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Resumo: a patogenesia de Lycopodium descreve
acdo insuficiéncia hepdtica e litiase biliar, sendo con-
siderado um medicamento eficaz para o tratamento
de altera¢cBes hepaticas.O objetivo do presente traba-
Iho foi avaliar a eficacia de Lycopodium clavatum
30CH (Lyc) como um hepatoprotector em lesdo he-
patica induzida experimentalmente por Paracetamol
(PCT) em ratos Wistar.Para a realizagdo do experi-
mento, 30 animais foram utilizados, subdivididos em
02 grupos, sendo que os animais do grupo "tratado”,
foram submetidos a 08 dias de pré-tratamento com
Lycopodium 30 CH (5 gotas / dia) e no dia 8 sofreu
intoxicacdo com altas doses de Pct (3g/kg).Apo6s 24
horas e 72 horas, os animais foram eutanasiados
para a coleta de amostras de tecido e sangue. Poste-
riormente, a dosagem sérica de enzimas indicativas
de lesé@o hepatica (AST e ALT) e da andlise histologi-
ca e morfométrica do figado foram realizados. A do-
sagem das enzimas hepaticas revelou que houve
diminuicdo significativa (p <0,05) dos niveis de ALT
no grupo de 24 horas em relacdo ao grupo de contro-
le ndo sendo as diferengcas observadas em AST.As
andlises morfometricas mostraram que LYC houve
diminuig&o significativa do nimero de zonas acinares
1 afetados, pela presenca de infiltragdo inflamatéria e
necrose, inibiu a deple¢do de 1,2-glicéis (glicogénio)
causadas pelo super-dosagem de PCT em 80% na
zona 3 dos animais do grupo de 72h. Concluiu-se
que o pré-tratamento com Lyc apresenta acdo hepa-
toprotetora minimizando a lesGes hepaticas causadas
por doses elevadas de Pct, no entanto, € provéavel
que, com a administrac@o durante periodos mais lon-
gos, melhores resultados podem ser obtidos.

Palavras-chave: paracetamol, hepatoprotetora, Ly-
copodium
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1. INTRODUCAO

Define-se hepatite toxica como a lesédo hepética cau-
sada por inalacdo, ingestdo ou administragéo paren-
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térica de agentes farmacoldgicos ou quimicos. E um
problema relevante na pratica clinica atual, corres-
pondendo a cerca de 0,2% de todas as internacdes
hospitalares e a 2 a 3% de internacdes por efeitos
adversos de [15].

Para a lesdo celular metabdlica dos hepat6citos, va-
rios sdo 0s mecanismos de agresséo: ligagdo cova-
lente a estruturas celulares, peroxidacéo lipidica, re-
acOes de oxidacao, deplecao de glutation, sendo que
estas agressdes celulares podem resultar alteragfes
mitocondriais, altera¢cdes no citoesqueleto celular ou
alteracbes da homeostase idnica. Dependendo da
extensdo do envolvimento mitocondrial e do balango
de fatores ativadores/inibidores de vias intracelulares
de sinalizacdo, o destino da célula podera ser a ne-
crose ou a apoptose, sendo a primeira situagdo ge-
radora de mecanismos inflamatérios. Como continui-
dade do processo, os hepatécitos lesados podem
liberar produtos de peroxidagéo lipidica, intermedia-
rios reativos de oxigénio e IL 8, ativando por estes
meios as células de Kupffer. Estas liberam diversas
citocinas tais como TNF, IL 1, IL 8 e incremento na
quantidade de intermediérios reativos de oxigénio,
gue podem lesar diretamente os hepatdcitos e ativar
outras células como as células de Ito, responsaveis
pelo inicio da fibrose hepética, e as células endoteli-
ais dos vasos sanguineos, que favorecem o recruta-
mento e ativagcdo de polimorfonucleares. Sequenci-
almente pode ocorrer a ativagdo de mecanismos i-
munes devido a formagédo de metabolitos toxicos que
pode conduzir a ligagdes covalentes com estruturas
celulares, formando um hapteno, que é apresentado
pelas células macrofagicas aos linfocitos. Estes de-
sencadeiam uma resposta imune direcionada quer
aos haptenos (auto-modificados) quer mesmo a es-
truturas celulares integras, tendo-se verificado expe-
rimentalmente respostas tdo seletivas como a produ-
¢do de auto-anticorpos contra isoenzimas do Cito-
cromo P450 que d&o origem ao metabolito [17, 05,
13].
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O Paracetamol, acetominofeno (como é designado
nos EUA) ou N-acetil-p-aminofenol é um metabdlito
ativo da fenacetina, analgésico derivado do alcatréo
e um dos farmacos mais extensamente utilizados
como analgésico e antipirético. Nos EUA e Reino
Unido o paracetamol é a principal causa de faléncia
hepatica fulminante, principalmente na superdosa-
gem acidental e intencional, sendo também o princi-
pal medicamento implicado e Oébitos relatados nos
centros de intoxicagdo nos modelos experimentais
que utilizam intoxicacdo por paracetamol tem sido
amplamente utilizados para avaliar hepatoprotegéo
de drogas e compostos vegetais: Oyagbemi e Odeto-
la [18] verificaram a atividade do extrato de Cnidos-
colusaconifolius, Acharya e Lau-cam [01] realizaram
estudo comparativo entre a acéo da N-Acetilcisteina,
Hipotaurina e Taurina, Jambaz e colaboradores [12]
investigaram agao da rutina, Echard e colaboradores
[09] avaliaram a agdo de um grupo de ervas medici-
nais, entre outros.

O tratamento homeopatico pode ser utilizado nos
mais variados tipos de doencas, sendo que nas Ulti-
mas décadas, experimentos em modelos animais
sdo realizados visando sistematizacao da terapia e
comprovacdo de sua acdo em tipos especificos de
alteracdes organicas. Na hepatologia, os primeiros
estudos neste sentido foram realizados por Bildet et
al,[03], verificando a acdo positiva do Phosphurus
7CH e 15CH sobre a hepatite tdxica induzida pelo
tetracloreto de carbono em ratos. Moncorvo e colabo-
radores[16] realizaram estudo semelhante em coe-
Ilhos, verificando melhora significativa dos animais
intoxicados para dinamizacdo 30CH de CCl4, porém
sem efetividade para o Phosphorus 30CH.

O Lycopodium clavatum é um policresto, ou seja,
apresentam ampla indicagdo em Vvarios tipos de do-
enca, inclusive em alteragBes hepaticas, teve sua
experimentacdo patogénica realizada pelo proprio
Hahnemann em 1828, sendo que as partes utilizadas
para o preparo da tintura-mé&e sao 0S esporos secos
ou mesmo pélen seco do vegetal. Dada a sua impor-
tancia a patogenesia desse medicamento foi descrita
em inlUmeras matérias medicas homeopaticas [21].

O medicamento Lycopodium Segundo Cairo[06] o
Lycopodium tem acdo no figado preguicoso nas ve-
Ihas congestBes hepaticas sendo muito Gtil nas mo-
Iéstias do figado, cirrose atréfica do figado com asci-
te hidropisias e ictericia. Cornillot [08] atribui ao Ly-
copodium uma acado hepatobiliar devido a seu tro-
pismo hepatico.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a efetivi-
dade do Lycopodium clavatum 30 CH como hepato-
protetor em les@o hepética produzida experimental-
mente pelo Paracetamol em ratos Wistar, analisando
as alterag@es histolégicas, morfométricas e enzimati-
cas no figado.

3. METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos albinos (Rattus norvegi-
cus), machos, da linhagem Wistar, ndo isogénicos,
fornecidos pos-desmame com 50 dias de idade pelo
Biotério do Campus Il da PUC Campinas.

Os animais foram alojados no Biotério e/ou no Labo-
ratério Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental no
Centro de Ciéncias da Vida, PUC-Campinas, com luz
e ventilagcao controladas, com fornecimento de ragéo
sélida Nuvilab e 4gua sem restricdo até atingirem a
idade de 60 dias.

Em todo o periodo do experimento os animais ndo
foram submetidos a condi¢des de estresse ou qual-
quer tipo de sofrimento. Nao houve restricdo de agua
ou alimento. Foram observados e cumpridos o0s
“Principios éticos para uso de laboratério” da Socie-
dade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laborat6-
rio (disponivel em www.cobea.org.br).

3.2 Organizagdo dos grupos experimentais

O experimento foi conduzido dividindo-se os animais
em 06 grupos. Todos os grupos foram compostos
por 05 animais, escolhidos de forma aleatéria, e em
seguida pesados para célculo do volume de parace-
tamol administrado. Os grupos estdo descritos abai-
X0:

Subgrupo Lycopodium+paracetamol 24 h (LyP24):
receberam o preparado de Lycopodium 30ch uma
vez ao dia por 8 dias sendo que no 8 dia foi adminis-
trado parecetamol na dose de 3g/Kg, e eutanasiados
apos 24 horas.

Subgrupo Lycopodium+paracetamol 72 h (LyP72):
receberam o preparado de Lycopodium 30ch uma
vez ao dia por 8 dias sendo que no 8 dia foi adminis-
trado parecetamol na dose de 3g/Kg, e eutanasiados
apos 72 horas.

Subgrupo controle negativo 24 h (CN24): receberam
solugdo salina por 8 dias e eutanasiados apés 24
horas.



1
-
QP!

\YWICAMPINAS
Rtz

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA

Subgrupo controle negativo 72 h (CN72): receberam
solucao salina uma vez ao dia por 8 dias e eutanasi-
ados ap6s 72 horas.

Subgrupo controle positivo 24 h (CP24): receberam
solucéo salina uma vez ao dia por 8 dias, sendo que
no 8 dia foi administrado parecetamol na dose de
3g/kg, e eutanasiados apos 24 horas.

Subgrupo controle positivo 72 h (CP72): receberam
solucao salina uma vez ao dia por 8 dias, sendo que
no 8 dia foi administrado parecetamol na dose de
3g/kg, e eutanasiados apos 72 horas.

A dose de Paracetamol foi estabelecida conforme
protocolo de OYAGBEMI e ODETOLA (2010). Todos
0S animais receberam gavagem intragastrica por
meio de uma seringa e uma canula adaptada.

3.3 Eutanésia dos animais e coleta do material
biolégico

Passados os periodos conforme descrito acima, os
animais foram anestesiados com uma associagao de
guetamina (sedativo) e xilazina (relaxante muscular).
Apés a sedacdo de cada animal, era realizada inci-
sdo na regido toracica para acesso ao ventriculo car-
diaco esquerdo e era feita uma pun¢éo do coracéo
para coleta do sangue, sendo retirado 2 fragmentos
de figado. O sangue era armazenado, por pelo me-
nos 2 horas, e centrifugado, para obtencdo do soro,
utilizado para analise bioquimica de fosfatase alcali-
na, transaminases (ALT e AST), e Gama glutamil-
transferase(GGT). Os fragmentos extraidos foram
fixados em formol a 10% para fins de analise histol6-
gicos e morfométricos.

3.4 Processamento Histologico

Para analise histolégica e morfométrica, todos os
fragmentos de figado foram submetidos ao proces-
samento histologico padrdo para obtengéo de cortes
de 7 micrébmetros de espessura, corados com Hema-
toxilina-Eosina, Sirius Red e Acido Periodico de S-
chiff. As laminas histolégicas confeccionadas foram
examinadas ao microscopio de luz e suas imagens
capturadas digitalmente. Para cada um dos grupos
foi avaliado o tipo e a intensidade das lesdes hepati-
cas, observando-se a presenca de esteatose, fibrose
e necrose.

3.5 Dosagem das Transaminases Hepéticas,
Fosfatase Alcalina e Gama Glutamil Transferase
Apéds a coleta do sangue, as amostras foram centri-
fugadas a 3000 rpm por 5 minutos, separando-se
entdo o soro dos demais componentes. Partindo do
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soro, foram quantificados as enzimas Alanina-
Aminotransferase(ALT) e Arpatato-Aminotransferase,
Fosfatase Alcalina(FAlc) e Gama GlutamilTransfera-
se(GGT) uma vez que estas sdo indicadoras de dano
hepatocelular. A analise foi realizada por método ci-
nético-colorimétrico com leitura em espectrofotdme-
tro UV, conforme as especificagdes contidas nos kits
enziméticos.

3.6 Analise dos resultados

Para a avaliacdo da necrose, houve determinagéo do
ndmero de veias centrolobulares (vcl) e espagos por-
ta (ep) afetadas pela lesdo nas laminas coradas em
HE. Para avaliagdo de fibrose, 20 micrografias de
regido centrolobular e 20 micrografias de regidao por-
tal das laminas coradas em Sirius Red foram anali-
sadas utilizando-se o software AreaMed, mensuran-
do-se a area comprometida por fibrose. Para avalia-
¢do da distribuicdo do glicogénio e outros 1,2-glicois,
realizou-se uma avaliagdo qualitativa das laminas
coradas em PAS, comparando-se 0s animais trata-
dos com os grupos controles negativo e positivo.

A analise estatistica das avaliagBes quantitativas foi
realizada no programa Prisma 3.0. A diferencga entre
os grupos foi comparada por ANOVA seguido do tes-
te de Bonferroni, sendo considerados significativos
os valores de p<0,05.

Os resultados foram tabulados usando-se o software
Microsoft Excel 7.0 e analisados estatisticamente no
programa Prisma 3.0. A diferenca entre 0s grupos
também foi comparada por ANOVA seguido pelo tes-
te de Bonferroni, sendo considerados significativos
os valores de p<0,05.

4. RESULTADOS

A coloracdo por Hematoxilina-Eosina permitiu a iden-
tificac@o de estruturas tissulares, células, inclusées e
alteracdes histopatoldgicas. ApGs a observacao das
amostras do Grupo CP foi verificado que ndo havia
incidéncia de esteatose, mas fibrose e necrose com
infiltracdo de polimorfonucleados. A necrose foi ob-
servada predominantemente na regido centro-
lobular, sobretudo, nos animais de 72 h. Esta consta-
tagdo direcionou para a quantificagdo dos focos in-
flamatérios/necréticos nesta regido.

Nas |aminas coradas em Sirius Red, foi verificado
gue o colageno estava mais presente nas zonas aci-
nares 1 e 3, e desta forma a quantificagao foi realiza-
da nestas regides. Em todos os grupos a deposi¢éo
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de colageno foi bastante discreta, inclusive bastante
préoxima aos animais do grupo CN.

Tabela 1: Resultados da dosagem sérica das transa-
minases, fosfatase alcalina e y-Glutamiltransferase.
Valores expressos em U/L * erro padrao (n=4). ANOVA
seguido do teste de Bonferroni, * p<0,001 emrelacd o
aos respectivos grupos CP.

GRUPOS 24h 72h

AST

Controle Negativo 89,2+76 88,5+5,3

Lycopodium-Paracetamol 1123,2+£272,9 | 312,01 +132,3

Controle Paracetamol 1449,2 +306,9 | 179,6 +34,3
ALT

Controle Negativo 39,323 51,8+5,5

Lycopodium-Paracetamol 901,0 £92,0 112,0 +56,7

Controle Paracetamol 1866,2 +585,4 | 194,7 £56,0

Fosfatase Alcalina

Controle Negativo 65,7+5,3 82,9+19,6

Lycopodium-Paracetamol 58,6 +4,0 64,7 +6,2

Controle Paracetamol 83,6+9,1 345+27
GGT

Controle Negativo 54+18 53+0,3

Lycopodium-Paracetamol 154+7,4 5,35+0,6

Controle Paracetamol 55+0,9 4,6+0,8

Ao analisar as secgfes coradas em PAS, pode-se
verificar que os animais tratados somente com para-
cetamol apresentaram uma deposi¢do discreta ou
intensa nas inclusdes PAS positivas na regido na
zona acinar 01 (espaco porta) e deplecao deste nas
zonas 03 conforme pode ser observado na figura 06.
Verificou-se que nos grupos de Lycopodi-
um+Paracetamol houve a preservacdo na distribui-
¢ao da coloragdo PAS positivas, obtendo assim 80%
de reducéo de lesdo no grupo de 72h, indicando en-
tdo a atividade hepatoprotetora do Lycopodium neste
parametro.

Com relacdo aos parametros bioquimicos, o pré-
tratamento com Lycopodium clavatum 30 CH apre-
sentou acéo mais efetiva em ALT 24 horas. Na figura
observa-se uma diminuicdo dos niveis séricos de
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AST em LYP 24h e aumento em LyP 72 em compa-
rando-se a CP 24h, porem a diferenca néo é estatis-
ticamente significante. Na Tabela 01, pode-se verifi-
car que ha diminuigdo significativa da enzima quando
se compara LyP a CP, sobretudo no grupo de 24 ho-
ras.

N&o houve alteracdes significativas na fosfatase al-
calina e no GGT, principalmente tendo-se em vista
gue os grupos CP néo sofreram alteracdes do valor
normal destas enzimas.

5. DISCUSSAO

A analise histologica foi realizada com trés principais
focos:

O primeiro parametro mostrou que o Paracetamol, na
dose utilizada, provocou necrose e infiltracao inflama-
téria hepatica em todos os animais dos grupos 24 h e
72 h, porém neste Ultimo as lesdes foram mais inten-
sas. O pré-tratamento com Lycopodium clavatum 30
CH diminuiu as ag¢®es lesivas no figado, sendo signi-
ficativo em 72 horas. Esses resultados corroboram
com os obtidos por Sur et al.[22] em que houve dimi-
nuicdo de area e numero de células envolvidos em
necrose dos animais tratados com Lycopodium 200
CH submetidos a intoxicagdo experimental com C-
Cla.

As secc¢Bes coradas com Sirius Red possibilitaram a
realizacdo da quantificacdo das fibras colagenas na
perspectiva de identificacdo de fibrose. Apds andlise
computacional das imagens verificou-se que nao ha-
via diferenca significativa entre os grupos, seja na
zona 01 ou 03 acinares. Este resultado se justifica
devido a baixa intensidade de fibras colagenas ob-
servadas e mensuradas no grupo controle positivo, o
que corrobora com muitos relatos na literatura cienti-
fica, que ndo descrevem presenca de fibrose na he-
patite téxica por Paracetamol [01, 25, 02, 15]. O

terceiro parametro histologico avaliado mostrou que
0s animais intoxicados com elevada dose de Parace-
tamol apresentaram um aumento das inclusdes PAS
positivas na regido portal e diminuicdo destas na re-
gido centro-lobular quando comparados com o grupo
controle negativo. A diminui¢do de glicogénio hepéati-
co pelo Paracetamol foi relatada por Itinose, Sakuno
e Bracht [11] e est& relacionada a sua ligacao irre-
versivel a um metabdlito reativo ou da inibigcdo do
metabolismo energético mitocondrial. Na analise se-
mi-quanlitativa, foi possivel observar que o pré-
tratamento com Lycopodium clavatum 30 CH promo-
veu distribuicdo homogénea de glicogénio, em 72
horas como observado na figura 06. De certa manei-
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ra a reducdo do glicogénio em zona 01 acinar era
esperada, uma vez que nessa regido se encontra em
maior quantidade as enzimas do complexo P450 e
consequentemente onde ocorrem as lesdes histopa-
tolégicas relacionadas ao paracetamol.

Com relagéo as transaminases hepaticas, o Lycopo-
dium clavatum 30 CH demonstrou baixo potencial
hepatoprotetor, havendo reducéo significativa da ALT
em Lyp 24h em relagdo ao grupo paracetamol 24
horas. Com relacdo a AST, o pré-tratamento com
Lycopodium n&o produziu diminuicdo dos valores nos
grupos LyP, como observado na. Resultados seme-
Ihantes foram obtidos por Sur et al.[22] que verifica-
ram auséncia de diminuicdo de AST e ALT em ani-
mais intoxicados por uma Unica injecdo de CCl4 e
duas doses de Lycopodium 200 CH. Entretanto veri-
ficaram que para os grupos que receberam 6 doses
de tetracloreto de carbono e receberam tratamento
com Lycopodium 200 CH por uma semana ocorreu
reducdo significativa das transaminases.

No presente estudo, ndo foi verificado elevacdo da
concentracdo sanguinea de fosfatase alcalina e de
gama-glutamiltransferase em nenhum dos grupos,
incluindo-se aqui o grupo controle positivo. A ausén-
cia de elevagéo de FAalc e de GGT no grupo contro-
le positivo (e nos demais) estd de acordo com os
achados histolégicos uma vez que nao foram obser-
vadas alteracdes em ductos biliares na microscopia
de luz, indicando assim que a hepatotoxicidade por
Paracetamol seja citolitica e ndo colestatica, confor-
me Matos e Martins[15].

Outros estudos também obtiveram resultados positi-
vos para a utilizacdo da homeopatia, e alguns mais
precisamente do Lycopodium, em distlrbios hepati-
cos. Foi verificado que o Lycopodium 200 CH, em
lesdo induzidada pelo tetracloreto de carbono, apre-
sentou acao hepatoprotetora. Mais recentemente, foi
observada inibicAo da carcinogénese, induzida por
corante azo no figado de ratos, pela administracdo
de Chelidonium e Lycopodium [22, 04, 19].

Picciotto et al [20]descreve um caso de hepatite agu-
da ocasionada por Lycopodium serratum, com carac-
teristicas que se assemelham bastante a hepatite
fulminante induzida pelo paracetamol, ou seja eleva-
¢do de transaminases hepéticas, hepatite com infil-
tracéo linfoplasmocitaria moderada na regido portal e
fibrose portal progredindo para septos interportais.
Frazier e Krueger [10] e Chitturi e Farrell [07] descre-
vem que ha na intoxicagdo por esta planta a ocorrén-
cia de hepatite aguda e cronica com fibrose esteato-
se. Com base nestes relatos, aplicando-se a “Lei dos
Semelhantes”, verifica-se que o Lycopodium em do-
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ses diluidas apresente atividade hepatoprotetora pa-
ra esta hepatotoxicose, corroborando com os resul-
tados obtidos neste trabalho.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo
pode-se concluir que o Lycopodium clavatum 30 CH
apresentou agdo hepatoprotetora na intoxicagdo a-
guda por Paracetamol, evidenciada pela diminui¢éo
histolégica de necrose e focos inflamatérios, preser-
vacao de glicogénio e outros 1,2 — glicéis na zona 3
em 72 horas e na redugdo dos niveis séricos de ALT
em 24 horas.
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