Protecao do dano oxidativo hepatico induzido por ferro pelo extrato aquoso da
planta Plectranthus barbatus
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RESUMO: Plectranthus barbatus Andrews (Lamiaceae) € uma planta muita utilizada na
medicina popular para o tratamento de doencgas gastrointestinais e hepaticas. O objetivo do
presente trabalho foi estudar o efeito protetor do extrato aquoso de P. barbatus (EAPB) sobre os
danos hepaticos causados pela sobrecarga de ferro provocada pelo ferro-dextran em ratos. O
tratamento com ferro-dextran induziu uma reducgao significativa na concentragéo de glutationa
reduzida nos animais tratados em relagéo ao grupo controle e o tratamento prévio dos animais
com o EAPB protegeu o figado do efeito provocado pelo ferro neste parametro. Com relagao
a lipoperoxidagéo, houve aumento significativo na concentragédo de malondialdeido (MDA)
nos animais tratados em relagdo ao controle, entretanto, quando os animais receberam o
tratamento prévio com o EAPB, houve reducao significativa na concentragdo do MDA. Aanalise
histopatolégica mostrou que o grupo tratado com ferro-dextran apresentou granulos de ferro no
citoplasma das células de Kupffer com alargamento das mesmas e algumas com os nucleos
hipertréficos. O tratamento prévio com EAPB resultou no desaparecimento dos sinais de danos
as células de Kupffer sem nenhum nacleo hipertrofico, mas com a presenca de granulos de
ferro totalmente fagocitados, o que demonstra uma aparéncia morfolégica normal. Portanto,
o EAPB pode ser util na prevencao de danos hepaticos induzidos por sobrecarga de ferro.
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ABSTRACT: Protection against hepatic oxidative damage induced by iron by the aqueous
extract of Plectranthus barbatus. The Plectranthus barbatus Andrews (Lamiaceae) is a plant
largely used in folk medicine to treat gastrointestinal and liver diseases. The objective of this
work was to study the protective effect of the aqueous extract of P. barbatus (EAPB) against
damage caused by iron overload induced by iron dextran in rat liver. Treatment with iron-
dextran induced a significant reduction in the glutathione levels in treated animals compared to
control group, and the pretreatment of animals with EAPB protected the liver from the effects
caused by iron in this parameter. With respect to lipid peroxidation, a significant increase in the
malondialdehyde (MDA) levels in treated animals compared to control was observed; however,
when the animals were pretreated with EAPB, there was a significant reduction in the MDA
levels. Histopathological analysis showed that the group treated with iron-dextran showed iron
granules in the cytoplasm of the Kupffer cells and some of them presented enlarged nuclei.
The group previously treated with EAPB showed the disappearance of the signs of damage to
the Kupffer cells with no nucleus hypertrophy but with the presence of iron granules completely
phagocytosed by these cells, which showed a normal morphological appearance. Therefore,
the EAPB may be useful in the prevention of liver damage induced by iron overload.

Key words: Plectranthus barbatus, iron, liver, toxicity, oxidative stress.

INTRODUGAO

Plectranthus barbatus Andrews (Lamiaceae)
conhecida no Brasil popularmente como boldo, falso
boldo, boldo africano, boldo-do-reino, malva santa

Recebido para publicagdo em 20/04/2012
Aceito para publicagdo em 24/06/2014

e boldo-da-terra é usado largamente na medicina
popular, sendo que o cha produzido pela maceragao
de suas folhas ajuda no combate a males do sistema
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digestivo, respiratorio, circulatorio e disturbios
nervosos (Lukhoba et al., 2006). Sao descritas,
ainda, acdes contra infec¢des (Gupta et al., 1993),
atividades abortivas, anticoncepcionais (Almeida &
Lemonica, 2000), e analgésica (Chifundera, 2001).
A planta é também utilizada para tratar a gastrite e
espasmos intestinais (Camara et al., 2003), nausea
(Hamill et al., 2003), dor de estdmago, epilepsia e
convulsdes (Schaneberg & Khan, 2003; Fernandes
et al., 2012) e apresenta, ainda, agédo antioxidante
(Tamasiro et al., 1998) e atividades citotdxicas
(Costa & Nascimento, 2003).

Devido a sua interposigao entre o trato
digestivo e a circulagao geral do organismo, o figado
desempenha uma fungéo central no metabolismo.
Ele recebe grandes quantidades de nutrientes
e substancias exogenas (xenobidticos) que sao
absorvidos por meio do trato digestivo e veia porta.
Entre as principais fungdes hepaticas estdo: a
captacdo de aminoacidos, lipidios, carboidratos
e vitaminas, com subseqliente armazenamento,
conversao metabdlica e liberagdo no sangue e
bile. O figado é também o principal 6rgao envolvido
na biotransformacgdo dos xenobidticos, com
capacidade de converter compostos hidrofébicos
em hidrossoluveis, mais facilmente eliminados pelo
organismo (Guillouzo & Guguen-Guillouzo, 2008).

O ferro é vital para todos os organismos
vivos pela sua participagédo em multiplos processos
metabdlicos essenciais, incluindo o transporte de
oxigénio, sintese de DNA e transporte de elétrons.
O equilibrio de ferro no corpo é cuidadosamente
regulado para assegurar que a absorgao compense
as perdas corporais deste elemento. Ao contrario
de outros metais, € altamente conservado pelo
organismo (Aisen & Listowsky, 1980; Goswami et
al., 2002). A sobrecarga de ferro causa dano tecidual
e eventual faléncia de 6rgaos e, sendo o figado o
alvo primario, freqlientemente tem sido observado
em pacientes fibrose hepatica e cirrose (Gramm &
Ruddell, 2005). Como demonstram estudos in vitro
e in vivo (Britton et al., 1987; Britton et al., 2002),
a peroxidacédo de lipideos da membrana celular
provavelmente esta por tras dessa toxicidade.

Pacientes que sofrem de doencas como
hemocromatose e talassemia acumulam, através de
repetidas transfusdes de sangue, niveis elevados de
ferro nos seus 6rgaos vitais que, rapidamente, levam
a morte por insuficiéncia cardiaca se nao tratadas.
Além disso, o ferro é também um mediador para
efeitos dos radicais livres em varias outras condi¢des
patoldgicas, incluindo cardiopatia isquémica e
cancer (Halliwell & Gutteridge, 1990; Hershko, 1994;
Toyokuni, 1996).

A desferoxamina e a deferiprona tém sido
prescritas para o tratamento de doengas causadas
pela sobrecarga de ferro, porém o uso desses

compostos apresenta varias limitagdes (Olivieri &
Britenham, 1997; Richardson, 1999; Kontoghiorghes
et al., 2001) que indicam a necessidade para
a busca de novas substancias que sejam mais
efetivas e menos tdxicas para os pacientes que
nao respondem ao tratamento ou que demonstram
efeitos colaterais toxicos apds sua administragéo
(Kontoghiorghes, 2003). Em experimentos anteriores
realizados em nosso laboratério, com mitocdndrias
isoladas de figado de rato, foi demonstrado que o
extrato aquoso da planta Plectranthus barbatus foi
capaz de prevenir a lipoperoxidacéo dos lipidios
de membrana, provavelmente devido ao seu
efeito quelante de ferro (Maioli et al., 2010). Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi estudar o
efeito protetor “in vivo” do extrato aquoso da planta
Plectranthus barbatus sobre os danos oxidativos
causados pela sobrecarga de ferro provocada pelo
ferro-dextran em figado de ratos.

MATERIAL E METODO

Preparacao do extrato aquoso da planta

Plectranthus barbatus foi coletada no
municipio de Cajobi, S&do Paulo, Brasil (Latitude:
20° 52’ 47" S, Longitude: 48° 48’ 34" W). A planta
foi identificada pelo Prof. Dr. Milton Groppo e um
voucher foi depositado no Herbario do Departamento
de Biologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e
Letras de Ribeirao Preto, Universidade de S&o Paulo
(USP), recebendo o numero SPFR 10365. As folhas
de Plectranthus barbatus foram colocadas para
secagem em estufa de circulagdo de ar forgada a
temperatura de 37°C, trituradas e, ao p6 adquirido
(43,89), foram adicionados 10 mL de agua destilada
para cada 1 g de p6 (10:1) e essa suspenséo foi
fervida por trinta minutos. Em seguida, a suspensao
foi filtrada em tecido do tipo “voil” e, a solugéo obtida,
foi concentrada por evaporagao a pressao reduzida
em um evaporador rotativo. O rendimento do extrato
obtido foi de 40,38%, com concentragéo final de 321
mg/mL. O extrato foi congelado em aliquotas a -20°C
e foi descongelado de acordo com a necessidade
para uso neste trabalho.

Animais e tratamentos

Os animais utilizados nesse estudo foram
ratos machos da linhagem Wistar com peso entre
200 e 240 g, provenientes do Biotério Central
da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, campus de Botucatu. Os mesmos
foram alojados em um ambiente controlado com
temperatura de 20 + 2°C com ciclo de luz de 12 h,
receberam alimentacado e agua ad libitum e foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos de quatro
animais de acordo com cada tratamento, os quais
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tiveram a duragdo de 14 dias: Grupo 1 (controle):
receberam agua destilada por gavagem gastrica
durante dois periodos de 7 dias consecutivos,
sendo que a partir do oitavo dia receberam 2 mL de
salina/kg de peso vivo via intraperitoneal 2 h apds o
tratamento com agua destilada; Grupo 2: receberam
0 extrato aquoso de Plectranthus barbatus (EAPB)
por gavagem gastrica (250 mg/kg de peso vivo)
durante dois periodos consecutivos de 7 dias,
sendo que a partir do oitavo dia receberam 2 mL de
salina/kg de peso vivo via intraperitoneal 2 h apos
o tratamento com o EAPB; Grupo 3: receberam
agua destilada por gavagem gastrica durante dois
periodos consecutivos de 7 dias, sendo que a
partir do oitavo dia receberam ferro-dextran-salina
via intraperitoneal (100 mg/kg de peso vivo) 2 h
apos o tratamento com agua destilada; Grupo 4:
receberam EAPB por gavagem gastrica (250 mg/kg
de peso vivo) durante dois periodos consecutivos de
7 dias, sendo que a partir do oitavo dia receberam
ferro-dextran-salina via intraperitoneal (100 mg/kg
de peso vivo) 2 h apés o tratamento com o EAPB.
O tratamento com o ferro-dextran foi realizado
conforme Pardo-Andreu et al., 2008, o qual foi
demonstrado ser capaz de causar sobrecarga de
ferro e toxicidade no figado de rato. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
para Uso de Animais de Laboratério do Campus
Experimental de Dracena, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, protocolo nimero
010/2008.

Preparagdo do homogenato de figado de
rato
Ratos tratados e controles foram
eutanasiados por decapitagcdo e seus figados
retirados e colocados em um béquer com
aproximadamente 50 mL de tampao fosfato de
sodio, pH 7,2, a 4°C, onde foram picotados e levados
para um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen
e homogeneizados 3 vezes por 15 segundos com
intervalos de 1 minuto.

Proteina
A determinacao de proteina foi realizada
por meio da reagao do biureto, de acordo com Cain
& Skilleter (1987), usando-se albumina de soro
bovino (BSA) como padrdo e expressa em mg de
proteina/mL.

Determinacdao da concentragcido de
glutationa reduzida (GSH) no homogenato

A determinagdo da GSH no homogenato

do figado dos animais tratados e controle foram

realizados segundo metodologia descrita por Hissin

& Hilf, (1976) com adaptag¢des. Em tubos do tipo

“eppendorf’ de 2 mL foram colocados 1 mL de meio
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contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e HEPES-
KOH 10 mM, pH 7,4, homogenato (1 mg de proteina)
e 500 pL de acido tricloroacético 13%. A mistura
foi agitada e centrifugada a 9000 g por 3 min. Em
tubos de 5 mL foram colocados 1780 L de tampéao
contendo NaH,PO, 0,1 M, pH 8,0, com EDTA5 mM,
200 pL do sobrenadante obtido da centrifugacao e
20 pL de DTNB 10 mM completando o volume final
de 2 mL; no “branco” foram adicionados 1980 pL
do tampéo e 20 puL do DTNB. Em seguida os tubos
foram agitados e mantidos por 15 minutos no escuro
a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em
um espectrofotdbmetro Beckman-Coulter modelo
DU-800, no comprimento de onda de 412 nm e a
concentragdo de GSH foi estimada por meio de
uma curva padrao e expressa em nmol de GSH/
mg de proteina.

Determinagao da lipoperoxidacao

A lipoperoxidacéo foi determinada no
homogenato do figado dos animais tratados e
controle por meio da formacao do malondialdeido
(MDA), o qual reage com o acido tiobarbiturico
(TBA), conforme descrito por Buege & Aust, (1978)
com adaptacgdes. O homogenato (5 mg de proteina)
foi colocado em tubo de ensaio e foram adicionados
0,2 mL de SDS 8,1% (p/v), 1,5 mL de acido acético
20% (v/v), 1,5 mL de solugcéo aquosa de TBA a
0,67% (p/v); em seguida o volume foi completado
até 4 mL com agua deionizada (Milli-Q) e a mistura
colocada em banho-maria a 95°C por 60 min. Apos
o periodo de incubagao os tubos foram retirados e
resfriados em banho de gelo e adicionado 1 mL de
agua Milli-Q e o complexo MDA-TBA foi extraido
com 5 mL de n-butanol. Em seguida os tubos
foram centrifugados a 2000 g por 10 minutos, a
parte orgénica foi coletada e a absorvancia medida
a 535 nm em um espectrofotdbmetro Genesys
10UV (Thermo Spectronic, Rochester, EUA). A
concentragcao do complexo MDA-TBA (nmol/mg de
proteina) foi determinada utilizando-se o coeficiente
de extingdo molar de 1,56 x 105 M-,

Processamento do material para analise
histopatolégica
Uma fragéo do figado dos animais tratados
e controle foi retirada e as amostras foram fixadas
em formol 10% tamponado, pH 7,4. Apds esse
periodo, foram realizadas lavagens para a remogao
do fixador e os materiais foram submetidos ao
processo de desidratagdo em alcool e embebidos
em cera de parafina. Cortes de 5 um foram montados
em l&minas de vidro e corados com hematoxilina e
eosina (Humason, 1972).

Andlise estatistica
A significancia estatistica dos dados
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experimentais foi avaliada pela analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet para as
comparagdes dos grupos tratados em relagao ao
seu controle ou pelo teste de Newman-Keuls para
as comparagdes de varios grupos tratados em
relacdo a estes diferentes grupos e em relagao aos
seus controles, utilizando-se o programa GraphPad
Prism, versdo 4.0 para Windows, Graphpad
Software (San Diego, CA, USA). Os resultados com
valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

RESULTADOS

Determinagédo da concentragdo de GSH no
homogenato
De acordo com o observado na Figura 1
ocorreu uma reducgao significativa na concentragéao
de GSH no homogenato de figado dos animais
tratados com ferro-dextran (G3) em relagdo ao
grupo controle (G1), indicando que o ferro induziu
a oxidagado da glutationa reduzida presente no
homogenato. O tratamento prévio dos animais com
0 EAPB (G4) protegeu o figado do efeito provocado
pelo ferro com relagdo a esse parametro.

Determinacgao da lipoperoxidagao
Como demonstrado na Figura 2, houve
aumento significativo na concentracdo de MDA no
homogenato de figado dos animais tratados em
relacdo ao controle (G1), indicando um aumento
na lipoperoxidacao, sendo que o maior aumento
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FIGURA 1. Concentracédo de glutationa reduzida
(GSH) no homogenato de figado de ratos, onde
G1 = animais controle (salina + salina), G2 =
animais tratados com EAPB e salina, G3 = animais
tratados com salina e ferro-dextran e G4 = animais
tratados com EAPB e ferro-dextran. Os resultados
representam a média + EPM de quatro animais.
*Significativamente diferente do controle (G1)
(p<0,05), *Significativamente diferente do grupo
tratado com ferro (G3) (p<0,05).

ocorreu nos animais do grupo tratado com ferro-
dextran (G3). Entretanto, quando os animais
receberam o tratamento prévio com o EAPB, houve
uma reducgao significativa nos niveis de MDA,
demonstrando que o extrato protegeu, mesmo que
parcialmente, o figado dos animais dos efeitos
provocados pelo ferro.
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FIGURA 2. Lipoperoxidacdo no homogenato de
figado de ratos, onde G1 = animais controle (salina
+ salina), G2 = animais tratados com EAPB e salina,
G3 = animais tratados com salina e ferro-dextran e
G4 = animais tratados com EAPB e ferro-dextran. Os
resultados representam a média + EPM de quatro
animais. *Significativamente diferente do controle
(G1) (p<0,05), *Significativamente diferente do grupo
tratado com ferro (G3) (p<0,05).

Analise Histopatologica

Aanalise das laminas histologicas do grupo
controle (G1) e do grupo tratado com EAPB (G2)
demonstrou que ndo ocorreu nenhum tipo de dano
ou acumulo de substancia nas células de Kupffer
(Figuras 3A e B). Nos ratos tratados com ferro-
dextran (G3) foram observados granulos de ferro no
citoplasma das células de Kupffer com alargamento
das mesmas e algumas com os nucleos hipertroficos
€ aparéncia vesicular, consistente com sua ativagao
(Figura 3C). O tratamento prévio dos ratos com
EAPB (G4) promoveu o desaparecimento dos
sinais de danos as células de Kupffer provocados
pelo ferro-dextran, uma vez que as mesmas
apresentaram uma aparéncia morfolégica normal
com granulos de ferro totalmente fagocitados, como
pode ser observado na Figura 3D.

DISCUSSAO

As plantas medicinais, cuja eficiéncia
terapéutica e seguranca quanto ao uso foram
previamente avaliadas e comprovadas, estao
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FIGURA 3. Efeito do EAPB na caracterizagao histopatoldgica de figado de ratos tratados com ferro-dextran

(400x). A, grupo controle tratado com salina; B, grupo tratado com salina mais EAPB; C, grupo tratado com
salina mais ferro-dextran; D, grupo tratado com EAPB mais ferro-dextran.

cientificamente aprovadas para serem utilizadas
pela populagao nas suas necessidades basicas de
saude, em funcao de sua facilidade de acesso, baixo
custo e compatibilidade cultural com as tradi¢gdes
populares (Martins et al. 1995).

A planta Plectranthus barbatus apresenta
como componentes quimicos: 6leo essencial
(aromadendro), diterpenos (barbatol, barbatesina,
cariocal, barbatusol) (Kelecon, 1983), flavondides,
esterdides e saponinas. Todavia, de acordo com
Tandon et al. (1979), a composi¢ao da planta
varia de acordo com a regido onde é encontrada,
porém nao se tem certeza ainda se isso ocorre
por diferencas genéticas ou climaticas. Andlise por
cromatografia liquida no extrato de Plectranthus
barbatus, utilizado neste estudo, mostrou a
predominancia de compostos fendlicos semelhantes
as nepetoidinas, as quais sao ésteres do acido
cafeico (Maioli et al,, 2010).

O estudo sobre os mecanismos de lesao

oxidativa tem, progressivamente, confirmado a agédo
catalitica dos metais nas reagbes que levam a estas
lesbes. O papel dos metais na formagéo in vitro das
“espécies reativas do oxigénio” (ERO) é confirmado
pelas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss (Leonard
et al., 2004). Embora o cobre possa também
catalisar a reagdo de Haber-Weiss, o ferro € mais
abundante no organismo e esta biologicamente mais
capacitado para catalisar as reagdes de oxidagao
de biomoléculas (Aust & Miller, 1991).

E conhecido ha muito tempo que em
desordens por sobrecarga do ferro, a mitocondria €
um importante alvo para a toxicidade do metal, sendo
os danos oxidativos da membrana mitocondrial e
inibicao de enzimas do ciclo do acido tricarboxilico
e metabolismo energético reconhecidos como alvos
potenciais (Hershko et al. 1998).

Um aumento na produgao de radicais livres
ou uma redugéo nos niveis de antioxidantes pode
resultar em leséo celular (Leonard et al., 2004).
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Esta condigao é definida como estresse oxidativo,
que se caracteriza por disturbio no balango entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros.
Os oxidantes sao formados, principalmente, na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, onde
0 oxigénio consumido sofre processo de redugéo
monovalente, dando origem a intermediarios
extremamente reativos, as espécies reativas de
oxigénio (ERO), como o oxigénio singlete (O,'), o
radical superoxido (O,), o peroxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxil (-OH) (Cadenas &
Davies, 2000). As defesas antioxidantes foram
desenvolvidas durante o processo evolutivo para
interagir com estas espécies toxicas. Os sistemas
de protegdo enddégena sdo chamados de reserva
antioxidante. Estas incluem principalmente, as
enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) (Yu,
1994). Os principais antioxidantes n&o-enzimaticos
sao: tocoferdis, carotendides, flavonodides, acido
ascorbico, glutationa reduzida (GSH) e acido
urico (Scalbert & Williamson, 2000; Droge, 2002).
Quando ocorre desequilibrio ente oxidantes e
antioxidantes aumenta a tendéncia de instalagéo
do dano oxidativo.

A glutationa reduzida (GSH, L-glutamil-L-
cisteinil-glicina) esta presente na maioria das células
e é o tiol (-SH) ndo proteico mais abundante no
meio intracelular (Mari et al., 2009). Sua capacidade
redutora é determinada pelo grupamento tiol,
presente na cisteina. A GSH pode ser considerada
um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra
a lesao resultante da exposicdo a agentes como
ions ferro (Galleano & Puntarulo, 1995), oxigénio
hiperbarico, ozona, radiacédo e luz ultravioleta
(Deneke & Fanburg, 1989). Além disto, diminui
a susceptibilidade a lesédo renal decorrente da
isquemia e reperfusdo (Shan et al., 1990); atua
como transportadora e reservatério da cisteina e
participa da detoxificagdo de agentes quimicos e da
eliminacao de produtos da lipoperoxidagao. Ainda,
€ requerida para a sintese de DNA, de proteinas e
de algumas prostaglandinas (Deneke & Fanburg,
1989).

A administragéo de ferro-dextran contribui
para o estabelecimento de um ambiente oxidado
nos tecidos do figado e, portanto, a quantidade da
glutationa reduzida (GSH) foi também utilizada para
avaliar o estresse oxidativo. Foi observada uma
diminuicdo significativa na quantidade da GSH no
grupo tratado com salina mais ferro-dextran (G3),
em relagéo ao grupo controle (G1) e uma protecao
da oxidagado da glutationa no grupo tratado com
EAPB mais ferro-dextran (G4), em relagao ao
grupo tratado com salina mais ferro-dextran (G3).

Esses resultados indicam que o EAPB atua como
antioxidante sendo capaz de diminuir os danos
oxidativos induzidos pelo ferro.

Todos os componentes celulares séao
suscetiveis a agdo das ERO, porém a membrana
€ um dos mais atingidos em decorréncia da
peroxidagao lipidica (lipoperoxidagao), que acarreta
alteragdes na sua estrutura e permeabilidade (Mello
Filho et al., 1983). Consequentemente, ha perda da
seletividade na troca iénica e liberagédo do conteudo
de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formagédo de produtos citotoxicos
(como o malondialdeido, MDA), culminando com
a morte celular (Hershko, 1989). A lipoperoxidagao
também pode estar associada aos mecanismos
de envelhecimento, de céncer e a exacerbagao
da toxicidade de xenobisticos (Shan et al., 1990;
Dmitriev & Titov, 2010). Assim como na formagao das
ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidagao
sao prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes
na reagao em cascata a partir do acido araquidénico
(formacéo de prostaglandinas) e, portanto, na
resposta inflamatéria (Halliwell & Gutteridge, 1990).
Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo
(Birben et al., 2012).

No presente trabalho, embora todos os
grupos tratados tenham apresentado diferencga
significativa na lipoperoxidagéo em relagao ao grupo
controle (G1), o grupo tratado com EAPB mais ferro-
dextran (G4) apresentou uma redugéo significativa
em relagdo ao grupo tratado com salina mais
ferro-dextran (G3). Esses resultados demonstram
que o EAPB ¢é capaz de inibir a lipoperoxidagcao
causada pelo ferro, provavelmente devido a sua
capacidade sequestradora do ion, diminuindo a
sua forma livre. Essa capacidade do EAPB em
sequestrar o ferro livre e diminuir a lipoperoxidagéo
foi previamente demonstrada por experimentos “in
vitro” realizados em nosso laboratério utilizando
mitocondrias isoladas de figado de rato (Maioli et
al., 2010). Cabe lembrar que, embora o tratamento
com boldo e salina (G2) tenha apresentado aumento
significativo da lipoperoxidagdo em relagdo ao
controle (G1), esse efeito ndo foi suficiente para
causar a morte celular dos hepatécitos, uma vez que
nao foi observada diferenca significativa na atividade
sérica da enzima alanina transaminase (ALT) entre
esses dois grupos (resultados néo apresentados).

Asobrecarga de ferro pode produzir
efeitos graves na saude quando a capacidade
de armazenamento do organismo for excedida
(Britton et al., 1987). Sob estas condigdes, a
producao de radicais livres através da geragao de
ferro livre é considerada uma agéao importante do
metal de transi¢éo, levando a danos oxidativos a
biomoléculas, alteragbes funcionais de organelas
subcelulares, e perda de viabilidade celular (Britton
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etal., 1987; Aust et al., 1985). Estas caracteristicas
de sobrecarga de ferro sdo observadas em varios
tecidos incluindo o figado, (Britton et al., 1987) um
6érgao que é responsavel pelo armazenamento de
cerca de um tergo de todo o ferro do organismo,
sendo distribuido nos hepatécitos (98%) e em
células de Kupffer, células endoteliais, lipdcitos e
fibroblastos (2%) (Bacon & Tavill, 1984).

As células de Kupffer, juntamente com
outras células sinusoidais, desempenham um papel
fundamental na manutencao da funcdo hepatica,
em circunstancias fisioldgicas e patoldgicas. As
principais fungbes das células de Kupffer incluem
a fagocitose de particulas estranhas, a remocéao
de endotoxinas e outras substancias nocivas e
modulacado da resposta imune (Arii & Imamura,
2000). Também sao conhecidas por produzirem
espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico
sob estimulagédo, além de varios mediadores
relacionados a lesado celular, ou seja, proteases
e citocinas como o fator de necrose tumoral q,
interferon alfa/beta, e as interleucinas 1 e 6 (Decker,
1990). Assim, a hepatotoxicidade induzida pelo ferro,
logo apos o tratamento, depende da atividade das
células de Kupffer, que parece ser causada pela
producao de reacgdes ligadas aos radicais livres
de oxigénio e pode envolver uma liberagéo de
citocinas pro-inflamatdrias como encontrado apos a
administrac&o de varios xenobidticos hepatotoxicos
(Laskin et al., 1995; Blazka et al., 1995).

Conforme Pardo-Andreu et al., 2008, a
administragao intraperitoneal de ferro-dextran em
ratos resulta na captacédo de ferro pelas células
de Kupffer, podendo agir de duas formas: (1) pela
producao de espécies oxidativas, tanto por vias
direta como pela reacdo de Fenton, e (2) através
da ativacdo do fator nuclear kB, produzindo
mediadores fibrogénicos, citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas e moléculas de adesao (Videla et al.,
2003); estes podem ser responsaveis por danos as
células de Kupffer, bem como para o aumento do
numero de macréfagos residentes encontrados em
ratos com sobrecarga de ferro; ambos os efeitos
poderiam aumentar danos nos hepatdécitos.

Ao avaliar os efeitos do ferro-dextran
no material histolégico processado em nosso
trabalho, vimos que o grupo tratado com salina
mais ferro-dextran (G3), apresentou granulos de
ferro no citoplasma das células de Kupffer com
alargamento das mesmas e algumas com os nucleos
hipertroficos. Ja o grupo tratado com EAPB mais
ferro-dextran (G4), resultou no desaparecimento dos
sinais de danos as células de Kupffer sem nenhum
nucleo hipertréfico, mas com a presenga de granulos
de ferro totalmente fagocitados pelas mesmas, o
que demonstra uma aparéncia morfoldégica normal.
Esses resultados indicam que o tratamento com
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EAPB atua como hepatoprotetor sendo capaz de
diminuir os danos as células de Kupffer induzidos
pelo ferro.

Os resultados aqui apresentados indicam
que os efeitos protetores do extrato aquoso de
Plectranthus barbatus contra a sobrecarga de ferro
induzida pelo ferro-dextran estdo relacionados
com a capacidade do extrato em diminuir os danos
oxidativos induzidos pelo ferro na glutationa reduzida,
sua capacidade de inibir a lipoperoxidagéo devido
a atividade sequestradora do ferro, provavelmente
exercida pelos compostos fendlicos semelhantes
a nepetoidina identificados no extrato da planta
e publicados anteriormente (Maioli et al., 2010),
interrompendo assim a participagéo do ion na reagao
de Fenton/Harber-Weiss e por meio da protegao
aos danos as células de Kupffer. Portanto, nossos
resultados sugerem que o extrato aquoso da planta
apresenta potencial para ser utilizado na prevengao
de danos hepaticos induzidos por sobrecarga de
ferro.
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