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RESUMO

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida, de acordo com a Organizagédo
Mundial da Saude, cerca de 75 a 95% da populacéo utiliza a medicina popular para alivio de
alguma sintomatologia desagraddvel. A grande preocupacdo € que mesmo as plantas
medicinais sendo muito utilizadas, ndo se tem um conhecimento completo sobre sua agéo no
organismo. A planta Crataegus oxyacantha, também conhecida como espinheiro branco ou
Hawthorn, é originaria da Europa, América do Norte e Asia, foi levada para outros
continentes e vem sendo muito utilizada devido a seus potenciais efeitos farmacologicos,
como agente cardiotbnico, antioxidante, hipolipidémico, anti-inflamatorio, sedativo, entre
outros. Considerando a importancia da planta C. oxyacantha como medicamento alternativo
natural e a inexisténcia de estudos envolvendo a toxicidade celular da mesma; o presente
estudo teve como objetivo analisar os efeitos morfo-histoldgicos do extrato de frutos de C.
oxyacantha em trés grupos de tratamento | (50mg/Kg), Il (100 mg/Kg), e 111 (200 mg/Kg) em
células do figado e baco de camundongos, a fim de avaliar os efeitos citotoxicos do extrato. O
figado dos individuos do grupo | ndo apresentou dano. Os individuos do grupo I
apresentaram figado em estégios iniciais de desorganizacao tissular e citoplasatica. J& aqueles
do grupo Il sofreram maiores alteracBes histologicas como extensa desorganizagao
citoplasmatica, surgimento de vacUolos e capilares sinusdides aumentados e grande
quantidade de células de Kupffer. Por outro lado, o baco nao foi modificado histologicamente,
apos os tratamentos, mantendo sua arquitetura como no grupo controle. Nas andlises
histoquimicas foi observada alteracdo apenas no figado, tanto na quantidade de
polissacarideos quanto de lipideos. De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho
pode-se concluir que o extrato de frutos de C. oxyacantha em doses mais elevadas levou a
observacdo de estagios iniciais de desorganizacdo tissular no figado dos camundongos.
Portanto, mais estudos devem ser realizados, ja que o conceito popular de que tudo que é

natural ndo faz mal, é contraditorio.

Palavras-chave: Crataegus oxyacantha. Histologia. Figado. Bago.



ABSTRACT

Although modern medicine is well developed, according to the World Health
Organization, about 75 to 95% of the population uses tradicional medicine to relieve some
unpleasant symptoms. The major concern is that even medicinal plants being heavily used,
there is no complete knowledge about their action in the body. The plant Crataegus
oxyacantha, also known as white hawthorn or Hawthorn, is native to Europe, North America
and Asia, was taken to other continents and has been widely used due to its potential
pharmacological effects, such as cardiotonic, antioxidant, hypolipidemic, anti-inflammatory,
sedative, among others. Considering the importance of the C. oxyacantha plant as a natural
alternative medicine and the lack of studies involving its cellular toxicity; the objective of this
study was to analyze the morpho-histological effects of C. oxyacantha fruit extract in three
treatment groups | (50 mg / kg), 11 (100 mg / kg) and 111 (200 mg / kg) in liver and spleen
cells of mice, in order to evaluate the cytotoxic effects of the extract. The liver of the
individuals in group | showed no damage. Individuals in group Il presented liver in the early
stages of tissue and cytoplasmic disorganization. Already those of group Il suffered major
histological alterations such as extensive cytoplasmic disorganization, emergence of vacuoles
and increased sinusoidal capillaries and large amount of Kupffer cells. On the other hand, the
spleen was not histologically modified after the treatments, maintaining its architecture as in
the control group. Histochemical analyzes revealed alteration in the liver only, both in the
amount of polysaccharides and in lipids. According to the results obtained in the present work
it can be concluded that the extract of fruits of C. oxyacantha in higher doses led to the
observation of the initial stages of tissue disorganization in the liver of the mice. Therefore,
more studies must be carried out, since the popular concept that everything that is natural does

not hurt, is contradictory.

Keywords: Crataegus oxyacantha. Histology. Liver. Spleen.



LISTA DE TABELAS E FIGURAS
Figura 1: Frutos, folhas e flores de Crataegus oxyacantha..............cc.ccceeverveennene.

Figura 2: | Secc¢des histologicas de figado de camundongo submetidos a
tratamento pelo extrato de Crataegus oxyacantha............cccoeveeveriieiieeneneeseennenn

Figura 3: 11 Secgdes histologicas de figado de camundongo submetidos a
tratamento pelo extrato de Crataegus oxyacantha ............cccocvevveveiiesesceseennn,

Figura 4: Seccdes histoldgicas de baco de camundongo submetidos a
tratamento pelo extrato de Crataegus oxyacantha...........cccccovveevenienieenenrieseennnn,

Figura 5: 111 Seccdes histologicas de figado de camundongo submetidos a
tratamento pelo extrato de Crataegus oxyacantha .............cccocevveveiiieneccicsieennn,

Figura 6: 1V Seccdes histoldgicas de figado de camundongo submetidos a
tratamento pelo extrato de Crataegus oxyacantha...........ccccoeveevvnrenieeneeieeseennenn



1.1
1.2
121
1.2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.35

4.1
411
4.1.2
4121
4122
41.2.3
4124
413
4.1.4
4141
4.1.4.2

SUMARIO

LN ERI0] 5161070 I TR 9

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Crataegus 0Xyacantha.............c..cccoevervevens 9

ANALISES HISTOLOGICAS......coeviveiiieiessisie st 11
Toxicidade celular: o figado como alvo de analises histoldgicas.............c.cccocu..... 11
Toxicidade celular: o baco como alvo de andlises histologicas...........c..cccevevvenenen. 12
OBUIETIVOS ...ttt e st e e et e et e e e anbe e e anaeeeanes 14
MATERIAIS E METODOS........c.oiieiieeeceteeeseeessiesesses s esssseesesss s sssessenassen o, 15
PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO......cceveeeeerieeereeeereienenes 15
ANIMAIS E TRATAMENTOS..... ..ottt 15
AVALIACAO HISTOLOGICA DO FIGADO E BAGO.......ocmiriieireireineeeeenenns 16
Técnica da hematoxilina de Harris e €0Sina aquOSa............cccceovveveerveseeieeriesneene 16
Técnica do PAS (acido periodico-SChiff)........ccocveiiiiiiniinee e 17
Técnica do Azul de Bromofenol - Detecgdo de proteinas totais..........cccccoeevruennee 17
Técnica de Baker — Deteccao de lipideos.........ccoovevveieiiciecie e 18
Técnica de Azul de Nilo — Deteccdo de lipideos.........ccccevveveiiiiiene e 18
RESULTADOS. ...ttt sttt e et e e sna e e e s e e e neeeanneaens 19
ANALISES HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS.........oomimrnineineersrireeenennes 19
Histologia do figado...........c.oiiii 19
Histoquimica do figado. ... 20
Detecc¢do de polissacarideos neutros — Técnica de PAS.........cccooeveieveieseeeeeesiens 20
Deteccédo de proteinas — Técnica do Azul de Bromofenol.............cccccoovevveiiiicinnen. 21
Deteccdo de lipideos — Técnica de Baker...........cccvoeiririneneinceece e, 21
Deteccdo de lipideos — Técnica de Azul de NilO..........ccooviviiiieiiice 22
Histologia do bago. ..., 22
Histoquimica dO DAGCO. .........ccueiieicc e 23
Detecc¢do de polissacarideos neutros — Técnica de PAS.........cccoveveveveieseseeeeienn 23
Detecc¢do de proteinas — Técnica do Azul de Bromofenol.............cccovevveveieieiccninnns 24
DISCUSSAOD. ... e 30
CONCLUSAO. ..., 36



1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, embora a medicina moderna
esteja bem desenvolvida, cerca de 70 a 95% da populacdo mundial faz uso de terapias
tradicionais, com emprego de plantas medicinais, no alivio de alguma sintomatologia
desagradavel (FONSECA; PEREIRA, 2004; BRASIL, 2006; GONCALVES et al.,
2013). Segundo Tomazzoni e colaboradores (2006) este fato pode estar relacionado com
0 elevado custo de medicamentos industrializados, falta de acesso da populacdo a
assisténcia médica e farmacéutica e, tendéncia em utilizar produtos de origem vegetal.

A utilizagdo de plantas medicinais é uma das praticas mais antigas realizadas
pelo homem, sendo muito difundida até hoje em todo o planeta, devido ao fato de
possuirem muitas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas (HOSSEINIMEHR, 2014).

A grande preocupacdo é quanto a toxicidade dos medicamentos preparados a
base de plantas, pois mesmo sendo naturais, podem desencadear vérias reacdes
adversas, devido a interacdo com outros medicamentos e até mesmo alimentos
(BALBINO; DIAS, 2010).

Em virtude disso, no Brasil, em 2006, foi criado o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, que constitui parte essencial das Politicas de Saude Publica,
e tem como objetivo “garantir a populagéo brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o

desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (BRASIL, 2009).

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Crataegus oxyacantha

Crataegus é um género da planta pertencente a familia Rosaceae, e possui
aproximadamente 280 espécies, sendo as mais comuns C. monogyna e C. oxyacantha. E
originaria da Europa, América do Norte e oeste da Asia, mas também é encontrada em
outros continentes, como o sulamericano.

A C. oxyacantha é um arbusto ou pequena arvore que pode alcancar 5 metros de
altura, suas folhas sdo compridas e apresentam uma tonalidade verde escura brilhante na
parte superior, e mais clara na parte inferior (COSTA, 2011; LAKSHMI; GEETHA,
ROY, 2012). Conhecida popularmente como espinheiro branco ou Hawthorn
(Inglaterra), que faz referéncia aos numerosos espinhos encontrados na planta e suas

flores brancas (ALONSO, 1998), que na primavera formam grandes cachos, e no
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outono se transformam em pequenos frutos globosos vermelho brilhantes com uma a
trés sementes em seu interior (WEIHMAYR; ERNST, 1996).

Figura 1 - Frutos, folhas e flores de Crataegus oxyacantha
Fonte: LAKSHMI; GEETHA; ROY (2012).

A planta vem sendo utilizada principalmente para tratar distdrbios
cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca, angina pectoris, e hipertensao, além
de outras propriedades como para atividade hipolipidémica, antioxidante, anti-
inflamatoria, digestiva e sedativa (NASCIMENTO et al., 2009).

Seus frutos tém sido usados ja ha muito tempo como diurético, para a dispnéia e
calculo renal. Também ha estudos que mostram seus efeitos sedativos e ansioliticos
(RIGELSKY; SWEET, 2002). Contudo, a maioria dos estudos farmacoldgicos nesta
espécie fornecem evidéncias de suas propriedades cardiotonicas (WANG et al., 2013).
Lakshmi e colaboradores (2012), relatam em seu estudo que os frutos de Hawthorn
melhoram a circulacdo do coracdo, assegurando o uso em um tratamento de
insuficiéncia cardiaca.

As plantas possuem em sua composi¢do substancias denominadas metabolitos,
que se dividem em: metabolitos primarios (lipideos, carboidratos, proteinas e &acidos
nucléicos) e secundarios (taninos, alcaldides, flavondides, glicosideos) (NIERO; 2003).
Os metabolitos secundérios por muito tempo foram considerados produtos de excregdo
(LORA, 2007), porém, hoje, apresentam uma atividade antioxidante significativa e
cardiovascular protetiva, atribuida principalmente a sua composi¢do quimica, rica em
flavonoides, particularmente proantocianidinas oligoméricas (PCOs), que estdo
concentradas nas folhas, frutos e flores e sdo responsaveis pelos pigmentos que déo

cores aos frutos (HOSTANSKA et al., 2007), tornando-a uma poderosa planta



11

adjuvante da terapéutica cardiovascular, ao aumentar o fluxo sanguineo coronario
atraves da inducdo do relaxamento das artérias (COSTA, 2011). Alguns estudos tém
mostrado que o extrato reduz o estresse oxidativo no miocardio apos reperfusdo e
parece inibir a apoptose, resultando em um efeito cardioprotetor (JAYALAKSHMI et
al., 2004/2006).

1.2 ANALISES HISTOLOGICAS

A histologia é a ciéncia que estuda as células no contexto da estrutura tecidual e
a inter-relagdo delas com os constituintes da matriz extracelular. A histoquimica é uma
técnica histologica que tem como objetivo identificar a natureza quimica dos
constituintes celulares. Consiste na coloracdo especifica desses constituintes, recorrendo
basicamente a substancias que, ao reagirem com o0s componentes celulares, dardo
origem a produtos corados (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Assim, as técnicas histoldgica e histoquimica podem ser usadas para determinar
0 potencial citotdxico de compostos naturais e quimicos, a serem avaliados quanto ao

dano que este podera causar aos 0rgaos.

1.2.1 Toxicidade celular: o figado como alvo de analises histoldgicas

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo dos vertebrados, se encontra na
cavidade abdominal, abaixo do diafragma e protegido pelo arcabougo costal. Recebe,
ainda, grande quantidade de sangue da veia porta (75% do volume aferente sanguineo),
que transporta todo o sangue do trato digestorio, do baco e do pancreas, e da artéria
hepética, fornecendo 25% do sangue oxigenado para o figado através das artérias
interlobar e interlobular antes de atingir o espago porta (KIERSZENBAUM, 2004).
Apoiando-se nessa peculiaridade, de duplo suprimento sanguineo, o figado € um 6rgéo
complexo, e estd em posicdo privilegiada para executar suas funcbes: recebe grande
variedade de substancias endobidticas e nutrientes decorrentes da absor¢do intestinal,
além de ser exposto as substancias toxicas (SOLTER, 2005; ROSS; PAWLINA, 2008).

Além de sua constituicdo principal que sdo os hepatocitos, que se agrupam em
placas formando unidades morfologicas chamadas lobulos hepaticos, o figado é
composto também por células biliares, células de Kupffer, células de Ito (células

estreladas), e células armazenadoras de gordura (THOOLEN et al., 2010).
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Devido a sua localizacdo e também por ser o 6rgdo onde ocorre a maior parte
das reacGes metabolicas, € o primeiro que sofre os impactos da acdo de compostos
toxicos (FERREIRA et al., 2012). As lesbes graves de figado séo a principal causa de
retirada de medicamentos do mercado norte-americano, sendo responsavel por mais de
50% dos casos de insuficiéncia hepatica nos Estados Unidos (LEE, 2003; HARDISTY;
BRIX, 2005).

Sendo assim, a utilizacdo de técnicas histoldgicas e histoquimicas tem sido
muito Util no sentido de fornecer dados de toxicidade celular de um farmaco ou produto
quimico em diversos 6rgados, principalmente o figado (HARDISTY; BRIX, 2005;
FERREIRA et al., 2011; 2012; ROMA et al., 2012). Por esta razdo, estas metodologias
foram utilizadas complementarmente na avaliacdo do potencial citotoxico da ingestao

do extrato de frutos de C. oxyacantha no presente estudo.

1.2.2 Toxicidade celular: o bagco como alvo de analises histoldgicas

O baco é o maior 6rgdo linfoide secundario do corpo dos mamiferos, possuindo
cerca de um quarto dos linfocitos do organismo (BALOGH; HORVATH; SZAKAL,
2004), e atua como importante reservatério de sangue, podendo, quando solicitado e sob
acdo das catecolaminas, elevar o hematocrito em até 10% do seu valor normal
(LIPOWITZ; BLUE, 1998). E um 6rgéo de consisténcia mole, bem vascularizado, esta
localizado no lado esquerdo do abdome adjacente & grande curvatura do estdmago. E
alongado, e apresenta forma piramidal quando visto em corte transversal. Possui em
uma de suas faces um hilo por onde entram e saem 0s vasos sanguineos que irrigam o
Orgdo, e muitos nddulos linféides, espalhados por toda sua extensdo (AGUIAR et al.,
2008).

E revestido externamente por uma capsula conjuntiva associada a fibras elasticas
em roedores e uma fina camada de musculo liso que se projeta para o interior do
parénquima formando trabéculas, as quais dividem o O6rgdo em compartimentos
incompletos. O parénquima ndo apresenta regides de cértex e medula, entretanto,
apresenta dois compartimentos distintos, a polpa vermelha e a polpa branca (CESTA,
2006).

A polpa vermelha é formada por corddes esplénicos circundados por capilares
sinusdides (corddes de Billroth) contendo linfocitos B e T, plasmécitos e macréfagos,

sustentados por uma fina rede de fibras e células reticulares. Estes cord@es atuam como
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um filtro de sangue onde hemécias velhas sdo destruidas pelo processo de
hemocaterese, além de participar na defesa do organismo contra micro-organismos
(CESTA, 2006).

A polpa branca é formada por trés sub-regifes: a bainha linfoide periarteriolar,
nodulos linféides, e zona marginal. Na zona marginal sdo observados linfocitos,
macrofagos e células dendriticas que atuam diretamente sobre antigenos oriundos da
circulagdo sanguinea, iniciando a reposta imunolédgica (DIJKSTRA; VEERMAN,
1990).

O baco estad envolvido em todas as inflamacgdes sistémicas, e sob condicbes de
estresse pode apresentar deplecdo de células linfociticas, congestdo e necrose de células
reticulo - endoteliais (TEH et al., 1997; PEREIRA BITTENCOURT et al., 1999). Dessa
forma, o estudo histopatoldgico do baco pode atuar como ferramenta biomarcadora de
impacto ambiental uma vez que as possiveis alteracdes podem estar diretamente
associadas ao estado de saude desses animais (GARCIA-ABIADO et al., 2004).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados das analises histologicas e histoquimicas obtidos
no presente trabalho, avaliando a potencial citotoxicidade do extrato de frutos de C.
oxyacantha no tecido hepatico e no baco de camundongos, pode-se concluir que as
doses mais elevadas do extrato levaram a observacdo de estagios iniciais de
desorganizacao citoplasmatica nas células hepaticas, tais como, presenca de hepatécitos
com citoplasma mais acidofilo, surgimento de pequenos vacuolos, aparecimento de
espacos intercelulares, aumento do limen dos capilares sinusdides e aumento de células
de defesa do tecido hepético (células de Kupffer). Nas células do bago ndo foram
detectadas alteracfes morfoldgicas distinguiveis. Os indicios de citotoxicidade hepética
observados no presente estudo, somados as recentes observacdes de genotoxicidade
relatadas na literatura, indicam que o extrato de frutos de C. oxyacantha deve ser usado
com cautela pela populagdo humana, evitando-se a administragcdo de elevadas doses

e/ou uso continuo do mesmo.
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