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SINOPSE:

Estudou-se o estresse oxidativo causado pela intoxicagdo aguda por
paracetamol e o potencial antioxidante dos extratos bruto etanolico e
acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne,
nos tecidos, hepatico, renal e cerebral, bem como avaliacdo da
toxicidade da planta.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Antioxidante, Intoxicacdo
aguda.
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RESUMO

O organismo humano estd sujeito ao estresse oxidativo causado por espécies reativas do
oxigénio (EROs) e espécies reativas do nitrogénio (ERN) provenientes do meio ambiente,
geradas pelo proprio organismo ou por meio do contato com xenobioticos ou metabdlitos
toxicos de farmacos, como por exemplo o paracetamol (PCM). O PCM é um analgésico
amplamente usado pela populagéo, no entanto, a superdosagem ou a intoxicacéo aguda leva a
toxicidade. A toxicidade ocorre pela formacdo excessiva do N-acetil-p-benzoquinonaimina
(NAPQI), produto da metabolizacdo do PCM, que causa deplecdo da glutationa reduzida
(GSH) e, consequentemente, estresse oxidativo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
antioxidante exercido pelos extratos brutos etanélico e acetato de etila da casca do caule da
Copaifera multijuga Hayne sobre o estresse oxidativo induzido por paracetamol em
camundongos Swiss. Os camundongos foram submetidos a intoxicacdo aguda com PCM (250
mg/Kg) e posteriormente tratados com os extratos etandlico e acetato de etila (EE ou EA, 250
mg/Kg, respectivamente) ou rutina (6 mg/Kg) via gavagem. Foram realizadas as anélises de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no plasma, proteinas
carboniladas, peroxidacdo lipidica (produtos da reacdo com acido tiobarbitarico - TBARS)
glutationa reduzida (GSH), &cido ascérbico (ASA), catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa-s-transferase (GST) do figado, cérebro e rins. A CAT e GST hepaéticas
tiveram suas atividades diminuidas no grupo PCM em 22,8 % e 30,2 %, respectivamente.
Neste mesmo grupo, houve um aumento de carbonilacdo de proteinas no tecido hepético (53,5
%), renal (71,3 %) e cérebro (28,5 %). Contudo houve uma diminuic¢do da carbonilagdo no
figado, nos grupos tratados com PCM + EE (44,1 %) e nos rins os grupos tratados com PCM
+ EA, PCM + Rutina, diminuiram a carbonilacdo de proteinas em 50,7 % e 30,4 %,
respectivamente. A GSH hepatica diminuiu (22,8 %) no grupo PCM e o0s animais tratados
com PCM + EE tiveram um aumento de 35%. Além disso, foi evidenciado um aumento das
aminotransferases ALT (25,8%) e AST (64,5 %) no plasma, e os grupos tratados com PCM +
Rutina, PCM + EE e PCM + EA tiveram uma diminui¢do da ALT em 35 %, 21,7 %, 28,6 %,
respectivamente. Ja a AST diminuiu 55,9 % somente no grupo PCM + Rutina. Os extratos
apresentaram um efeito positivo sobre os antioxidantes ndo enzimaticos GSH e ASA, pois
foram capazes de restabelecer os niveis destes parametros alterados pelo PCM. O melhor
efeito antioxidante no modelo de estresse oxidativo induzido por PCM deu-se ao EE, devido
ao alto teor de compostos fendlicos presentes, demonstrado pelas analises de DPPH" e
concentracdo de fendis totais.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Antioxidante; Intoxicacdo Aguda



Xi

ABSTRACT

The human organism is subject to the oxidative stress caused by reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) from the environment, generated by the
organism itself or through contact with xenobiotics or toxic metabolites of drugs, such as
paracetamol (PCM). PCM is an analgesic widely used by the population, however,
overdosage or intoxication leads to severe toxicity. The toxicity occurs by the formation of
excessive N-acetyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI), the product of this metabolism, which
causes depletion of reduced glutathione (GSH) and hence oxidative stress. The aim of this
work was to evaluate the antioxidant effect exerted by the ethanolic and ethyl acetate crude
extract from the stem bark of the Copaifera multijuga on oxidative stress induced by
paracetanol in Swiss mice. The mice were subjected to acute poisoning with PCM (250 mg/
kg) and then treated with ethanolic and ethyl acetate extracts (EE and EA, 250 mg/ kg) or
rutin (6 mg/ kg) by gavage. It was analysed alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) in plasma, protein carbonyls, lipid peroxidation (reaction products
with thiobarbituric acid - TBARS), reduced glutathione (GSH), ascorbic acid (ASA), catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione-s-transferase (GST) of tissues (liver,
brain and kidney). CAT and GST in the hepatic tissue had their diminished activity in the
PCM group in 22.8 % and 30.2 %, respectively. In this group, there was an increase of protein
carbonyls in the liver (53.5 %), renal (71.3 %) and brain (28.5%). However, there was a
decrease in the carbonylation in the groups treated PCM + EE (44,1 %) in the liver and PCM
+ EA, PCM + Rutina in the kidneys about 50,7 % e 30,4 %, respectively. Hepatic GSH
decreased (22.8%) in the PCM group and the animals treated with PCM + EE increased by
35%. Furthermore, it was shown an increase in ALT (25.8%) and AST (64.5%)
aminotransferases in the plasma and PCM + Rutin, PCM + EE and PCM + EA groups had a
decrease of 35%, 21.7%, 28.6%, respectively. In addition, AST decreased 55.9% only in PCM
+ Rutin group. However, the extracts showed a positive effect on the non-enzymatic
antioxidants GSH and ASA, as they were able to restore the levels of these parameters
changed by the PCM. The best antioxidant effect on oxidative stress induced model PCM
gave to the EE, due to the high content of phenolic compounds shown by analysis of DPPH
and total phenols concentration.

Keywords: Medicinal Plants; Antioxidant; Acute Intoxication
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INTRODUCAO

As plantas medicinais, assim como a fitoterapia, fazem parte da chamada Medicina
Tradicional, a qual se refere aos “conhecimentos, habilidades e préaticas, baseadas nas teorias,
crencas e experiéncias das mais variadas culturas. S&o usadas na manutencdo da salde,
prevencdo, diagnostico, melhoria ou tratamento de doencas fisicas e mentais”. Podendo,
ainda, ser chamado de Medicina Complementar (BRASIL, 2006), na qual é imprescindivel o
reconhecimento e a valorizacdo dessas praticas como elementos para a promocao da saude,
conforme preconiza a Organizacdo Mundial de Saude (BRASIL, 2007).

A busca pela utilizacdo de plantas a partir de conhecimento empirico ja existente tem
contribuido ndo sé para a terapia complementar, como também para o direcionamento de
estudos fitoquimicos e de atividade bioldgica, como toxicidade, propriedade antiinflamatéria
e atividade antioxidante. As plantas medicinais, por terem ag0es terapéuticas popularmente
conhecidas, necessitam ser posteriormente comprovadas cientificamente (BRASILEIRO et
al., 2008; OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012).

Os antioxidantes provenientes das plantas contribuem para a prevencao e recuperacao
de danos causados ao organismo. Essa atividade antioxidante pode ser atribuida
principalmente aos compostos fendlicos e flavonoides, os quais podem desempenhar um
importante papel na absor¢do e neutralizagdo dos radicais livres, pois bloqueiam estas
moléculas que apresentam grande poder de oxidacdo (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,
2004).

O radical livre (RL) é uma estrutura quimica altamente instavel e reativa. Isso se
apresenta devido a ocorréncia de um elétron desemparelhado, que ocupa um orbital atbmico
ou molecular sozinho (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Sdo provenientes do oxigénio
ou nitrogénio (BIANCHI; ANTUNES, 1999), formados pela perda ou adi¢do de um elétron a
um composto ndo radicalar. Em geral, essas espécies tém uma meia-vida muito curta
(podendo variar desde nanosegundos ha alguns minutos) (ALBDALLA; FAINE, 2008) e sdo
capazes de causar danos irreversiveis, quando ndo bloqueadas pelo sistema de defesa
antioxidante.

O radical livre tem como alvo as biomoléculas que compdem membranas celulares,
proteinas, DNA e RNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os mecanismos de geragao
de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma

(BARBOSA et al., 2010). Quando esses radicais livres sdo gerados em excesso por produtos



quimicos, processos patoldgicos, radiacdo ultravioleta, cigarro, solventes organicos,
herbicidas e uso de paracetamol em altas doses, podem gerar o estresse oxidativo.

O PCM é um analgésico amplamente usado pela populacéo, sendo um farmaco seguro
em doses terapéuticas. No entanto, a superdosagem pode causar toxicidade severa (GREGUS,
2012). O PCM, normalmente sofre glicuronidacdo e sulfatacdo a seus conjugados
correspondentes, que juntos, compdem 95% do total de metabdlitos excretados. A via de
conjugacdo alternativa, que utiliza a glutationa reduzida (GSH) e depende do citocromo P450,
da conta dos 5% restantes. Quando a ingestdo de PCM excede as doses terapéuticas, as vias
de glicuronidacao e sulfatacdo ficam saturadas e a via dependente do citocromo P450 se torna
muito importante (CORREIA, 2014). Assim, o efeito hepatotdxico do PCM, em altas doses,
estd associado a sua metabolizacdo e a formacdo excessiva do metabolico téxico N-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI) (KISAOGLU et al., 2014), que gera estresse oxidativo.

A instalacdo do estresse oxidativo se d& por meio de um desequilibrio celular entre os
fatores pro-oxidantes e antioxidantes, sendo que o fator oxidante predomina nesse
mecanismo, resultando em lesbes oxidativas em macromoléculas e diversas estruturas que, se
ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade das células, tecidos e 6rgaos (AUGUSTO,
2006; ALBDALLA; FAINE, 2008; BARBOSA et al., 2010).

Os antioxidantes podem ser definidos como uma substancia que, quando presente em
baixas concentracBes comparativamente as de um substrato oxidavel, atrasa ou inibe
significativamente a oxidacdo desse substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995). Da
mesma forma como retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, evitando o
inicio ou propagacéo das reacdes de oxidagio em cadeia (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,
2004). O aumento dessas defesas antioxidantes poderia diminuir o dano oxidativo e, quem
sabe prevenir doengas (AUGUSTO, 2006).

Os antioxidantes podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes
enzimaticos séo sistemas de defesa contra os radicais livres. Essas enzimas séo de extrema
importancia para os tecidos, pois previnem o estresse oxidativo e sdo compostas por enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e glutationa-s-transferase (GST) (BORELLA; VARELA, 2004; ALBDALLA;
FAINE, 2008).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo constituidos por tocoferdis (vitamina E),
carotenoides, polifendis (como taninos e flavonoides), acido ascorbico, glutationa e
antioxidantes de baixo peso molecular, como por exemplo, bilirrubina, melatonina, acido
urico e &cido lipoico (SPADA,; SILVA, 2004; ALBDALLA; FAINE, 2008).



Os polifendis de plantas sdo compostos aromaticos hidroxilados e sdo sintetizados
pelas plantas como defesa antioxidante da mesma. Estudos in vivo e in vitro tém revelado
inimeras atividades bioldgicas (ALBDALLA; FAINE, 2008). Por isso, avaliar o potencial
terapéutico de plantas medicinais quanto a atividade antioxidante, tem sido objeto de
incessantes estudos, na busca de metabdlitos secundarios com propriedades farmacologicas.
Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de futuramente virem a ser aproveitadas
como agentes medicinais (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998), como terapia complementar
no tratamento de doencas, como por exemplo, o uso do Oleo-resina da copaiba pela
populacéo.

A Copaifera sp. (Fabaceae) é comumente utilizada pela populacdo e é conhecida
popularmente como “Copaiba”, “copaiva” ou “pau-de-6leo” (PAIVA et al., 2004). Estdo
descritos na literatura 72 espécies, sendo 16 delas encontradas exclusivamente no Brasil.
Entre as espécies mais abundantes pode-se destacar: C. officinalis L. (norte do Amazonas,
Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata
Ducke, C. multijuga Hayne (Amazonia), C. confertiflora Bth (Piaui), C. langsdorffii Desf.
(Brasil, Argentina e Paraguai), C. coriocea Mart. (Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke
(Ceara) (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

O oleo-resina da Copaifera sp., € utilizado pela populagdo da Regido Amaz6nica no
tratamento de varias doencas inflamatorias que envolvem as vias aéreas (tais como asma, dor
de garganta e bronquite), doencas do aparelho geniturinario e da pele (feridas, eczema e
herpes) (GELMINI et al., 2013).

O oOleo-resina € amplamente estudado e diversas pesquisas indicam atividades como:
antifingica (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011), anti-inflamatdria e antinociceptiva (GOMES
et al.,, 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2007; GOMES et al., 2010; GELMINI et al., 2013),
antitumoral (LIMA et al., 2003; GOMES et al., 2008), cicatrizagdo celular in vitro
(NOGUEIRA et al., 2012) e antimicrobiana (VASCONCELOS et al., 2008; PIERI et al.,
2012).

Além do 6leo-resina, a casca do caule da copaiba também ¢é utilizada pela populacéo,
na forma de decocgdo, para diversas afeccOes, tais como, inflamacdo da prostata, bexiga,
garganta, segrecdo vaginal, inflamacéao uterina e ferida no colo do dtero (BRASIL, 2009). No
entanto sdo limitadas as informacdes referentes as atividades farmacologicas e antioxidantes
da casca do caule da Copaifera sp., embora esteja descrito na literatura um estudo realizado
com o extrato metandlico das cascas de C. reticulata, que foi capaz de atuar como

antioxidante para reducdo de danos ao DNA induzido por radicais livres



(DESMARCHELIER; COUSSIO; CICCIA, 1997). Contudo, mesmo a casca sendo usada pela
populacdo, ndo ha estudos que descrevam se a casca do caule de Copaifera multijuga Hayne
apresenta propriedades antioxidantes ou alguma toxicidade. Por isso, este estudo justifica-se
pela necessidade de saber se a planta apresenta propriedades benéficas contra o estresse

oxidativo induzido por paracetamol.



OBJETIVOS

Obijetivo geral

O objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito antioxidante exercido pelos extratos brutos
etandlico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne sobre o estresse

oxidativo induzido por paracetamol em camundongos Swiss.

Objetivos especificos

e Coletar a casca do caule da Copaifera multijuga Hayne;

e Identificar a espécime;

e Realizar a extracdo dos constituintes quimicos da casca do caule, com os solventes
hexano, acetato de etila e &lcool etilico;

e Quantificar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais dos extratos bruto
etandlico e acetato de etila;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro com o radical 1,1-difenil-2-picril hidrazila
(DPPH);

e Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST (no figado) e CAT (figado,
rim e cérebro) dos camundongos;

e Auvaliar os paramétros antioxidantes ndo enziméaticos GSH (figado, rim e cérebro) e
ASA (figado e cérebro) dos camundongos;

e Analisar os marcadores do estresse oxidativo CARBONIL (figado, rim e cérebro) e
TBARS (figado) dos camundongos;

e Verificar a toxicidade dos extratos pelas dosagens de AST e ALT no plasma dos

camundongos.
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Avaliacdo dos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da
Copaifera multijuga Hayne (Fabaceae) sobre o estresse oxidativo induzido

por paracetamol em camundongos
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Resumo

O paracetamol (PCM) é um analgésico amplamente utilizado pela populacéo, sendo seguro
em doses terapéuticas. A intoxicacdo aguda por PCM causa estresse oxidativo, devido a
formacdo em excesso do metabolito toxico N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI). O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antioxidante exercido pelo extrato da casca do caule
da Copaifera multijuga sobre o estresse oxidativo induzido por paracetamol em
camundongos. Os camundongos foram submetidos a intoxicagdo aguda com PCM (250
mg/Kg) e posteriormente tratados com os extratos etanolico e acetato de etila (EE ou EA, 250
mg/Kg, respectivamente) ou rutina (6 mg/Kg) via gavagem. Foram realizadas as analises de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no plasma, proteinas
carboniladas, peroxidacdo lipidica (produtos da reacdo com acido tiobarbitdrico - TBARS)
glutationa reduzida (GSH), acido ascérbico (ASA), catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa-s-transferase (GST) do figado, cérebro e rins. A CAT e GST hepaéticas
tiveram suas atividades diminuidas no grupo PCM em 22,8 % e 30,2 %, respectivamente.
Neste mesmo grupo, houve um aumento de carbonilacdo de proteinas no tecido hepatico (53,5
%), renal (71,3 %) e cérebro (28,5 %). Contudo houve uma diminui¢do da carbonilagdo no
figado, nos grupos tratados com PCM + EE (44,1 %) e nos rins 0s grupos tratados com PCM
+ EA, PCM + Rutina, diminuiram a carbonilacdo de proteinas em 50,7 % e 30,4 %,
respectivamente. A GSH hepatica diminuiu (22,8 %) no grupo PCM e 0s animais tratados
com PCM + EE tiveram um aumento de 35%. Além disso, foi evidenciado um aumento das
aminotransferases ALT (25,8%) e AST (64,5 %) no plasma, e os grupos tratados com PCM +
Rutina, PCM + EE e PCM + EA tiveram uma diminuicdo da ALT em 35 %, 21,7 %, 28,6 %,
respectivamente. Ja a AST diminuiu 55,9 % somente no grupo PCM + Rutina. Os extratos

apresentaram um efeito positivo sobre os antioxidantes ndo enzimaticos GSH e ASA, pois
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foram capazes de restabelecer os niveis destes parametros alterados pelo PCM. O melhor
efeito antioxidante no modelo de estresse oxidativo induzido por PCM deu-se ao EE, devido
ao alto teor de compostos fendlicos presentes, demonstrado pelas analises de DPPH" e

concentracdo de fenais totais.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidante; Intoxicacdo aguda; Figado

1. Introducéo

No Brasil, ¢ comum a intoxicacdo por medicamentos e, de acordo com o sistema
nacional de informacGes toxico farmacoldgico (SINITOX), os medicamentos sdo 0s principais
causadores de intoxicacdo em seres humanos (Brasil, 2011) e isto se deve principalmente a
automedicacdo e a falta de conhecimento da populacéo.

O Paracetamol (PCM) € um analgésico e antipirético, amplamente usado pela
populacdo, sendo um farmaco seguro em doses terapéuticas. No entanto, a superdosagem
pode causar toxicidade e necrose centrolobular no figado (James et al., 2003; Hinson et al.,
2010). Isso ocorre quando os mecanismos de prote¢do natural ndo sdo suficientes, resultando
em dano hepatico (Setty, 2007). O efeito hepatotéxico do PCM em altas doses esta associado
ao seu metabdlito toxico N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) que gera estresse oxidativo
(Olaleye e Rocha, 2008; Kisaoglu et al., 2014), necrose hepatica e perda de funcdo do érgéao.

Os oxidantes e radicais livres intermedeiam, desde circuitos de sinalizacao fisioldgicos
e patoldgicos até lesdes a constituintes celulares (Augusto, 2006). Entretanto, o organismo é
protegido por sistemas de defesa antioxidante de origem enddgena ou exdgena, obtido de
plantas medicinais e alimentos, como os compostos fendlicos, betacaroteno e o acido
ascorbico, que previnem o dano oxidativo gerado pelos radicais livres.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos € principalmente devida as suas
propriedades redutoras, as quais podem desempenhar um importante papel na absorcéo e
neutralizacdo de radicais livres (Degaspari e Waszczynskyj, 2004), exercendo um efeito
protetor contra o estresse oxidativo induzido por NAPQI.

No entanto, 0 uso terapéutico dessas plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos
estdo intrinsecamente relacionados aos territorios e seus respectivos recursos naturais. S&o
amplamente utilizadas pela populacdo, e fazem parte da chamada Medicina Complementar
(Brasil, 2007). No entanto, a busca do conhecimento empirico sobre as plantas podem

fornecer informacgdes Uteis na elaboracdo de pesquisas farmacoldgicas e fitoquimicas
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(Brasileiro et al., 2008) e o uso terapéutico de plantas medicinais podem funcionar como
ferramenta de baixo custo econdmico e eficaz no atendimento as necessidades da populagéo
(Lima et al., 2014), desde que comprovada cientificamente a sua eficécia, pois determinadas
plantas medicinais utilizadas pela populacdo podem gerar efeitos benéficos ou até mesmo
efeitos toxicos.

A Copaifera sp. (Fabaceae) é comumente utilizado pela populacdo e é conhecida
popularmente como “cCopaiba”, “copaiva” ou “pau-de-oleo” (Paiva et al.,, 2004). Estéo
descritas na literatura 72 espécies, sendo 16 delas encontradas exclusivamente no Brasil
(Veiga Junior e Pinto, 2002).

O dleo-resina da copaiba é utilizado pela populacdo para diversas afecgdes, e estdo
descritos na literatura diversas pesquisas sobre atividade anti-inflamatéria (Veiga Junior et al.,
2007; Gelmini et al., 2013; Paiva 2014; Gomes et al., 2010), atividade analgésica topica
(Carvalho et al. 2005), antifungica (Deus et al., 2011), antibacteriana (Vasconcelos et al.,
2008; Pieri et al., 2012), antinociceptiva (Gomes et al., 2007), antitumoral (Lima et al., 2003;
Gomes et al., 2008) e cicatrizacdo celular in vitro (Nogueira et al., 2012).

A casca da copaiba é utilizada pela populacdo para o tratamento de inflamacdo da
préstata, bexiga, garganta, secrecdo vaginal, inflamacéo uterina e ferida no colo do Utero
(Brasil, 2009). Uma vez que a planta ¢ utilizada pela populagdo para processos inflamatorios,
é provavel que a casca do caule possa presentar atividade antioxidante contra o estresse
oxidativo induzido por PCM. Assim, a pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito
antioxidante exercido pelos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da
Copaifera multijuga Hayne sobre o estresse oxidativo induzido por paracetamol em

camundongos.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes

Albumina de soro bovino, Triton X-100, perdxido de hidrogénio (H,O,), glutationa
reduzida (GSH), malondialdeido (MDA), acido 2-tiobarbitarico (TBA), dodecil sulfato de
sodio (SDS), acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB), 2,4 dinitrofenil-hidrazina
(DNPH), reagente de Bradford, &cido tricloroacético (TCA), 1,1-difenil-2-picril hidrazila
(DPPH), fosfato de potdssio monobasico, fosfato de potassio dibasico, fosfato de sodio

monobésico, fosfato de sodio dibasico, acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA),
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trisaminometano (TRIS), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), Tween 80, Folin-Ciocalteau,
cloreto de aluminio (AICI3), acido gélico, quercetina e &cido ascorbico foram adquiridos junto
a Sigma-Aldrich® (St. Louis, United States of America) e com alto grau de pureza (95-99 %).
Todos os solventes utilizados para o preparo dos extratos eram P.A. e adquiridos da Merck®
(Darmstadt, Alemanhay.

Os kits para dosagem de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) foram adquiridos da Labtest®, Diagnéstico S. A., Minas Gerais, Brasil.

2.2. Coleta e identificacdo botéanica

As cascas do caule da Copaifera multijuga Hayne foram coletadas na cidade de
Guarantd do Norte — Mato Grosso, Brasil, sob as coordenadas geograficas S 9°48° 31.0” W
54°53° 18.0”. A espécime foi identificada pela Ms. lvani Kuntz Gongalves da Universidade
Federal de Vicosa e Dr. Haroldo Cavalcante de Lima do Instituto de Pesquisa Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. A exsicata foi depositada na colecdo do Herbario da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus Universitario de Sinop-MT, Brasil sob o nimero
de registro 4801.

2.3. Preparo do extrato

As cascas foram secas em estufa com ventilacdo forcada, a temperatura média de 40
°C durante sete dias. Apds a secagem e trituracdo, a extracdo dos constituintes quimicos foi
realizada com 1,26 Kg do material vegetal com adicdo de 2 litros de solvente em cada
extracao.

O processo de extracdo ocorreu em trés etapas: na primeira etapa foram realizadas 2
extracbes com hexano; na segunda etapa (mesmo material vegetal) foram realizadas 2
extracOes com acetato de etila e na terceira extracdo (mesmo material vegetal), foram
realizadas 9 extragdes com alcool etilico absoluto.

Em cada processo de extracdo o material vegetal permaneceu em repouso e ao abrigo
da luz durante sete dias. Na sequéncia, os extratos foram filtrados separadamente, resultando
nos extratos brutos hexano, acetato de etila e alcool etilico.

Para concentragdo dos extratos e retirada dos solventes, foi utilizado evaporador
rotativo com temperatura média do banho termostético de 40 °C e sob pressdo reduzida de

600 mmHg. O rendimento final dos extratos brutos seco foi de 1,65 g para o extrato hexanico,


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=darmstadt+alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gVFaeY6ZEgeImVJkbKillZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKo7OLZ758DOLvKzSoZTOnloDNa9rnwG2zZPHYAAAAA&sa=X&ei=DuXPVOvuKcHYgwT7soTAAg&ved=0CJABEJsTKAEwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCnfq6-gVFaeY6ZEgeIaWximqGllZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKuYRWnGZ32wiH_fB_sNK5S47374IewcAZDl7MmAAAAA&sa=X&ei=DuXPVOvuKcHYgwT7soTAAg&ved=0CJEBEJsTKAIwEQ
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5,15 g para o extrato acetato de etila e 220,46 g para o extrato etanolico. Para a realizacdo dos
ensaios foram utilizados somente os extratos brutos etandlico (EE) e acetato de etila (EA),
pois 0 objetivo foi utilizar os extratos na qual os solventes extrairam maior quantidade de

moléculas polares.

2.4. Determinacdo de fendis e flavonoides totais

A quantidade de fendis totais nos EA e EE foi determinada através da reacdo de Folin-
Ciocalteau, de acordo com Rio, (1996). A curva de calibracdo com acido galico foi feita com
as concentragOes de 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4 ug/mL, 4 mL do reagente Folin-Ciocalteau (2 N) e
6 mL de carbonato de sodio a 20 % em 50 mL de agua destilada. A equacdo da curva de
calibracédo do acido galico foi A =0, 114.C + 0,005 onde A é a absorbancia da amostrae C é a
concentracdo do 4cido galico, e o coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,995.

Para a avaliagdo das amostras, os EE e o EA foram preparados em solucGes
metanolica de 500 pg/mL. Adicionou-se uma aliquota de 0,375 mL da amostra, 4 mL do
reagente Folin-Ciocalteau (2 N) e 6 mL de carbonato de sédio a 20 % em 50 mL de agua
destilada. Apds 2 horas de reacdo, realizou-se leitura em espectrofotébmetro a 760 nm. O
resultado foi comparado a curva de calibracdo e expresso em mg de equivalente de &cido
galico por grama de extrato (mg EAG/Q).

A quantidade de flavonoides totais nos EA e EE foi determinada através da reagdo
com cloreto de aluminio (AICI3) de acordo com Rio (1996), com adaptacdes na curva de
calibracdo. Construiu-se uma curva de calibracdo utilizando-se solugdo metandlica de
quercetina em concentracgdes de 0,25; 0,50; 1,0; 1,5; 2,5; 3; 3,5; 4 e 4,5 ug/mL, e para cada
concentracdo foi adicionado 1 mL de solucdo metandlica de AICI; (50 mg/mL). A equacao
da curva de calibragdo com quercetina foi de: A =0, 069.C - 0,004 onde A ¢ a absorbancia da
amostra e C é a concentracéo da quercetina, e o coeficiente de correlacéo (R?) foi de 0,998.

Para a avaliacdo das amostras EA e EE, foram utilizadas concentragdo de 100 pg/mL
do extrato e adicionou-se 1 mL de AICI3 (50 mg/mL). Apds 30 minutos de reagdo, realizou-se
leitura em espectrofotdmetro a 420 nm. O resultado foi comparado a curva de calibracdo e

expresso em mg de equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ/Q).

2.5. Determinacéo do potencial antioxidante in vitro (DPPH")



16

Na avaliagdo do potencial antioxidante foi seguida a metodologia de Sousa et al.
(2007), com adaptacdes. Foi realizado o monitoramento do consumo do radical livre DPPH'
pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorbancia de solucGes de diferentes
concentragdes, lidas no espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda 515 nm.

Foi realizada uma curva de calibracdo com DPPH' nas concentracdes de 1; 5; 10; 15;
20; 25; 30 e 35 pg/mL. A partir da equacédo da curva de calibragdo do DPPH" (A = 0,028.C -
0,004, coeficiente de correlagdo R? = 1) e dos valores de absorbéncia para cada concentracao
testada, foram determinados os percentuais de DPPH- remanescentes (% DPPHgewm),
conforme a equagdo: % DPPHgem = [DPPH]y=t /[DPPH]r= x 100. Onde [DPPH]r=
corresponde a concentracdo de DPPH' no meio, ap6s a reacdo com o extrato e [DPPH]r= € a
concentragéo inicial de DPPH', ou seja, 40 pg/mL.

Os padrdes rutina e acido ascérbico, bem como as amostras, EA e EE foram diluidos
em metanol nas concentracfes de 25; 50; 100; 150; 200 e 250 pg/mL. Uma aliquota de 0,3
mL da solugé@o da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL da solucdo estoque de DPPH- (40
pg/mL) foram lidas no espectrofotémetro apds 30 minutos de reacdo. Foi usado como branco
metanol (2,7 mL) e 0,3 mL de solugdo metandlica do extrato.

A concentracdo eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para sequestar 50 %
do DPPH- inicial (CE50) foi determinada a partir de uma curva exponencial de primeira
ordem, onde foram colocados no eixo da abscissa, as concentragdes da amostra (ug/mL) ou
do controle positivo e na ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHRgewm).

Os valores de absorbancia em todas as concentracfes testadas das amostras (EE e EA)
e os padrdes (rutina e &cido ascorbico) foram convertidos em porcentagem de potencial
antioxidante (PA), determinada pela Equacdo: %PA={[AbScontrole—(AbSamostra—ADbSbranco)] X
100}/ Abscontrole: Onde Abscontrole € @ absorbéncia inicial da solu¢do metanolica de DPPH e

AbSamostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra).

2.6. Animais e tratamento

Camundongos Swiss machos, com peso médio de 33,4 g, foram obtidos do Biotério da
Universidade de Mato Grosso, Campus de Cuiaba. Os animais foram divididos em 8 grupos
de 8 animais e foram aclimatados por 20 dias com controle de fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, temperatura de 24 + 1 °C, umidade relativa de 51 + 2 %, racdo e &gua filtrada

em livre demanda.
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Ap0s o periodo de aclimatacdo os grupos foram submetidos aos seguintes tratamentos
por via oral: Grupo 1- Controle negativo (dgua); Grupo 2 - Rutina (antioxidante, 6 mg/Kg);
Grupo 3 — paracetamol (PCM, controle positivo: 250 mg/Kg, o qual foi preparado em agua a
37°C); Grupo 4 - PCM + Rutina; Grupo 5 - PCM + EE; Grupo 6 - PCM + EA; Grupo 7 - EE
(250 mg/Kg); Grupo 8 - EA (250 mg/Kg).

A dose selecionada do PCM (250 mg/Kg), bem como o protocolo de indugéo da leséo
foi segundo Olaleye e Rocha (2008) e a dosagem da rutina (6 mg/Kg) utilizada foi segundo
Carbonari (2005).

O experimento iniciou-se com a indugdo da lesdo com PCM; 250 mg/Kg nos grupos
G3, G4, G5 e G6, os demais grupos receberam somente agua (G1, G2, G7 e G8). Apos 3
horas da inducéo da lesdo, o grupos G2, G4, G5, G6, G7 e G8, receberam a primeira dose de
rutina (6 mg/Kg + Tween 0,01 %) ou do extrato EE ou EA (250 mg/Kg + Tween 0,01 %) e 0s
grupos G1 e G3, receberam agua + Tween 0,01 %. No periodo de tratamento de 7 dias, 0s
grupos tratamento receberam os extratos ou rutina, e os grupos controle (G1 e G3) receberam
agua + Tween 0,01 % uma vez ao dia.

Depois de 24 horas da ultima dose dos tratamentos, os animais foram anestesiados via
intraperitoneal com ketamina 50 mg/Kg, xilaxina 2 mg/Kg e acepromazina 2 mg/kg. Foi
realizada puncéo cardiaca para a coleta de sangue com seringas contendo heparina sodica
5.000 Ul/mL e, apo6s esta etapa, os animais foram sacrificados para a retirada do figado, rins e
cérebro. As amostras foram congeladas a -85°C. Esta pesquisa foi certificada conforme
protocolo n° 23108.781869/12-0 do comité de ética em pesquisa animal (CEPA),
UFMT/Cuiaba.

2.7. Analises bioquimicas

2.7.1. Avaliacdo das atividades antioxidantes enzimaticas

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi medida segundo Misra e
Fridovich (1972). O figado foi homogeneizado em tampao fosfato de potéssio (TFK) 50 mM
(pH 7,8) 1:20 g/mL, centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 20 min, e apds este procedimento foi
retirado o sobrenadante e mensurado a atividade da enzima em modo cinético em 480 nm
usando o espectrofotdbmetro UV-VIS, onde no meio reacinal continha tampé&o glicina 50 mM
(pH 10,5) a 26 °C no volume de 1,98 mL, 1,95 mL ou 1,90 mL e o sobrenadante (amostra)
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0,020 mL, 0,050mL ou 0,100 mL respectivamente, por Ultimo foi adicionado 0,034 mL de
bitartarato de adrenalina 60 mM. O resultado foi expressa U.L™* SOD.mg de proteina™.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada segundo Nelson e Kiesow
(1972), no figado, cérebro e rim. As amostras foram homogeneizadas com TFK 20 mM (pH
7,5), triton X-100 0,1 % e NaCl 0,15 M, nas dilui¢bes 1:30, 1:20 e 1:10 g/mL, para o figado
cérebro e rins, respectivamente. Posteriormente, 0os homogeneizados foram centrifugados a
10.000 g durante 15 minutos a 4 °C e ap0s este procedimento, foi retirado o sobrenadante.
Para o0 ensaio obteve-se uma mistura contendo 1,0 mL de TFK 50 mM (pH 7,0), 0,025 mL do
do sobrenadante e 0,025 mL de peroxido de hidrogénio a 0,3 M. A mudanca da absorbancia
do H,0, em 60 segundos foi medida em espectrofotometro a 240 nm e expressa em pmol
H,0, consumido.min™.mg proteina™.

A atividade da glutationa-s-transferase (GST) no figado, foi determinada de acordo
com Habig et al. (1974). O tecido foi homogeneizado em TFK 20 mM (pH 7,5) na diluigéo
1:20 g/mL e centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C, e posteriomente retirado o
sobrenadante. O 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (0,15 mL) foi usado como substrato e
adicionado a mistura contendo 2,5 mL de TFK 20 mM (pH 6,5), 0,30 mL de GSH 10 mM e
0,050 mL do sobrenadante. A formacdo de S-2,4-dinitrofenil glutationa foi monitorada
através do aumento da absorbancia em 340 nm contra o branco (tamp&o e outros reagentes
usados para medir a atividade da enzima na auséncia da amostra) em intervalos de 10 em 10
segundos por 1 minuto. O resultado foi expresso em umol GS-DNB.min™*.mg proteina™. O
coeficiente de extingdo molar usado para 0 CDNB foi de 9.6 mM.cm™.

O conteldo proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976) usando
albumina bovina como padréo para construcdo da curva de calibracdo e as amostras foram

lidas em 595 nm.
2.7.2. Avaliagéo das atividades antioxidantes ndo enzimaticas

A glutationa reduzida (GSH) foi dosada pelo método de Sedlack e Lindsay (1968),
sendo 0 seu contetido expresso em pmol GSH.mg proteina™. Figado, cérebro e rins foram
homogeneizados em EDTA 20 mM nas diluigdes 1:40, 1:20 e 1:40 g/mL, respectivamente.
Para o figado e rim uma aliquota de 2,0 mL do homogeneizado foi misturada com 1,6 mL de
agua ultra pura e 0,4 mL em TCA 50 %, centrifugado a 4000 g por 15 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado com o cérebro, porém foi usado 1,5 mL do homogeneizado, 1,2

mL de &gua ultra pura e 0,3 mL de TCA. Apos centrifugacdo, uma aliquota de 1 mL do
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sobrenadante foi adicionada a 2 mL de Tris 0,4 M/HCI (pH 8,9), na qual adicionou-se DTNB
0,01 M preparado em tampéo fosfato-salino (PBS) 0,05 M (pH 8,0). A formacdo do anion
tiolato foi determinada a 412 nm e comparada com uma curva padrdo de GSH. O conteudo
proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976).

Os niveis de acido ascorbico (ASA) no figado e cérebro foram determinados de acordo
com Roe (1954). As amostras do figado e cérebro foram homogeneizadas em Tris/HCI 10
mM (pH 7,4) nas diluigdes 1:30 e 1:15 g/mL, respectivamente, e centrifugadas por 10 min a
2000 g. Apos a centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadante foi adicionada ao TCA 5 % na
propor¢do 1:1 (mL/mL) e centrifugada novamente a 3000 g por 10 min. ApoGs esse
procedimento, 0,3 mL foram adicionados a 0,1 mL de TCA 13,3 % e 0,075 mL de DNPH
(preparado em &cido sulfurico, tiureia e sulfato de cobre) e foram incubados a 37 °C por 3
horas. Apo6s este periodo, foi adicionado acido sulfurico 65 % para parar a reacdo. Realizou-se
a leitura em 520 nm e os valores foram comparados a uma curva padréo de ASA. O resultado

foi expresso em pumol ASA.g™ tecido.

2.7.3. Marcadores de estresse oxidativo

Para a determinacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada a avaliacdo dos niveis de
TBARS (produtos da reacdo com &cido tiobarbiturico) segundo técnica descrita por Buege e
Aust (1978) com algumas modificacdes. Realizou-se uma curva de calibracdo com MDA 0,03
mM, TCA 10 % e TBA 0,67 %. As amostras foram homogeneizadas em TFK 20 mM (pH
7,5) na diluicdo de 1:8 g/mL e centrifugada a 4000 g por 15 min e retirado o sobrenadante.
Em uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas 0,5 mL de TCA e 1 mL de
TBA. A mistura foi incubada por 30 min a 100 °C, esfriada, centrifugada por 10 min a 4000 g,
apos este procedimento a absorbancia do sobrenadante foi determinada em 535 nm. A
quantidade de peroxidacéo lipidica foi expressa em nmol MDA.mg proteina™.

A determinacdo de proteinas carboniladas foi realizada segundo Yan et al. (1995). O
tecido foi homogeneizado em Tris/HCI 10 mM (pH 7,4) na diluicdo 1:80 (figado e rim) e 1:40
(cérebro) g/mL, onde a uma aliquota de 1 mL foi adicionado a 0,2 mL de DNPH 10 mM
(preparado em HCI concentrado e agua ulta pura) e a mistura foi incubada por 1 hora com
agitacdo a cada 15 minutos. Apos o periodo de incubacgéo foi acrescentado 0,5 mL SDS 3 %
preparado em tampdo de fosfato de sdédio monobéasico 0,15 M e tampéo fosfato de sodio
dibasico 0,15 M (pH 6,7), 2 mL de alcool etilico e 2 mL de hexano, agitado e centrifugado

por 15 minutos a 3000 g. O sobrenadante foi retirado e os pellets foram lavados com alcool
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etilico e acetato de etila 1:1 (mL/mL) e ressuspendidos e ap6s dissolvidos em 1 mL de SDS.
A absorbancia foi determinada em 370 nm. Como branco foi utilizado 1 mL do
homogeneizado e 0,2 mL de HCI 2 M, que foram submetidos a0 mesmo procedimento das
amostras. A quantidade de proteinas carboniladas foi expressa em nmol de carbonil.mg

proteina™’. O contelido proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976).
2.7.4. Analise dos marcadores de dano hepatico e parametros metabolicos do plasma

As dosagens das atividades da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) presentes no plasma foram realizadas com kits comerciais (Labtest®,
Diagnostico S. A., Minas Gerais, Brasil).

2.8. Andlise estatistica

Os dados foram representados por média + desvio padrdo (DP) e analisados por Anova
de uma via seguida pelo post hoc teste de Tukey. Em todos os casos foi estabelecido um nivel
de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade de 5 % (P < 0,05).

3. Resultados
3.1. Fenois totais, flavonoides totais e DPPH'

Na determinagdo de fenois totais e flavonoides totais, o EE apresentou maior
concentracdo, se comparado ao EA (Tabela 1). O EE também teve maior porcentagem de
potencial antioxidante (% PA), se comparado ao EA (Figura 1).

Tabela 1

Anadlises de fenois totais, flavonoides totais e potencial antioxidante, dos extratos etandlico e

acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne

Amostras Fendis totais (mg EAG/g)  Flavonoides totais (mg DPPH' CEsy (ug/mL)
EQ/g)

EE 643,43 11,53 22,96

EA 187,21 8,58 91,13

Rutina = ———— - 30,06
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3.2. Andlise de marcadores de dano e do estresse oxidativo no tecido hepético e plasma

Os camundongos expostos ao PCM, bem como aos grupos tratados com EE, EA ou
rutina, ndo apresentaram alteracdo na atividade da SOD no figado. Porém a CAT teve uma
significativa diminuicdo (22,8 %; P<0,05) no grupo exposto ao PCM se comparado com o
grupo controle, e os extratos ou rutina, ndo alteraram os niveis de atividade da enzima. A
GST, importante enzima na detoxificacdo de xenobidticos apresentou uma reducédo
significativa (30,2 %; P<0,05) de sua atividade no grupo PCM, se comparado ao grupo

controle (Tabela 2).

Tabela 2
Efeito dos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne, sob o
estresse oxidativo induzido por PCM no tecido hepético.

CAT GST

SOD
Grupos L . (umol H,0, consumido.min”  (umol GS-DNB.min™".mg
(U.L™.mg proteina™) X . .
.mg proteina™) proteina™)
Controle 6,89 + 0,63 8,71+ 1,19 1,26 + 0,15
Rutina 6,77 £ 0,87 8,38 £ 1,27 0,97+0,14
PCM 6,23 0,60 6,72+ 0,80 0,88 +0,14"
PCM + Rutina  6,42+1,10 8,15+1,10 1,04 +£0,25
PCM + EE 6,05+ 0,43 7,41 +0,80 1,10+ 0,19

PCM + EA 5,87 +0,68 7,69+0,90 0,97 +0,20
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EE
EA

6,95+1,13
594+1,25

7,90+1,08
7,90+ 1,46

1,11+0,22
1,14+ 0,17

u.Lt

Os resultados estdo expressos como média + D.P.; n= 8 animais. P < 0,05 comparado com o grupo controle.

ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey.

Houve um aumento significativo da ALT de 25,8 % (P< 0,0001) no plasma do grupo

PCM se comparado ao grupo controle, porém os grupos PCM + Rutina, PCM + EE e PCM +

EA diminuiram significativamente (35%, 21,7% e 28,6% respectivamente; P< 0,0001) os

niveis de ALT no plasma, se comparado com o grupo PCM (Figura 2). Ja a atividade da AST

foi afetada com um aumento de 64,5 % no grupo PCM e os animais tratados com rutina (PCM

+ Rutina) apresentaram uma diminuicdo significativa (P<0,0001) de 55,9 % nos niveis

plasmaticos desta enzima e os extratos ndo foram capazes de reverter esta alteracdo (Figura

3).
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7 dias de tratamento (n=7). "P< 0,0001 comparado
com o grupo controle; “P< 0,0001 comparado com
0 grupo PCM. ANOVA de 1 via seguida por teste de
Tukey.

A GSH, importante antioxidante ndo enzimatico, diminuiu em 22,8 % no grupo PCM,

se comparada ao grupo controle (P< 0,0001) e teve um aumento de 35 % no grupo tratado
com PCM + EE se comparado com o grupo PCM (P< 0,0001) (Tabela 3).

O é&cido ascorbico teve seu nivel diminuido em 16,2 % no grupo PCM se comparado

com o grupo controle. Entretanto, os animais tratados com PCM + EE ou PCM + EA
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obtiveram um aumento significativo (P< 0,0001) de 18,2 % e 26,1 %, respectivamente
qguando comparados ao grupo PCM (Tabela 3).

Houve um aumento significativo (P< 0,0001) de 53,5 % na carbonilacdo de proteinas
no grupo PCM, quando comparado ao controle. Porém, o PCM + EE diminuiu em 44,1 % o
dano causado pelo PCM (Tabela 3).

A peroxidacdo lipidica (TBARS) néo foi alterada nos animais expostos ao PCM e os

tratamentos também néo apresentaram efeito per se (Tabela 3).

Tabela 3
Efeito dos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne, sob o
estresse oxidativo induzido por PCM no tecido hepatico.

ACIDO

GSH ] CARBONIL TBARS
ASCORBICO _
Grupos (umol GSH.mg L (nmol carbonil.mg  (nmol MDA.mg
. (umol ASA.g . .
proteina™) ) proteina™) proteina™)
tecido)
Controle 164,50 + 20,01 1,05+ 0,10 1,70 + 0,40 0,19 + 0,03
Rutina 130,30 + 23,49 1,05+ 0,10 2,06 £ 0,49 0,14 + 0,03
PCM 127,00 + 22,31" 0,88 +0,10" 261+0,49" 0,19 + 0,02
PCM + Rutina 145,10 + 13,38 0,92 + 0,09 1,98 + 0,37 0,20 + 0,04
PCM + EE 171,40 + 26,81 1,04 +0,09™ 1,46 +0,35" 0,17 + 0,03
PCM + EA 144,20 + 28,52 1,11 +0,11™ 2,07 +0,36 0,23 £ 0,05
EE 134,50 + 25,16 0,93 + 0,06 2,31+0,28 0,13 £ 0,02
EA 144,60 + 8,37 1,15 + 0,07 2,22 +0,50 0,19 + 0,02

Os resultados estdo expressos como média + D.P.; n= 8 animais. P < 0,0001 comparado com o grupo controle;
P< 0,0001 comparado com o grupo PCM. ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey.

3.3. Analise de marcadores do estresse oxidativo no tecido renal

A atividade da CAT ndo foi alterada nos rins, no entanto o antioxidante néo
enziméatico GSH teve uma diminuicdo significativa (P< 0,0001) de 43,3 % no grupo PCM
qguando comparado ao controle. O grupo controle positivo (PCM) apresentou maior nivel de
carbonilacéo de proteinas (71,3 %), contudo o grupo tratado com EA (PCM + EA) e rutina
(PCM + Rutina) diminuiram de forma significativa (P< 0,0001) a carbonilagéo em 50,7 % e

30,4 %, respectivamente (Tabela 4).



Tabela 4

Efeito dos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne, sob o

estresse oxidativo induzido por PCM no tecido renal.

CAT (pmol H,0,

GSH (umol GSH.mg

CARBONIL (nmol

Grupos consumido.min™. mg - _ o

i proteina™) carbonil.mg proteina™)
proteina™)

Controle 28,35 + 4,84 61,45 + 14,30 3,21+0,76

Rutina 25,22 3,81 45,76 + 14,83 4,35+ 0,63

PCM 25,67 + 3,02 34,86+ 9,77 5,50 + 1,20

PCM + Rutina 23,45 + 3,57 48,52 + 9,48 3,83 +0,78"

PCM + EE 25,96 + 1,43 49,85 + 8,80 4,88 + 1,02

PCM + EA 26,22 + 2,85 52,61 + 13,50 2,71 0,62

EE 2581 +1,73 49,44 + 11,94 3,75+ 0,82

EA 26,44 + 2,45 45,42 + 6,22 4,31+0,63

Os resultados estdo expressos como média + D.P.; n= 8 animais. P < 0,01 comparado com o grupo controle; "P<
0,0001 comparado com o grupo controle; *P< 0,0001 comparado com o grupo PCM. ANOVA de 1 via seguida
por teste de Tukey.

3.4. Analise de marcadores do estresse oxidativo no tecido cerebral

A atividade da CAT e os niveis de GSH ndo foram alterados no cérebro dos
camundongos expostos ao PCM. Porém, o EE foi capaz de aumentar em 42 % o nivel de ASA
demonstrando um efeito per se (Tabela 5). O grupo controle positivo (PCM) aumentou em
28,5 % a carbonilacdo de proteinas, sobretudo os grupos tratados PCM + EE, PCM + EA e
PCM + Rutina e EE reduziram de forma significativa (P< 0,0001) em 38,7 %, 35,7 %, 31,5 %

e 42,3 % respectivamente, a carbonilacdo de proteinas no tecido cerebral (Tabela 5).

Tabela 5
Efeito dos extratos etanolico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne, sob o

estresse oxidativo induzido por PCM no tecido cerebral.

CAT (umol H,0, ACIDO CARBONIL
) 4 GSH (umol GSH.mg i )

Grupos consumido.min™. mg - ASCORBICO (nmol carbonil.

proteina™®) proteina) (umol ASA.g™h mg proteina’)
Controle 591 +0,94 87,22 + 14,06 0,52 £ 0,06 4,32 +£0,46
Rutina 5,53+0,78 93,88 + 16,55 0,62 + 0,06 4,05+ 0,56
PCM 6,29 £ 0,85 88,54 + 16,78 0,54 £ 0,08 5,55+ 0,80
PCM + Rutina 595+1,10 86,30 = 10,56 0,70+ 0,10 3,81+0,63"
PCM + EE 6,01 + 0,68 82,36 = 9,036 0,66 £0,11 3,40+ 0,80
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PCM + EA 6,27 + 1,15 78,88 + 10,76 0,64 + 0,10 3,57 +0,63
EE 6,51 + 0,92 80,24 + 10,26 0,74 + 0,06 3,20+0,76"
EA 5,85+ 1,12 94,83 + 11,34 0,60 + 0,04 4,30 + 0,70

Os resultados estdo expressos como média + D.P.; n= 8 animais. P < 0,0001 comparado com o grupo controle;
P< 0,0001 comparado com o grupo PCM. ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey.

4. Discussao

O figado é um érgdo vital e de extrema importancia para a manutencdo metabodlica e
detoxificacdo endogena e exdgena de xenobioticos e drogas. Se durante a exposicdo a essas
substancias os mecanismos de protecdo natural do figado nao forem eficientes, pode resultar
em dano hepaético (Setty et al., 2007). De acordo com a Food and Drug Administration (2014)
as drogas sdo as principais causadoras de dano hepéatico em pacientes, levando a insuficiéncia
hepética e perda da funcdo do 6rgdo, o que pode ocassionar a morte.

O metabolismo de farmacos e outros produtos quimicos podem nem sempre ser um
evento bioquimico indcuo. Varios compostos sdo transformados metabolicamente em
intermediéarios reativos (Correia, 2014), como por exemplo, 0 PCM. No entanto, 0 mecanismo
de defesa antioxidante do organismo, que inclui enzimas como a SOD, CAT e glutationa
peroxidase (GPx), aléem do sistema de defesa ndo enzimatico tais como a glutationa, &cido
ascorbico e a-tocoferol (Nijveldt et al., 2001), contribuem para a defesa do organismo.

O PCM ¢ um farmaco que pode gerar toxicidade ao organismo em altas doses,
ocasionando estresse oxidativo principalmente no tecido hepatico, 6rgdo alvo da
metabolizacdo do farmaco, onde € gerado o metabdlito toxico NAPQI. Este, para sua
eliminacdo, requer a conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH), e posterior excrecdo pela
urina, na forma de acido mercapturico, reduzindo desta forma a concentracdo de GSH. Com a
deplecdo da GSH, h&a um aumento da formacéo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio
nos hepatocitos (Hinson et al., 2010), causando um estresse oxidativo mitocondrial (Hodgman
e Garrard, 2012), o que pode ser intensificado pelo acimulo H,O,, uma vez que a GPx requer
como cofator a GSH, a qual estd diminuida devido a overdose por PCM.

No estudo realizado por Mitchell et al. (1973), a administracdo de paracetamol em 225
mg/kg em camundongos ndo causou necrose hepatica. No entanto, doses de 375 mg/kg geram
necrose hepatica em mais de 45 % dos animais examinados entre 6, 12 ou 48 horas. Em
doses maiores (750 mg/kg) o paracetamol pode causar deplecdo de 70 % ou mais da GSH em

30 a 40 minutos.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jack+A.+Hinson%22
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Neste estudo a administracdo de 250 mg/kg de PCM nos camundongos foi capaz de
promover uma diminui¢do da GSH em 22,8 % e o PCM + EE aumentou os niveis em 35 %.
Isto pode ter ocorrido devido a uma provavel acdo protetora deste extrato pela presenca de
altas concentracdes de fenais totais (643,43 mg EAG/Q).

O aumento na producdo de espécies reativas do oxigénio durante o dano ao tecido
resulta em consumo e esgotamento dos compostos de eliminagdo endogena (Nijveldt et al.,
2001). Assim a deplecdo da GSH pode estar relacionada com a deficiéncia do sistema de
defesa antioxidante, ja& que a GSH também atua como cofator da GST (Abdalla e Faine,
2008).

O metabdlito toxico NAPQI é inativado através da GST mediada pela conjugacdo com
a GSH (Mohar et al., 2014). A GST, importante enzima na detoxificacdo de xenobioticos,
apresentou uma reducdo da sua atividade no grupo exposto a intoxicacdo aguda por PCM,
sugerindo que o PCM promova uma diminuigéo da atividade desta enzima, potencializando o
dano, e nenhum dos tratamentos foram capazes de interferir na sua atividade.

Devido ao aumento das ERO e ERN o organismo pode sofrer alteracdo e adaptacédo
em resposta a geracdo desses radicais, com 0 aumento da sintese de enzimas antioxidantes
(Bianchi e Antunes, 1999), o que ndo foi evidenciado na pesquisa, onde o sistema de defesa
antioxidante enzimatico do tecido hepatico ndo aumentou (CAT e GST), e sim, reduziu neste
modelo experimental. E, tampouco, 0s tratamentos com os extratos ou a rutina, foram capazes
de interferir nas atividades destas enzimas. Por outro lado, a SOD, enzima que atua sobre a
conversdo do radical superdxido (O,*) em peroxido de hidrogénio (H,O;) ndo teve sua
atividade alterada no grupo PCM. Porém, em um estudo realizado por Olaleye e Rocha
(2008), usando este mesmo modelo experimental, a SOD apresentou uma reducdo da sua
atividade.

A reducdo da atividade da CAT, importante enzima no processo de degradacdo do
H.0O,, no figado dos camundongos expostos ao PCM vai de acordo com outros estudos
encontrados na literatura (Olaleye e Rocha, 2008; Shanmugam et al., 2013; Olaleye et al.,
2014). Esta reducdo resulta em um aumento de perdxido de hidrogénio, que juntamente com o
metabolico toxico NAPQI, pode intensificar o dano hepatico (Olaleye e Rocha, 2008),
ocasionando um aumento da carbonilagéo de proteinas.

Na auséncia da defesa antioxidante, a ligagdo as proteinas parece ser 0 evento mais
critico na iniciacdo da morte celular induzida por PCM. A overdose por PCM e 0 excesso de
NAPQI formado leva ao esgotamento de GSH celular e, consequentemente, ligacdo covalente

a proteinas celulares, que é o passo inicial de toxicidade (Jaeschke et al., 2011). Normalmente,
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este metabolito reage com o grupo sulfidrila da GSH e é excretado. No entanto, ap6s
consumir cerca de 70 % da GSH hepética, ele passa a reagir com as proteinas hepaticas,
através de ligacdo covalente, gerando necrose hepatica (Amaral et al., 2008), o que justifica o
aumento da carbonilacdo de proteinas de 53,5 % observado neste estudo no grupo PCM.
Porém, o EE por conter maior quantidade de compostos fendlicos foi capaz minimizar o dano
a estas proteinas.

A ligacdo covalente do NAPQI as proteinas da membrana celular ocasiona a reducao
na atividade da Ca**-ATPase, resultando no aumento do nivel de Ca?* citosélico. O nivel
elevado do Ca?* citosélico leva a disfuncdo na permeabilidade da membrana mitocondrial
(MTP), devido ao aumento da captagdo de Ca®* mitocondrial, resultando numa interferéncia
na atividade da ATP-sintase, e consequentemente, diminuicdo na producdo de ATP
mitocondrial bem como o aumento do radical superéxido. Também pode ocorrer reacdo do
radical superdxido com o oxido nitrico, formando o peroxinitrito e este, na auséncia de GSH
celular, causar extensiva oxidacéo e nitracdo de proteinas. Assim, essa combinacao de eventos
culmina em danos irreversiveis e necrose celular (Jaeschke et al., 2003). Além disso, o radical
superéxido pode ser dismutado pela superéxido dismutase, formando o peroxido de
hidrogénio (Barreiros et al., 2006), o que pode aumentar ainda mais a oxidacdo de proteinas e
a lipoperoxidacao.

O wuso de produtos naturais, com propriedades antioxidantes, pode proteger
eficazmente contra a toxicidade causada pelo metabdlito téxico do PCM (Jaeschke et al.,
2011). O extrato etanodlico da casca da Copaifera multijuga Hayne apresentou uma maior
concentracdo de fendis e flavonoides totais e um significativo potencial antioxidante se
comparado com o extrato acetato de etila. Isto pode ser justificado pela presenca de
compostos fendlicos no extrato bruto, que foram extraidos em maior quantidade pelo alcool
etilico.

Similarmente, outro solvente pertencente a mesma classe organica, o metanol, é
utilizado pela sua alta capacidade em extrair compostos fendlicos. Em um estudo realizado
com diferentes extratos da casca da C. reticulata, para prevencdo de dano ao DNA, o extrato
metanolico demonstrou bom potencial para o bloqueio de radicais livres, e isso se deve aos
compostos presentes no extrato, que foram capazes de atuar como antioxidantes
(Desmarchelier et al., 1997). De acordo com Bianchi e Antunes (1999), essa capacidade
antioxidante esta relacionada ao reparo dos danos nas moléculas de DNA e a reconstituicdo

das membranas celulares danificadas.
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Com o aumento da formacdo dos radicais livres, pode ocorrer uma peroxidagao
lipidica de membranas celulares. Este dano aos lipidios pode ser quantificado pelo TBARS e,
nas analises realizadas neste estudo, 0s animais expostos ao estresse oxidativo induzido por
PCM, ndo apresentaram aumento deste marcador de dano lipidico. Este resultado ndo era
esperado, visto que pesquisas realizadas por Olaleye e Rocha (2008) e Rosa et al. (2012),
indicam um aumento na formagéo de TBARS causada pela overdose por PCM.

Uma vez que muitos estudos sugerem que o PCM é hepatotdxico quando administrado
em doses elevadas (Hinson et al., 2010; Hodgman et al., 2012; Kisaoglu et al., 2014), algumas
enzimas hepéticas, sdo dosadas no intuito de poder confirmar este dano. Contudo, este dano
foi confirmado pelo aumento na corrente sanguinea das enzimas ALT e AST, o que vai de
acordo com Olaleye e Rocha (2008), em que o PCM nesta mesma dose (250 mg/kg) causou
um aumento nos niveis plasmaticos destas aminotransferases. Nas dosagens de 600 mg/kg
(Rosa et al, 2012), 800 mg/kg (Shanmugam et al., 2013), 1 g/kg (Kisaoglu et al., 2014), 2
g/kg (Olaleye et al., 2014) e 3 g/kg (Verma et al., 2013), também ocorre um aumento destas
enzimas no plasma. Ja os extratos EE e EA, bem como a rutina foram capazes de reverter o
dano causado pelo PCM sobre a ALT, enzima encontrada no citoplasma dos hepatocitos,
sugerindo que eles possam atuar como hepatoprotetores. Embora os extratos ndo tenham sido
efetivos sobre a AST, importante enzima localizada na mitocondria. Pode ser que 0s extratos
ndo possuam uma atividade antioxidante tdo pronunciada ao ponto de agir como protetor da
membrana mitocondrial.

Além de estudar o perfil dos extratos com possivel atividade antioxidante frente ao
modelo de estresse oxidativo induzido por PCM, este estudo também quis ver se 0s extratos
EE e EA apresentavam alguma propriedade hepatdtoxica. No entanto, ndo foi evidenciada
nenhuma alteracdo das aminotranferases quando comparadas ao grupo controle. J& em um
estudo realizado com o O6leo-resina da copaiba na dosagem de 0,63 mL/kg, apresentou
reducdo nos niveis séricos da ALT e AST (Nuguchi et al., 2002). Isto sugere que tanto o 6leo-
resina (0,63 mL/kg), como os extratos da casca do caule (EE e EA 250 mg/kg), nédo
apresentaram efeito hepatotdxico nos animais estudados.

Além do figado, os rins também podem ser afetados pelo NAPQI, que pode atingir
concentracdo suficiente para reagir com os constituintes celulares nucleofilicos (Nelson e
Pearson, 1990), ocasionando necrose tubular proximal (McMurtry et al., 1978; Oshima-
Franco e Franco, 2003). A glutationa desempenha um papel essencial na detoxificacdo do
NAPQI no figado e rim (Mitchell et al., 1973; Mudge et al., 1978). O aumento da

carbonilacéo de proteinas no tecido renal no grupo PCM, pode ter ocorrido pela deplecdo da
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GSH (43,3 %), ja que a ndo conjugacdo do NAPQI pode resultar na ligacdo desta substancia
as moléculas nucleofilicas do tecido renal, ocasionando dano celular. Contudo, o tratamento
dos animais com rutina ou EA apresentou uma diminuicdo nos niveis de carbonilacdo de
proteinas, demonstrando um efeito protetor.

Tal como no tecido renal, a CAT ndo teve sua atividade alterada no tecido cerebral. A
GSH também n&o foi alterada no tecido cerebral. No entanto, também houve um aumento da
carbonilacéo de proteinas (28,5 %), porém foi bem menor se comparado aos demais tecidos
(figado 53,5 % e rins 71,3 %), onde o metabolito toxico causou maior dano, possivelmente
por atingir maiores concentragdes. Os tratamentos PCM + EE, PCM + EA e PCM + Rutina
foram capazes de reduzir este dano e, o EE apresentou um bom poder antioxidante j& que ele
possui uma maior concentracdo de fenois totais.

Os antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos sdo agentes responsaveis pela inibicdo e
reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Dentre eles pode-se citar o &cido
ascorbico, a-tocoferol, p-caroteno, polifendis e flavonoides. O 4&cido ascorbico é
hidrossoltivel, exerce uma importante acdo antioxidante nos fluidos extracelulares
contribuindo para a regeneragdo do a-tocoferol a partir do radical tocoferoxil preservando a
capacidade antioxidante deste nas membranas bioldgicas, bloqueando reacdes em cadeia e a
peroxidacao lipidica (Bianchi e Antunes, 1999; Augusto, 2006). Neste estudo, foi evidenciada
uma diminuicdo de ASA do tecido hepatico no grupo PCM e os extratos foram capazes de
aumentar os niveis deste, sugerindo que a Copaifera miltijuga Hayne possa estimular a sintese
deste importante antioxidante ndao enzimatico ou atuar como antioxidante nos camundongos,
privando o consumo de ASA pelos tecidos submetidos ao estresse. Porém, no tecido cerebral,
0 PCM ndo causou alteracdo neste parametro e o extrato EE per se exerceu um importante
papel aumentando os niveis de ASA, haja vista que é um tecido rico em lipideos insaturados e
suceptivel ao dano oxidativo, e esse aumento nos niveis de ASA, pode contribuir para a

protecéo do tecido, contra radicais livres produzidos pelo proprio organismo.

Concluséao

A overdose por paracetamol causa dano hepatico, sendo evidenciado pelo aumento de
AST e ALT no plasma. O estresse oxidativo ocasionado pelo PCM é devido a deplecdo de
GSH, reducéo da atividade da CAT e GST e reducdo de ASA. Estes eventos ocasionam um

aumento da carbonilacdo de proteinas, afetando principalmente o tecido hepatico. O tecido



30

renal também ¢é afetato, observado pelo aumento da carbonilacdo de proteinas e isto ocorre
devido a deplecdo de GSH. J& o tecido cerebral apresentou um dano demonstrado pelo
aumento da carbonilacéo de proteinas. Os extratos (EE; EA 250 mg/kg) ndo foram capazes de
interferir nas atividades das enzimas antioxidantes dos tecidos estudados. Porém, os extratos
etandlico e acetato de etila da casca do caule da Copaifera multijuga Hayne demonstraram
apresentar um efeito positivo sobre os antioxidantes ndo enzimaticos GSH e ASA, pois foram
capazes de aumentar o nivel no tecido hepatico, bem como diminuir a carbonilacdo de
proteinas no tecido hepatico, renal e cerebral. O melhor efeito antioxidante in vivo e in vitro
(DPPH’), bem como nas analises de flavonoides totais e fendis totais, deu-se ao extrato
etandlico. Os estratos EE e EA também ndo apresentaram efeito hepatotdxico e nefrotoxico.
No entanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar parametros de toxicidade, atividade

antioxidante e antiimflamatorio.
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Subscription
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Elsevier's pricing

policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
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(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's

decision and requests for revision, is sent by e-mail.
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page of their submitted manuscript: full postal address; fax; e-mail. All manuscripts submitted
are subject to peer review. The minimum requirements for a manuscript to qualify for peer
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not fulfilled these requirements will be returned to the author(s).
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Preparation

Reference formatting

References in the manuscript should be given with the name of the first author (in case of 2
authors, both names, and in case of more first author et al.), and the year of publication, in the
reference list any style or format can be used as long as the style is consistent. In the list all
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged

according to the following examples:

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also
the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘'grammar-

check’ functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological

relevance, Materials and Methods, Results, and Conclusions.
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Click here to see an example.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership
online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.
Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.
See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration

Service.

Keywords

After having selected a classification in the submission system, authors must in the same step
select 5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your article accurately
and process it more quickly. A list of the classifications and set keywords can be found here.
In addition, you can provide a maximum of 6 specific keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article.
The list of compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem
Compound database and display it next to the online version of the article on ScienceDirect.
You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For each compound,
please provide the PubChem CID of the most relevant record as in the following example:
Glutamic acid (PubChem CID:611). The PubChem CIDs can be found
viahttp://www.ncbi.nIm.nih.gov/pccompound. Please position the list of compounds
immediately below the 'Keywords' section. It is strongly recommended to follow the exact

text formatting as in the example below:


http://www.sciencedirect.com/science/article/B6T8D-514Y298-4/2/eaca2be6587616e9038d78ab8a5da0a2
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/506035classification.pdf
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Chemical compounds studied in this article Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin
(PubChem CID: 44152164); Benzalkonium chloride (PubChem CID: 15865)More

information is available at: http://www.elsevier.com/PubChem.

Plant names

In the Materials and Methods section there must be a separate heading for describing the
material used. That includes official name, local name, English name (if known), GPS
position in case of collection in the wild or cultivation, a voucher specimen must be deposited
in an official herbarium for possible future comparison. In the text it should be stated that the
plant name has been checked with www.theplantlist.org mentioning the data of accessing that
website.

In case of commercially procured material should mention the source, batch number, quality
control data. Data on chemical characterization (metabolomics, chromatographic methods)
should also be presented, in case of known active compounds their quantitative analysis

should be presented.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language

help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).
See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported

databases.

Math formulae
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to

be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
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consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include

footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

 Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given

below):



52

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a

minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to
where they are initially cited. It is also mandatory to upload separate graphic and table files as

these will be required if your manuscript is accepted for publication.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please
see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to
‘gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
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the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
"Unpublished results”. "Personal communication™ will not be accepted as a reference.

Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may

already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style which is
described below.

Reference formatting
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There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do
wish to format the references yourself they should be arranged according to the following

examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et
al. (2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.
Please use full journal names.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communication. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.
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When a web citation with a link is being used as a reference, the link should be checked, and
that date reported with the link as "accessed on March 29, 2012": American Chemical
Society. 2012. Ethical guidelines to publication of chemical
research.http://pubs.acs.org/userimages/ContentEditor/1218054468605/ethics.pdf.  Accessed
on March 31, 2012.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with
your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages
at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Audio Slides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information
and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal
will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after

acceptance of their paper.

Supplementary data
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Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed instructions please visit our artwork instruction pages

athttp://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free
of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also



supplied for printing purposes
For any further information please visit our customer support site

at http://support.elsevier.com.
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