte 

da 
Planta 

Forma 
de 

Uso 
Local Referência 

Analgésico e anti-
inflamatório 

Folhas Suco/Infusão Nordeste 
Albuquerque et al., (2007); Oliveira et 

al, 2009; Monteiro et al, 2011 

Cicatrizante Folhas 
Suco/ 

Emplastro 
Diversas 
regiões 

Oliveira et al, 2009 

Picada de Cobra Folhas Infusão 
Diversas 
regiões 

Pereira et al.,1991; Houghton; 
Osibogun,1993 

Hepatoprotetor e 
distúrbios hepáticos 

Folhas Suco 

Paraná; 
Nordeste; 
São Paulo; 

Rio de 
Janeiro; 
Minas 
Gerais 

Brandão et al, 1992; Voeks, 1996; 
Albuquerque et al. 2007; Scudeller et 
al., 2009; Garcia et al, 2010; Giraldi; 

Hanazaki, 2010; Monteiro et al, 2011; 
Pompilho et al, 2011; Conde, 2014 

Distúrbios gástricos Folhas Suco/Infusão 
Nordeste; 
São Paulo 

Voeks, 1996; Scudeller et al., 2009; 
Garcia et al., 2010; Giraldi; Hanazaki, 

2010; Monteiro et al, 2011 

Emagrecedor e 
Hipocolesterolêmico 

Folhas Infusão 
Santa 

Catarina 
Giraldi; Hanazaki, 2010 

Diabetes Folhas Suco/Infusão 
Santa 

Catarina 
Monteiro et al, 2011 

Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR (2016). 

 

No Brasil, uma mistura popular, constituída do extrato de sete (7) plantas, 

tem sido utilizada para melhorar a atividade do sistema imunológico, bem como para 

combater a proliferação de células tumorais. As plantas são Babaçu (Orbignia 

martiana Rodr.), Ipê-roxo (Tabebuia avellanedae L.G.), Bardana (Arctium lappa L.), 

Rosa (Rosa centifolia L.), Espinheira-Santa (Maytenus ilicifolia Mart.), Boldo-baiano 

(Vernonia condensata Baker) e Tuia (Thuja occidentalis L.). A mistura é denominada 

"Mais Vida" (CORREA et al., 2006; FRANÇA et al., 2010; FRANÇA et al., 2012). 

Correa e colaboradores (2006) verificaram a capacidade do "Mais Vida" em modular 

a atividade funcional de fagócitos do sangue. Estes autores concluíram que os 

resultados obtidos contribuíram para a sustentação do uso popular do composto 

"Mais vida" como imunomodulador. Outros efeitos imunomoduladores deste 

composto contendo extrato de V. condensata foram avaliados in vivo e in vitro 

apresentando resultados bastante promissores como agente imunoestimulante 

(FRANÇA et al., 2010, FRANÇA et al., 2012). 

Na busca por compostos antimicrobianos naturais, o extrato etanólico a 

10% de partes aéreas de V. condensata teve a atividade antibacteriana avaliada 

para Staphylococcus aureus e Escherichia coli pelos testes de difusão em ágar, CIM 

e CBM, o qual não demonstrou atividade significativapara ambos os micro-
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organismos (BRASILEIRO et al., 2006). No entanto, segundo Fabri e colaboradores 

(2011), o extrato metanólico das folhas dessa espécie vegetal foi ativo contra cepas 

de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Salmonella enterica subsp 

enterica sorovar Typhimurium e Klebsiella pneumoniae. Em estudo realizado por 

Erasto e colaboradores (2006), duas lactonas sesquiterpênicas foram isoladas a 

partir de folhas de Vernonia amygdalina, espécie representativa do gênero Vernonia: 

vernolida e vernodalol. Estas foram testadas pelo método de diluição em ágar contra 

10 cepas bacterianas e cinco (5) espécies de fungos. Vernolida demonstrou 

atividade contra B. cereus, Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Streptococcus 

pyogenes. Entre os micro-organismos Gram-negativos, vernolida teve ação somente 

sobre Salmonella pooni. O vernodalol foi ativo contra B. cereus, S. epidermidis, S. 

pooni e S. pyogenes. Portanto, concluiu-se que os resultados obtidos com estes 

compostos fornecem suporte científico para a utilização médica de folhas da espécie 

no tratamento de doenças infecciosas. Também para V. amygdalina, Anibijuwon et 

al. (2012) observaram que o extrato etanólico foi mais ativo do que o extrato aquoso 

frente a cepas de Streptococcus mutans e S. aureus. Okigbo e Mmeka (2008) 

também fizeram observações semelhantes para os extratos aquoso e etanólico, 

frente a S. aureus, E. coli e Candida albicans. 

A atividade antioxidante, avaliada pelo método do DPPH, também foi 

observada para o extrato metanólico das folhas de V.condensata (FABRI et al., 

2011). A mesma atividade também foi avaliada por Silva e colaboradores (2013) 

para o extrato etanólico das folhas e suas partições (hexânica, diclorometânica, em 

acetato de etila e butanólica) que avaliaram, ainda, a atividade antioxidante pelo 

método poder de redução do Fe + 3, pelo teste de reação com fosfomolibdênio e pelo 

teste do ácido tiobarbitúrico. Considerando os resultados obtidos, os autores 

ressaltaram que o extrato etanólico bruto, as partições diclorometânica e em acetato 

de etila são promissores agentes antioxidantes. Dois flavonoides com atividade 

antioxidante, luteolina e apigenina, foram detectados na partição em acetato de etila.  

A ação analgésica central foi observada por Frutuoso (1994) para o 

extrato aquoso liofilizado (200 mg / kg) em modelo de contorções abdominais. Neste 

estudo, também foi observado o aumento acentuado do tempo de sono induzido por 

tiopental. Já a fração polar, preparada por lavagem do extrato bruto com clorofórmio, 

não alterou o tempo de sono, mas manteve a atividade analgésica. Os autores 

relataram, ainda, a atividade antiulcerogênica do extrato aquoso liofilizado em ratos 
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com úlcera péptica induzida por indometacina. A atividade analgésica também foi 

observada por Risso e colaboradores (2010), Affonso (2001) e Silva e colaboradores 

(2011) para diferentes extratos da planta.  

O extrato etanólico das folhas de V. condensata também teve sua 

atividade anti-inflamatória avaliada em modelo animal pelos testes de edema de 

pata induzida por carragenina e de pleurisia induzida por carragenina (SILVA et al., 

2011). Este estudo sugeriu que as ações anti-inflamatórias do extrato estão 

relacionadas com a inibição de um ou mais sinais intracelulares de vias envolvidas 

nos efeitos de mediadores inflamatórios. Os autores relataram letargia nos animais 

tratados, indicando um provável efeito sedativo. Assim, usaram modelo de sono 

induzido para melhor compreender a sonolência e letargia. O extrato etanólico de V. 

condensata aumentou significativamente a duração do sono induzido em 

camundongos sugerindo provável ação tranquilizante, bem como ação depressora 

do SNC.  

A toxicidade aguda, a embriotoxicidade e a mutagenicidade também 

foram avaliadas em animais para o extrato aquoso liofilizado de folhas de V. 

condensata. Nenhuma toxidade foi observada após a administração oral. A 

embriotoxicidade foi investigada em camundongos Han: NMRI. Exceto por uma 

pequena redução de peso corporal fetal acompanhada por sinais de ossificação 

retardada na dose mais elevada, nenhum outro efeito embriotóxico foi observado 

pelo grupo. A mutagenicidade foi avaliada em Salmonella sp pelo teste de Ames e o 

mesmo não foi mutagênico para cepas teste TA97a, TA98 e TA100. Com os 

resultados obtidos sugeriram que o extrato aquoso desta espécie apresenta baixa 

toxicidade aguda, não possui efeitos teratogênicos e não oferecem riscos 

mutagênicos (MONTEIRO et al., 2001). Este trabalho foi citado como referência por 

Rodrigues et al. (2011) em sua revisão intitulada: “Efeito embriotóxico, teratogênico 

e abortivo de plantas medicinais” o que ajuda a evidenciar a relevância da espécie 

no rol de plantas medicinais usadas tradicionalmente no país. Com impacto 

semelhante, este estudo também foi referenciado em 2011 por Veríssimo e 

colaboradores, em estudo sobre as plantas de interesse do Governo Federal onde 

compilou referências de trabalhos relacionados a toxidade no sistema reprodutor de 

fêmeas e no desenvolvimento do feto. 
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3.2 O FÍGADO: BREVES CONSIDERAÇÕES 

O fígado é um órgão vital e bastante complexo do corpo humano. É 

responsável por centenas de reações metabólicas necessárias à sobrevivência do 

organismo. Didaticamente, as funções hepáticas podem ser divididas em duas 

categorias principais: uma de processamento das substâncias absorvidas e reações 

de síntese; e a outra, secreção e excreção (LOPES, 2009). 

Figura 3: Ilustração da anatomia hepática humana 

 

 

Fonte: NETTER, 2000. 

Os hepatócitos, células parênquimais, correspondem a aproximadamente 

80% do tecido hepático, a fração não parenquimatosa equivale aos 20% restantes e 

são localizadas em compartimentos sinusoidais e das vias biliares do tecido. O 

hepatócito realiza muitas funções metabólicas e sintéticas, tais como 

armazenamento e de mobilização dos carboidratos, manutenção dos fatores 

sanguíneos de coagulação e o metabolismo de substâncias exógenas (fármacos ou 

drogas). Em condições normais, o hepatócito é capaz de se regenerar e restaurar a 

função normal. A manutenção da função hepática é vital para a fisiologia normal, e 

danos a esse órgão são prejudiciais para a saúde humana (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004). 
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As células de Kupffer (KC) constituem os macrófagos do tecido hepático. 

São encontradas no interior do lúmen das sinusoides do fígado, e estão 

constantemente expostas a bactérias da microbiota intestinal e toxinas diversas que 

muitas vezes as ativam. Uma vez ativas as KC produzem citocinas, óxido nítrico e 

outros mediadores da inflamação. Assim, pode-se dizer que estão intimamente 

envolvidas na resposta a infecções, toxinas, isquemia e outros tipos de estresse no 

tecido hepático (BILZER et al., 2006).  

As doenças hepáticas podem possuir etiologia diversa, podendo ser 

ocasionadas, por exemplo, por infecção viral, excesso de álcool ou exposição a 

determinados fármacos (GIANNINI, 2005). A lesão hepática induzida por vários 

agentes tóxicos, incluindo o paracetamol, tem sido atribuída, em parte, para a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores pelas KC. Foi 

demonstrado que fatores hepatoprotetores, tais como a interleucina (IL) -10 e os 

mediadores derivados de ciclo-oxigenase, também são regulados positivamente em 

resposta ao dano hepático, e as KC têm sido apontadas como fonte destes fatores 

moduladores. Estas células, também têm funções reguladoras importantes em 

estados patofisiológicos do fígado protegendo o órgão por meio da produção de uma 

variedade de fatores moduladores que podem neutralizar as respostas inflamatórias 

e / ou estimular a regeneração hepática (JU et al., 2002). 

Alguns parâmetros bioquímicos são usados como ferramentas de estudo 

e avaliação das funções hepáticas. Porém, a maioria dos testes clínico-laboratoriais 

empregados indicam apenas determinados aspectos do comprometimento do órgão. 

Os testes mais utilizados são os que avaliam as bilirrubinas, as proteínas séricas e 

algumas enzimas. Alguns fundamentos fisiopatológicos do diagnóstico enzimáticos 

são base para o entendimento da correlação da função hepática com estes 

parâmetros bioquímicos (LOPES, 2009). 

As enzimas podem ser classificadas em intra e extracelular, de acordo 

com o local onde exercem sua atividade biológica. As enzimas intracelulares 

diferenciam-se quanto à localização no interior da célula. Uma vez sintetizadas 

distribuem-se no citoplasma ou nas diferentes organelas citoplasmáticas 

participando dos processos celulares. Alterações na célula, tais como danos diretos 

na membrana celular, traumas, mudanças de pressão, quantidade insuficiente de 

oxigênio e substratos, alterações metabólicas são possíveis causas para liberação 

de enzimas intracelulares, aumentando assim seus níveis séricos. (LOPES, 2009). 
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O aumento dessas enzimas não é proporcional à gravidade da desordem 

em cada célula. Assim, na hepatite aguda causada por vírus, a lesão celular é 

ligeira, porém extensa (a maioria das células está comprometida) e de evolução 

rápida. Neste caso há acentuado aumento dos níveis séricos das enzimas 

transaminases. No caso de intoxicação por fungos, por exemplo, a lesão no 

hepatócito é grave, extensa e a evolução é rápida, acarretando aumento dos níveis 

séricos dessas enzimas e ainda daquelas de localização mitocondrial e lisossomal. 

A cirrose hepática por sua vez, é um quadro de lesão celular grave, porém, com 

pequena extensão e evolução lenta, produzindo discreto aumento dos níveis de 

atividade das aminotransferases (GIANINNI, 2005). 

As principais enzimas que fornecem informações sobre o 

comprometimento hepático são alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e a Ɣ-glutamiltransferase (GGT) 

(GHABRIL et al., 2010).  

A ALT é uma enzima intracelular de localização exclusiva citoplasmática. 

Encontra-se em maior concentração no tecido hepático, sendo encontrada também, 

porém em menores quantidades, no miocárdio, rins e músculos esqueléticos. Apesar 

de presente em outros tecidos é considerada pela prática clínica um importante 

marcador específico de lesão hepática (LOPES, 2009). 

A AST é encontrada no citoplasma e nas mitocôndrias do miocárdio e do 

fígado em maiores quantidades, sendo presente também no músculo esquelético, 

nos rins e no pâncreas. 

Em caso de hepatite fulminante (necrose hepática de grande extensão), 

os níveis de ALT e AST inicialmente aumentam, mas como os hepatócitos estão 

destruídos, os níveis retornam a níveis discretos ou normais (LOPES, 2009). 

Nas lesões hepáticas por envenenamento, os níveis de 

aminotransferases podem atingir valores muito elevados, já em casos de hepatite 

alcoólica a razão AST/ALT costuma ser de aproximadamente 2:1, sendo que o 

aumento dos níveis de AST raramente ultrapassa dez vezes o limite superior normal 

(GIANINNI, 2005). Certos medicamentos e alguns produtos químicos também 

podem provocar aumento nos níveis séricos das aminotransferases (Tabela 3). 
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Tabela 3: Medicamentos, toxinas e drogas que aumentam níveis séricos de 

atividade das aminotransferases. 

Medicamento Toxina Droga 

Paracetamol Tetracloreto de Carbono Esteroides anabolizantes 

Metildopa Clorofórmio Cocaína 

Carbamazepina Dimetilformamida Ecstasy 

Fluconazol Hidrazina Fenciclidina 

Heparina 2-Nitropropano  

Nitrofurantoína Tricloroetileno  

Alguns AINES Tolueno  

Fenitoína   

Sulfonamidas   

Ácido Valproico   

Vitamina A   

Anticoncepcionais   

Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR (2016). 

 

Outra enzima intracelular presente no fígado é a fosfatase alcalina (FAL). 

Porém também é encontrada em outros tecidos. Na clínica, o aumento dos níveis de 

FAL é indicativo de colestase, diminuição do fluxo biliar. Nas lesões hepáticas, 

observa-se aumento de até dez vezes o limite superior normal, como no caso de 

icterícia obstrutiva e nas colestases induzidos por drogas (LOPES, 2009). 

A Ɣ-glutamiltransferase (GGT) aparece no fígado (ductos biliares e fração 

microssomal) e em outros tecidos como o pâncreas, rins, intestino, próstata, 

coração, cérebro e glândulas mamárias. Esta enzima apresenta maiores alterações 

quando há comprometimento do sistema biliar. O consumo aumentado de etanol 

eleva os níveis de GGT no soro, porém uma vez cessada a ingestão da bebida, os 

níveis retornam aos valores normais (GHABRIL et al., 2010). 

3.2.1 Intoxicação hepática 

A hepatite medicamentosa ou lesão hepática idiossincrática induzida por 

drogas é definida como uma lesão hepática provocada pelo uso de fármacos 

sintéticos, fitofármacos, ou qualquer outro xenobiótico que conduz à alteração na 

bioquímica hepática com consequente aumento das aminotransferases (SUK, KIM, 

2012). Existem mais de 1.200 substâncias farmacêuticas com potencial de provocar 
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fenômenos de hepatotoxicidade, a imensa maioria de natureza idiossincrásica 

(BITTENCOURT, 2011). 

Dados mostram que aproximadamente 10% dos casos de óbito por 

doença hepática grave, ou da necessidade transplante de fígado, devem-se à lesão 

irreversível do hepatócito por fármacos (BARBIERI et al., 2010). 

A doença hepática medicamentosa é um problema de saúde pública com 

profundas implicações para os doentes, profissionais de saúde, indústrias 

farmacêuticas e os sistemas de saúde como um todo. Muitas vezes o lançamento de 

um novo medicamento é interrompido na fase de ensaios clínicos devido a questões 

toxicológicas e de segurança, com destaque para toxidade hepática (WATKINS, 

SEEFF, 2006). Sendo também a causa principal de remoção de drogas do mercado 

mesmo após as fases clínica e pós-clínica. Ainda é um desafio à prática clínica o 

diagnóstico preciso de hepatite medicamentosa devido à ausência de evidência 

direta da hepatotoxidade induzida e a sua incidência relativamente baixa (NOBRE et 

al., 2008). O atraso no estabelecimento do diagnóstico é, portanto, muito comum 

uma vez que requer a exclusão de outras causas de lesão hepática (GHABRIL, 

2010). 

A insuficiência hepática aguda é um quadro clínico grave e imprevisível, 

podendo ser definido pelo aparecimento repentino de encefalopatia e distúrbios na 

coagulação. A superdosagem de paracetamol é a causa mais comum de 

insuficiência hepática aguda e é, ainda, uma das principais causa de lesão hepática 

que leva ao transplante de fígado (FONTANA, 2008). 

O paracetamol, também chamado acetoaminofeno, é um fármaco com 

ação analgésica e antitérmica cuja venda é isenta de prescrição. É encontrado sob 

diversas formas farmacêuticas com fácil acesso para população, porém muitos 

desconhecem seus efeitos nocivos ao organismo (HE et al., 2011; SEBBEN et al., 

2010). Vários princípios ativos de uso comum na prática clínica são potenciais 

agressores aos tecidos hepáticos (Tabela 4). 
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Tabela 4: Lesões hepáticas induzidas por fármacos e principais fármacos 
envolvidos. 

Tipo de lesão Principais drogas 

Lesão aguda no fígado 

dependente da dose 
Paracetamol, salicilatos (>2g/dia) 

Lesão aguda no fígado 

independente da dose 
Indometacina, alopurinol, atenolol, piroxicam, carbamazepina 

Infiltração de gordura no 

fígado 
Salicilatos, fenitoína, ácido valproico, metotrexato, tetraciclinas 

Icterícia 

 

Eritromicina, carbamazepina, cefalosporinas, haloperidol, 

cetoconazol, contraceptivos orais, antidepressivos tricíclicos 

Nódulos inflamatórios crônicos Quinidina, carbamazepina, fenilbutazona 

Doenças hepáticas crônicas Paracetamol (uso crônico), metildopa, nitrofurantoína 

Cirrose hepática Metotrexato, terbinafina 

Icterícia crônica 
Combinação de clorpromazina e ácido valpróico, imipramina, 

fenitoína 

Tumor hepático Esteroides anabolizantes, contraceptivos orais 

Fonte: HepCNet, 2003 com modificações. 

 

O metabolismo do paracetamol é hepático e pode ocorrer por meio de 

três mecanismos distintos: sulfatação, glicuronização e oxidação (Figura 4). Quando 

ligado ao ácido glicurônico, o acetoaminofeno produz um metabólito inerte, da 

mesma forma como quando passa pelo mecanismo de sulfatação. A via oxidativa 

produz um metabólito altamente tóxico que em condições terapêuticas, se une a 

glutationa, formando conjugados de cisteína e ácido mercaptúrico (SEBBEN et al., 

2010). Porém, quando administrado em doses acima de 4 g/dia, após a saturação 

das vias metabólicas principais, o paracetamol sofre oxidação, gerando o metabólito 

tóxico n-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) (HE et al., 2011).  
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Figura 4: Ativação do paracetamol pelo citocromo P450 levando a hepatotoxidade.  

 

Fonte: Klaassen, 2007 (adaptado). 

 

Quando administrado em doses terapêuticas, o metabolismo do 

paracetamol resulta em quantidades pequenas de NAPQI que são conjugadas a 

glutationa. Em doses elevadas, a oxidação do paracetamol por meio da ativação do 

sistema citocromo P450 (CYP) incrementa a produção de NAPQI, e o acúmulo deste 

leva a um processo irreversível de lesão hepatocelular (JUNIOR, 2011).  

A NAPQI é um metabólito muito reativo que se liga a proteínas dos rins e 

do fígado do organismo intoxicado. Estudos revelaram que, tanto em roedores 

quanto em humanos, leva a lesão mitocondrial e fragmentação de DNA, resultando 

em morte celular por necrose (MCGILL et al, 2012). 

Outro importante agente causador de lesões hepáticas é o álcool etílico. 

Entre as inúmeras drogas de abuso, o álcool é uma das drogas mais acessíveis e 

com maior taxa de consumo abusivo no mundo sendo, talvez, uma das drogas mais 

antigas utilizadas pela espécie humana (MARQUES, 2001).  

Os estudos epidemiológicos permitiram evidenciar a correlação do 

consumo de etanol e os índices de mortalidade por cirrose hepática em vários 

países. Em estudo realizado com babuínos pôde-se observar o desenvolvimento de 
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cirrose mesmo sem deficiência nutritiva, uma vez que foi oferecida uma dieta 

completa, denominada, então, protetora. A hepatotoxidade do etanol está associada 

ao processo metabólico do mesmo (MINCIS, MINCIS, 2011). 

O etanol é metabolizado principalmente no fígado por meio de uma série 

de reações oxidativas, sendo que na primeira reação o etanol é catalisado pela 

enzima, a álcool desidrogenase (ADH). No indivíduo alcoólico crônico, em que a 

atividade de ADH pode encontrar-se já bloqueada, duas outras vias, “vias de 

recurso”, são acionadas: a via do Sistema Mitocondrial de Oxidação do Etanol (sigla 

em inglês - MEOS) pelo citocromo P450 (CYP2E1), e a da catalase, localizada nos 

peroxissomas dos hepatócitos (KACHANI et al., 2008). Independentemente do 

sistema enzimático, ADH, MEOS ou catalase, a primeira etapa do metabolismo do 

etanol leva à produção de hidrogênio e acetaldeído, sendo este, um produto tóxico 

(JÚNIOR et al., 1998). Também reduz os níveis de glutationa aumentando o efeito 

tóxico de radicais livres (Figura 5). E, interfere com a cadeia de transporte de 

elétrons, causando alterações estruturais na mitocôndria, além de inibir os 

mecanismos de reparação do DNA (MATOS, 2003). 

Figura 5: Esquema geral do metabolismo do etanol no tecido hepático 

 

Fonte: Muriel, 2009 (adaptado). 
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Lesões agudas por etanol são consideradas intoxicações hepáticas e, em 

geral, em lesões hepáticas isquêmicas ou tóxicas, os níveis de AST geralmente 

aumentam antes dos níveis de ALT. Tal evento ocorre, pois esta enzima apresenta 

distribuição intralobular peculiar. A Zona 3 do acinus é mais vulnerável a ambas 

situações: níveis reduzidos de oxigênio (no caso das lesões isquêmicas) e toxidez 

(hepatócitos são mais ricos em enzimas microssomais). Além disso, os níveis de 

aminotransferase tendem a diminuir rapidamente após um pico (GIANINNI, 2005). 

O uso crônico de álcool traz consequências complexas, como a 

esteatose, fibrose hepática, síndrome de Wernicke-Korsakoff (grave síndrome 

psiquiátrica), hipoglicemia, entre outros (MATOS, 2003). 

3.2.2. Doenças hepáticas e o tratamento com produtos naturais 

Por todo o mundo há um crescente interesse em medicamentos de 

origem vegetal para o tratamento de várias doenças incluindo hepatopatias 

(IBRAHIM et al., 2008). Algumas espécies apresentaram resultados bastante 

significativos no que tange a hepatoproteção tais como a Spirulina maxima 

(TORRES-DURAN et al., 1999), Eclipta Alba (SAXENA et al.,1993), Boehmeria 

nivea (LINN et al., 1998), Cichorium intybus (HEIBATOLLAH et al., 2008), e 

Picrorhiza kurroa (NALLAMILLI et al., 2013).  

Os agentes hepatoprotetores são as ferramentas terapêuticas usadas na 

prática clínica para se minimizar, ou mesmo evitar os efeitos da hepatotoxidade. É 

possível encontrar no mercado inúmeros medicamentos descritos com propriedades 

hepatoprotetoras. Muitos desses medicamentos são produtos do metabolismo 

especial de plantas tais como a curcumina, o resveratrol, a glicirrizina, a Liv-52 e 

com grande destaque, a silimarina, (RIVERA-ESPINOZA, 2008). A glicirrizina é o 

principal constituinte da raiz de Glycyrrhiza glabra e é usada desde a antiguidade 

pelos chineses como droga hepatoprotetora (WAN, 2009). A curcumina (CECÍLIO 

FILHO et al., 2000; MATHEWS et al., 2012) e o resveratrol (ADEWUSI e 

AFOLAYAN, 2010; RIVERA et al., 2008) demonstraram em estudos recentes 

resultados significativos como compostos protetores e curativos para doenças 

hepáticas em modelos experimentais.  

A silimarina compreende um complexo formado por várias substâncias do 

metabolismo especial de Sylibum marianum, tais como silibina, silidianina e 

silicristina (Figura 6), e é utilizada principalmente como hepatoprotetora, antifúngica, 
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antiedema cerebral e antidepressiva (LEMOS JÚNIOR e LEMOS, 2012). Estudos 

evidenciaram os potenciais benefícios terapêuticos da silimarina em necrose 

inflamatória do fígado e fibrogênese dada a sua ação antioxidante, anti-inflamatória, 

imunomoduladora, bem como sua provável capacidade de estimular seletivamente a 

proliferação dos hepatócitos (SALLER et al., 2001). O conhecimento sobre o papel 

do estresse oxidativo na patogênese da doença hepática alcoólica, sugere que as 

propriedades farmacológicas da silimarina podem ter valor terapêutico potencial no 

tratamento desta patologia (ARTEEL, 2003). 

FIGURA 6: Estruturas químicas dos constituintes da silimarina. 

 

 

Fonte: MEDSCAPE, 2014. (adaptado) 

3.3. OUTRO PONTO DE RELEVÂNCIA PARA ESTE ESTUDO 

3.3.1 Staphylococcus aureus 

A existência de bactérias patogênicas resistentes a drogas 

antimicrobianas é uma das principais questões de saúde pública da atualidade 

(WOOLHOUSE et al., 2016). Os agentes antimicrobianos tornam-se ineficazes 

frente a esses patógenos por diferentes razões tais como antibioticoterapia 

inapropriada ou prolongada, manejo inadequado de antimicrobianos na agropecuária 

(LUYT et al., 2014; SPELLBERG e GILBERT, 2014).  

Estimativas do número de mortes (Figura 7) em escala global decorrentes 

de resistência aos antibióticos chegam 10 milhões de mortes por ano. A resistência 
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bacteriana foi classificada como uma séria ameaça à sociedade como o terrorismo 

(O’NEILL, 2014). 

 
Figura 7: Estimativa do número de mortes atribuídas à resistência antimicrobiana até 2050. 

 

Fonte: O’NEILL, 2014 (adaptada). 
 

Recentemente, a Organização Mundial da Saúde (OMS) divulgou a lista 

das bactérias mais resistentes aos antibióticos no mundo (Tabela 5). Estes 

patógenos figuram, para a OMS desde então, como prioridade nas pesquisas de 

novos agentes antibacterianos. Os patógenos de maior relevância para pesquisa 

foram agrupados em níveis de prioridade e S. aureus situa-se entre aqueles de alta 

prioridade (WHO, 2017). 

Existe um forte apelo global para o desenvolvimento de medicamentos 

alternativos para combater as infecções causadas por patógenos resistentes aos 

fármacos em uso. Embora o número de dados venha crescendo nos últimos anos, 

as informações sobre epidemiologia de S. aureus resistente na América Latina ainda 

não correspondem à realidade vivenciada pela população, especialmente em 

regiões em que são poucos os recursos disponíveis para a caracterização e 

descrição das linhagens (MEJIA, ZURITA, GUZMAN-BLANCO, 2010).  
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Tabela 5: Patógenos de maior prioridade nas pesquisas de novos antibióticos: 
Nível de Prioridade Patógeno Resistencia 

Crítico 

Acinetobacter baumannii Carbapenem 

Pseudomonas aeruginosa Carbapenem 

Enterobacteriaceae 
Carbapenem; β-lactamase de 

espectro ampliado 

Alta 

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Meticilina; Vancomicina 

Helicobacter pylori Claritromicina 

Campylobacter spp. Fluoroquinolona 

Salmonellae Fluoroquinolona 

Neisseria gonorrhoeae 
Fluoroquinolona; 

Cefalosporina 

Média 

Streptococcus pneumoniae Penicilina 

Haemophilus influenzae Ampicilina 

Shigella spp Fluoroquinolona 

Fonte: WHO, 2017 (adaptada). 

 

Cerca de 30% da população mundial são colonizadas por Staphylococcus 

aureus, bactérias tipo cocos Gram-positivas (TONG et al.,2015). Pele e fossas 

nasais de pessoas saudáveis são locais onde é possível isolar com facilidade 

amostras deste micro-organismo. Apesar de estar presente na microbiota normal, S. 

aureus frequentemente está relacionada a uma série de patologias da pele 

(espinhas, furúnculos e celulites), do trato respiratório (pneumonia) e outras doenças 

graves como endocardite e meningite (BANNERMAN, 2003, HEPBURN et al., 2016, 

REPESSÉ et al., 2016; VANEPEREN E SEGRETI, 2016). O S. aureus libera 

diferentes toxinas e enzimas que lesionam a pele, e a partir de proteínas da derme 

adere na mesma formando um biofilme, é um importante mecanismo de adesão e 

resistência aos agentes antibacterianos (ABRAHAN et al., 2012; MASAKO et al., 

2007; NAVASIVAYAM et al., 2013). Os biofilmes de S. aureus representam um 

problema real para a eficiência dos tratamentos de tecidos infectados bem como 

para higienização de superfícies em ambientes hospitalares e para indústria de 

alimentos (PERIASAMY et al., 2011). E ainda, S. aureus apresenta grande 

plasticidade genética sendo capaz de adquirir novos genes, inclusive àqueles 

relacionados à resistência aos antimicrobianos. Assim, este micro-organismo é uma 
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das principais causas de infecções hospitalares e comunitárias em todo o mundo 

(SPAGNOLO et al., 2014). 

Com o advento da penicilina na década de 1940, o número de infecções 

causadas por S. aureus reduziu por um tempo, contudo em poucos anos 

começaram a surgir os primeiros casos de resistência à penicilina pela ação das β-

lactamases (HIRAMATSU et al., 2014). A meticilina, penicilina semissintética, foi 

desenvolvida como alternativa às bactérias produtoras de penicilinases. Contudo, 

sua utilização irracional levou ao surgimento de amostras de S. aureus Resistente à 

Meticilina (MRSA) que rapidamente se disseminaram pelo mundo (NAMVAR et al., 

2014). A prevalência de MRSA (Figura 8) é apontada como elevada no Brasil, em 

países do Mediterrâneo e nos Estados Unidos desde 2006 (GRUNDMANN et al., 

2006). 

Figura 8: Proporção de MRSA em partes do mundo durante o ano de 
2006. 

 

Fonte: GRUNDMANN et al., 2006. 

O número de novos agentes antibacterianos descobertos tem diminuído 

nos últimos anos, sendo lançadas no mercado apenas 5 novas classes de 

antibacterianos desde o ano 2000 (RENWICK et al., 2016). Muitos compostos têm 

sido testados, porém as atividades não têm correspondido ao esperado (ABRAHAN 

et al., 2012; COWAN, 1999).  

Por outro lado, as investigações de produtos de origem natural no 

combate a bactérias vêm apresentando resultados bastante promissores. Muitos 

extratos de plantas podem ser utilizados para inibir a formação de biofilmes de S 
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aureus. Por exemplo, o extrato da raiz de Rubus ulmifolius (QUAVE et al., 2012), 

das folhas de Cassia alata (SAITO et al., 2012), dos frutos e das folhas de Quercus 

cerris (HOBBY et al., 2012) entre outros extratos, e ainda os óleos obtidos de 

plantas, óleo de cássia (Cinnamomum aromaticum), Bálsamo do Peru (Myroxylon 

balsamum), óleo vermelho de Thymus (Thymus vulgaris) demonstraram resultados 

bastante promissores (KAVANAUGH e RIBBECK, 2012), bem como moléculas 

isoladas de plantas, tais como ácido tânico, quercetina (LEE et al., 2013), apigenina 

(SUPURAN, 2015) e luteolina (ZHU et al., 2015). 

Muitos estudos sugeriram que os flavonoides possuem propriedades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, dentre outras. Diversos versam sobre a atividade 

antimicrobiana dos flavonoides e indicam que os extratos brutos contendo esses 

constituintes têm mostrado atividade significativa contra várias estirpes de S. aureus, 

e E. coli (BAHARFAR, AZIMI, MOHSENI, 2015; LEE et al., 2013; TALEB-CONTINI et 

al., 2003; XIE et al., 2015). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 MATERIAL VEGETAL 

As folhas de Vernonia condensata foram coletadas no Horto de Plantas 

Medicinais da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Uma exsicata (CESJ nº 52943) encontra-se depositada no Herbário Leopoldo 

Krieger da UFJF, e foi gentilmente identificada pela Dra. Fátima Regina Gonçalves 

Salimena. As coletas foram realizadas entre os horários de 8:00 e 9:00 horas, no 

período de junho a setembro de 2012. O nome da planta V. condensata Baker foi 

verificado no sítio eletrônico da The Plant List 

(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/search?q=Vernonia+condensata, acessado em 26 

de junho de 2017), não tendo sido encontrada outra sinonímia para essa espécie 

vegetal. 

4.2 PREPARO DO EXTRATO ETANÓLICO E PARTIÇÕES 

As folhas (2,5 Kg) foram secas à temperatura ambiente, e em seguida 

transferidas para estufa com ventilação forçada para perda de umidade. 

Após a secagem, todo o material botânico foi triturado em liquidificador 

industrial e pulverizado em tamise nº18.  

O pó assim obtido foi pesado (500g) e então submetido à extração por 

maceração estática em etanol P.A. Após evaporação do solvente em rotavapor com 

temperatura em até no máximo 45°C, parte do extrato etanólico (EE) seco (57g) foi 

ressuspenso em água: etanol (9:1) seguido de partição líquido/líquido com solventes 

orgânicos de polaridades crescentes: hexano (PH) (19,2 g), diclorometano (PD) 

(6,06 g) e acetato de etila (PA) (5,7 g) (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). 

4.3 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS  

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular 

4.3.1.1 Análise de citotoxidade geral para células eucarióticas 

A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo teste do brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-ila) - 2,5 – difeniltetrazólio, MTT. O MTT é um sal insolúvel 

metabolizado pelas enzimas mitocondriais de células viáveis, originando cristais de 

formazana com coloração azul (MOSSMAN, 1983). O teste foi realizado sobre 
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linhagens de células tumorais e não tumorais. As células Raw 264.7, 3T3, HepG2, 

MDA-MB 231 e HCT-116 foram inoculadas em microplacas a 1x104 células/poço. As 

demais suspensões celulares foram semeadas em microplacas de 96 poços 

contendo 1x105 células/poço. As placas foram pré-incubadas por 24h a 37 ºC para 

permitir a adaptação das células antes da adição das amostras. 

Posteriormente, PA foi adicionado às células na concentração de 50 

µg/mL. As placas foram incubadas por 48h a 37 ºC em uma atmosfera de 5% de 

CO2 e 5 % de umidade relativa. Após período de incubação com as amostras, 20 µL 

de solução de MTT (5 mg/mL em tampão fosfato) foram adicionados a cada poço e 

incubados por 4h. Ao final deste período, o sobrenadante foi removido e 200 µL de 

DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazana. Os grupos 

controle incluíram o tratamento com 0,1% de DMSO (controle de interferência do 

sistema solvente-diluente), etoposídeo (controle positivo para células tumorais), 

silimarina (controle positivo para HepG2) e um controle de células (CC) em que há 

apenas meio e células. Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO, antes da 

diluição. Para comparação, a citotoxidade do etoposídeo foi avaliada sob as 

mesmas condições experimentais.  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e expressos como a 

média de três experimentos independentes. A densidade óptica (DO) foi avaliada em 

espectrofotômetro a 590 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de 

proliferação celular, em comparação com 0,1% de DMSO. 

 

4.3.1.2 Análise de citotoxidade específica contra Raw 264.7 para determinação 

da atividade anti-inflamatória in vitro 

A viabilidade celular na presença de PA foi avaliada pelo teste do MTT 

(MOSMANN, 1983). Resumidamente, as células foram cultivadas em microplacas de 

96 poços em meio DMEM para cultura celular sem SFB e incubadas em estufa a 37 

°C em atmosfera de CO2 a 5% umidificada. Depois de 24 h, o meio foi gentilmente 

retirado e substituído por meio DMEM suplementado com PA em concentrações 

variando entre 0,5 a 40 µg / mL, as células foram, então, tratadas com 

lipossacarídeos de Escherichia coli (LPS) 100 ng / mL, as microplacas foram 

incubadas em estufa de CO2 a 5% por 44 h, quando foram adicionados 20 µL de 

solução de MTT e a incubação foi mantida por mais 4 h. O meio foi então removido, 

e os cristais de formazana foram solubilizados em 100% de DMSO. A quantidade de 
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MTT-formazan obtido é diretamente proporcional ao número de células viáveis que é 

determinada pela medida da absorvância a 590 nm no leitor de microplacas. O 

controle positivo utilizado foi dexametasona em concentrações variando de 0,001 µM 

a 10 µM. 

4.3.2 Avaliação da atividade hepatoprotetora in vivo 

4.3.2.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias, pesando entre 250 e 

350 g provenientes do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da UFJF. Os 

animais foram alojados em gaiolas e mantidos sob condições adequadas e 

controladas. Os animais foram adaptados ao ambiente e aos tratadores por um 

período mínimo de 72 h antes da realização dos experimentos. Os protocolos 

experimentais e procedimentos seguiram os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e os 

protocolos foram submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Pró-Reitoria de Pesquisa/UFJF e aprovados sob o número de protocolo nº 027/2014 

(Anexo B). 

4.3.2.2 Atividade hepatoprotetora frente a indução de lesão hepática aguda por 

paracetamol 

Foram realizados os ensaios de hepatoproteção frente à toxidade aguda 

induzida por paracetamol (KURIAKOSE, KURUP, 2010). Os tratamentos consistiram 

em EE, PH, PD e PA solubilizados em água destilada com auxílio de Lauril Sulfato 

de Sódio a 0,6% e Tween 80 a 2% (veículo). 

Este ensaio envolveu três etapas: pré-tratamento, indução da lesão e 

coleta de resultados. Os animais foram divididos em 12 grupos (A - L) de seis 

animais cada, como se segue:  

Grupo A: controle normal – Veículo; 

Grupo B: controle negativo – Veículo (7dias) + Paracetamol 3 g/kg (dose 

única); 

Grupo C: EE 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo D: EE 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 
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Grupo E: PH 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo F: PH 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo G: PD 200 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo H: PD 100 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo I: PA 200 mg / kg(7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo J: PA 100 mg / kg (7dias) +Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo K: PA 50 mg / kg (7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

Grupo L: Silimarina 100 mg / kg – Controle positivo – hepatoprotetora 

(7dias) + Paracetamol 3 g / kg (dose única); 

O paracetamol foi administrado após 7 dias do início dos tratamentos, em 

dose única e, após 24 h os animais foram eutanasiados. O sangue foi coletado para 

análises bioquímicas. 

Os seguintes parâmetros bioquímicos foram avaliados de acordo com 

metodologia descrita pelo fornecedor (LABTEST®): alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), proteínas potais (PT), 

albumina (ALB), bilirrubina direta (BD), indireta (BI) e total (BT), triglicérides (TRIGL), 

colesterol total (CT), colesterol VLDL (c-VLDL), colesterol LDL (c-LDL) e colesterol 

HDL (c-HDL).  

No tecido hepático foi realizada a avaliação das substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi realizada como um índice de peroxidação lipídica. 

Foram avaliadas também as atividades das enzimas catalase (CAT) e glutationa 

redutase (GSH).  

Exame histopatológico do fígado foi realizado preservando o órgão em 

formalina 10% para histopatologia. Para avaliação microscópica dos tecidos, seções 

em série de 5 µm de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina. 

4.3.2.3 Hepatoproteção frente à indução de lesão hepática por doses repetidas de 

paracetamol 

Este ensaio foi realizado com partição e doses que apresentaram melhor 

resultado no ensaio anterior. Os animais divididos em cinco grupos (A-E), de seis 

animais cada, foram tratados por 10 dias, como se segue: 

Grupo A: controle normal – Veículo; 

Grupo B: controle negativo – Veículo + Paracetamol 750 mg / kg; 
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Grupo C: PA 100 mg / kg + Paracetamol 750 mg / kg; 

Grupo D: PA 200 mg / kg + Paracetamol 750 mg / kg ; 

Grupo E: Controle positivo – Silimarina 100 mg / kg + Paracetamol 750 

mg / kg . 

Os parâmetros bioquímicos e histopatológicos foram avaliados da mesma 

forma como descrito no item 4.3.2.6.  

4.3.2.4 Hepatoproteção frente à indução de lesão hepática aguda por etanol  

A indução da lesão hepática aguda por etanol foi realizada como descrita 

por Beena (2011) com modificações. Para este ensaio, optou-se por testar PA na 

concentração de 200 mg / kg, uma vez que o conjunto dos resultados nos testes 

anteriores mostraram-se mais promissores. Os animais foram divididos em seis 

grupos de seis animais cada, exceto grupo B com 12 animais, como se segue: 

Grupo A: controle normal – Veículo (uma dose a cada 12 h em um total de 

3 doses); 

Grupo B: controle negativo – Veículo + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 

12 h em um total de 3 doses); 

Grupo C: PA 200 mg / kg + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em um 

total de 3 doses). Administração simultânea; 

Grupo D: PA 200mg/kg por 3 dias + Etanol 5g / kg (uma dose a cada 12 h 

em um total de 3 doses). Pré-tratamento;  

Grupo E: Silimarina 100 mg / kg + Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12h 

em um total de 3 doses). Administração simultânea; 

Grupo F: Silimarina 100mg / kg por 3 dias + Etanol 5 g / kg (uma dose a 

cada 12 h em um total de 3 doses). Pré-tratamento. 

Os parâmetros bioquímicos foram avaliados como descrito no item 

4.3.2.6. 

4.3.2.5 Tratamento de lesão aguda induzida por etanol  

A indução da lesão hepática aguda por etanol foi realizada como descrita 

por Beena (2011) com modificações. Os animais foram divididos em quatro grupos 

de seis animais cada, como se segue: 
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Grupo A: controle normal – Veículo (uma dose a cada 12 h em um total de 

3 doses); 

Grupo B: controle negativo – Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em 

um total de 3 doses) + veículo por 3 dias após indução; 

Grupo C: Etanol 5 g / kg (uma dose a cada 12 h em um total de 3 doses) 

+ PA 200mg/kg por 3 dias após a indução; 

Grupo D: Etanol 5g/kg (uma dose a cada 12h em um total de 3 doses) + 

Silimarina 100 mg / kg por 3 dias após a indução. 

Os parâmetros bioquímicos foram avaliados como descrito no item 

4.3.2.6.  

4.3.2.6 Determinação dos parâmetros bioquímicos 

Os parâmetros bioquímicos níveis de alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), proteínas totais (PT), 

albumina (ALB), de bilirrubina, triglicérides totais (TRIGL) e colesterol total (CT) e 

frações (c-VLDL, c-LDL e c-HDL) foram avaliados por kits comerciais LABTEST® 

conforme as especificações do fabricante adaptado para leitor de microplaca. 

 

4.3.2.7 Determinação da peroxidação lipídica por meio do teste com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) – in vivo. 

O objetivo desta análise foi determinar a concentração de ácido 

tiobarbitúrico em amostras de fígado para identificar a presença de peroxidação 

lipídica. 

Para os cálculos da concentração de ácido tiobarbitúrico foi construída a 

curva padrão de malonaldeído (MDA) preparando-se 10 mL de solução com 164 μL 

1,1,3,3-tetraetanopropano (TEP, libera MDA e etanol após hidrólise ácida) ao qual 

foi adicionado 836 μL etanol e o volume da solução foi completado para 10mL com 

água destilada. Os tubos foram deixados por 15 minutos em banho fervente, e, 

então, resfriados imediatamente em banho com água gelada por 10 minutos. 200 μL 

da solução foram adicionados a microplaca de 96 poços e a absorvância foi medida 

em leitor de microplacas a 535 nm, em triplicata. 

Para esta análise preparou-se um homogeneizado do fígado triturando 

aproximadamente 0,3 g do mesmo e adicionando 1,2 mL de tampão fosfato pH 7,4, 
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homogeinizando em vortex. O sobrenadante ficou armazenado a -80 °C até o 

momento da análise. A dosagem de TBA no homogeneizado de fígado foi realizada 

pesando-se 0,5g de cada homogeneizado e colocando em tubos de ensaio, em 

triplicata. Logo após, adicionou 50μL de solução etanólica de 2,6-di-tert-butil-4-

metilfenol (BHT) 4% (p/v), 2,5mL de ácido fosfórico 1% (v/v) e 1,25mL de ácido 

tiobarbitúrico 1% (p/v) (em NaOH 0,05M). Estas soluções foram aquecidas em 

banho fervente por 15 minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo por 10 

minutos. Depois de resfriadas, adicionou se 3 mL de butanol em cada tubo de 

ensaio para que o complexo TBA-MDA (indicativo de peroxidação lipídica) passe 

para a fase orgânica, e agitou-se por inversão (10 vezes). Em seguida centrifugou-

se a 4000 RPM por 5 minutos e retirou 200μL do sobrenadante (fase butanólica) de 

cada amostra, colocando em microplaca de 96 poços, em triplicata. A leitura foi 

realizada em leitor de microplaca a 535 nm e calculou-se a concentração do 

complexo TBA-MDA a partir da curva padrão de MDA. 

A porcentagem de inibição da peroxidação lipídica foi calculada pela 

fórmula: 

Abs controle negativo – Abs extrato x 100 

   Abs controle negativo 

 

4.3.2.8 Procedimento para dosagem de proteínas totais pelo Método de Lowry 

(1951) adaptado para microplaca 

A dosagem de proteínas totais no homogeneizado do fígado dos modelos 

tratados com a amostra foi necessária para verificar a atividade das enzimas 

antioxidantes: glutationa redutase (GSH) e catalase (CAT) in vivo. Para a dosagem 

de proteínas totais é necessário estabelecer a curva padrão de albumina. Para tal, 

preparou-se uma solução estoque de albumina, no momento da dosagem, na 

concentração de 1 mg / mL; em seguida foram preparadas diluições seriadas (em 

triplicata) variando de 19,2 a 288,4 µg / mL, adicionou-se em cada tubo 2,0 mL de 

solução alcalina de sulfato de cobre (CuSO4) e tartarato de sódio potássio. 

Aguardou-se 10 minutos e, em seguida foram acrescentados 0,2mL do reativo de 

Folin. Após 30 minutos 200 µL da mistura foram transferidos para uma microplaca 

de 96 poços. Como branco utilizou-se 200 µL de água destilada. A leitura da 

absorvância foi realizada a 625 nm, em leitor de microplaca. 
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Para determinação da dosagem de proteínas totais no fígado dos 

diferentes grupos experimentais um homogeneizado foi preparado conforme descrito 

anteriormente em 4.4.2.7. Então, em uma microplaca de 96 poços foi pipetado 2 µL 

de homogenato (em triplicata) e a este foi acrescentado: 38 µL de água destilada e 

200 µL de solução alcalina de sulfato de cobre (CuSO4) e tartarato de sódio e 

potássio. Aguardou-se 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado 20 µL de reativo de 

Folin, aguardou-se por mais 10 minutos e realizou-se a leitura da absorvância em 

625nm tendo como branco do teste água destilada. 

 

4.3.2.9 Determinação da atividade das enzimas antioxidantes. 

Para a determinação da atividade enzimática um homogeneizado do 

tecido hepático foi preparado conforme está descrito no item 4.4.2.7. 

 Atividade de catalase (BEUTLER, 1975) 

Em uma placa de ELISA acrescentou-se, na seguinte ordem: 170 µL de 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,4 e 10 µL de homogenato. A microplaca foi 

imediatamente colocada em isopor com gelo para manter a temperatura baixa, em 

seguida a microplaca foi incubada 30°C por 1 minuto no leitor de microplaca ELISA. 

No momento da análise acrescentou-se 20 µL de H2O2 0,3 M e a placa foi incubada 

novamente por 10 segundos a 30°C com agitação prévia de 5 segundos. As leituras 

de absorvância foram realizadas a cada minuto por um tempo total de 5 minutos em 

um comprimento de onda de 240 nm. Como branco, foi colocado em um dos poços 

da microplaca: 180 µL de tampão fosfato 0,1M, pH 7.4 mais 20 µL de H2O2 0,3 M; o 

resultado foi expresso em U / µg de proteína.  

 Atividade de glutationa redutase (CARLBERG e MANNERVIK, 1985) 

Em uma placa de ELISA adicionou-se, nessa ordem: 80 µL de tampão 

fosfato 0,1 M, pH 7.4 e 20 µL de homegenato, e armazenou-se imediatamente em 

uma caixa de isopor com gelo. No momento da análise, a placa foi incubada 30°C 

por 1 minuto e em seguida acrescentou-se 50 µL de tampão fosfato 1M, pH 7.0; 10 

µL de solução de EDTA 0,2 mM; 20 µL de solução de glutationa 10 mM; 20 µL de 

solução estoque de NADPH 0,1 mM; como branco, adicionou-se em um dos poços 

da microplaca: 150 µL de tampão fosfato 1 M, pH 7.0; 10 µL de solução de EDTA 0,2 

mM; 20 µL de solução de glutationa 10 mM; 20 µL de solução estoque de NADPH 

0,1 mM. A microplaca foi incubada a 30 °C por 10 segundos com agitação de 5 

segundos. A leitura da absorvância foi realizada a cada minuto por um tempo total 
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de 5 minutos em um comprimento de onda de 340 nm. O resultado foi expresso em 

U / µg de proteína. 

4.3.3 Atividade anti-inflamatória  

4.3.3.1 Linhagem celular 

A linhagem de macrófagos murinos (RAW 264.7) foi adquirida no banco 

de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em 

meio de cultura DMEM suplementado com os antibióticos penicilina (100 IU / ml) e 

estreptomicina (100 µg / ml), e soro fetal bovino (SFB) estéril a 10%. Todas as 

linhagens foram mantidas a 37ºC sob atmosfera de 5% de CO2. 

4.3.3.2 Determinação de óxido nítrico 

A produção de Oxido Nítrico foi determinada de forma indireta pelo reação de 

Griess para medir nitrito no meio de cultura. As células Raw 264.7 foram aderidas 

em microplacas de 96 poços a densidade de 8 x 104 células por poço e foram 

incubadas por 24h. As células foram expostas a 100 ng/mL de LPS (Sigma®) com 

concentrações de PA variando de 1,0 a 20 µg/mL por 48 h. O sobrenadante da 

cultura (100 L) foi misturado com o reagent de Griess (100 L, 1% sulfanilamida, 

0.1% N-[1-naftil]-etilenodiamina em ácido fosfórico a 5%) e foi incubado a 

temperatura ambiente por 10 min. A absorbância foi medida a 540nm. A 

concentração de NO foi determinada usando uma curva padrão de nitrito (NaNO2). 

4.3.3.3 Determinação dos mediadores inflamatórios 

A determinação das citocinas IL-6 e TNF-α, mediadores da inflamação, foi 

avaliada em leitor de microplaca com Duo Set kit (R & D Systems®) segundo 

instruções do fabricante. As microplacas de 96 poços foram revestidas com 50 µL de 

anticorpos primários diluídos em tampão salina fosfato (PBS) e incubados por 18 h a 

4 ° C. As placas foram lavadas com 0.05 % Tween PBS por 3 vezes. Então a elas 

foram adicionados 200 μL / poço de PBS / 1% BSA para bloquear locais não 

ocupados durante 1 h à temperatura ambiente. Depois da incubação, as placas 

foram lavadas novamente. As amostras e as citocinas recombinantes em 

concentração conhecida foram adicionadas nas placas a um volume de 100 μL / 

poço, e incubadas por 2 h a 37 ° C. Depois de lavar as placas, 50 µl de anticorpo de 
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detecção biotinilado para cada citocina foi adicionado e as placas foram incubadas 

mais uma vez por 1 h a 37 ° C. Após a lavagem, as placas foram incubadas com 

estreptoavidina conjugada com peroxidase diluído em PBS 1: 200 (50 µL) durante 30 

min à temperatura ambiente. As placas foram lavadas e incubadas com uma solução 

de tetrametilbenzidina, durante 20 minutos. A reação de bloqueio ocorreu com a 

adição de ácido sulfúrico 2 N. A densidade óptica das amostras foi determinada em 

leitor de microplaca com filtro de 450 nm. 

 

4.3.4 Atividade antibacteriana in vitro 

4.3.4.1 Linhagens bacterianas utilizadas 

Os ensaios microbiológicos foram realizados empregando as seguintes 

linhagens de referências da American Type Culture Collection (ATCC), na segunda 

passagem, gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 

Saúde (INCQS), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil, 

representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos 

fermentadores e não fermentadores:  

 Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 29213TM); 

 Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 25923TM); 

 Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 33591TM); 

 Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 33592TM); 

 Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC® 6538TM); 

 Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228TM); 

 Escherichia coli (ATCC® 25922TM); 

 Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 25619TM); 

 Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606TM); 

 Enterobacter aerogenes (ATCC® 13048TM); 

 Klebsiella pneumoniae subsp pneumoniae (ATCC® 4352TM). 

Foram também testadas cinco (5) cepas de rotina clínica de 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 1485279, MRSA 1605677, 

MRSA 1664534, MRSA 1688441 e MRSA 1830466, isoladas de infecções 

sanguíneas de pacientes atendidos no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho 
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(HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Comitê de Ética em Pesquisa 

Humana do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho número 976.427), 

identificadas pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Durham, NC, EUA) e 

gentilmente cedidas pela MSc. Adriana Lúcia Pires Ferreira, responsável pelo 

Laboratório de Bacteriologia do Serviço de Patologia Clínica dessa Instituição. 

 As linhagens S. aureus (ATCC® 29213TM) e E. coli (ATCC® 25922TM) foram 

empregadas na etapa de validação dos ensaios, como controle de qualidade, 

conforme recomendado pelos documentos M07-A9 e M100-S24 (CLSI, 2012; 2014). 

Durante o texto, foram adotados os seguintes termos para referenciar as 

linhagens mencionadas acima, respectivamente: 

 S. aureus ATCC 29213; 

  S. aureus ATCC 25923; 

 S. aureus ATCC 33591; 

 S. aureus ATCC 33592; 

 S. aureus ATCC 6538; 

 S. epidermidis ATCC 12228; 

 E. coli ATCC 25922; 

 P. aeruginosa ATCC 25619; 

 A. baumanii ATCC 19606; 

 E. aerogines ATCC 13048; 

 K. pneumoniae ATCC 4352; 

 MRSA 1485279; 

 MRSA 1605677; 

 MRSA 1664534; 

 MRSA 1688441; 

 MRSA 1830466. 

4.3.4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A CIM foi determinada usando o método de microdiluição em caldo 

Müeller Hinton (MHB) de acordo com as recomendações do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2012), com pequenos ajustes, frente a amostras de 

referência representativas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas bem como 

de rotina, listadas no item anterior. 
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Um gradiente de concentração das amostras foi estabelecido segundo 

Fabry e colaboradores (1998), cujo estudo propõe que plantas medicinais utilizadas 

tradicionalmente contra infecções podem apresentar alguma atividade quando 

apresentam CIM < 8000 µg/mL. Assim, de cada amostra, EE, PH, PD ou PA foram 

preparadas soluções estoque que foram diluídas em série (2500 - 18 µg / mL) 

(volume final = 200 µL) e uma concentração final de dimetilssulfóxido (DMSO) ≤ 1%. 

Para este ensaio, foram adicionados 20 µL de suspensões bacterianas a 108 UFC / 

mL (de acordo com os padrões de turbidez McFarland). As placas foram incubadas 

a 35 ± 2 ° C por 24 h. Os mesmos testes foram realizados simultaneamente para o 

controle do crescimento (MHB + bactérias) e controle de esterilidade (MHB + 

amostra). Os agentes antimicrobianos utilizados como controles positivos foram 

ampicilina (1000 – 7,8 µg / mL), um β-lactâmico que interfere na integridade da 

parede celular bacteriana de efeito bactericida, e cloranfenicol (100 - 0,78 µg / mL), 

um inibidor de síntese proteica de efeito bacteriostático. O teste foi realizado em 

triplicata. A CIM foi determinada como a menor diluição capaz de inibir o 

crescimento visível da cepa bacteriana testada, conforme conceito descrito no 

documento M07-A9 (CLSI, 2012). A inibição foi constatada mediante a adição de 40 

µL de p-iodonitrotetrazolium (INT). 

4.3.4.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

A determinação da CBM foi realizada em placa de Petri contendo ágar 

Müller Hinton (MHA) de acordo com as orientações do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2012) com modificações. A placa de Petri foi previamente 

demarcada de acordo com as posições das diluições dos extratos e na placa de 

microdiluição. Uma alíquota do conteúdo dos poços da placa de microdiluição onde 

não foi visualizado crescimento foi transferida com o auxílio de uma alça estéril 

descartável para o respectivo local na placa de Petri. Incubou-se a placa em estufa a 

35 ± 2 ºC por um período entre 18 - 24 h. Foi determinada como CBM a menor 

concentração dos extratos que não permitiu o desenvolvimento dos micro-

organismos, indicando assim, a amostra como bactericida ou bacteriostático. 

Para realização dos ensaios microbiológicos abaixo, foram selecionadas 

três (3) cepas de S. aureus, a saber: 1) S. aureus (ATCC® 25923), caracterizada 

como formadora de biofilme; 2) S. aureus (ATCC® 29213), S. aureus sensível à 

meticilina; e 3) MRSA 1485279, isolada de ponta de catéter de paciente com 
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diagnóstico de infecção de corrente sanguínea e que apresentou perfil de resistência 

ao maior número de agentes antibacterianos constantes do painel do sistema 

VITEK®2. 

4.3.4.4 Método de combinação Checkerboard ou “Tabuleiro de Damas” 

O possível sinergismo entre PA e ampicilina ou cloranfenicol foi avaliado 

pelo método checkerboard e o cálculo do índice de redução de dose (FADLI et al., 

2012). Este método foi realizado utilizando microplacas de 96 poços contendo caldo 

de Mueller Hinton (MHB) com concentrações de PA variando de 1/8 a 8x CIM e 

combinados com ampicilina ou cloranfenicol em concentrações variando de 1/8 a 2x 

CIM na placa em estilo do tabuleiro de damas. As diluições em série de PA e 

cloranfenicol foram combinados de modo que cada linha continha uma concentração 

do primeiro agente e concentrações crescentes do segundo. O inóculo foi de 

aproximadamente108 UFC / mL em cada tubo. As microplacas foram incubadas por 

18-20 h a 35 ± 2 ºC. O índice de redução da dose (IRD) foi calculado como se 

segue: 

IRD =       CIM do antibiótico sozinho 

           CIM do antibiótico combinado 
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Figura 9: Representação esquemática da distribuição amostra versus antibiótico no teste “tabuleiro de 

damas”. 

 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR (2017) 

 

O índice de concentração inibitória fracionada (IFIC) foi calculado como 

se segue: IFIC = CIFA + CIFB  

Onde: CIF = CIM amostra combinado 

   CIM amostra sozinha 

A = amostra PA 

B = Cloranfenicol/ Ampicilina 

O sinergismo foi definido como (FADLI, 2012): 

ICIF <0,5; Sinergismo Total; 

0,5 > ICIF≤ 0,75; Sinergismo Parcial ou Aditivismo;  

0,75> ICIF <2; Indiferença  

ICIF> 2 Antagonismo  

4.3.4.5 Cinética bacteriana ou curva de crescimento ou time kill assay 

A análise da curva de crescimento foi realizada segundo Sutton (2006) 

para determinar influência de PA na taxa de multiplicação das linhagens S. aureus 
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(ATCC® 29213), S. aureus (ATCC® 25923) e MRSA 1485279. Culturas bacterianas 

na densidade de 5 x 105 UFC / mL foram expostas a PA e combinações com 

antibióticos em caldo MHB (concentrações de PA variando de 1 x CIM a 4 x CIM). O 

caldo MHB contendo apenas inóculo bacteriano foi usado como controle de 

crescimento. A leitura da densidade ótica a 630 nm foi realizada antes da incubação 

(t = 0) e a cada 60 minutos até completar 10 h de incubação a 37º C. A curva de 

crescimento foi contruída com a variação da densidade ótica em função tempo. 

4.3.4.6 Ensaio da viabilidade celular bacteriana 

A viabilidade das células bacterianas na presença de PA foi determinada 

segundo protocolo previamente descrito por KIM e colaboradores (2015) com 

modificações. Um mL de células bacterianas subcultivadas em ágar nutriente foram 

ressuspendidas em solução salina 0,9% estéril e, então, padronizadas a densidade 

ótica de 0,7 em 600 nm. A seguir, as células foram adicionadas a 19 mL de tampão 

fosfato pH= 7,1 (50mM) estéril com 1x, 2x ou 4x CIM de PA. Os controles foram 

células sem PA na presença de equivalente de DMSO utilizado na solubilização e 

Cloranfenicol e/ou Ampicilina na concentração equivalente ao CIM, bem como a 

associação destes com PA na combinação que inibiu o crescimento bacteriano pelo 

teste do “tabuleiro de damas”. Nos tempos equivalentes a 1, 4 e 6 horas de 

incubação a 37ºC, uma alíquota na ordem de diluição 10-5 foi inoculada em placas 

de Petri contendo ágar TSA (Tryptic Soy Agar) e incubada a 37ºC por 20 h. O 

resultado foi expresso graficamente como UFC ml-1 x 105. A razão entre o número 

de bactérias e o número de horas de incubação representou o tempo de geração 

bacteriana em presença de PA, antibióticos e associação. 

 

4.3.4.7 Atividade antibiofilme in vitro 

A quantificação da produção do biofilme foi realizada conforme descrito 

por Silva e colaboradores, 2016. Em microplaca de poliestireno de fundo chato com 

96 poços, foram adicionados 200µL de solução teste em concentrações equivalentes 

a CIM, 2 x CIM e 4 x CIM de PA bem como de combinações deste com os 

antibióticos ampicilina e cloranfenicol com o inóculo bacteriano a 108 UFC / mL 

sendo adicionado a 2% (v/v). Na sequência, as microplacas foram incubadas a 37°C 
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por 24 h. Após este período, o conteúdo das placas foi descartado e, cada poço foi 

cuidadosamente lavado com tampão fosfato pH 7,1 por 3 vezes para remoção das 

células não aderidas. Os biofilmes foram fixados com etanol 98% e corados com 

solução de cristal violeta. Todos os ensaios foram realizados em hexaplicata, o 

controle do crescimento foi preparado utilizando inóculo e meio estéril, controle do 

método foi sistema diluente utilizado para amostra e antibiótico (DMSO 1% – para 

PA e EtOH – para cloranfenicol) e controle negativo foi utilizado apenas o meio 

estéril. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição de aderência do 

micro-organismo, calculado de acordo com a fórmula abaixo, em que ODensaio é a 

densidade ótica medida na presença de PA e/ou antibióticos e ODcc é a medida do 

controle de crescimento. 

% inibição de adesão = 1-(ODensaio/ODcc) x 100 

4.4. ESTUDO QUÍMICO DA PARTIÇÃO EM ACETATO DE ETILA (PA) 

4.4.1. Perfil cromatográfico de PA por CLAE-DAD  

O perfil cromatográfico foi obtido utilizando em cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE-DAD Agilent® 1200 Series) em coluna Zorbax SB-C18 (5 μm x 

4,6 x 150 mm). Foram injetados 20 μL de PA em concentração de 1 mg / mL. A fase 

móvel foi um gradiente linear de solventes A e B, onde A (MeOH: H2O, 5:95, v / v, 

pH = 3 com H3PO4) e B (MeOH); 0 a 100% de B em 30 min. Foi utilizado um fluxo de 

0,6 mL / min. O cromatograma foi obtido a 330 nm.  

4.4.2. Isolamento da substância 1 

PA (2 g) foi fracionado utilizando uma coluna aberta (4 x 74 cm) de 

Sephadex® LH 20, Sigma® (250 g), eluído com MeOH e as frações foram 

agrupadas de acordo com o seu perfil em cromatografia de camada delgada, de 

modo que cinco frações foram obtidas e nomeadas de acordo com a sua ordem de 

eluição cinco frações: A (2110 mg), B (12 mg), C (44 mg), D (970 mg), E (41 mg) 

que foram então analisadas por CLAE. 7,4 mg da substância 1 foi isolada a partir da 

fração FE utilizando CLAE-DAD com uma coluna semi-preparativa Zorbax CN (5 μm 

x 9,4 x 250 mm). Utilizou-se uma solução isocrática a 70% A (MeOH: H2O, 5:95, v / 
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v, pH = 3 com H3PO4) e 30% de B (MeOH), 0-10 min como fase móvel a um fluxo de 

2,5 mL /min.  

4.4.3. Identificação estrutural da substância 1  

A substância 1 foi identificada por espectros de RMN de 1H (500 MHz), 

RMN de 13C (125 MHZ), DEPT-135 e 2D RMN (COSY, HMBC, HSQC), os quais 

foram registrados em espectrômetro Bruker AVANCE III em solução de MeOD a 

25ºC, utilizando TMS (= O) como padrão interno. Os deslocamentos químicos 

foram reportados em ppm na escala  e referenciados às ressonâncias do pico do 

solvente residual. Essas análises espectroscópicas foram realizadas no 

departamento de física do Instituto de Ciências Exatas, UFJF, com auxílio da prof. 

Dr. Antônia Ribeiro. 

Para determinação da massa, 4 μg de 1 foram diluídos em metanol para o 

modo negativo. A solução foi infundida diretamente na fonte de ESI utilizando uma 

bomba de seringa a uma taxa de fluxo de (10 μL / min). ESI (-) - MS e tandem ESI-

MS / MS foram adquiridos usando um híbrido de alta resolução e alta precisão Xevo 

® G2-S Q-Tof (Waters ®). Para aquisição e processamento de dados, foi utilizado o 

software MassLynx V4.1 (Waters®). Os dados foram recolhidos na faixa m / z de 50-

1000 à velocidade de uma varredura por segundo. A espectroscopia de massa foi 

realizada na Central Analítica da Faculdade de Farmácia, com auxílio da técnica em 

química Carolina Gasparetto e as análises contaram com a colaboração da Profª Drª 

Antônia Ribeiro. 

A substância 1 foi identificada como ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico: 

Ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico: C25H24O12, pó branco amorfo. ESI-MS / EM 

m / z (rel. Int.): 515 [M-H] (75); 353 [M-H-C 9 H 6 O 3] - (100); 335 [M-H-C9H6O3-

H2O] - (7); 191 [M-H-2xC9H6O3] - (20). RMN de 1H (500 MHz, CD3OD): 2,09 (H-

6ax; dd, J6ax-6eq = 13,7, Hz, J5-6ax = 8,6 Hz); 2,58 (H-6eq, dd, J6ax-6eq = 13,7Hz 

e J 5-6eq = 3,9Hz); 5,41 (H-5, td, J 4-5 = 8,2 Hz, J 5-6eq = 3,9 Hz, J 5-6ax = 8,6 Hz); 

3,80 (H-4, dd, J 3-4 = 3,6 e J 4-5 = 8,2 Hz); 4,32 (H-3, m); 2,46 (2H, m, H-2ax e H-

2eq), (fração de ácido quínico); 7,08 (2H, H-2 'e H-2' '; d, J 2' / 2 '' - 6 '/ 6' '= 2Hz); 

6,80 (2H, H-5 'e H-5' '; d, J 5' / 5 '' - 6 '/ 6' '= 8,0 Hz); 6,96 (2H, H-6 'e H-6' ', dd, J 2' / 

2 '' - 6 '/ 6' '= 2Hz e J 5' / 5 '' - 6 '/ 6' '= ; 7,60 (2H, H-7 'e H-7' '; d, J 7' / 7 '' - 8 '/ 8' '= 
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15,1 Hz); 6,30 (2H, H-8 'e H-8' '; d, J 7' / 7 '' - 8 '/ 8' '= 15,1 Hz); 6,28 (H-8 '', d, J 7 '' - 

8 '' = 15,1 Hz), (grupo cafeíco). RMN de 13C (125 MHz, CD3OD): 79,48 (C-1); 

34,22 (C-2); 67,96 (C-3); 71,35 (C-4); 70,15 (C-5); 35,45 (C-6), 173,37 (COOH) 

(porção de ácido quínico); 126.40 (C-1 '/ C-1' '); 113,84 / 113,83 (C-2 '/ C-2' '); 145,42 

(C-3 'e C-3' '); 148,26 / 148,23 (C-4 '/ C-4' '); 115.11 / 115.08 (C-5 '/ C-5' '); 121,70 / 

121,63 (C-6 '/ C-6' '); 146.13 / 145.92 (C-7 '/ C-7' '); 113,76 / 113.70 (C-8 '/ C-8' '); 

166,61 / 167,23 / (C-9 '/ C9' '), (grupo cafeico). Os espectros obtidos podem ser 

apreciados no Anexo A desta obra. 

4.4.4. Identificação de marcadores químicos da partição em acetato de etila 

(PA) 

A quantificação de biomarcadores químicos de PA foi realizada em CLAE-

DAD conforme descrito anteriormente (item 4.4.1), utilizando-se os padrões externos 

apigenina (pureza ≥95%), luteolina (pureza ≥98%) e ácido clorogênico (pureza 

≥95%) todos os padrões utilizados foram da marca Sigma®, e ainda um padrão 

interno (ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico isolado de PA).  

Para construção da curva padrão foi utilizado 1,0 mg de substância 

padrão ácido clorogênico, apigenina, luteolina ou padrão interno ácido 1,5-di-o- 

cafeoilquínico (diluídos em 1,0 mL de MeOH). Em seguida foram realizadas diluições 

sucessivas para obtençao das seguintes concentrações: 0,500; 0,250; 0,125; 0,0625 

e 0,0312 mg / mL. Para cada marcador foi realizado um gradiente linear de 

solventes A (MEOH: H2O, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B 

em 30 min; fluxo de 0,6 mL / min; volume de injeção 20 µL, detecção UV 330nm. As 

injeções foram realizadas em triplicata. As curvas de calibração foram construídas 

correlacionando a concentração versus a área sob a curva de cada padrão no 

cromatograma obtido a 330nm de detecção.  

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises estatísticas dos testes in vivo e in vitro foram realizadas pelo 

teste de one way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferenças foram 

consideradas significativas com p < 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1. ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

5.1.1 Avaliação da atividade hepatoprotetora in vivo 

5.1.1.1. Frente à indução de lesão hepática aguda por paracetamol  

O pré-tratamento dos animais com EE, PH, PD e PA seguido de 

paracetamol (3g / kg), utilizado para causar lesão hepática aguda, teve como 

objetivo avaliar a capacidade hepatoprotetora da planta e verificar qual destes 

produtos das folhas de V. condensata seria mais ativo. O controle positivo utilizado 

foi a silimarina. As atividades hepatoprotetora e antioxidante da silimarina advêm de 

sua capacidade em inibir os radicais livres que são produzidos pelo metabolismo de 

substâncias tóxicas tais como o paracetamol e o CCl4. Esses radicais livres causam 

danos nas membranas celulares. A silimarina aumenta a glutationa hepática e pode 

contribuir para ação antioxidante do fígado. Estudos demonstraram que animais com 

lesões hepáticas induzidas por paracetamol e etanol apresentaram redução 

significativa dos marcadores bioquímicos de lesão hepática AST e ALT quando 

receberam tratamento com silimarina (VARGAS-MENDOZA et al., 2014). 

Para o modelo proposto foram utilizados doze grupos com seis animais 

cada. O tratamento com PA foi realizado em três doses diferentemente dos demais 

extratos que foram avaliados apenas em duas doses. Essa diferença foi motivada 

pela promissora atividade antioxidante in vitro demonstrada para PA em estudos 

prévios (SILVA et al., 2012). Na tabela 6 estão apresentados os pesos médios dos 

animais de cada grupo e ainda o peso médio dos fígados destes. 
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Tabela 6: Peso médio corporal e do fígado dos animais antes e após o tratamento 
com as amostras 

 

Grupos 

Peso Médio Corporal (g) Peso Médio do 

Fígado (g) 

Índice Hepático 

Dia 0 DIA 8 (%) 

Normal 212,8 ± 5,0 232,2 ± 4,9 8,32 ± 0,25ª 35,83 ± 0,51ª 

Controle 

Negativo 
211,8 ± 2,1 234,6 ± 1,7 9,71 ± 0,15b 

41,39 ± 0,88b 

Sil 100 mg / kg 225,6 ± 4,4 226,4 ± 5,8 9,62 ± 0,43b 42,49 ± 0,74b 

EE 100 mg / kg 233,6 ± 7,5 245,2 ± 4,4 9,00 ± 0,31c 36,73 ± 0,70a 

EE 200 mg / kg 220,6 ± 8,6 226,2 ± 7,2 9,06 ± 0,58c 40,05 ± 0,8b 

PH 100 mg / kg 235,4 ± 8,3 239,6 ± 8,8 8,00 ± 0,32ª 33,38 ± 0,36c 

PH 200 mg / kg 220,2 ± 9,5 230,8 ± 10,5 9,31 ± 0,89b 40,33 ± 0,84b 

PD 100 mg / kg 267,6 ± 11,4 258,4 ± 10,3 10,54 ± 0,30c 40,78 ± 0,29b 

PD 200 mg / kg 245,2 ± 7,4 242,6 ± 13,6 10,34 ± 0,30c 42,72 ± 0,22b 

PA 50 mg / kg 269,4 ± 8,7 269,0 ± 8,4 9.68 ± 0,27c 35,98 ± 0,32ª 

PA 100 mg / kg 229,4 ± 6,5 232,6 ± 7,2 8,00 ± 0,31ª 34,39 ± 0,43ª 

PA 200 mg / kg 226,6 ± 8,3 229,8 ± 7,4 8, 98 ± 0,43b 39,07±0,58b 

Valores são apresentados média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etanólico, PH = Partição 
Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a na 
mesma coluna não possuem diferenças estatísticas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

O índice hepático dos animais tratados com EE (100 mg / kg), PH (100 

mg / kg) e PA (50 e 100 mg / kg) não sofreu alterações significativas em relação ao 

grupo normal, sugerindo a manutenção da integridade do órgão. 

Em lesões hepáticas agudas induzidas por paracetamol e outras 

substâncias com metabolismo semelhante é possível detectar alterações em alguns 

parâmetros, uma vez que o fígado é um órgão central na homeostase bioquímica do 

organismo. As transaminases são indicadores sensíveis de dano hepático, 

particularmente quando é uma lesão aguda, por exemplo, na hepatide tóxica 

induzida por drogas. As transaminases hepáticas são AST (aspartato 

aminotransferase) e a ALT (alanina aminotransferase). A AST, como já mencionado, 

existe também em outros tecidos como o coração, músculo esquelético, rins, 

cérebro, pâncreas e, portanto, é um indicador muito menos específico de lesão 

hepática do que a ALT que existe primariamente no fígado. Portanto em se tratando 

de lesão hepática há refluxo de ambas as enzimas para o plasma com elevação dos 

níveis de ambas, sendo que a ALT sobe ligeiramente mais do que a AST se a lesão 

for puramente hepática. Assim, como paracetamol e outros agentes tóxicos 



- 64 - 
 

provocam lesão hepatocelular, essas enzimas são importantes indicadoras de dano 

hepatocelular uma vez que se apresentam aumentadas no soro quando há lesão do 

tecido e, consequente extravasamento do citoplasma (GIANNINI et al., 2005). 

A manutenção dos níveis de AST (Figura 10) e ALT (Figura 11) a valores 

próximos aos níveis normais é um importante indicativo de proteção da lesão das 

células hepáticas ou, ainda, da recuperação das células injuriadas.  

Figura 10: Efeito da administração de EE, PH, PD e PA (concentração mg / kg) nos 

níveis de AST no soro de ratos induzidos com paracetamol em dose aguda. 
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Valores são apresentados média±erro padrão, n = 6. Médias seguidas de 
mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (p < 0,01). Onde EE = Extrato 
Etanólico; PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica; PA = 
Partição em Acetato de Etila; Sil = Silimarina. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Para AST, apenas os animais tratados com PA na concentração de 200 

mg / kg e com silimarina mantiveram seus níveis próximos ao valor normal, o que é 

um indicativo que PA pode possuir ação hepatoprotetora frente aos possíveis danos 

causados pelo paracetamol administrado em dose aguda. As outras amostras de V. 

condensata testadas, excetuando-se PD na concentração de 200 mg / kg, 

apresentaram também uma redução dos níveis de AST quando comparado ao 

controle negativo. Reduções dos níveis de AST em ratos com lesão hepática por 

paracetamol também já foram descritas para extratos de outras plantas como para 

Coccinia grandis (SHERIEF et al., 2011), Plumbago zeylanica (KANCHANA et al., 
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2011) e também o extrato aquoso de Vernonia amygdalina (IWALOKUN et al., 

2006).  

Figura 11: Efeito da administração de EE, PH, PD e PA (concentração mg / 
kg) nos níveis de ALT no soro dos ratos induzidos com paracetamol em dose 
aguda. 
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Valores são apresentados média±erro padrão, n = 6. Médias seguidas de mesma 
letra não diferem pelo teste de Tukey (p < 0,001). Onde EE = Extrato Etanólico; 
PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica; PA = Partição em Acetato 
de Etila; Sil = Silimarina. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Para a transaminase ALT, específica para dano hepático, excetuando EE 

100 mg / mL e 200mg / mL, e PH 200 mg / mL, as demais amostras reduziram os 

níveis desta enzima. E mais uma vez, os animais tratados com PA apresentaram 

valores de ALT estatisticamente iguais aos do grupo normal. Assim, foi possível 

atestar a possível atividade hepatoprotetora da espécie frente ao dano 

hepatocelular. 

A fosfatase alcalina também foi medida e os resultados estão 

apresentados na Figura 12. 
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Figura 12: Níveis de fosfatase alcalina no soro de animais pré-tratados com EE, PH, PD e PA 

(concentração mg / Kg) e induzidos com paracetamol em dose aguda. 
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Valores são apresentados média±erro padrão, n = 6. Médias seguidas de mesma letra não 
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,001). Onde EE = Extrato Etanólico; PH = Partição 
Hexânica, PD = Partição Diclometânica; PA = Partição em Acetato de Etila; Sil = Silimarina.  
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

O grupo controle negativo teve os níveis de fosfatase alcalina (FAL) 

aumentados em relação ao grupo normal. Os níveis de FAL foram estatisticamente 

iguais ao grupo normal para os grupos PD 200 mg/ kg e PA 50 mg / kg, os grupos 

tratados com o controle silimarina 100 mg / kg, PH em ambas concentrações, 

enquanto, PD em 100 mg / kg e PA em 100 e 200 mg / kg apresentaram resultados 

estatisticamente diferente do grupo controle negativo não tratado. O aumento na 

atividade de FAL é resultado da maior síntese desta enzima pelas células que 

revestem os canalículos biliares. Em geral, ocorre em resposta à colestase e à 

redução do fluxo biliar. (GAW et al., 2015). Porém, segundo Giannini et al.(2005), 

lesões hepáticas induzidas por paracetamol e outros medicamentos não causam 

necessariamente aumento significativo nos níveis de FAL. No entanto, no que tange 

os tratamentos, a manutenção dos níveis de fosfatase é outro importante indicativo 

de proteção ao dano hepático por PH, PD e PA. 

Outros parâmetros bioquímicos (proteínas totais, albumina, bilirrubina 

total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta) que se relacionam indiretamente com a 

lesão hepática foram avaliados no soro dos animais (Tabela 7). 
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Tabela 7: Parâmetros bioquímicos dos animais normais e tratados, com lesão 

hepática aguda causada por paracetamol.  

Grupo  
PT 

g / dL 
ALB 

g / dL 
BT 

mg / dL 
BD 

mg / dL 
BI 

mg / dL 

Normal 3,19±0,09 a 3,33±1,99ª 2,40±0,08ª 0,56±0,04ª 1,83±0,11ª 

Controle 
Negativo 

2,84±0,02ª 2,81±1,07ª 3,04±0,7ª 0,87±0,12ª 2,22±0,67ª 

Sil 100mg / kg 3,22±0,02ª 3,35±0,89ª 2,34±0,3ª 0,65±0,07ª 1,69±0,31ª 

EE 100 mg /kg 2,49±0,14ª 1,63±1,25ª 2,98±0,21ª 1,0±0,11ª 1,93±0,24ª 

EE 200mg / kg 2,78±0,29ª 3,88±0,87ª 1,44±0,21ª 0,91±0,10ª 1,72±0,21ª 

PH 100mg / kg 3,07±0,13ª 3,35±3,41ª 1,48±0,29ª 0,59±0,02ª 0,89±0,30ª 

PH 200 mg / kg 2,83±0,11ª 2,73±0,93ª 2,76±0,36ª 1,03±0,05ª 1,73±0,32ª 

PD 100 mg / kg 2,97±0,16ª 2,82±1,67ª 1,75±0,39ª 0,63±0,097ª 1,11±0,39ª 

PD 200 mg / kg 3,32±0,10ª 2,51±2,73ª 2,03±0,15ª 0,79±0,13ª 1,23±0,18ª 

PA 50 mg / kg 3,72±0,08ª 2,71±1,71ª 1,71±0,24ª 0,63±0,09ª 1,30±0,13ª 

PA 100 mg / kg 3,86±0,01ª 2,90±1,77ª 1,88±0,09ª 0,58±0,07ª 1,30±0,13ª 

PA 200 mg / kg 2,85±0,19ª 3,32±1,98ª 2,16±0,16ª 0,92±0,13ª 1,32±0,21ª 

Valores são apresentados como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato 
Etanólico, PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em acetato 
de etila. PT: Proteína Total; ALB: Albumin; BT: Bilirrubina Total; BD: Bilirrubina Direta; BI: 
Bilirrubina Indireta. Na mesma coluna, valores seguidos pela letra a não possuem diferenças 
estatísticas significativas em relação ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Foi observado que para proteínas totais e albumina não houve alterações 

significativas para os grupos testados. A albumina é uma proteína produzida pelo 

fígado e é extremamente sensível a lesões/doenças hepáticas. Tem meia-vida longa 

no plasma, assim, diminuições nas concentrações de albumina demoram a ocorrer 

quando há redução súbita de sua síntese (GAW et al., 2015). Como o modelo de 

indução de lesão hepática foi agudo, não houve tempo suficiente para percepção de 

alterações significativas nas proteínas hepáticas. 

A tabela 7 também mostra que não houve diferenças significativas entre 

os grupos para os níveis de bilirrubinas. Segundo Giannini et al (2005), para lesões 
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agudas causadas por paracetamol e outros medicamentos, alterações significativas 

nos parâmetros de bilirrubina não são esperados uma vez que o dano agudo não 

provocou colestase e o fluxo biliar não foi alterado. 

O paracetamol demonstrou ser capaz de aumentar os níveis de colesterol 

no soro de animais tratados com este medicamento (ÖZSOY E PABUÇCUOGLUO, 

2007). O perfil lipídico no soro dos animais tratados com as amostras está 

apresentado na tabela 8 abaixo. 

Tabela 8: Perfil lipídico de animais normais e tratados, com lesão hepática aguda 
induzida por paracetamol.  

Grupo 
TRIGL 
mg / dL 

CT 
mg / dL 

C- HDL 
mg / dL 

C-VLDL 
mg / dL 

C-LDL 
mg / dL 

Normal 88,99±2,64a 88,40±1,94a 11,88±1,35ª 17,80±0,53a 62,28±1,59a 

Controle Negativo 123,1±13,76b 122,40±14,6b 3,59±1,14b 20,57±1,35b 86,49±5,13b 

Sil 100mg / kg 116,5±4,78c 84,27±4,46 a 3,87±0,21b 23,29±0,96b 57,10±4,40a 

EE 100 mg /kg 111,2±3,58c 97,57±4,45c 5,98±0,28c 22,25±0,71b 69,34±4,50c 

EE 200mg / kg 105,2±4,32b 82,79±2,13 a 4,44±0,92b 21,05±0,86b 57,30±2,81a 

PH 100mg / kg 104,4±3,13b 80,58±2,72 a 9,09±1,39a 20,89±0,62b 50,60±3,27d 

PH 200mg / kg 112,5±7,00c 86,02±1,57 a 5,30±0,86b 22,78±1,75b 57,39±1,41a 

PD 100mg / kg 113,1±10,30c 84,75±3,83 a 5,07±0,76b 22,63±2,06b 57,04±4,46a 

PD 200mg / kg 108,5±4,29b 82,23±2,10 a 7,75±0,64d 21,70±0,85b 52,78±2,34d 

PA 50mg / kg 117,8± 15,87b 81,54±3,32ª 7,57±1,19d 24.98±6.8c 50.10±5.49d 

PA 100mg / kg 125,1±5,53c 81,04±1,12 a 12,47±1,08ª 25,01±1,11c 43,56±1,76d 

PA 200mg / kg 84,22±1,00a 83,06±1,64 a 12,34±0,81ª 16,84±0,20a 53,88±0,90a 

Valores são média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etanólico, PH = Partição 
Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em acetato de etila. TRIGL: 
Triglicérides; C.T.: Colesterol Total; C- HDL: Colesterol – HDL, C-LDL: Colesterol – LDL; C-
VLDL: Colesterol-VLDL. Na colunas, valores seguidos pela mesma letra não possuem 
diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Foi possível observar um aumento significativo no nível de colesterol total 

e frações c - LDL e c - VLDL, bem como nos níveis de triglicérides para o grupo 

controle negativo não tratado, em relação ao grupo normal (Tabela 8). Em 
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contrapartida, os grupos tratados com o controle positivo silimarina, EE e suas 

partições não apresentaram alterações significativas no CT e c-LDL em relação ao 

grupo normal. Exceto pelos animais tratados com PA (200 mg/ kg), os demais 

grupos apresentaram alteração nos níveis de c-HDL, c-VLDL e TRIGL. Assim, em 

relação ao perfil lipídico, PA nesta concentração manteve os níveis dos parâmetros 

avaliados próximos aos valores normais, sugerindo sua provável atividade 

hepatoprotetora. 

Com a finalidade de aprofundar o entendimento sobre a atividade 

hepatoprotetora em animais com lesão hepática aguda causada por paracetamol, a 

atividade antioxidante in vivo das amostras também foi realizada pela reação com o 

ácido tiobarbitúrico, e pela avaliação da atividade das enzimas catalase e glutationa 

redutase. 

Figura 13: Níveis de malonaldeído (MDA) em animais pré-tratados com Vernonia condensata 

e lesão hepática aguda causada por paracetamol em modelo animal. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato 
Etanólico, PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em 
acetato de etila, doses em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra não possuem 
diferenças estatísticas significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR,2016. 

 

A Figura 13 mostra o aumento da concentração de MDA, um subproduto 

da lipoperoxidação dos tecidos, em animais com lesão e não tratados. Esse fato 

acontece devido ao estresse oxidativo provocado pela presença do radical livre 

NAPQI nas células hepáticas. Diversos estudos têm demonstrado que os radicais 

livres podem danificar lipídeos e proteínas de membrana, alterando a estrutura 

celular e, muitas vezes, levando à morte celular (SILVA, et al., 2011). Todos os 
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grupos tratados previamente com as amostras, mantiveram os níveis de MDA abaixo 

do nível apresentado pelo grupo controle negativo não tratado. Amostras que 

diminuem os níveis de MDA nos tecidos animais são consideradas como bons 

antioxidantes. In vitro também, as amostras EE, PH, PD e PA demonstraram 

atividade antioxidante promissora, porém PA foi mais ativo (SILVA et al., 2013). Com 

os resultados in vivo obtidos no presente trabalho, associados aos descritos 

anteriormente, fica clara a forte ação de V. condensata como antioxidante na 

inibição da peroxidação lipídica nos tecidos.  

Outro importante parâmetro da capacidade antioxidante avaliado foi o 

nível da atividade da enzima catalase (Figura 14).  

Figura 14: Níveis da atividade da enzima catalase em animais pré-tratados com Vernonia 

condensata e lesão hepática aguda causada por paracetamol em modelo animal. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etanólico, 
PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em acetato de etila, 
doses em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas 
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

A catalase é uma enzima presente nas células aeróbicas que catalisa a 

conversão do peróxido de hidrogênio, subproduto de várias reações químicas, em 

água e oxigênio livre protegendo o organismo dos danos oxidativos causados por 

esta espécie altamente reativa. Neste trabalho, observou-se que os animais com 

lesão hepática não tratados tiveram a atividade desta enzima bastante diminuída, 

caracterizando o estresse oxidativo provocado pelo metabolismo do paracetamol. 

EE e PD, 100 mg / g bem como PA, 50 mg / kg não demonstraram diferença 
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significativa em relação ao grupo não tratado. Este resultado indica o efeito 

antioxidante in vivo das demais amostras. 

A atividade antioxidante da enzima glutationa redutase também foi 

avaliada (Figura 15). 

Figura 15: Níveis da atividade da enzima glutationa redutase em animais pré-tratados com 

Vernonia condensata e lesão hepática aguda causada por paracetamol em modelo animal. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; EE = Extrato Etanólico, 
PH = Partição Hexânica, PD = Partição Diclometânica, PA = Partição em acetato de etila, 
dose em mg / kg. Valores seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas 
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

A glutationa redutase (GSH) encontra alta atividade no fígado. Atua como 

um antioxidante endógeno reduzindo níveis de hidroperóxidos (H2O2) tal como a 

catalase, e ainda demais espécies reativas de oxigênio como os peróxidos lipídicos 

que são ainda mais reativos que as espécies primárias de O2 (O-
2•, H2O2, OH•). A 

redução relativa dos níveis de GSH no interior das células leva a uma situação de 

estresse oxidativo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989). Os níveis de GSH para os 

grupos PD 200 mg / kg e PA na mesma concentração apresentaram-se aumentados 

em relação ao grupo normal. Este aumento de GSH são evidências da atividade 

antioxidante dessas partições de V. condensata. 

Em resumo, os resultados obtidos para os parâmetros e para atividade 

antioxidante indicam um maior potencial hepatoprotetor para a partição acetato de 
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etila das folhas de V. condensata. Assim, a fim de corroborar esses resultados, os 

fígados dos animais dos grupos tratados com PA foram submetidos ao exame 

histopatológico. 

Os estudos histopatológicos confirmaram o dano hepático causado pelo 

paracetamol. Os animais não tratados (controle negativo) apresentaram mudanças 

degenerativas tais como vacuolização e núcleo picnótico nas células parenquimais 

na área centrolobular, congestão e dilatação sinusoidal, grau moderado de infiltrado 

linfocítico e sangramento (Figura 16). Por outro lado, o fígado dos animais pré-

tratados com PA não apresentaram mudanças degenerativas mantendo os aspectos 

histológicos bastante próximos ao órgão dos animais do grupo normal, com poucas 

áreas de congestão e algum infiltrado linfocítico.  

Figura 16: Fotomicrografia representativa das seções longitudinais do fígado de rato após 7 

dias de pré-tratamento seguido pela indução de dano hepático agudo por paracetamol. 

 

Grupo normal (A 100x, A’ 400x), Controle negativo (B 100x, B’ 400x), Controle Referência 
silimarina (C 100x, C’ 400x), PA 50 mg/kg (D 100x, D’ 400x), PA 100 mg/kg (E 100x, E’ 400x) e 
PA 200 mg/kg (F 100x, F’ 400x). Cortes histológicos de 5µm, lâminas coradas com 
hematoxilina e eosina. As imagens foram capturadas usando o Image-Pro Plus® 6.0 software. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 
 
 

5.1.2.2. Avaliação da atividade hepatoprotetora in vivo frente à indução de lesão 
com doses repetidas de paracetamol 
 

Dessa forma, PA foi selecionada para tratar animais, agora com lesão 

hepática induzida por paracetamol em doses diárias de 750 mg / kg, sendo 

administrada simultaneamente ao paracetamol.  
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O peso médio corporal, fator considerado quando se avalia a toxicidade 

de um fármaco, bem como o dos fígados dos animais estão apresentados na tabela 

9. 

Tabela 9: Peso médio corporal e dos fígados de animais induzidos pelo uso contínuo 

de paracetamol, normais e tratados com PA 

Grupo 
Peso médio corporal (g) Peso médio do 

fígado (g) 

Índice Hepático 

Dia 0 Dia 11 (%) 

Normal 273,5 ± 8,6 279,5±10,6 9,00 ± 0,57ª 32,20 ± 0,53ª 

Controle Negativo 301,4 ± 5,3 318,8±6,6 11,80 ± 0,58b 37,01 ± 0,87b 

Sil. 100 mg / kg 288,8 ± 4,0 299,2±6,5 10,60 ± 0,24c 35,42 ± 0,36c 

PA 100 mg / kg 251,6 ± 8,1 268,0±7,8 9,20 ± 0,20ª 34,33 ± 0,25b,c 

PA 200 mg / kg 294,0 ± 3,4 314,8±4,5 11,6 ± 0,24b 36,84 ± 0,53b 

Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. 
Médias seguidas com a mesma letra não diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey (p < 
0,01). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

O índice hepático dos animais tratados com PA (100 mg / kg) não 

apresentou diferenças significativas em relação ao dos animais do grupo normal e 

do controle Silimarina, o que sugere mais uma vez que PA (100 mg / kg) não 

interferiu significativamente na homeostase deste órgão. 

O nível das enzimas AST (Figura 17) e ALT (Figura 18), foi medido 

também neste modelo de indução. 

Foi observado um aumento de AST, em animais com lesão hepática 

induzida por doses contínuas de paracetamol, porém não tratados. Os animais 

tratados com PA apresentaram níveis de AST estatisticamente iguais ao nível 

apresentado pelos animais do grupo normal.  
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Figura 17: Efeito da administração de PA nos níveis de AST no soro de ratos induzidos com 

paracetamol em doses repetidas. 
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Onde PA = Partição em Acetato de Etila; Sil = Silimarina em doses em mg / kg.Valores 
são apresentados média±erro padrão, n = 6. Letras iguais para valores não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (p < 0,001).  
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

A Figura 18 mostra os níveis da ALT. Não foi observada diferença entre 

os grupos avaliados. 

Figura 18: Efeito da administração de PA nos níveis de ALT no soro dos ratos induzidos 

com paracetamol em doses repetidas. 
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Valores são expressos média ± ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição 
em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a não possuem diferenças 
estatísticas significativas em relação ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 
0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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O tratamento com paracetamol em doses repetidas nas doses 

terapêuticas diárias pode levar a elevações transitórias dos níveis das 

transaminases séricas, geralmente começando depois de 3 a 7 dias. Estas 

elevações são assintomáticas e resolvidas rapidamente com a interrupção do 

tratamento ou redução da dose, e em alguns casos a elevação dos níveis de 

transaminases é resolvida pelo organismo, mesmo com a continuação na dose 

completa (ZIMMERMAN et al, 1999). Portanto, a manutenção dos níveis de ALT era 

esperada.  

Os níveis de transaminases não permitiram concluir se houve ou não 

lesão hepática causada por doses contínuas de paracetamol, então, outros 

parâmetros foram também avaliados para se verificar o quadro de lesão hepática. 

Os níveis de proteínas totais, fosfatase alcalina e albumina estão apresentados na 

Tabela 10, enquanto os parâmetros lipídicos encontram-se apresentados na Tabela 

11. 

Tabela 10: Parâmetros bioquímicos analisados no soro de ratos com 
lesão hepática induzida por doses repetidas de paracetamol. 

Grupo 
PT 

g / dL 
FAL 
U / L 

ALB 
g / dL 

Normal 4,33 ± 0,09ª 83,82 ±8,92ª 3,26±0,64ª 

Controle Negativo 4,12 ± 0,07ª 127,42±8,83b 3,37±0,48ª 

Sil 100mg / kg 4,43 ± 0,07ª 117,52±4,09ª 3,30±0,40ª 

PA 100 mg / kg 4,59 ± 0,04ª 108,52±9,95ª 3,44±0,95ª 

PA 200 mg / kg 4,41 ± 0,05ª 122,69±10,03b 3,26±0,45ª 

Valores são média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. 
PT: Proteína Total; FAL: Fosfatase alcalina; ALB: Albumina. Na mesma coluna, valores 
seguidos mesma letra não possuem diferenças estatísticas significativas teste de Tukey 
(p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Da mesma forma que nos animais com lesão hepática induzida por dose 

única de paracetamol, não foram observadas alterações significativas em proteínas 

totais e albumina. Como a meia vida sérica da albumina é de 12 a 21 dias e a 

indução com doses repetidas foi realizada por 10 dias, a não alteração deste 

parâmetro era esperada. A FAL mostrou-se aumentada para o grupo controle 

negativo e PA 200 mg / kg, indicando uma possível colestase no fígado destes 
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animais. Assim, o tratamento simultâneo com PA 200 mg / kg não foi capaz de 

manter os níveis da FAL nestas condições. 

A tabela 11 apresenta o perfil lipídico, triglicérides, colesterol total e 

frações no soro dos animais tratados com doses repetidas.  

 
Tabela 11: Parâmetros lipídicos analisados no soro para o teste de 
hepatoproteção 

Grupo 
TRIGL 

mg / dL 

CT 

mg / dL 

c- HDL 

mg / dL 

c-VLDL 

mg / dL 

c-LDL 

mg / dL 

Normal 115,4±3,82ª 82,72±2,19ª 11,88±1,34ª 23,09±0,76ª 45,43±2,42ª 

Controle 

Negativo 
114,3±4,39ª 89,60±7,52ª 2,09±0,22b 22,86±0,87ª 65,76±7,59b 

Sil 100mg / kg 101,2±4,71ª 81,53±1,95ª 12,35±2,04ª 20,24±0,94ª 49,87±3,24ª 

PA 100 mg / kg 108,8±4,59ª 84,83±2,54ª 9,77±2,69ª 21,76±0,02ª 54,13±1,76c 

PA 200 mg / kg 104,9±3,91ª 75,45±0,78ª 12,14±0,78ª 20,98±0,78ª 43,90±1,03ª 

Valores são média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. TRIGL: Triglicérides; 
C.T.: Colesterol Total; C- HDL: Colesterol – HDL, C-LDL: Colesterol – LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na mesma 
coluna, valores seguidos pela letra mesma não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey 
(p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Em relação aos parâmetros lipídicos, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos para os níveis de TRIGL, CT, c-VLDL. Contudo, de 

forma análoga ao tratamento agudo, os níveis de c-LDL aumentaram para o grupo 

controle negativo e diminuiram para os animais tratados com Sil 100 mg / kg e PA 

em ambas as doses, sendo a diminuição mais expressiva na dose de 200 mg/ kg. 

Os níveis de c-HDL apresentaram-se diminuídos para o grupo não tratado. Para os 

grupos tratados seja com PA a 200 mg / kg seja com silimarina, esse parâmetro 

apresentou valores significativamente iguais aos do grupo normal. O c-HDL é uma 

fração lipídica com função protetora e a redução de seu nível pode comprometer o 

balanço normal das frações. O tratamento com PA favoreceu a manutenção do perfil 

lipídico em relação ao balanço c-HDL / c-LDL, alterado pelo paracetamol. 

A atividade antioxidante de PA neste modelo também foi avaliada. A 

concentração de MDA foi mensurada para avaliar a peroxidação lipídica induzida 

pelo radical livre NAPQI (Figura 19). 
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Figura 19: Níveis de malonaldeído (MDA) em animais com lesão hepática causada por 

paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia condensata. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição 
em acetato de etila (doses em mg / kg). Valores seguidos pela letra mesma não 
possuem diferenças estatísticas significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 
0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Foram observados níveis normais de MDA para os grupos tratados com 

PA, em ambas as concentrações, bem como para o controle positivo, silimarina. Os 

danos inflamatórios causados pelos radicais livres à membrana celular, oriundos da 

lipoperoxidação, foram inibidos pela ação protetora de PA. 

Tal como para indução aguda com paracetamol, a atividade das enzimas 

catalase e glutationa redutase foram avaliadas. Assim, foi possível observar no que 

tange a atividade da enzima catalase (Figura 20), que não houve diferenças 

estatísticas entre os grupos tratados com PA e o grupo normal. 
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Figura 20: Atividade da enzima catalase para animais com lesão hepática causada por 

paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia condensata. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = 
Partição em acetato de etila (doses em mg / kg). Valores seguidos por letras 
iguais não possuem diferenças estatísticas significativas entre si pelo teste de 
Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Da mesma forma, como foi possível observar na figura 20, a atividade da 

enzima glutationa redutase (Figura 21), nos animais tratados com PA, permaneceu 

significativamente igual àquela apresentada pelos animais do grupo normal. 

Figura 21: Atividade da enzima glutationa redutase em animais com lesão hepática 

induzida pelo uso por paracetamol em doses repetidas e tratados com Vernonia 

condensata. 
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Valores expressos como média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = 
Partição em acetato de etila. Valores seguidos pela letra a não possuem 
diferenças estatísticas significativas em relação ao grupo normal pelo teste de 
Tukey (p< 0,05). 

   Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Portanto, foi possível verificar que PA exerceu importante atividade 

antioxidante, inibindo a peroxidação lipídica e aumentando a atividade das enzimas 

catalase e glutationa redutase. A observação deste conjunto de atividades reforça o 

potencial de PA como hepatoprotetor e antioxidante. 

Os estudos histopatológicos confirmaram as análises bioquímicas. Os 

animais não tratados (controle negativo) não apresentaram significativas mudanças 

degenerativas exceto por pequenas regiões com infiltrado inflamatório (Figura 22). O 

fígado dos animais pré-tratados com PA também não apresentaram mudanças 

degenerativas mantendo os aspectos histológicos bastante próximos ao órgão dos 

animais do grupo normal. 

Figura 22: Fotomicrografia representativa das seções longitudinais do fígado de rato após 10 dias de 

tratamento com PA e simultânea administração de paracetamol. 

 
Grupos: normal (A, 400x), controle negativo (B, 400x), silimarina (C, 400x), PA 100 mg/kg (D, 400x), 
PA 200 mg/kg (E, 400x). Cortes histológicos de 5µm e lâminas coradas com hematoxilina e eosina.As 
imagens foram capturadas usando o Image-Pro Plus® 6.0 software. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

5.1.2.3. Avaliação da atividade hepatoprotetora in vivo frente à indução de lesão 

aguda por etanol  

A indução de lesão aguda por etanol também foi utilizada para se avaliar 

a atividade hepatoprotetora de PA. Para este modelo foi utilizada somente a dose de 

200 mg / kg pois foi a que apresentou, de maneira geral, maior atividade 

hepatoprotetora em animais com lesão hepática induzida por paracetamol. 
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Os animais foram pesados antes e depois do tratamento. Ao final do 

experimento, o fígado dos animais foi retirado e pesado. Os resultados estão 

expressos Tabela 12. 

Tabela 12: Peso corporal médio e do fígado dos animais com lesão hepática 
causada pelo etanol. 

Grupos 

Peso Médio Corporal (g) 
Peso Médio do Fígado 

(g) 

Índice Hepático 

Antes da 
lesão 

Após 
lesão 

(%) 

Normal 258,6 ± 2,2 280,2±2,7 9,6± 0,33ª 34,3 ± 0,12ª 
Controle Negativo 310,0±3,0 342,5±7,5  11,15 ± 0,35b 32,6 ± 0,46b 

Simultâneo 
Sil. 100 mg / kg 280±5,2 298±3,9 10,4 ± 0,40ª 34,9 ± 0,10ª 

PA 200 mg / kg 250,0±7,5 263,2±4,1 8,8 ± 0,48ª 33,4 ± 0,11b 

Pré-
tratamento 

Sil. 100 mg / kg 299±2,1 319,8±1,6 11,0 ± 0,43b 34,4 ± 0,26ª 
PA 200 mg / kg 266±4,5 284,0±4,3 9,34 ± 0,16ª 32,9 ± 0,37b 

Valores são: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. Valores 
seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey (p< 
0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

O índice hepático dos animais tratados com silimarina e PA tratados em 

simultâneo não apresentou diferença significativa. 

Os parâmetros bioquímicos e a atividade antioxidante foram avaliados 

para as duas situações propostas. A tabela 13 apresenta o efeito da administração 

de PA nos níveis de AST e ALT no soro dos animais tratados com etanol. 

 

Tabela 13: Efeito da administração de PA nos níveis de AST e ALT no soro dos ratos 

com lesão hepática aguda induzida por etanol. 

Grupos AST (U / L) ALT (U / L) 

Normal 94,59±4,20ª 98,66±1,86ª 

Controle Negativo 201,90±7,68b 122,30±2,68b 

Simultâneo 

Sil 100 mg / kg 94,07±2,51ª 113,80±3,50ª 

PA 200 mg / kg 91,22±1,03ª 110,10±3,25ª 

Pré – tratamento 

Sil 100 mg / kg 165,77±11,61c 118,64±10,61b 

PA 200 mg / kg 215,6±28,88b 112,61±8,18a 

Valores são: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de 
etila. Valores seguidos pela letra a não possuem diferenças estatísticas significativas 
em relação ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 0,05).  
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Os níveis das transaminases hepáticas estavam aumentados para os 

animais do grupo controle negativo indicando a lesão hepática provocada pelo 

etanol. Os animais que receberam o tratamento com PA, simultaneamente ao 

etanol, não apresentaram alterações significativas nas transaminases. Para os 

animais que receberam pré-tratamento com PA 200 mg / kg, observou-se alteração 

significativa nos níveis de AST. O resultado implica no impedimento da lesão 

hepática causada pelo etanol quando administrado simultaneamente. A 

administração da PA antes da indução de lesão por etanol impediu o aumento dos 

níveis de ALT. O mesmo não foi observado para os níveis de AST.  

Valores dos parâmetros bioquímicos e do perfil lipídico avaliados nos 

animais com lesão hepática por etanol e tratados com PA foram apresentados na 

tabela 14. 

 

Tabela 14: Parâmetros bioquímicos e lipídicos analisados no soro de ratos com 

lesão hepática aguda causada por etanol 

Grupo 
PT 

 
g / dL 

ALB 
g / dL 

TRIGL 
mg / dL 

CT 
mg / dL 

C- HDL 
mg / dL 

C-VLDL 
mg / dL 

C- LDL 
mg / dL 

Normal 4,3±0,1a 3,2±0,6ª 110,0±2,6ª 83,9±2,8ª 11,5±1,3ª 22,5±0,5ª 49,9±1,5a 

C. Negativo 4,4±0,1ª 2,5±0,2ª 129,2±8,6b 78,8±0,8ª 2,7±0,3b 21,8±4,0a 54,2±1,7b 

Simult. 

Sil  3,2±0,2b 2,6±0,8ª 131,9±7,2b 75,5±4,0ª 5,5±0,3c 26,4±1,4ª 50,9±2,9ª 

PA  3,5±0,3b 2,6±2,1ª 108,3±2,7ª 67,1±3,3b 6,2±0,1c 21,6±0,5ª 39,2±1,4c 

Pré 
Tratam. 

Sil  3,6±0,2b 2,3±0,6ª 151,3±6,9c 67,1±3,2b 9,7±1,2ª 28,1±1,7ª 29,3±2,0d 

 PA 4,3±0,2ª 2,6±0,8ª 153,3±2,5c 66,5±2,7b 5,6±0,6c 30,3±0,4ª 30,6±1,2d 

Valores são expressos: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina 100 mg /kg; PA = Partição em 
acetato de etila 200 mg / kg. PT: Proteínas totais; Alb: Albumina; TRIGL: Triglicéreos; C.T.: 
Colesterol Total; C- HDL: Colesterol – HDL; C-LDL: Colesterol LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na 
mesma coluna, valores seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas 
significativas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). 

 Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

 

As proteínas totais e a albumina não apresentaram alterações 

significativas em todos os grupos avaliados. Os triglicerídeos mostraram-se 

inalteradados apenas para o grupo tratado com PA administrado simultaneamente 

ao etanol. O nível de colesterol total não foi alterado pela administração aguda de 

etanol nos animais do grupo controle negativo, contudo os animais tratados com PA, 
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nas duas situações avaliadas, apresentaram colesterol total abaixo dos 

apresentados pelos animais do grupo normal. A fração c-HDL ficou aumentada em 

todos os grupos tratados com PA, em relação ao grupo controle negativo. As frações 

c-LDL diminuíram para os grupos tratados com PA em relação ao grupo controle 

negativo. As alterações observadas nos níveis de colesterol total e c-LDL no soro 

dos animais tratados com PA sugerem possível efeito hipocolesterolêmico, estas 

observações já foram registradas nos grupos com lesão aguda por paracetamol 

tratadas com PA. 

A atividade de PA sobre a produção de MDA (Figura 23) e das enzimas 

antioxidantes catalase e glutationa oxidase também foi avaliada. 

 

Figura 23: Níveis de malonaldeído (MDA) em animais com lesão hepática induzida etanol. 
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Valores são: média ±ep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré 
tratamento; PA Pré-Tto = Partição em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil 
Sm = silimarina 100 mg / kg tratamento simultâneo; PA Sm = Partição em acetato de 
etila 200 mg / kg simultâneo. Valores seguidos por letras iguais não possuem 
diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05). 

    Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Os níveis de MDA se mantiveram inalterados apenas para o grupo pré-

tratado com PA. Ao ser administrado simultaneamente, PA não inibiu a formação de 

MDA. 

A atividade da enzima catalase está representada na figura 24. A 

atividade da enzima catalase apresentou-se aumentada para os animais pré-

tratados com PA, sugerindo uma possível ação antioxidante do mesmo quando 

administrado em pré-tratamento. 
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Figura 24: Atividade da enzima catalase em animais com lesão hepática induzida por etanol. 
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Valores são média ±ep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré tratamento; PA 
Pré-Tto = Partição em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil Sm = silimarina 100 mg 
/ kg tratamento simultâneo; PA Sm = Partição em acetato de etila 200 mg / kg simultâneo. 
Valores seguidos por letras iguais não possuem diferenças estatísticas significativas pelo 
teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

A atividade da enzima glutationa redutase se apresentou aumentada em 

relação ao grupo normal para os grupos tratados tanto com PA (200 mg / kg) quanto 

pelo controle positivo, e, ainda, não apresentou diferente do grupo normal quando 

administrada simultaneamente ao etanol (Figura 25).  

Figura 25: Atividade da enzima glutationa reduzida em animais com lesão hepática 

causada por indução com etanol. 
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Valores são média ±ep, n= 6. Onde: Sil Pré-Tto = silimarina 100 mg / kg pré tratamento; 
PA Pré-Tto = Partição em acetato de etila 200 mg / kg pré tratamento; Sil Sm = silimarina 
100 mg / kg tratamento simultâneo; PA Sm = Partição em acetato de etila 200 mg / kg 
simultâneo. Valores seguidos por letras iguais não possuem diferenças estatísticas 
significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Os resultados até agora apresentados mostram que, a proteção hepática 

proporcionada por PA está ligada à atividade antioxidante.  

A promissora atividade da partição acetato de etila já foi descrita 

previamente e pode estar correlacionada com a presença de compostos fenólicos 

quantificados para esta partição (SILVA et al., 2012).  

5.1.3. Partição em acetato de etila como pós-tratamento de lesão hepática aguda 

induzida por etanol 

Uma vez observada a capacidade hepatoprotetora de PA no pré-

tratamento, a indução de lesão aguda por etanol foi utilizada para avaliar a atividade 

de PA como tratamento após a lesão. Neste caso, a dose de 200 mg / kg foi 

escolhida para o modelo proposto.  

Os animais foram pesados antes e depois do tratamento. Ao final do 

experimento, o fígado dos animais foi retirado e pesado. Os resultados estão 

expressos na tabela 15. 

 

Tabela 15: Peso médio corporal e dos fígados dos ratos tratados com PA após lesão 
induzida com etanol. 

Grupo 

Peso médio corporal (g) 
Peso médio 
do fígado (g) 

Índice hepático 

Antes do 
Tratamento 

Após Tratamento 
(%) 

Normal 280,2 ± 2,7 258,6 ± 2,2 9,6± 0,33ª 37,2 ± 0,15ª 
Controle Negativo 323,0 ± 3,1 293,1 ± 5,2 11,00 ± 0,1b 37,5 ± 0,19ª 

Sil. 100 mg / kg 310,0 ± 1,9 301,2 ± 1,9 10,36 ± 0,26ª 34,4 ± 0,13b 

PA 200 mg / kg 277,2 ± 7,65 266,6 ± 8,5 9,1 ± 0,16ª 34,2 ± 0,18b 

Valores são expressos: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. 
Valores seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de 
Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Os pesos dos fígados dos animais tratados com PA não apresentaram 

aumento significativo em relação ao grupo normal. O peso médio corporal dos 

animais de todos os grupos reduziu após o tratamento. A tabela 16 apresenta os 

níveis das enzimas AST, ALT, de proteínas totais e albumina no soro dos animais 

tratados com PA após indução de lesão por etanol. 
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Tabela 16: Níveis das enzimas AST, ALT, de proteínas totais e albumina no soro dos 
animais tratados com PA após indução de lesão por etanol 

Grupo AST (U / L) ALT (U / L) 
PT 

g / dL 
ALB 

g / dL 

Normal 94,59±4,20ª 98,66±1,86ª 4,33±0,09a 3,25±0,64ª 

Controle Negativo 284,865±5,36b 116,25±6,53b 4,20±0,07ª 2,60±0,65ª 

Sil 100 mg / kg 237,725±16,12c 109,81±5,10c 3,90±0,10ª 2,78±1,18ª 

PA 200 mg / kg 149,125±2,60d 116,08±4,81b 4,25±0,14ª 2,81±1,03a 

Valores são: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina; PA = Partição em acetato de etila. Valores 
seguidos pela mesma letra não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey (p< 
0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

A administração de etanol aos animais elevou os níveis das 

transaminases hepáticas, contudo o tratamento com PA diminuiu significativamente 

apenas os níveis de AST. As proteínas totais e albuminas não demonstraram 

alterações significativas pelos motivos já discutidos anteriormente. 

O perfil lipídico do soro dos animais tratados com PA foi apresentado na 

tabela 17. 

Tabela 17: Perfil lipídico analisados no soro de ratos tratados com PA após lesão 
hepática causada por etanol em dose aguda 

Grupo 
TRIGL 
mg / dL 

CT 
mg / dL 

c- HDL 
mg / dL 

c-VLDL 
mg / dL 

c- LDL 
mg / dL 

Normal 110,00±2,65ª 83,98±2,78ª 11,54±1,35ª 22,50±0,49ª 49,94±1,54ª 

Controle 
Negativo 

130,00±10,93b 92,63±7,25b 8,52±0,84a 25,99±2,18ª 58,12±3,36b 

Sil 100 mg / mL 100,90±9,98ª 70,15±1,55ª 6,54±0,29c 20,18±1,99ª 43,43±1,27c 

PA 200 mg / mL 101,60±7,54ª 59,06±3,40c 9,33±0,29ª 21,20±1,51ª 28,53±1,73d 

Valores são: média ±ep, n= 6. Grupos: Sil = Silimarina 100 mg /kg; PA = Partição em acetato de 
etila 200 mg / kg. TRIGL: Triglicérideos; C.T.: Colesterol Total; C- HDL: Colesterol – HDL; C-LDL: 
Colesterol LDL; C-VLDL: Colesterol-VLDL. Na mesma coluna, valores seguidos pela letra a não 
possuem diferenças estatísticas significativas em relação ao grupo normal pelo teste de Tukey (p< 
0,05). 

  Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

A lesão hepática com etanol alterou significativamente os níveis de TRIGL 

no soro dos animais não tratados com PA. O tratamento com PA foi capaz de 

diminuir significativamente os níveis de TRIGL para os valores normais. O colesterol 

total também se apresentou aumentado no soro dos animais controle negativo, 
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porém o tratamento com PA inibiu o aumento do colesterol total. A fração c-LDL, 

aumentada pelo etanol, diminuiu significativamente no soro dos animais tratados 

com PA.  

O fígado é considerado o principal local de metabolismo lipídico. Os 

hepatócitos contribuem nos ciclos endógenos e exógenos de lipídeos, além de fazer 

parte do transporte dos lipídeos pelo organismo. Em indivíduos com a integridade do 

tecido hepático preservada, um equilíbrio complexo é mantido entre a biossíntese, a 

utilização e o transporte do colesterol e das lipoproteínas, no entanto, em distúrbios 

hepáticos essa homeostase é rompida, gerando um desiquilíbrio no sistema (JIANG 

et al., 2010). Assim, o perfil lipídico, em casos de exposição a agentes hepatotóxicos 

é superestimado, os níveis de triglicérides, colesterol total e frações aumentam em 

função da lesão do hepatócito (SANTOS et al, 1999). Neste contexto, a manutenção 

do perfil lipídico em todos os animais utilizados neste estudo é mais uma forma de 

atestarmos a capacidade hepatoprotetora de PA.  

A atividade de PA sobre a produção de MDA (Figura 26) e a atividade das 

enzimas antioxidantes catalase (Figura 27) e glutationa redutase (Figura 28) também 

foi avaliada. 

Figura 26: Níveis de malonaldeído (MDA) em animais com lesão hepática induzida por 

indução com etanol e tratados com PA. 
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Valores são expressos: média ±ep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg / kg; 
PA= Partição em acetato de etila 200 mg / kg; Valores seguidos por letras 
iguais não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey 
(p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Figura 27: Atividade da enzima catalase em animais com lesão hepática 
induzida por etanol tratados com PA. 
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Valores são expressos: média ±ep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg / kg; 
PA = Partição em acetato de etila 200 mg / kg. Valores seguidos por letras 
iguais não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste de Tukey 
(p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 
 

Figura 28: Atividade da enzima glutationa redutase em animais com lesão 
hepática causada por indução com etanol tratados com PA. 
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Valores são expressos média ±ep, n= 6. Onde: Sil = silimarina 100 mg / 
kg; PA = Partição em acetato de etila 200 mg / kg. Valores seguidos por 
letras iguais não possuem diferenças estatísticas significativas pelo teste 
de Tukey (p< 0,05). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Após os três dias de tratamento, os níveis de catalase e de glutationa 

redutase se mantiveram significativamente iguais aos níveis normais.  
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5.1.4. Citotoxidade da partição em acetato de etila (PA) in vitro 

A citotoxidade de PA in vitro foi avaliada utilizando como modelos 

diferentes linhagens tumorais e não tumorais. Assim, foi realizado o ensaio MTT 

para avaliar a citotoxidade de PA na concentração de 50 µg / mL. PA foi considerado 

citotóxico para linhagens cujo percentual de viabilidade celular ficou abaixo de 50% 

(Tabela 18). 

Tabela 18: Média do percentual de viabilidade celular para diferentes linhagens 

Linhagens 
Tumorais 

HepG2 HL-60 Jurkat 
MDA-MDB 

231 
MCF-7 

HCT - 
116 

100 23,85 85,54 59,41 85,31 55,26 

Linhagens 
não 

tumorais 

Vero Raw 264.7 3T3 

85,31 69,70 100 

Resultados expressos como média percentual de viabilidade celular em dois experimentos 
independentes. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Este ensaio permitiu verificar de forma preliminar que PA não apresentou 

significativa toxidade para os diferentes tipos celulares testados, exceto para 

linhagem tumoral HL-60. Embora, HepG2 seja uma linhagem tumoral, o fato de PA 

não diminuir sua viabilidade celular é muito importante, uma vez que esta é 

frequentemente utilizada em modelos de hepatoproteção in vitro (RAJ et al, 2010). 

 

5.1.5. Atividade anti-inflamatória in vitro 

A atividade anti-inflamatória in vivo de V. condensata já foi demonstrada e 

os resultados estão descritos em detalhes em Silva e colaboradores, 2011. Contudo, 

a atividade anti-inflamatória de PA ainda não foi descrita. Com o objetivo de verificar 

se existe relação da atividade anti-inflamatória com hepatoprotetora de PA, foi 

avaliada in vitro sua atividade em células RAW 264.7, bem como frente à produção 

de NO e citocinas IL-6 e TNF-α, envolvidas no processo inflamatório. A atividade 

anti-inflamatória foi avaliada in vitro com indução de inflamação nas células RAW 

264.7 por LPS. 
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Figura 29: Efeito citototóxico de PA em linhagem de células Raw 264.7 em 48 h. 
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Cada valor foi expresso em média ± erro padrão. 1 x 104  células / poço em microplacas de 96 
poços. Médias seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Onde 
PA: partição acetato de etila; DEXA: dexametasona; DMSO: dimetilsulfóxido. Teste realizado 
em hexaplicata. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Pela Figura 29, foi possível perceber que em concentrações crescentes 

de PA até 20 µg / mL não há citotoxidade celular, e nas concentrações ≤ 20 µg / mL 

os valores de viabilidade maiores de 100% sugeriram um provável estímulo à 

multiplicação celular. O controle positivo, dexametasona, não demonstrou 

citotoxidade nas concentrações testadas. Assim, para o modelo de inflamação com 

LPS foram utilizadas concentrações de PA abaixo de 20 µg / mL. Para a verificação 

da atividade anti-inflamatória in vitro, foram dosados os níveis de NO (óxido nítrico), 

IL-6 e TNF-α 48 h após a estímulo com o LPS. 

Não houve diminuição dos níveis de NO produzido pelas células em 

concentrações menores de 5 µg / mL de PA, contudo a partir da concentração de 10 

µg / mL os níveis de NO foram significativamente reduzidos. Importante destacar 

que, na concentração de 20 µg / mL, PA reduziu os níveis de NO a valores 

significativamente iguais aos atingidos pelas células tratadas com dexametasona, 

um anti-inflamatório esteroidal utilizado como referência (Figura 30). 
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Figura 30: Efeitos de PA sobre os níveis de NO em células RAW 264.7 estimuladas por 

LPS. 
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Cada valor foi expresso como média ± erro padrão. 8 x 104  células / poço em microplacas de 
96 poços. Teste realizado em hexaplicata. Onde: Control: controle células não induzidas e 
não tratadas, LPS: controle células induzidas, PA: partição em acetato de etila, DEXA: 
dexametasona. Barras com letras iguais, valores não diferem significativamente entre si pelo 
teste de Tukey (p < 0,001). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Em situações que causam injúria celular, NO é produzido em grandes 

quantidades pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), importante enzima 

pró-inflamatória, que está relacionada com alguns eventos inflamatórios tais comos 

a vasodilatação e a hipotensão (YANG et al., 2009). O NO é um radical livre de curta 

duração e um mensageiro intracelular produzido por diferentes células humanas e 

de outros mamíferos. Atua como mediador de inúmeras ações biológicas tais como 

a vasodilatação, neurotransmissão, inibição da aderência e agregação de plaquetas 

(MACMICKING et al, 1997; OH et al, 2008). O nível de NO produzido por iNOS pode 

refletir o grau de inflamação de determinado tecido e ainda, serve como um 

importante indicador na avaliação de processos inflamatórios. NO em grande 

quantidade inibe a respiração celular, danifica o DNA e diminui os níveis de 

antioxidantes intracelulares (CHEN et al., 2002). Os níveis excessivos de NO 

sintetizado por iNOS têm sido implicados como um dos fatores em lesão hepática, 

por isso, é essencial reduzir a indução de iNOS para a prevenção de lesões do 

fígado (MIKI et al., 2015). Sabe-se que a dexametasona é capaz de inibir a 

expressão do gene de iNOS (SUH et al, 1998).  

O LPS, endotoxina, é um glicolipídeo da membrana externa de bactérias 

Gram-negativas como a E. coli. O LPS é reconhecido pelos receptores tipo TLR4, 
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presentes em células animais como os macrófagos, que ativam o sistema imune 

inato e estimula a secreção de citocinas entre elas o fator de necrose tumoral (TNF-

α) por estas células. O TNF-α é geralmente produzido com a interleucina-6 (IL-6) 

que exerce importante papel regulatório na inflamação aguda (local ou sistêmica). 

Amostras capazes de diminuir ou inibir a expressão desses dois fatores pró-

inflamatórios são consideradas promissoras com atividade anti-inflamatória (IIMURO 

et al., 1997; SITTISART et al., 2016). PA também demonstrou a diminuição dos 

níveis de IL-6 (Figura 31). 

Figura 31: Produção de IL-6 pelas células Raw 264.7 em resposta ao estímulo com LPS. 
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Cada valor foi expresso como média. 8 x 104  células / poço em microplacas de 96 poços. 
Onde: Control: controle células não induzidas e não tratadas, LPS: controle células induzidas, 
PA: partição em acetato de etila, DEXA: dexametasona. Teste realizado em hexaplicata. 
Barras com letras iguais, valores não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey 
(p < 0,001). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

Os níveis de TNF-α também foram reduzidos por PA. A Figura 32 mostra 

que PA diminuíu os níveis de TNF-α tal como a dexametasona. Os níveis de IL-6 e 

TNF-α diminuíram à medida que a concentração de PA aumentou, sugerindo uma 

relação entre a dose e a diminuição da expressão dessas citocinas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



- 92 - 
 

Figura 32: Produção de TNF-α pelas células Raw 264.7em resposta a indução com LPS. 
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Cada valor foi expresso como média. 8 x 104  células / poço em microplacas de 96 poços. 
Onde: Control: controle células não induzidas e não tratadas, LPS: controle células 
induzidas, PA: partição em acetato de etila, DEXA: dexametasona. Teste realizado em 
hexaplicata. Barras com letras iguais, valores não diferem significativamente entre si pelo 
teste de Tukey (p < 0,001). 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 

 

Os macrófagos desempenham um papel importante na patogênese de 

doenças hepáticas, como a hepatite alcoólica por exemplo. Os resultados obtidos no 

presente estudo são relevantes, pois a ativação da expressão dos mediadores 

inflamatórios pelo LPS nas células RAW são correlacionáveis às injúrias causadas 

por toxinas no tecido hepático. Em outros estudos, foi demonstrado que a inibição da 

expressão de TNF-α atenua a lesão hepática alcoólica (IIMURO et al, 1997), e a 

importância de TNF-α foi confirmada pela ausência de lesão hepática alcoólica em 

camundongos knockout do receptor-1 de TNF (YIN et al, 1999). 

Estes resultados são importantes para melhor compreender, não apenas 

da atividade anti-inflamatória de um modo geral, mas também a atividade protetora 

exercida por PA no tecido hepático. 

 

5.1.6. Atividade antibacteriana in vitro 

Com o objetivo de responder à segunda hipótese deste estudo, avaliou-se 

a atividade antibacteriana in vitro de EE, PH, PD e PA frente a um painel de 16 

estirpes bacterianas por meio da determinação da CIM e CBM e da classificação do 

efeito antibacteriano bactericida ou bacteriostático. 
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Todos os gêneros testados figuram na lista das 20 bactérias resistentes 

aos agentes antibacterianos, Acinetobacter baumanii resistente à carbapenêmicos, 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae resistentes à carbapenêmicos e às 

cefalosporinas de 3ª geração, Pseudomonas aeruginosa resistente à 

carbapenêmicos e Staphylococcus aureus resistente à meticilina e intermediário e 

resistente à vancomicina, e estão classificadas como risco crítico ou alto risco. Esta 

lista foi publicada pela OMS como prioridade para a pesquisa e o desenvolvimento 

de novos agentes antibacterianos, em virtude do cenário alarmante mundial do 

evento de resistência bacteriana (WHO, 2017).  

Quanto à atividade antibacteriana in vitro, os valores de CIM de EE, PH, 

PD e PA foram determinados pelo método de microdiluição em caldo, enquanto que 

os de CBM foram estabelecidos sub-cultivando todas as concentrações que não 

apresentaram crescimento visível (≥ CIM). PA foi ativa para S. aureus (ATCC® 

6538), S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213), S. aureus (ATCC® 

33591), S. aureus (ATCC® 33592), MRSA 1485279, MRSA 1605677, MRSA 

1664534, MRSA 1688441 e MRSA 1830466, com valores de CIM de 625 µg / mL 

para as cepas ATCC® e de 1250, 1250, > 5000, 2500 e 2500 µg / mL para as 

MRSA, nessa ordem. PD inibiu S. aureus (ATCC® 29213), com CIM de 625 µg / mL. 

EE, PH, PD e PA foram inativas frente às demais cepas nas concentrações testadas 

(CIM > 2500 µg / mL). As CBMs não puderam ser estabelecidas em virtude de 

estarem acima do gradiente de concentração empregado (> 5000 µg / mL), sendo o 

efeito definido como bacteriostático para as CIMs determinadas. De acordo com a 

classificação de Kuete (2010), a atividade antimicrobiana de extratos vegetais ou 

substâncias com valor de CIM < 100 µg / mL é considerada significativa, 100 < CIM 

≤ 625 µg / mL equivale à atividade moderada e CIM > 625 µg / mL implica em efeito 

fraco. Pela análise dos resultados obtidos no presente estudo, PA demonstrou 

atividade moderada para as cepas de referência de S. aureus investigadas e fraca 

ação sobre MRSA. PD também revelou efeito moderado sobre as cepas ATCC® 

desta espécie. 

Ainda que fraca, a atividade observada para as cepas de rotina de MRSA 

testadas foram relevantes, uma vez que as principais opções terapêuticas 

mostraram-se ineficazes (cepas resistentes) para a condução dos quadros dos 

pacientes acometidos com infecções da corrente sanguínea, inclusive glicopeptídeos 
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(vancomicina) (Tabela 19), e esses achados prospectam novas abordagens no 

tratamento desses casos. 

Tabela 19 - Perfil de susceptibilidade às principais classes de 

antimicrobianos de linhagens de rotina clínica de Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (MRSA) realizado pelo sistema automatizado VITEK®2 

N° Cepa Classe de Antimicrobiano  Perfil Susceptibilidade 

MRSA 1664534 
Benzilpenicilina R 

Eritromicina R 
Vancomicina R 

MRSA 1485279 

Benzilpenicilina R 
Clindamicina R 
Eritromicina R 

Oxacilina R 
Vancomicina R 

MRSA 1605877 

Benzilpenicilina R 
Clindamicina R 

Oxacilina R 
Vancomicina R 

MRSA 1830466 
Benzilpenicilina R 

Oxacilina R 
Vancomicina R 

MRSA 1688441 
Benzilpenicilina R 

Vancomicina R 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2017. 

No que diz respeito aos dados microbiológicos, alguns resultados 

conflitantes podem ser encontrados na literatura revisada e são atribuídos aos 

diferentes procedimentos de extração e aos métodos de atividade antimicrobiana in 

vitro realizados para avaliar esta relevante propriedade biológica (GITIRANA, 2017; 

submitted article). Assim, excluindo a discussão sobre as interferências destas 

questões e focando apenas nas cepas investigadas e na atividade antibacteriana in 

vitro, Brasileiro e colaboradores (2006), ao estudarem o extrato etanólico obtido das 

partes aéreas de V. condensata frente a S. aureus (ATCC® 25985) e E. coli (ATCC® 

25922), reportaram que esse extrato foi ativo somente contra a cepa de S. aureus, 

com CIM de 10 mg / mL. Fabri e colaboradores (2011), por sua vez, investigaram a 

atividade antimicrobiana do extrato metanólico obtido de folhas desta planta 

medicinal frente a S. aureus (ATCC® 6538), P. aeruginosa (ATCC® 15442), 

Salmonella enterica sorovariedade Typhimurium (ATCC® 13311), Shigella sonnei 

(ATCC® 11060), K. pneumoniae (ATCC® 13866), E. coli (ATCC® 10536) e B. 

cereus (ATCC® 11778) e descreveram que esse extrato inibiu o crescimento das 

cepas de B. cereus, S. Typhimurium, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus, 

com valores de CIM de 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 5 mg / mL, respectivamente. Denota-se 
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que existe um consenso entre os autores e o presente estudo sobre o efeito de V. 

condensata sobre cepas de S. aureus, o que fortalece a hipótese do potencial 

antibiótico desta planta medicinal sobre esse micro-organismo. 

Com base nos resultados da atividade antibacteriana in vitro obtidos e em 

virtude dos dados das demais atividades apresentadas no presente estudo, PA foi 

selecionada para dar prosseguimento aos ensaios microbiológicos. Quanto à PD, 

essa partição foi devidamente armazenada a - 20°C, em freezer, para investigações 

posteriores. Vale ressaltar que, conforme descrito no item 5.1.1, PA revelou valores 

compatíveis com um perfil de baixa citotoxidade, o que nos leva a crer que os 

resultados da atividade antibacteriana in vitro refletem um efeito antibiótico 

verdadeiro decorrente da ação dessa partição. Então, considerando a relevância do 

conjunto destas informações, testes adicionais foram realizados para o maior 

entendimento da propriedade antibacteriana de V. condensata, visto que a atividade 

moderada para S. aureus apresentada por PA e PD sugere que ambas possuem 

potencial como adjuvantes em produtos farmacêuticos voltados para tratamento de 

infecções causadas por esse micro-organismo ou, ainda, como insumo na indústria 

de alimentos para evitar a contaminação por esse patógeno. 

Com o objetivo de se investigar se PA teria uma ação sinérgica com 

ampicilina ou cloranfenicol sobre estirpes de S. aureus, realizou-se o método de 

combinação ou checkerboard, onde diferentes concentrações a partir da CIM de PA 

e desses agentes antimicrobianos foram testadas de modo a se demonstrar um 

possível efeito combinatório (Tabela 20). A CIM do cloranfenicol para as cepas de S. 

aureus testadas neste método e nos próximos foi determinada e correspondem à 75 

µg / mL para S aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC® 25923), e 7,5 µg / mL 

para MRSA 1485279. Da mesma forma, em relação à ampicilina, a CIM determinada 

foi de 4 µg / mL para S aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC® 25923) e 1000 

µg / mL para MRSA 1485279. Assim para este ensaio estabeleceu-se que o 

cloranfenicol seria o controle para todas as cepas testadas, enquanto a ampicilina 

seria aplicada quando se tratasse da MRSA. 
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Tabela 20 - Efeito combinatório da partição em acetato de etila obtida de folhas de Vernonia condensata (PA) com ampicilina (AMP) ou 
cloranfenicol (CHL), Índice de Redução da Dose (IRD), Concentração Inibitória Fracionada (CIF) e Índice de Concentração Inibitória 
Fracionada (iCIF) 

Cepa Bacteriana 
Partição / Agente 

Antibacteriano 
CIM 

IRD  CIF  ICIF** 
Efeito 

Combinatório Sozinho Combinado 

S. aureus 29213 
PA 625 75 8 0,12 

0,62 Aditivismo 
Cloranfenicol 75 37,5 2 0,50 

S. aureus 25923 
PA 625 156 4 0,25 

0,75 Aditivismo 
Cloranfenicol 75 37,5 2 0,50 

MRSA 1485279 
PA 1250 1250 1 1 

2 Indiferença 
Cloranfenicol 7,5 7,5 1 1 

MRSA 1485279 
PA 1250 78 16 0,06 

0,31 Sinergismo 
Ampicilina 1000 250 4 0,25 

*Valores em µg / mL; **Valores < 0,5 implicam em efeito sinérgico de acordo com a classificação de FADLI et al. (2012).  

Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2017. 
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Conforme mostra a Tabela 20, quando combinados PA e cloranfenicol, 

observou-se efeito aditivo para S. aureus (ATCC® 29213) e S. aureus (ATCC® 

25923), com redução da CIM desse agente antimicrobiano, e indiferente para MRSA 

1485279. Por outro lado, a combinação de PA e ampicilina revelou um efeito 

sinérgico frente à MRSA 1485279, sendo esta ação combinatória capaz de reduzir a 

CIM desse agente antimicrobiano em 4x o seu valor testado separadamente (1000 

µg / mL). Essa resposta a este β-lactâmico com redução na CIM merece destaque, 

visto que a cepa de rotina MRSA 1485279 mostrou-se resistente à classe das 

benzilpenicilinas, conforme apresentou a Tabela 19. 

Em virtude do ineditismo deste estudo com esta espécie vegetal, não 

dispomos de outros relatos na literatura para que possamos discutir nossos 

resultados. No entanto, na tentativa de melhor compreendermos os nossos achados, 

foi realizada busca científica nas principais plataformas que pudessem contribuir 

para a explanação deste tema. 

Neste contexto, Eumkeb, Siriwong e Thumanu (2012) avaliaram a 

atividade antibacteriana de luteolina frente às cepas de E. coli resistentes ao β-

lactâmico amoxicilina e a ação sinérgica dela combinada com amoxicilina. Estes 

autores concluíram que esta flavona tem potencial de reverter a resistência 

bacteriana a amoxicilina nestas cepas. Cha, Kim e Cha (2016) analisaram a 

atividade antibacteriana sinérgica de outra flavona, a apigenina, sozinha e em 

combinação com ampicilina, gentamicina, eritromicina ou vancomicina contra 

bactérias orais. De acordo com estes autores, os resultados obtidos pelo método de 

checkerboard revelaram atividade sinérgica na combinação de apigenina com os 

antibióticos testados. A apigenina também foi objeto de estudo envolvendo o 

sinergismo entre ela e ampicilina contra cepas MRSA (AKILANDESWARI, 

RUCKMANI, 2016). Finalmente, Sanhueza e colaboradores (2017), ao investigarem 

as interações sinérgicas entre substâncias fenólicas identificadas em extrato em 

acetato de etila obtido do bagaço de uva e agentes antimicrobianos de diferentes 

classes contra cinco (5) cepas de S. aureus, incluindo duas (2) de MRSA, e quatro 

(4) de E. coli, reportaram a diminuição significativa da CIM de todos os antibióticos 

testados quando combinados com esse extrato, independente se a bactéria era ou 

não resistente a eles. De acordo com estes autores, as substâncias fenólicas mais 

abundantes identificadas neste extrato foram quercetina (26,3%), ácido gálico 

(24,4%), ácido 3,4-dihidroxibenzóico (16,7%) e luteolina (11,4%). Porém, eles 
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concluíram que a abundância relativa destas substâncias não teria correlação com o 

efeito sinérgico obtido, sugerindo que o mecanismo envolvido estaria ligado a uma 

ação multi-objetiva. Tanto luteolina quanto apigenina foram detectadas em PA, o que 

será apresentado e discutido oportunamente. 

O efeito bactericida de PA (1x CIM, 2x CIM e 4x CIM), cloranfenicol (1x 

CIM) e PA combinada com cloranfenicol sobre S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus 

(ATCC® 29213) também foi avaliado pelo método de time kill. Quanto à ampicilina, 

empregou-se a CIM desse antibiótico e, quando combinado à PA, foi testada 

somente MRSA 1485279 (Figura 33).  

Figura 33 - Curvas de crescimento de S. aureus na presença de partição de acetato de etila obtida de 
folhas de Vernonia condensata (PA) CIM, 2x CIM, 4x CIM, cloranfenicol (CHL), ampicilina (AMP) e PA 
combinada com CHL ou AMP. 

 

Os dados representam as médias ± e.p.; experimento realizado em hexaplicata. CC: controle de 
crescimento bacteriano. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2017 

 

As curvas de crescimento para as três (3) estirpes testadas mostram que 

PA reduziu a velocidade de multiplicação nessas três situações de uma forma dose 

dependente (Figura 33a, 33b e 33c). Nas combinações de PA e antibióticos, 

observou-se, também, redução. Esta redução da velocidade de multiplicação pode 

ser observada ao se comparar a inclinação da curva de controle de crescimento das 



- 99 - 
 

bactérias não tratadas (CC, cor azul) com aquelas tratadas com PA, antibióticos e 

PA combinada com antibióticos. 

Para corroborar essa observação, foi analisada a viabilidade celular por 

meio da contagem de células viáveis nos tempos 1, 4 e 6 horas de exposição a PA 

(Figura 34). Esses tempos foram determinados após a análise da curva de 

crescimento. Kim e colaboradores (2015) propuseram a observação da viabilidade 

das células bacterianas após 1 hora de exposição ao composto em teste. Contudo, 

neste tempo as células bacterianas ainda estão em fase de adaptação ao ambiente. 

Assim, para se ter uma avaliação mais precisa, a viabilidade foi verificada também 

no tempo de 4 horas, no qual a detecção da inibição de crescimento foi graficamente 

melhor visualizada para PA combinada ao antibiótico controle e, ainda, é equivalente 

ao ponto de mudança da fase Lag (adaptação) para a fase Log (crescimento). No 

tempo 6 horas os dados obtidos mostraram a fase de crescimento exponencial dos 

micro-organismos. 

Figura 34: Viabilidade celular S. aureus nos tempos de exposição 1, 4 e 6 horas. 

 

Onde: PA: partição acetato de etila, CHL: cloranfenicol; AMP: ampicilina; DMSO: dimetilsulfóxido; 
ETOH: etanol; CC: controle de crescimento. Valores expressos como média ± erro padrão. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2017. 
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É possível verificar pela figura acima que, no tempo de 4 horas, houve 

diminuição da viabilidade celular para as células tratadas. Já no tempo 6 horas 

houve diminuição da viabilidade da MRSA 1485279. 

Assim estes resultados permitem inferir que o mecanismo de ação de PA 

a síntese de material genético, uma vez que diminui a velocidade de multiplicação 

bacteriana.  

Essas observações podem ser justificadas em parte pela presença de 

flavonoides (CUSHNIE, LAMB, 2005) como, por exemplo, aqueles que foram 

detectados e quantificados, luteolina e apigenina, cuja atividade anti S. aureus já foi 

descrita como relacionada a aumento de permeabilidade de membrana celular 

(DONG et al., 2012, CHENG et al., 2014, JOUNG et al., 2016) e ainda um potencial 

sinergismo destes com antibióticos da prática clínica (EUMKEB et al, 2012, LIU et al, 

2013, USMAN et al, 2016)  

Assim sendo, para contemplar ao menos um aspecto de virulência de S 

aureus, considerou-se importante verificar se há um potencial de inibição de adesão 

do biofilme deste em superfície plásticas como o poliestireno da microplaca, 

simulando prováveis ambientes de adesão tais como sondas e cateteres. A figura 35 

mostra os percentuais de adesão celular para os micro-organismos testados sendo 

possível verificar um alto percentual de inibição de adesão para ATCC 25923, 

caracterizada por apresentar este determinante de virulência, e para MRSA 

1485279, cujo isolamento proveio de sangue de cateter contaminado por biofilme de 

S. aureus.  

Figura 35: Efeito inibitório de PA sobre a adesão de S. aureus em superfície de poliestireno. 
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PA: partição acetato de etila, CHL: cloranfenicol, AMP: ampicilina, ETOH: etanol; DMSO: 
dimetilsulfóxido. 
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Com base nos resultados apresentados foi possível verificar o potencial 

de PA como agente antiestafilocócico capaz de diminuir a velocidade de 

multiplicação desse micro-organismo, combinar-se sinergisticamente com ampicilina 

frente à cepa MRSA 1485279 e ainda inibir a adesão em superfícies sólidas. 

5.2. PERFIL FITOQUÍMICO 

Assim, folhas de V. condensata Baker constituem importante recurso 

etnofarmacológico para a população brasileira em geral. A presença de variados 

compostos do metabolismo especial justificam as múltiplas atividades biológicas já 

descritas para essa espécie vegetal, e estão de acordo com os estudos 

anteriormente realizados por outros grupos (VALVERDE et al., 2001; AFFONSO, 

2011; SILVA et al., 2013).  

Como no presente estudo PA deve destaque em todos os quesitos 

avaliados, a composição fitoquímica deste foi avaliada.O perfil cromatográfico de PA 

obtido por CLAE está apresentado na Figura 36. Em co-injeção com padrões 

externos foi possível identificar a presença do composto fenólico ácido clorogênico e 

dos flavonoides Apigenina e Luteolina. A presença destes flavoinoides foram 

descritas anteriormente (SILVA et al, 2012). O fracionamento de PA em coluna 

aberta preenchida por Sephadex LH 20 forneceu 89 frações que foram agrupadas 

de acordo com o perfil cromatográfico em camada delgada após observação sob luz 

UV 365nm e revelação com vanilina/ácido sulfúrico, cloreto férrico, e NP/PEG. Com 

o agrupamento, foram obtidas cinco frações: A (2110 mg), B (12 mg), C (44 mg), D 

(970 mg), E (41 mg) que foram então analisadas por CLAE.  
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Figura 36: Cromatograma da partição acetato de etila e estrutura química da substância 1. 

 

A análise foi realizada nas seguintes condições: em fase reversa em coluna SB C18 (25cmx 4,6x 

5µm); gradiente linear de solventes A (MEOH: H2O, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 

100% de B em 30 min; fluxo de 0,6 mL/ min; concentração da amostra 1 mg / mL; volume de injeção 

20 µL, temperatura 25°C, detecção UV 330nm. (1) Ácido Clorogênico (2) Ácido 1,5-di-O-

cafeoilquinico, (3) luteolina e (4) apigenina. 

 

O composto correspondente ao pico 2 foi isolado da fração E e 

identificado como ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico pela análise de espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear unidimencional e bidimensional de alta resolução, 

(Anexo 1) e pela comparação dos espectros encontrados (Tabela 21) com dados 

publicados (MERFORT, 1992). A massa molecular (C25H24O12) foi determinada pelo 

ESI-MS espectro negativo que demonstrou o pico molecular desprotonado, [M-H], a 

m/z 515. O padrão de fragmentação ESI-MS/MS foi idêntico ao observado por 

Clifford (2005) para os isômeros do ácido 1,5-di-O-cafeoilquínico. Este composto já 

havia sido previamente detectado em V. condensata (ARANTES et al., 2016). 
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Tabela 21 Deslocamentos Químicos do ácido 1,5-dicafeoilquínico isolado da partição 

em acetato de etila das folhas de Vernonia condensata 

13C DEPT 1H COSY(1H, 1H) HMBC(13C, 1H) 

34,22 (C-2) CH2 2,58 (H-2eq, dd; J(2)ax-
eq= 14,5Hz, Jax-eq = 

3,6Hz) 
2,09 (H-2ax, dd; JH= 8,5 
Hz ; J(2)ax-eq= 14,5 Hz) 

(H-2eq-H-
2ax) 

2,09 (H-2ax); 
2,58 (H-2eq);  

,32 (H-5) 
 

35,45 (C-6) CH2 2,46 (2H, H-6ax e H-6eq, 
m) 

(H-6-H-5) 2,46 (H-6) ; 
3,80 (H-4) 

67,96 (C-5) CH 4,32 (H-5, dd, J4-5= 8,0 Hz;  
J5-6=3,2Hz) 

(H-5-H-3) 
(H-5-H-6) 

2,46 (H-6); 5,41 
(H-3) 

70,15 ( C-3 ) CH 5,41 (H-3; td, J3-4= 3,6 Hz;   
J3-2eq = 3,6 Hz, J3-2ax=  8,5 

Hz) 

H-3-H-2ax) 
(H-3-H-2eq) 
(H-3-H-4) 

2,09 (H-2ax); 
2,58 (H-2eq); 
3,80 (H-4); 
4,32(H-5) 

71,35 (C-4 ) CH 3,80 (H-4; dd; J3/4= 3,6 Hz 
e J4/5= 8,0 Hz ) 

(H-4-H-3) e 
(H-4-H-5) 

5,41 (H-3); 2,46 
(H-6) 

79,48 (C-1) C - - 5,41 (H-3’); 
4,32 (H-5’); 

2,58(H-2’); 2,46 
(H-6’) 

113,70 (C-8’’) CH 6,28 ( H-8’’; d, J =15,1 Hz) (H-8’’ –H-7’’)  

113,76 (C-8’) CH 6,30 (H-8’; d, J = 15,1 Hz) (H-8’ –H-7’)  

113,83  (C-2’’) CH 7,08 (H-2’’; d, J= 2Hz) (H-2’’-H-6’’)  

113,84  (C-2’) CH 7,08 (H-2’; d, J= 2Hz) (H-2’-H-6’)  

115,08 (C-5’’) CH 6,80 (H-5’’; d, J =8,0 Hz) (H-5’’-H-6’’)  

115,11 (C-5’) CH 6,80 (H-5’; d, J= 8,0 Hz) (H-5’-H-6’)  

121,63 (C-6’’) CH 6,98 (H-6’’; dd, J= 8,0 Hz e 
=J 2Hz) 

(H-6’’ –H-5’’) 
e (H6’’ –H-2’’) 

7,60 (H-7’’); 
6,98 (H-6’’); 
6,80 (H-5’’) 

121,70  (C-6’) CH 6,98 (H-6’; dd, J= 8,0 Hz e 
J =2Hz) 

(H-6’ –H-5’) e 
(H6’ –H-2’) 

7,60 (H-7’); 
6,98 (H-6’); 
6,80 (H-5’) 
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126,40 (C-1’ e 
C-1’’) 

C - - 7,60 (H-7’); 
6,30(H-8’) e 
6,80 (H-5’) 

145,42 (C-3’ e 
C-3’’) 

C - - 7,08 (H-2’ e H-
2’’); 6,80 (H-5’ 
eH-5’’); 6,98 
(H-6’ e H-6’’) 

145,92 (C-7’’) CH 7,60 (H-7’; d, J 15,1 Hz) (H-7’’ –H-8’’)  

146,13 (C-7’) CH 7,60 (H-7’; d, J 15,1 Hz) (H-7’ –H-8’)  

148,23  (C-4’’) C - - 7,08 (H-2’’); 
6,80 (H-5’’); 
6,98 (H-6’’) 

148,26  (C-4’) C - - 7,08 (H-2’); 
6,80 (H-5’); 
6,98 (H-6’) 

166,61  (C-9’) C - - 7,60 (H-7’); 
6,28(H-8’) 

167,23  (C9’’) C - - 7,60 (H7’’) e 
6,30 (H-8’’) e 

5,41(H-3) 

173,37  (COOH 
em C-1) 

C - -  

 

As substâncias: ácido clorogênico (1), apigenina (3) e luteolina (4) foram 

identificadas e quantificadas por meio de padrões externos (Figura 38).  

As Figuras 37, 38 e 39 apresentam as estruturas químicas e espectro UV 

a 330 nm dos padrões externos. 
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Figura 37: a) Cromatograma do ácido clorogênico. b) Perfil UV ácido clorogênico em 330 nm. c) 

Estrutura química. 

 
A análise foi realizada nas seguintes condições: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5µm); gradiente linear 
de solventes A (MEOH: H2O, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B em 30 min; 
fluxo de 0,6 mL/ min; concentração da amostra 1 mg / mL; volume de injeção 20 µL, temperatura 
25°C, detecção UV 330nm. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 
Figura 38: a) Cromatograma da apigenina. b) Perfil UV apigenina em 330 nm. c) Estrutura química. 

 

A análise foi realizada nas seguintes condições: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5µm); gradiente linear 
de solventes A (MEOH: H2O, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% deB em 35 min; 
fluxo de 0,6 mL/ min; concentração da amostra 1mg / mL; volume de injeção 20 µL, temperatura 
25°C, detecção UV 330nm. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Figura 39: a) Cromatograma da luteolina. b) Perfil UV luteolina 330nm. c) Estrutura química. 

 

A análise foi realizada nas seguintes condições: coluna SB C18 (25cmx 4,6x 5µm); gradiente linear 
de solventes A (MEOH: H2O, 5:95, v/v, pH= 3 com H3PO4) e B (MEOH); 0 a 100% de B em 35 min; 
fluxo de 0,6 mL/ min; concentração da amostra 1mg / mL; volume de injeção 20 µL, temperatura 
25°C, detecção UV 330nm. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
 

 

Essas substâncias já foram anteriormente detectadas nesta espécie 

contudo nãoforam quantificadas (OLA, et al., 2009, SILVA et al 2012). A curva de 

calibração e teores desses marcadores detectados em PA estão descritos na Tabela 

22. 

Tabela 22: Curvas de calibração e concentração de ácido clorogênico, apigenina, 
luteolina e ácido 1,5-O-dicafeoilquínico. 
 

Marcadores 

Químicos 

Tempo de 

Retenção 
Curva de calibração 

Concentração em PA (µg 

/ mg) 

Ácido Clorogênico 10’909” 
y= 7998,6x – 31,639 

r2 = 0,9982 
9,23 ± 0,08 

Apigenina 24’863” 
y= 2918,3x + 47,453 

r2 = 0,9936 
25,08 ± 0,005 

Luteolina 21’984” 
y= 20233x + 419,43 

r2 = 0,9975 
1,87 ± 0,08 

Ácido 1,5-O- 

Dicafeoilquínico 
16’315” 

y= 12012x + 688.60         

r2= 0.9986 
292.00±0.06 

Valores expressos em média ± erro padrão. Onde PA: Partição em acetato de etila. 
Fonte: ELABORADO PELO PRÓPRIO AUTOR, 2016. 
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Essas substâncias foram utilizadas como marcadores químicos para 

caracterização e padronização de PA. O ácido clorogênico e os flavonoides, 

luteolina e apigenina, são comumente encontrados em várias espécies de plantas e 

possuem atividades biológicas relacionadas aos resultados relatados neste estudo. 

De acordo com a literatura, o ácido clorogênico é dotado de atividade antioxidante 

(JOHNSTON et al.; 2003, SHIMODA et al., 2006; SATO et al., 2011). Além disso, 

este composto pode inibir a absorção de lípideos, aumentar o seu metabolismo e 

reduzir os níveis séricos de colesterol (SHIMODA et al., 2006; KHAN et al., 2016). A 

apigenina e a luteolina são também agentes antioxidantes, anti-inflamatórios, 

antimicrobianos e hepatoprotetores (LEOPOLDINI et al., 2004, RATHEE et al., 2009, 

SIMEONOVA et al., 2014, RAJASEKARAN et al., 2014 MORIMOTO et al., 2015). E 

ainda, é válido ressaltar uma vez mais, que outros autores descreveram a atividade 

antioxidante dos ácidos dicafeoilquínicos (ZHAO et al., 2014; SALEM et al., 2015). 

Assim, a presença destes compostos em PA pode contribuir para as propriedades 

das folhas de V. condensata demonstradas neste estudo. 

Em PA foi isolado e identificado por o ácido 1,5- O – dicafaeoilquínico, 

cuja atividade antioxidante já havia sido relacionada a extratos vegetais por outros 

grupos (CHAKRABORTY, MITRA, 2008, KIM et al., 2010; GASIC et al., 2014). 

O extrato aquoso da cabeça de alcachofra (Cynara cardunculus (L.) 

subsp. scolymus Hayeke) cujas atividades hepatoprotetora, emagrecedora e 

antioxidante são bastante difundidas é comercializado sob diversas formas 

farmacêuticas (LATTANZIO et al., 2009). Essas atividades são atribuídas à presença 

dos ácidos cafeicos, entre eles o ácido 1,5- O – dicafaeoilquínico, cuja concentração 

determinada por D’Antuono et al.(2015) em CLAE-DAD ficou em torno de 208,1 mg/ 

100g de extrato seco. Ajustando as unidades, o presente estudo detectou em PA 

uma concentração de aproximadamente 29,2 g/ 100 g Mesmo considerando as 

diferenças nas metodologias empregadas nos dois estudos, ainda assim podemos 

inferir a maior concentração do ácido 1,5- O – dicafaeoilquínico em PA. Cao et al. 

(2010), mostraram a capacidade deste composto em mediar a síntese de glutationa 

reduzida em modelos celulares. Assim, tais achados nos levam a inferir, também, 

que a presença de alto teor do ácido 1,5- O – dicafaeoilquínico em PA relaciona-se 

diretamente com a atividade antioxidante observada no soro de animais pré-

tratados. A presença de luteolina, apigenina e ácido clorogênico, substâncias 

reconhecidamente antioxidantes (ROMANOVA et al., 2001; SATO et al., 2011; 
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WÖLFLE et al., 2013) e identificadas em PA também devem estar contribuindo para 

os efeitos observados. 
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6 CONCLUSÕES 

A partição acetato de etila apresentou atividade hepatoprotetora para o 

ensaio com paracetamol em dose aguda diminuindo significativamente os níveis das 

transaminases bem como inibiu alterações nos parâmetros lipídicos comuns em 

danos hepáticos. A atividade antioxidante também foi notadamente promissora ao 

inibir a formação do MDA e manter os níveis de atividade das enzimas catalase e 

glutationa redutase próximos aos níveis do grupo normal não tratado. 

A indução com doses repetidas de paracetamol não aumentou 

significativamente a transaminase hepática específica, porém os grupos tratados 

com PA mantiveram todos os parâmetros alterados pelo paracetamol 

significativamente próximos aos níveis do grupo normal o que permitiu verificar a 

atividade hepatoprotetora. 

A indução aguda com etanol causou alterações nos parâmetros 

analisados e verificou-se que a adminstração simultânea de PA é capaz de diminuir 

o dano hepatocelular. 

As atividades, anti-inflamatória e antioxidante, observadas podem estar 

relacionadas com a atividade hepatoprotetora observada. 

A atividade contra S. aureus observada bem como uma potencial 

aplicação de PA como inibidor da adesão deste em superfícies, embora mais 

estudos sejam necessários. 

Os compostos que foram detectados e quantificados (ácido clorogênico, 

apigenina, luteolina) e isolado (ácido 1,5-O- dicafeoilquínico) podem justificar em 

parte as atividades observadas: hepatoprotetora, antioxidante, anti-inflamatória e 

antiestafilocócica. 
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ANEXOS 

Anexo A – Espectro de RMN de 1H, RMN de 13C, DEPT, COSY, HSQC e 

HMBC. Registados em espectrómetro Bruker AVANCE III em solução de MeOD a 

25ºC, utilizando TMS (= O) como padrão interno. Os desvios químicos são 

reportados em ppm na escala  e referenciados às ressonâncias do pico do solvente 

residual. 
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Anexo B – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA). 
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Anexo C – Artigo publicado em perídico científico 
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