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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.
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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
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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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2. OBJETIVOS

Considerando a potencial importancia da planta C. oxyacantha como
medicamento alternativo natural para seres humanos, e a inexisténcia de estudos
envolvendo a potencial toxicidade celular do extrato de frutos da mesma, o presente
estudo foi elaborado visando:

Analisar os efeitos morfo-histoquimicos de diferentes doses do extrato de frutos
de C. oxyacantha no tecido hepético e esplénico de camundongos a ele expostos, a fim

de avaliar os efeitos citotoxicos deste extrato, utilizando técnicas histoldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO

Os frutos de C. oxyacantha foram coletados na Turquia e adquiridos por
distribuidora certificada no Brasil. Uma excicata foi enviada ao Laboratério de
Fitofarmacos da Universidade de Alfenas, UNIFENAS, Minas Gerais, Brasil, com o
numero LFF00297. Frutos frescos de C. oxyacantha foram secos e a extragdo realizada
a temperatura ambiente com metanol a 70%. O macerado foi filtrado e concentrado sob
pressdo reduzida, utilizando um evaporador rotativo, fornecendo entdo um extrato
metanolico bruto.

Para determinacdo quimica, o extrato a 70% foi analisado usando cromatografia
liquida ligada a um detector de massa. As condi¢Ges cromatograficas utilizadas foram:
coluna C18 (100 x 2,1 milimetros, 1,7 milhdes de metros cubicos, temperatura de 30 °C,
com volume de injecéo de 2 mL).

O extrato de frutos de C. oxyacantha foi obtido pelo farmacologista colaborador
desta pesquisa, Dr. Fabio Ferreira Perazzo, da UNIFESP de Diadema, Estado de S&o
Paulo, Brasil. O mesmo também foi responséavel pela caracterizacdo fitoquimica do
extrato através da cromatografia liquida (QUADROS et al., 2017, in press).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP, Campus

de Marilia, estando registrado com o nimero 0839/2013.

3.2 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos albinos suicos
machos de 12 semanas de idade (Mus musculus), pesando 25-30 g. Os animais foram
adquiridos na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, Estado de Séo Paulo,
Brasil, e alojados em caixas de polietileno em clima controlado (25 £ 4 ° C, 55 + 5% de
umidade) com 12 h ciclo claro/escuro (7:00 da manha a 7:00 da tarde). Os alimentos
(Nuvilab CR1, Nuvital) e 4gua estavam disponiveis ad libitum.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos experimentais de 6 animais cada.
O grupo controle negativo recebeu 0,3 mL de &gua destilada por gavagem. Nos grupos
de tratamento, o extrato de frutos de C. oxyacantha foi dissolvido em &gua destilada e

administrado a uma dose de 0,3 mL por gavagem, durante sete dias consecutivos e com
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intervalo de 24 h, nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg / kg de peso corporal. Estas
doses foram selecionadas com base nas doses eficazes anti-inflamatdrias relatadas por
Tadic et al. (2008). Nestas doses, 0s animais ndo apresentaram sinais de toxicidade, tais
como alteragdes locomotoras, diarréia ou piloereccéo.

Os animais utilizados neste estudo foram sacrificados. O Comité de Bioética
Animal da Faculdade de Medicina de Marilia (CEP / FAMEMA, Marilia, Estado de Séo
Paulo, Brasil) aprovou o presente estudo em 31 de janeiro de 2013 (protocolo nimero

1661/12), de acordo com as legislacGes federais sobre cuidados com animais.

3.3. AVALIACAO HISTOLOGICA DO FIGADO E DO BACO

3.3.1. Técnica da hematoxilina de Harris e eosina aquosa (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

Esta metodologia foi desenvolvida com a colaboragdo da Profa. Dra. Maria
Izabel Camargo Mathias e Dra. Patricia Rosa de Oliveira, especialistas na mesma e
pesquisadoras da UNESP, Campus de Rio Claro, SP.

Dos 6 animais de cada grupo que foram submetidos a eutanasia apds os 7 dias de
tratamento com o extrato, foram retiradas fraces do figado (lobo direito) e do baco, que
foram depositadas em solucéo fisioldgica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7.5 g/L,
Na:HPO4 2.38 g/L e KH2PO4 2.72 g/L). Esse tempo de tratamento foi baseado nos
trabalhos de Ferreira et al. (2011; 2012). Em seguida, os 6rgaos foram fixados por 24
horas em paraformaldeido 4%. E logo ap6s, o material foi transferido para solucdo
tampdo fosfato de s6dio onde permaneceu por mais 24 horas.

Foi feita, entdo, a desidratacdo em série crescente de alcool etilico a 70%, 80%,
90% e 95%. Cada banho teve a duragdo de 30 minutos. Em seguida, o material foi
embebido em resina Leica por 24 horas e incluido em moldes plésticos contendo resina
Leica mais polimerizador.

No presente estudo, os blocos foram seccionados em micrétomo para a obtencédo
de cortes com espessura de 3 um, e recolhidos em laminas de vidro previamente limpas.
As laminas contendo os fragmentos do figado e do baco dos animais dos grupos de
tratamento e controle foram coradas pela hematoxilina durante 5 minutos, depois
lavadas por 5 minutos em agua corrente, coradas com eosina aquosa durante 5 minutos

e lavadas novamente em égua corrente.
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Apols secagem ao ar livre, em suportes de madeira, as laminas foram
mergulhadas rapidamente em xilol e, em seguida, montadas com balsamo do Canada e
recobertas com laminula.

As laminas obtidas foram examinadas e analisadas em microscopio de luz
Olympus BX-50.

3.3.2 Técnica do PAS (&cido periddico- Schiff) — Deteccdo de Polissacarideos
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Para a deteccdo de polissacarideos foi realizada a reacdo de PAS. Fragmentos
dos figados e bacos foram fixados em Bouin aquoso por cinco dias. Em seguida, foram
desidratados em concentracGes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 95%) em banhos
de 15 minutos cada. Logo apds foram transferidos para resina de embebicdo, inclusos
em historesina (HistoResin, Leica) e seccionados com 3 pum de espessura. As secgoes
foram reidratadas por 1 minuto em &gua destilada e transferidas para solucdo de &cido
periddico 4% por 10 minutos. Logo apds foram lavadas em agua destilada por 1 minuto
e imersas por 1 hora no reagente de Schiff. Apds esta etapa as sec¢bes foram lavadas
por 30 minutos em agua corrente, secas em temperatura ambiente e montadas em
balsamo do Canada para posterior observacdo e foto documentagcdo em microscopio de
luz LEICA DM750.

3.3.3. Técnica do Azul de Bromofenol - Detec¢do de Proteinas Totais (PEARSE,
1985).

Fragmentos dos figados e bacos foram fixados em paraformaldeido 4% por 48
horas. Em seguida, foram transferidos para solu¢do tampao fosfato onde permaneceram
por 24 horas. Na sequéncia, foram desidratados em série crescente de alcool etilico a
70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada), embebidos em resina (JB-4
Polaron Instruments/Bio Rad) por 24 horas e incluidos em moldes plasticos contendo
resina mais polimerizador. Apds esse processo, 0s blocos foram seccionados em
micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad, com seccOes de 3 pum de espessura, que foram
recolhidas em laminas de vidro previamente limpas. As laminas foram coradas com
solucdo de azul de bromofenol por duas horas a temperatura ambiente. Apds serem

lavadas com acido acético 0,5% por 5 minutos e com agua corrente por 15 minutos, as
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mesmas passaram rapidamente por solucéo de alcool butilico terciario. A seguir, foram
secas ao ar livre, diafanizadas e montadas em bélsamo do Canad4, para posterior
documentacao fotografica em microscépio de luz LEICA DM750.

3.3.4. Tecnica de Baker - Deteccao de Lipidios (BAKER, 1946).

Os fragmentos dos figados e bagos foram fixados em formol calcio por 15 horas.
Em seguida, foram transferidos para solucdo tampdo fosfato onde permaneceram por 24
horas. Na sequéncia, foram desidratados em série crescente de alcool etilico a 70%,
80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada), embebidos em resina (JB-4 Polaron
Instruments/Bio Rad) por 24 horas e incluidos em moldes plasticos contendo resina
mais polimerizador. Apds esse processo, 0s blocos foram seccionados em micrétomo
Sorvall JB-4/Bio Rad, com sec¢bes de 3 pum de espessura, que foram recolhidas em
laminas de vidro previamente limpas. As laminas contendo as sec¢des foram tratadas
por 18 horas com bicromato de célcio. Apos lavadas em agua destilada, permaneceram
durante 5 horas em solucdo de hemateina. Logo depois, procedeu-se a Ultima lavagem
com &gua destilada. Apos a secagem, as laminas foram montadas com glicerina e
recobertas com laminula para posterior documentacdo fotogréafica em microscépio de
luz LEICA DM750, para deteccdo de lipideos totais.

3.3.5. Técnica de Azul de Nilo - Deteccéo de Lipideos (LISON, 1960).

Fragmentos dos figados e bacos dos animais foram fixados em formol célcio por
15 horas. Para este teste histoquimico, todas as ldminas do figado e bago foram coradas
com azul de Nilo por 10 minutos em 37°.C. Apds lavadas em agua destilada,
permaneceram no acido acético 1% por 1 minuto. Em seguida, as ldminas foram lavadas
novamente. Apds a secagem, as laminas foram montadas com glicerina e recobertas

com laminula, para deteccéo de lipideos e acidos neutros.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISES HISTOLOGICA E HISTOQUIMICA

4.1.1 Histologia do figado
- Grupo Controle

Os resultados obtidos por meio de técnicas histologicas revelaram que os figados
dos animais dos grupos controle apresentam-se como descrito na literatura, com
hepatocitos poligonais formando placas anastomosadas (Figs. 2A, 2B). Cada hepatdcito
apresenta um ou dois nucleos arredondados, fortemente corados pela hematoxilina e
localizados na regido central. A presenca de um ou dois nucléolos, bem como de um
citoplasma pouco acidoéfilo, também pode ser observada (Figs. 2A, 2B).

Entre as placas de hepatdcitos sdo encontrados os capilares sinusoides (Figs.
2A, 2B). A parede desses capilares é revestida pelas células de Kupffer (Fig. 2),
observadas na microscopia de luz, principalmente pelos seus nucleos alongados ou

triangulares e fortemente corados (Fig. 2).

- Grupo I (50 mg/Kg), Grupo Il (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O figado dos animais do grupo I, que foram tratados com 50 mg/Kg do extrato
de C. oxyacantha, ndo apresentaram alteracGes histolégicas em comparagdo aqueles do
grupo controle. Os hepatécitos, os capilares sinusdides e as células de Kupffer
continuam apresentando as mesmas caracteristicas (Figs. 2C, 2D).

Os individuos do grupo Il, tratados agora com 100 mg/Kg do extrato,
apresentam figado em estdgios iniciais de desorganizacdo tissular e citoplasmatica
(Figs. 2F-J). As alteracbes sdo caracterizadas pela presenca de hepatdcitos com
citoplasma mais acidofilo, capilares sinusdides aumentados e principalmente pelo
grande aumento do namero de células de Kupffer (Figs. 2F-J).

O figado dos animais do grupo Il1, tratados com 200 mg/Kg do extrato, exibem
maiores alterac6es histoldgicas em comparagdo com o grupo controle, pois apresentam
extensa desorganizagao tissular. (Figs. 3A-E).

Ja as células de Kupffer continuam em grande quantidade como no grupo II,

reconhecida pelos seus nucleos achatados e fortemente corados entre as placas hepaticas
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(Figs. 3A-E), inclusive hipertrofiados (maiores do que aqueles dos grupos anteriores),
sugerindo que as mesmas estejam ativas (Figs. 3A-E).
Quanto aos capilares sinusoides, a luz desses vasos é ampla e repleta de grande

quantidade de células sanguineas vermelhas (hemaécias) (Figs. 3A-E).

4.1.2 Histoquimica do figado

4.1.2.1 Deteccao de polissacarideos neutros — Técnica do PAS

- Grupo Controle

A aplicacdo do PAS revela a presenca de polissacarideos no figado dos
individuos do grupo controle (Figs. 3F-G), demonstrada por uma granulacdo grosseira
positiva distribuida por todo o citoplasma dos hepatdcitos, mas com certa preferéncia
pelas regides periféricas dos nucleos (Figs. 3F-G).

Esta técnica ndo é especifica para demonstracdo de nucleo, assim as células de
Kupffer (identificadas na microscopia de luz pelo ndcleo) ndo sdo observadas, nem o
nucleo dos hepatdcitos (Figs. 3F-G).

O lumen dos capilares sinusdides e dos grandes vasos sanguineos ou ndo reagem

ou reagem fracamente ao teste (Figs. 3F-G).

- Grupo | (50mg/Kg), Grupo Il (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O figado dos individuos do grupo | apresenta mesma resposta a reacdo ao PAS
que aqueles do grupo controle, ou seja, granulacdo grosseira positiva distribuida por
todo o citoplasma dos hepatdcitos, mas com certa preferéncia pelas regides periféricas
dos nucleos (Figs. 3H-I).

No figado dos animais do grupo Il, a marcacdo dos polissacarideos foi menos
intensa quando comparado aqueles do grupo controle. O figado dos animais submetidos
a este tratamento apresenta reacdo fracamente positiva e homogénea por todo o 6rgéo
(Figs. 3J; 5A).

O figado dos individuos do grupo Il apresenta regibes com moderada
positividade e regides com forte positividade. As regides centrais reagem fortemente,

enguanto que as regides periféricas do 6rgdo reagem moderadamente, ou seja, menos
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intensamente a medida que se aproxima das regides mais periféricas do orgao (Figs. 5B-
D).

4.1.2.2 Deteccao de proteinas — Técnica do azul de bromofenol

- Grupo Controle

A técnica do azul de bromofenol detectou a presenca de grande quantidade de
proteinas em todas regides do figado nos individuos do grupo controle (Fig. 5E), o que é
evidente pela forte reacdo positiva do citoplasma, do nucleo tanto dos hepatocitos

quanto das células de Kupffer , bem como a luz dos capilares sinusoides.

- Grupo | (50mg/Kg), Grupo 11 (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O figado dos individuos tratados com 50mg/Kg, 100 mg/Kg e 200 mg/Kg de
extrato apresenta forte positividade assim como encontrada nos individuos do grupo
controle, devido a grande quantidade de proteinas. No grupo Ill, mesmo com a
deteccdo de alteracBes histologicas, como o aumento das células de Kupffer. Dessa

forma, até mesmo neste grupo, ndo ocorre redugdo na quantidade de proteinas (Figs. 5F-

).

4.1.2.3 Deteccao de lipidios — Técnica de Baker
- Grupo Controle

Com a aplicacdo da Técnica de Baker, observa-se a presenca de lipideos no
figado dos animais controle. Os nucleos de todas as células, incluindo os dos
hepatécitos e das células de Kupffer, bem como os nucléolos (hepatdcitos) estdo
corados devido a utilizacdo da hemateina, solucdo obtida através da contra-coloracao

com hematoxilina (Fig. 6A).
- Grupo | (50mg/Kg), Grupo 11 (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)
O figado dos individuos submetidos a 50 mg/Kg e 100 mg/Kg de extrato,

apresenta a mesma positividade encontrada nos individuos do grupo controle (Figs. 6B
e 6C).
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Figados dos individuos submetidos a 200 mg/Kg do extrato reagiram fortemente
ao teste, indicando o aumento de componentes lipidicos nas células e nos tecidos
hepéaticos quando comparados aqueles dos grupos anteriores (Figs. 6D e 6E). No
citoplasma dos hepatdcitos desse grupo também foram encontrados vacuolos negativos
ao teste (Figs. 6D e 6E).

4.1.2.4. Deteccao de lipidios — Técnica de azul de Nilo

- Grupo Controle

A aplicacdo do azul de Nilo revela a presenca de lipidios no figado dos
individuos do grupo controle (Fig. 6F), o que é demonstrado pela reacdo positiva do
parénquima hepatico (Fig. 6F). Os nucleos de todas as células, incluindo os dos
hepatocitos e das células de Kupffer, estdo corados devido a contra-coloracdo rapida

com hematoxilina (Fig. 6F).

- Grupo | (50mg/Kg), Grupo I1 (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O figado dos individuos do grupo | e Il apresentam reacdo positiva semelhante
aquela encontrada nos individuos do grupo controle (Figs. 6G e 6H).

O figado dos individuos submetidos a 200 mg/Kg do extrato apresentam
marcacdo mais intensa de lipidios demonstrada pela forte reacdo positiva (Figs. 61 e 6J).
Nos hepatdcitos deste grupo observa-se, ainda, a presenca de vacuolos negativos ao
teste (Figs. 61 e 6J).

4.1.3 Histologia do baco
- Grupo Controle

Os resultados obtidos por meio da aplicacdo das técnicas histoldgicas revelam
que o baco dos individuos do grupo controle, assim como o j& descrito na literatura, é
envolvido por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, que envia trabéculas para o
interior do 6rgdo. Apresenta duas regifes distintas: a polpa branca e a polpa vermelha
(Figs. 4A-H).

A polpa branca possui 0os nodulos esplénicos, 0s quais sdo atravessados por

pequenos vasos sanguineos (arteriolas centrais) (Figs. 4A-H).
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A polpa vermelha encontra-se entre os nodulos esplénicos e possui corddes
esplénicos separados por vasos sanguineos (sinusdides esplénicos) (Figs. 4A-H).

Os corddes esplénicos apresenta nlcleos de células variadas, inclusive heméacias
(Figs. 4A-H). Os vasos sanguineos (sinusoides esplénicos) contém hemacias e nucleos

bem evidentes de leucocitos em seu interior (Figs. 4A-H).

- Grupo | (50mg/Kg), Grupo Il (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O baco dos individuos submetidos aos tratamentos com as diferentes
concentragOes do extrato de C. oxyacantha ndo foi alterado, permanecendo intacto apos
os tratamentos e semelhante ao bago dos individuos do grupo controle (Figs. 4A-H).

A arquitetura do 6rgdo se mantém semelhante a do grupo controle (Figs. 4A-H).

4.1.4 Histoquimica do bago

4.1.4.1 Deteccdo de polissacarideos neutros — Técnica do PAS

- Grupo Controle

O teste histoquimico do PAS revela que o baco dos individuos do grupo controle
apresenta fraca positividade tanto em sua polpa branca quanto na maior parte de sua
polpa vermelha, demonstrando a pouca quantidade de polissacarideos presentes (Figs.
4M-P). No entanto, na polpa vermelha é possivel observar reagdo PAS moderadamente
positiva nos vasos sanguineos (sinuséides esplénicos) e fina granulacdo fortemente
positiva nos corddes esplénicos (Figs. 4M-P).

Como essa técnica ndo é especifica para demonstracdo de ndcleo, o nucleo das

células ndo é observado.

- Grupo | (50mg/Kg), Grupo 11 (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

No bago dos individuos dos grupos de tratamento, ndo foram detectadas
alteracdes nem histoquimicas nem morfoldgicas (Figs. 4M-P). A afinidade pela reagéo
do PAS é a mesma encontrada no baco dos individuos do grupo controle. Dessa forma,
nota-se que o tratamento ndo alterou a quantidade de polissacarideos no baco dos
individuos tratados (Figs. 4M-P).
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4.1.4.2 Deteccao de proteinas — Técnica do Azul de Bromofenol

- Grupo Controle

A aplicacdo deste teste histoquimico detecta a presenca de proteinas, em todas as
regides do baco dos individuos do grupo controle, que reagiram com forte positividade
(Figs. 41-L).

A polpa branca apresenta de fraca a moderada positividade (Figs. 41-L).

Na polpa vermelha, os vasos sanguineos (sinusoides esplénicos), tanto a parede
quanto o limen contendo as células de defesa e hemacias, sdo moderadamente positivos
(Figs. 41-L). J& os corddes esplénicos apresentam reacdo fortemente positiva, hemacias
fortemente positivas entre os nucleos fortemente positivos das outras células (Figs. 41-
L).

- Grupo I (50mg/Kg), Grupo 11 (100 mg/Kg), Grupo 111 (200 mg/Kg)

O baco dos individuos dos grupos de tratamento apresenta reacdo semelhante
aquelas encontradas no baco dos camundongos do grupo controle, indicando que o
tratamento com as diferentes concentragdes do extrato de C. oxyacantha ndo alterou a
constituicdo protéica do baco dos individuos tratados (Figs. 41-L). Reacdo semelhante

por todo o parénquima do 6rgao (Figs. 41-L).
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Figura 2 - Secc¢des histoldgicas de figado de camundongo submetidos a tratamento pelo extrato de
Crataegus oxyacantha.

Legenda: A-J. Coloracdo pela hematoxilina e eosina (HE). A-B. Grupo controle, C-D. Grupo |
(50mg/Kg), E-J. Grupo Il (100mg/Kg). (c= capilares sanguineos, h=hepatécitos, Kc= células de Kupffer ,
n= nucleos dos hepatdcitos; bv= vasos sanguineos).
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Figura 3 - Secces histoldgicas de figado de camundongo submetidos a tratamento pelo extrato de
Crataegus oxyacantha. Legenda: A-E. Coloragdo pela hematoxilina e eosina (HE). A-E. Grupo 111 (200
mg/Kg). F-J. Aplicagdo do teste histoquimico PAS, para detec¢do de polissacarideos. F-G. Grupo
controle, H-1. Grupo | (50 mg/Kg), J. Grupo Il (100 mg/Kg). (c= capilares sanguineos, h=hepatdcitos,
Kc= células de Kupffer , n= ndcleos dos hepatdcitos; bv= vasos sanguineos).
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Figura
Crataegus oxyacantha.

Legenda: A-H. Coloracéo pela hematoxilina e eosina (HE). A-B. Grupo controle, C-D. Grupo |
(50mg/Kg), E-F. Grupo Il (100 mg/Kg), G-H.Grupo 111 (200 mg/Kg). I-L. Aplicagdo do teste
histoquimico de Azul de Bromofenol, para deteccdo de proteinas. 1. Grupo controle, J. Grupo | (50
mg/Kg), K. Grupo Il (100 mg/Kg), L. Grupo Il (200 mg/Kg). M-P. Aplicagdo do teste histoquimico
PAS, para deteccdo de polissacarideos. M. Grupo controle, N. Grupo | (50 mg/Kg), O. Grupo Il (100
mg/Kg), P. Grupo 11 (200 mg/Kg). (ca= arteriola central; n= n6dulo esplénico, RP= polpa vermelha;
sc=corddes esplénicos; vs= vasos sanguineos; WP= polpa branca, arrow= leucécitos).



Figura 5 - Secc0es histologicas de figado de camundongo submetidos a tratamento pelo extrato de
Crataegus oxyacantha.

Legenda: A-D. Aplicagdo do teste histoquimico PAS, para deteccdo de polissacarideos. A. Grupo Il (100
mg/Kg), B-D. Grupo 11 (200mg/Kg), E-1 Aplicagdo do teste histoquimico de Azul de Bromofenol, para
deteccéo de proteinas. E. Grupo controle, F. Grupo | (50 mg/Kg), G. Grupo Il (100 mg/Kg), H-1. Grupo
111 (200 mg/Kg). (c= capilares sanguineos, h=hepatécitos, Kc= células de Kupffer , n=nicleos dos
hepatécitos; bv= vasos sanguineos).



29

A “~ ——
Figura 6 - Secc¢des histolégicas de figado de camundongo submetidos a tratamento pelo extrato de
Crataegus oxyacantha.Legenda: A-E. Coloracdo de Baker, para deteccéo de lipideos. A. Grupo controle,
B. Grupo | (50mg/Kg), C. Grupo Il (100 mg/Kg), D-E. Grupo 11 (200 mg/Kg). F-J. Coloracédo Nilo, para
deteccdo de lipideos. F. Grupo controle, G. Grupo | (50 mg/Kg), H. Grupo Il (100 mg/Kg), 1-J. Grupo 111
(200 mg/Kg). (c= capilares sanguineos, h=hepatdcitos, Kc= células de Kupffer , n=nicleos dos
hepatdcitos; bv= vasos sanguineos).
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5. DISCUSSAO

A Crataegus oxyacantha, € um exemplo de planta amplamente utilizada em
diversos paises devido ao seu potencial medicinal. Seus extratos, que podem ser de
folhas, flores e frutos, s&o conhecidos por apresentar uma grande variedade de efeitos
farmacoldgicos, dentre eles: agente cardiotonico, hipolipidémico, antioxidante, anti-
inflamatorio e ansiolitico (SOKOL-LETOWSKA; OSZMIANSKI; WOJDYLO, 2007;
AKELA; DEVARAJ, 2008; NASCIMENTO et al., 2009). E uma planta de atuacéo
lenta, devendo ser utilizada de 4 a 8 semanas para se obter uma acdo completa, e as
doses testadas em estudos clinicos variam de 160 a 900 mg/dia na Europa (LONG et al.,
2006; KASHYAP; ARYA; THAKUR, 2012).

O potencial terapéutico da C. oxyacantha se da pela presenca de altos niveis de
flavondides e proantocianidinas oligoméricas (PCOs), que sdo 20 vezes mais potentes
que a a vitamina C, e 50 vezes mais potentes que a vitamina E (LAKSHMI; GEETHA;
ROY, 2012). Neste estudo, utilizamos o extrato de frutos de C. oxyacantha, cuja
avaliacdo da composicdo do extrato revelou a presenca de 2,7% de flavonoides, sendo a
vitexina-4-O-ramnosido (1,79%) o composto majoritario presente (QUADROS et al.,
2017, in press). Pode-se considerar este valor expressivo, ja que a taxa de compostos
fenolicos pode variar devido a fatores externos, tais como local, clima, luz e fatores
hereditarios (CUI et al.,, 2006). Em outros estudos realizados por Lakshmi e
colaboradores. (2012), a presenca destes compostos foi de 3,54%.

Os flavondides estdo amplamente presentes nos produtos naturais, sendo 0 maior
representante dos compostos fendlicos, e o hiperosideo, o composto predominante
(ZHANG et al., 2001; KAO et al., 2005). No presente trabalho, confirma-se a presenca
do composto quimico hiperosideo (0,63%). Este composto estd localizado
predominantemente nas flores e frutos, enquanto as proantocianidinas oligoméricas
estdo presentes nas folhas (TASSEL et al., 2010).

A metodologia utilizada no presente estudo foi baseada em diversos estudos que
comprovaram que o extrato alcodlico da planta C. oxyacantha é o mais eficiente para
extrair os principais componentes dessa planta (BONI; ZENI; ALBUQUERQUE, 2011;
LAKSHMI; GEETHA; ROY, 2012).

O figado é a maior glandula do corpo humano e tem papel essencial na
regulacdo dos processos fisiolégicos envolvidos, como: armazenamento e liberagdo de

glicose, metabolismo de lipideos, proteinas, processamento de horménios, destruicdo
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das células sanguineas desgastadas e bacterias, emulsificacdo da gordura durante o
processo de digestdo através da secrecdo da bile, entre outros (HAMZA; AL-HARBI,
2015).

Além disso, armazena algumas vitaminas e minerais, por exemplo, A, B12, D, E,
K, ferro e cobre; e participa também da regulacio do volume sanguineo
(BRAUNBECK, 1998). Uma das caracteristicas mais interessantes do figado é a sua
capacidade de regeneracdo, em alguns animais a perda do tecido hepatico leva os
hepatocitos a um mecanismo de multiplicacdo até que a massa original de tecido tenha
sido restaurada, porém, em humanos esta capacidade & consideravelmente restrita
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O figado ainda esta exposto a todas as substancias que ingerimos e, por isso, € 0
responsavel pela biotransformacéo xenobidtica (metabolizacdo de substancias tdxicas)
que leva a desintoxicacdo de tudo que sera absorvido no intestino (THOOLEN et al.,
2010). Tais caracteristicas justificam a sua grande utilizacdo na avaliacdo toxicologica
pré-clinica e em estudos de oncogenecidade em roedores.

Os resultados histologicos obtidos no grupo controle deste estudo se comparam a
literatura, hepatocitos do mesmo tamanho com presenca de um ou dois ndcleos centrais
e que formam extensas placas anastomosadas, separadas pelos capilares sinusoides; e
citoplasma aciddfilo (GARTNER, HIATT; 2007; ROSS; PAWLINA, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

Nos grupos tratados, observou-se danos progressivos a partir da dose do extrato
de C. oxyacantha de 100 mg/kg (grupo Il) administrada aos camundongos. As
principais alteragBes detectadas foram estagios iniciais de desorganizacdo tissular,
presenca de hepatécitos com citoplasma mais acidéfilo. Essas alteracdes podem estar
ocorrendo com a finalidade de filtrar com mais eficiéncia o sangue contendo substancias
estranhas e/ou de permitir a chegada de maior quantidade de células sanguineas
(hemécias/leucécitos) para participarem da  destruicdo dessas  substancias
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Nos Grupos Il e 1l foi observado também grande
aumento do numero de células de Kupffer (macr6fagos responsaveis pela fagocitose)
provavelmente para eliminar restos de células que foram danificadas apds o tratamento
dos individuos, bem como substancias estranhas (ROSS; PAWLINA, 2008; JENNE;
KUBES, 2013, BALMER et al., 2014). Assim, nota-Se a tentativa de remover sustancias
estranhas da circulagdo sanguinea, evitando que haja a lesdo no organismo dos

individuos testados.
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Especificamente nos individuos tratados com 200 mg/kg (Grupo 1l1) foram
encontradas as maiores alterac@es histoldgicas, indicando que a maior dose do extrato é
que causa 0s maiores danos (modelo dose-dependente). Essas alteracoes incluem o
surgimento de pequenos vacuolos neste grupo de tratamento. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Oliveira et al. (2016) e Lora et al. (2007), em
camundongos tratados com extrato etandlico de Morus alba L. (Moraceae) e com
extrato hidroalcodlico de folhas de Eugenia uniflora, respectivamente.

Salam, Sleem e Shafee (2014), em estudos realizados com ratos tratados com o
extrato de C. oxyacantha, registraram a capacidade de protecdo desse extrato quando
admininstrado na concentracdo correta. O grupo controle deste estudo, recebeu somente
CCls e apresentou grave lesdo hepatica marcada por uma completa desorganizacdo da
arquitetura do orgao. Ja os grupos de tratamento que receberam o extrato nas doses de
10, 20 e 40 mg/Kg, apresentaram reducdo notavel de danos no tecido hepatico,
diminuindo a fibrose e a degeneragdo vascular. Naqueles que receberam as maiores
doses, ocorreu o surgimento de alteracfes histologicas. No presente estudo, também
foram detectadas alteracoes hepaticas apenas nos grupos submetidos as maiores doses
do extrato. Ambos os estudos destacam a importancia da correta utilizacdo das plantas,
isto €, padronizacdo da dose e tratamento correto.

Apobs a aplicacdo dos testes histoquimico do PAS, foi detectada granulagdo
grosseira positiva, com certa preferéncia pelas regides periféricas dos nucleos nos
individuos do grupo controle. O polissacarideo encontrado provavelmente é a glicose
vinda do alimento que foi absorvida pelo figado e armazenada nos hepatdcitos na forma
de glicogénio (HAMZA; AL-HARBI, 2015).

O grupo | de tratamento ndo sofreu nenhuma alteracao histoquimica. No grupo Il
foi encontrada menor intensidade de marcacdo de polissacarideos e no grupo IlI,
positividade variando de forte a fraca a medida que aproxima das regifes mais
periféricas do 6rgdo. Essa situacdo pode estar ocorrendo por excesso de quebra do
glicogénio.

J& apo6s a aplicagdo do teste histoquimico do azul de bromofenol, foi observada a
elevada quantidade de proteinas no citoplasma, nos nudcleos e na luz dos capilares
sinusdides. Quanto aos grupos de tratamento I, Il e I, apresentaram a mesma
positividade encontrada nos individuos do grupo controle, ou seja, forte positividade
devido & grande marcagdo das proteinas no 6rgdo. Esses dados nos permitem inferir

que a sintese protéica realizada pela célula hepatica ndo foi afetada pelo tratamento,
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assim o figado dos individuos tratados ainda é capaz de desempenhar suas atividades.
Dados semelhantes também foram obtidos por Oliveira et al. (2012) e por Roma et al.
(2012), em camundongos expostos a outros tratamentos.

O figado também desempenha um papel fundamental no metabolismo de
lipideos, transformando as gorduras em A&cidos graxos e glicerol, para sintetizar
lipoproteinas como, HDL, VLDL e LDL, moléculas responsaveis pelo transporte de
colesterol no sangue (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). No presente estudo, as
técnicas de Baker e de azul do Nilo foram utilizadas para deteccdo de lipideos. Os
individuos do grupo controle apresentaram figado com moderada marcacao de lipideos.
O grupo 1 e Il continuou apresentando a mesma positividade dos individuos controle.
No entanto, o grupo Il exibiu forte positividade, revelando o aumento na presenga de
elementos lipidicos nas células e tecidos hepaticos dos individuos tratados com 200
mg/Kg do extrato, sugerindo que esteja ocorrendo desequilibrio na sintese, utiliza¢do ou
mobilizagdo dos lipidios. Outros estudos realizados por Oliveira et al. (2012) e por
Roma et al. (2012) também observaram o aumento de lipideos ap6s o tratamento de
camundongos.

Muitas substancias quimicas quando utilizadas inadequadamente, além de causar
alteracbes em determinados 6rgdos, também podem influenciar o sistema imune, por
isso é importante a avaliagdo dos seus efeitos ndo s6 nos sistemas desintoxicadores,
(figado) como também no imunolégico (bago) (DOl et al., 1996).

O baco é o maior érgdo linfatico e Unico 6rgédo linfoide interposto na corrente
sanguinea, assim sendo, é capaz de filtrar diretamente o sangue. Em virtude de sua
riqueza em células fagocitarias e de estabelecer um contato intimo entre o sangue e
essas ceélulas, o baco representa um importante Orgdo de defesa contra micro-
organismos que penetram no sangue circulante. Como os demais 6rgdos linfaticos,
origina linfdcitos que passam para o sangue circulante. Por sua localizacdo na corrente
sanguinea, 0 bago responde com grande rapidez aos antigenos que invadem o sangue,
sendo um filtro fagocitario e imunoldgico, bem como grande produtor de anticorpos
(CESTA, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Segundo os dados descritos na literatura e verificados nos individuos do grupo
controle do presente estudo, o bago é recoberto por uma cépsula de tecido conjuntivo a
partir da qual trabéculas se estendem até a polpa esplénica do 6rgdo. A polpa esplénica
estd dividida em duas regides: a polpa branca e a polpa vermelha. A branca é formada

pelo tecido linfatico, principalmente por nédulos esplénicos e a polpa vermelha, pelos
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corddes esplénicos entremeados por vasos sanguineos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

O baco dos individuos dos grupos de tratamento (I, 11 e 1) ndo foi modificado,
sendo preservado apos o tratamento e semelhante ao baco dos individuos do grupo
controle, o que indica que nenhuma das concentracdes aplicadas do extrato esta
danificando os individuos tratados.

Esses dados nos permite sugerir que a polpa vermelha e a polpa branca dos
individuos do grupo de tratamento provavelmente continuam a executar suas fungdes de
apresentacdo de antigenos, ativacdo e proliferacdo de linfocitos B e T, producdo de
anticorpos e remocdo de materiais inGteis do sangue (GOLDSCHNEIDER;
McGREGOR, 1973; KUMARATNE et al., 1981; GREAVES; FACCINI, 1992; ROSS;
PAWLINA, 2008). Resultados semelhantes foram encontrados por Doi et al. (1996) em
ratos submetidos ao agentes alquilantes (ciclofosfamida), onde a polpa branca do baco
ndo foi alterada. Os mesmos autores também submeteram os ratos a acdo de outros
agentes alquilantes, o nitromin e o melphalan. O primeiro causou a reducdo do tamanho
do baco sem mudancas estruturais, enquanto que o segundo causou atrofia da polpa
branca desse mesmo érgao.

Doi et al. (1996), em estudos com ratos expostos a ciclofosfamida, ao nitromin e
ao melphalan, notaram que a polpa vermelha do bago ndo sofreu modificacdo no
primeiro caso e desapareceu totalmente quando os outros dois agentes foram utilizados,
dados estes que ndo foram observados pelo presente estudo ap6s o tratamento com o
extrato.

Através dos testes histoquimicos foi detectada a presenca de proteinas e de
polissacarideos. Os individuos do grupo controle apresentaram resultado positivo ao
teste de azul de bromofenol: a polpa branca apresenta de fraca a moderada positividade
e a polpa vermelha com vasos sanguineos (sinusoides esplénicos) moderadamente
positivos e os corddes esplénicos fortemente positivos. J& no teste de PAS,
apresentaram fraca positividade tanto em sua polpa branca quanto na maior parte de sua
polpa vermelha.

No bacgo dos individuos dos grupos de tratamento foram encontradas reacdes
semelhantes aquelas encontradas no bago dos camundongos do grupo controle, tanto no
teste do azul de bromofenol quanto no PAS, demonstrando que o tratamento com as
diferentes concentracOes do extrato de C. oxyacantha ndo alterou nem a constituigéo

protéica nem a polissacaridica do baco dos individuos tratados. Dessa forma, percebe-se
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por meio dos resultados obtidos pela exposicdo de camundongos ao extrato de C.
oxyacantha que o baco dos individuos tratados ndo apresentou alteracdo morfoldgica
nem histoquimica e assim continua integro e desempenhando suas funcgdes.

Outros estudos realizados por SCHLEGELMILCH e HEYWOOD (1994),
também avaliaram a toxicidade do extrato padronizado de Crataegus (WS1442).
Segundo os referidos autores, este ndo causou toxicidade nos 6rgaos alvos em altas
doses para humanos e apresentou resultados negativos nos testes mutagénico e
clastogénico. No entanto, testes realizados em complemento a este estudo para
investigar o potencial genotoxico do mesmo extrato de frutos de C. oxyacantha, in vitro,
evidenciaram potenciais efeitos genotoxicos em linfocitos de sangue periférico humano
e células HepG2 em cultura. No ensaio cometa, foi detectado danos priméarios ao DNA,
que podem ou ndo ser reversiveis, poréem, no teste do micronucleo, foi observado danos
irreversiveis, podendo afirmar que que o extrato pode ser mutagénico (QUADROS,
2017).

Os recentes resultados envolvendo a analise da toxicidade do extrato de frutos de
C. oxyacantha indicam que apesar do seu potencial terapéutico para seres humanos, o
referido extrato ndo deve ser usado indiscriminadamente, ja que foi observado um

potencial efeito genotéxico do mesmo.
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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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