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RESUMO

As DILI (Hepatotoxicidade induzida por drogas, do inglés Drug-Induced Liver
Injury) representam uma grande parcela das lesdes hepaticas encontradas na rotina
clinica e tém numeros crescentes no mundo. Sdo a maior causa de insuficiéncia
hepatica aguda e grande parte dos casos culmina em medidas extremas como o
transplante de figado. Diante da dificuldade de diagnéstico, mecanismos complexos
e tratamentos limitados, ha demanda de pesquisas por novas estratégias
terapéuticas. Desse modo, os polissacarideos tém seu papel estudado como uma
alternativa terapéutica, uma vez que ja ha dados sobre suas atividades
antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral e anti-inflamatoéria. Este projeto teve como
objetivo avaliar o potencial hepatoprotetor de polissacarideos extraidos do tamarillo,
Solanum betaceum e do pimentéo, Capsicum annuum frente a toxicidade induzida
pelo tetracloreto de carbono (CClsy) em camundongos Swiss machos. Animais
tratados receberam polissacarideos do pimentdo (P100, 100 mg/kg) ou do tamarillo
(T50, 50 mg/kg), enquanto os controles receberam &agua (veiculo). Outros dois
grupos receberam apenas P100 e T50, para avaliar a toxicidade destes compostos
per se. Os tratamentos ocorreram por gavagem, uma vez ao dia,durante 7 dias
consecutivos. No 6° e 7° dias os animais foram desafiados com CCls a 2% via i.p.,
sendo eutanasiados no 8° dia para coleta de material biolégico (sangue e figado). A
bioquimica plasmatica demonstrou que o CCl; elevou significativamente os
marcadores de lesdo hepatica alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), enquanto houve reducéao (p<0.05) nos grupos tratados com
o P100 (71% para ALT e 57% para AST) e com o T50 (60% para ALT e 67% para
AST), quando comparados ao grupo veiculo, indicando uma provavel atividade
hepatoprotetora dos compostos. Nos ensaios de estresse oxidativo realizados em
homogenato de figado, a taxa de peroxidacéao lipidica (LPO), o nivel de glutationa
reduzida (GSH) e as enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa-S-
transferase(GST) se mantiveram estatisticamente semelhantes para todos os
grupos. Quanto aos dados de hemograma, na série vermelha houve redugdo
significativa no volume plaquetario dos grupos tratados em relagdao ao naive e a
andlise da série branca demonstrou que os animais tratados com T50 e desafiados
com CCl, tiveram aumento na quantidade total de linfocitos e leucécitos (47% e
31%, respectivamente, p<0.05), direcionando os estudos para a investigacao de
parametros inflamatérios. Destes, foram avaliados a atividade enzimatica da N-
acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) e mieloperoxidadse (MPO) e produgéo de nitritos
(NO), onde NAG e MPO tiveram valores estatisticamente iguais para todos os
grupos. Ja os niveis de NO representaram um aumento de 28% no grupo P100 +
CCl4 em relagao ao grupo veiculo. Contatou-se, diante dos resultados, que houve
validacdo do modelo de lesdo hepatica por tetracloreto de carbono, entretanto ndo
foi possivel considerar o estresse oxidativo e a inflamagdo como mecanismos de
acao principais da atividade dos polissacarideos. Devido aos dados obtidos dos
polissacarideos per se, estudos adicionais serdo necessarios para elucidar a
atividade hepatoprotetora dos polissacarideos estudados, bem como compreender
melhor estas e outras vias de transducgado e lesdo celular que ainda poderiam ser
investigadas.

Palavras-chave: Hepatotoxicidade. Polissacarideos.Tamarillo. Pimentao.
Tetracloreto de Carbono. Inflamagao.



ABSTRACT

The DILI (Drug — InducedLiverlnjury) represents a large portion of the liver
lesions found in the clinical routine and has increasing numbers in the world. DILI are
the major cause of acute liver failure, has no specific treatment, and most cases
culminate in liver transplantation. Given the difficulty of diagnosis, complex
mechanisms and limited treatments, there is a demand for research for new
therapeutic strategies. Polysaccharides have been studied as an alternative, since
their antibacterial, antiparasitic, antitumor and anti-inflammatory activities has been
reported. This project aims to evaluate the hepatoprotective potential of
polysaccharides extracted from tamarillo, Solanum betaceum and sweet green
pepper, Capsicum annuum, against carbon tetrachloride (CCl,) toxicity in male Swiss
mice. Treated animals received sweet green pepper (P100, 100 mg/kg) or tamarillo
(T50, 50 mg/kg) polysaccharides, while controls received water (vehicle). Two other
groups received only P100 and T50 to assess the toxicity of these compounds per
se. Treatments occurred by gavage, once a day, for 7 consecutive days. On days 6"
and 7"the animals were challenged with 2% CCl, via i.p., and euthanized on the 8™
day for collection of biological material (blood and liver). Plasma biochemistry
showed that CCl, significantly increased the levels of alanine aminotransferase (ALT)
and aspartate aminotransferase (AST), while there was a reduction (p <0.05) in the
P100 (71% for ALT and 57% for AST) and T50 (60% for ALT and 67% for AST)
treated groups, when compared to the vehicle group. The amount of hepatic proteins,
reduced by CCl, was normalized by polysaccharides, indicating a likely
hepatoprotective activity of the compounds. In hepatic lipid peroxidation (LPO),
reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and glutathione-S-
transferase (GST) data, markers of oxidative stress,any significant differences were
found. Corroborating these data, the in vitro test with DPPH also did not show the
polysaccharide free radical scavenging activity. Regarding the hematology, a
significant difference was found only in the platelet volume; whereas the animals
treated with T50 and challenged with CCls had an increase in the total amount of
lymphocytes and leukocytes (47% and 31% respectively, p <0.05). The enzymatic
activity of N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) and myeloperoxidase (MPO), and
nitrite production (NO) were evaluated. NO levels increased 28% in the P100 + CCl4
group compared to the vehicle group. The results showed that the model of liver
injury by CCls was validated, and that the polysaccharides reduced the plasma
enzymes that indicate hepatic injury. However, it was not possible to consider
oxidative stress and inflammation as the main mechanisms of action of these
polysaccharides. Further studies are necessary to understand the target mechanisms
of the polysaccharides.

Keywords: Hepatotoxicity. Polysaccharides. Tamarillo. Sweet Green Pepper.
CarbonTetrachloride. Inflammation.
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1 INTRODUGAO

A fungdo central do metabolismo €& a principal motivagcdo da grande
susceptibilidadedo figado aos efeitos toxicos das drogas. A hepatotoxicidade
induzida por drogas, ou DILI (Drug Induced Liver Injury) corresponde a 13% dos
casos de faléncia hepatica aguda (ou ALF, do inglés Acute Liver Failure) nos
Estados Unidos (BELL; CHALASANI, 2009), além de ser a causa mais comum de
reacao adversa reportada na clinica (ANDRADE; ORTEGA-ALONSO; LUCENA,
2016; BELL; CHALASANI, 2009; ONAKPOYA; HENEGHAN; ARONSON, 2016;
RASCHI; DE PONTI, 2017). Esses eventos também possuem importancia na
industria farmacéutica, uma vez que as DILI sdo as principais causas de
monitoramento de efeitos adversos pds-comercializagao e o maior motivo de retirada
de medicamentos do mercado (KAPLOWITZ, 2005).

O dano hepatico induzido por drogas possui varios fendtipos, que séao
diferentes entre si em relagao a sintomatologia, gravidade e grau de avango. Os
primeiros estagios sdo as hepatites, que podem ser agudas, colestasicas,
hepatocelulares ou entdo uma juncédo das duas primeiras, caracterizando a hepatite
mista. Ha também a esteatose, que consiste no acumulo de gordura no tecido,que
pode ser alcodlica (denominada Alcoholic Fatty Liver Disease - AFLD) ou nao
alcodlica (Non-alcoholic Fatty Liver Disease - NAFLD). O estagio seguinte é o
desenvolvimento de fibrose, posteriormente o tecido hepatico é substituido por
tecido conjuntivo - portanto, afuncional - estabelecendo a cirrose, um dos graus mais
avangados de dano hepatico. Neste estagio, a leséo ja é irreversivel. Caso o agente
causador da lesdo ndo seja retirado, ha grandes riscos de evolugcdo para o
hepatocarcinoma celular (LiverTox, 2017).

O diagndstico da DILI ainda se baseia na exclusao de outras enfermidades,
analise da sintomatologia e das alteragdes dos marcadores bioquimicos. A retirada
da droga e descontinuidade do tratamento s&o os meios mais eficazes de prevenir a
cronificagdo do quadro (RASCHI; DE PONTI, 2017). Ainda assim, a real situacao
nao é completamente documentada, uma vez que o registro de dados na clinica
esbarra na etiologia da DILI, no seu carater idiossincratico e na dificuldade de
estimar a prevaléncia e incidéncia da doenga (LICATA et al., 2017), bem como a
complexidade dos mecanismos celulares que envolvem a fisiopatologia da doenga.

Uma anamnese adequada, avaliagdo do histérico de doencas hepaticas e
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conhecimento da posologia adequada das prescricdes se fazem necessarias para
um melhor entendimento da epidemiologia da DILI (RASCHI; DE PONTI, 2017), bem
como para conduzir corretamente o tratamento, que € muito limitado, e que foi objeto

de estudo deste trabalho.

1.1 JUSTIFICATIVA

A exposicao constante a substancias, suas possiveis interacdes e o proprio
processo de metabolizagdo fazem do figado um importante alvo de diferentes
mecanismos de toxicidade. Ja se tem conhecimento de varias hepatotoxinas, como
farmacos ou produtos naturais, porém ainda assim os tratamentos sdo bastante
limitados, sendo o transplante de figado a unica alternativa nos casos de maior
gravidade. Isto ressalta a necessidade de estudar novas estratégias terapéuticas.
Dada a importancia biolégica ja conhecida dos polissacarideos e a necessidade de
um aprofundamento no conhecimento do seu potencial terapéutico, especificamente
foram estudados os polissacarideos do pimentao, Capsicum annuum, e do tamarillo,
Solanum betaceum. Estes compostos foram escolhidos por conta dosresultados
prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa no ambito de outras atividades
biolégicas, como a agao antineoplasica (ADAMI et al., 2018). A proposta foi avaliar
se ha atividade terapéutica atribuida a estes polissacarideos sobre o figado, por
meio de investigacao de parametros de estresse oxidativo, parametros inflamatérios,
hematologia e bioquimica plasmatica apos lesdo em modelo de DILI induzida. A
atribuicdo de mais fungdes biolégicas, bem como o entendimento das vias pelas

quais elas acontecem € de grande relevancia.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o possivel efeito hepatoprotetor dos polissacarideos extraidos dos

frutos de Solanum betaceum e Capsicum annuum frente ao modelo de toxicidade

hepatica do tetracloreto de carbono (CCls) em camundongos.
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1.2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Avaliar a efetividade do modelo experimental de toxicidade hepatica induzida
por tetracloreto de carbono (CCls) a 2%.

Analisar as alteragdes provocadas pelo CCls € a resposta dos tratamentos
com os polissacarideos nos marcadores plasmaticos como transaminases,
fosfatase alcalina e hemograma.

Avaliar as alteracdes provocadas pelo CCl, no estresse oxidativo, por meio de
determinagdo de atividades enzimaticas (SOD, CAT e GST), da taxa de
peroxidagao lipidica (LPO) e de glutationa reduzida (GSH), e a modulagao
dos polissacarideos nestes parametros.

Avaliar as alteragdes provocadas pelo CCl4 na resposta inflamatéria, por meio
da quantificagdo de nitritos, determinacdo da atividade enzimatica da N-
acetilglucosaminidase e mieloperoxidase (MPO) e o papel modulador dos

polissacarideos nesses parametros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FIGADO E METABOLISMO DE FARMACOS

O metabolismo de substancias endogenas e exdgenas, que se refere ao
processo de transformacdo estrutural de uma molécula por meio de atividade
enzimatica (SHEHU, 2017), constitui uma das fungdes mais importante do figado.
Em meio a um pool de atividades que abrangem o armazenamento de nutrientes e
vitaminas, absor¢cdo e excrecdo de metabdlitos, ponto central do metabolismo de
proteinas, carboidratos e gorduras(PANDIT; SACHDEVA; BAFNA, 2012), ha uma
funcdo desintoxicante relacionada a depuragcdo de substincias como drogas e
xenobidticos (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). Esse € um processo
farmacocinético essencial para a eliminagao do principio ativo, finalizando assim o
efeito terapéutico de farmacos. Entretanto, os produtos finais podem ser tanto
farmacos ativos (provenientes dos pré-farmacos), metabdlitos secundarios mais
hidrofilicos que a molécula original, que irdo direto para a fase de excregdo, e
metabdlitos toxicos, os quais produzem reagdes indesejadas ao organismo.

O metabolismo de xenobidticos € classificado em duas fases: (a) fase |, ou
fase de hidrolise e oxidagdo, que tem como objetivo interferir na estrutura da
molécula, expondo ou inserindo determinado grupamento funcional para que a
hidrossolubilidade seja maior; isto facilita a eliminacdo da substancia ou entédo, a
conjugacao que ocorre na (b) fase Il do metabolismo, que recebe este nome por
promovera formacgéo de uma ligagao covalente entre 0 metabdlito e um componente
endogeno (glutationa, aminoacidos ou acido glicurénico, por exemplo), para
inativacdo do composto e eliminagao subsequente (BUXTON; BENET, 2012). Estas
reacdes ocorrem em alguns 6rgaos, dos quais, indubitavelmente, o figado é o mais
importante.

A toxicidade de um produto do metabolismo pode ocorrer devido a fatores
estruturais da molécula, induzidas ou nao por reacdes do sistema enzimatico
citocromo P450 (CYP). Essas enzimas s&o pertencentes a uma superfamilia de
hemeproteinas envolvidas no metabolismo de xenobibticos e compostos endoégenos,
a fim de converté-los em metabdlitos mais polares (WU et al., 2018; XU et al., 2017).
Estas enzimas possuem atividades diferentes que variam de acordo com o substrato

envolvido e a alteracdo molecular a ser feita. Apresentam principalmente atividade
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de monooxidase, peroxidase e oxigénio-redutase, sendo esta ultima a de maior
interesse para este trabalho (item 2.3.1), pois é dessa forma que o CCls é
metabolizado (GOEPTAR; SCHEERENS; VERMEULEN, 1995). A associagdo
medicamentosa com indutores ou inibidores enzimaticos também pode interferir na
biotransformacéo da substancia e, consequentemente, na agao terapéutica ou téxica
do metabdlito. Isso altera a distribuicido e o tempo de acdo de farmacos no

organismo, gerando rea¢des além do limiar terapéutico.

2.2 HEPATOTOXICIDADE E DILI

As possiveis origens das DILI dependem das caracteristicas do individuo, do
farmaco em questdo e da dose administrada. Intrinsecamente, sdo tempo e dose
dependentes. Acontecem por caracteristicas inerentes ao composto administrado,
podendo causar lesbes diretas ou indiretas e geralmente agudas. Possuem maiores
taxas de incidéncia e podem ser reproduzidas em laboratério para fins
experimentais, como é o caso do tetracloreto de carbono (CCls) e cloroférmio
(JORGE, 2006). Ja a hepatotoxicidade idiossincratica considera as particularidades
do individuo, mais especificamente a variabilidade genética na codificacdo de genes
que atuam em pontos centrais do metabolismo, bem como suas interagdes com
fatores ambientais. Estes configuram os casos mais preocupantes, pois ndo ha
como prever cada resposta e prevenir efeitos indesejados (LEISE; POTERUCHA,;
TALWALKAR, 2014).

Terapias baseadas em ‘polifarmacia’ também sao fatores de risco importantes
(DA SILVA, 2013; HUNT et al, 2014) devido as possiveis interacoes
medicamentosas e alteragdes metabdlicas que estas podem trazer. O uso de
substancias indutoras de CYP, como rifampicina, isoniazida e etanol (DA SILVA,
2013), pode acelerar o metabolismo e a geragao de possiveis metabdlitos toxicos de
outras drogas. Da mesma forma, a associagdo de dois ou mais farmacos
potencialmente téxicos aumenta exponencialmente as chances de dano (AHMAD,
2016; LAMMERT et al., 2010). Exemplos de classes de drogas que ja possuem
hepatotoxicidade conhecida sdo: farmacos para tratamento da turberculose
(rifampicina, isoniazida, piranizamida), anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE’s —
paracetamol ou acetaminofeno, benozaprofeno, diclofenaco), drogas antiretrovirais

(ritonavir, lamivudine), antihiperlidémicos (estatinas) e anestésicos (halotano,
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cloroférmio, 6xido nitroso) (PANDIT; SACHDEVA; BAFNA, 2012; RASCHI; DE
PONTI, 2017). Das citadas, o paracetamol € uma das mais bem estudadas (BLACK,
1984; LARSON, 2007; MONTRIEF; KOYFMAN; LONG, 2018; PRESCOTT et al.,
1971; RUMACK, 2002; SUBRAMANYA et al., 2018; TOGHILL et al., 1969), assim
como a associacao amoxicilina-clavulonato (LEISE; POTERUCHA; TALWALKAR,
2014). Destas, amoxicilina-clavulonato é o agente mais comumente descrito, com 1
caso para cada 2300 pacientes. Ainda, azatioprina e infliximab figuram entre as de
alto risco & indugédo de hepatoxicidade (BJORSSON, 2016). Varias drogas estdo
associadas a, pelo menos, um caso de obito. Em linhas gerais, embora haja
divergéncias e particularidades quimicas, acredita-se que a maioria das que
induzem toxicidade desencadeie dano mitocondrial, producdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, inibicdo do transporte biliar ou ativacdo de respostas
imunes (LiverTox, 2016; ABBAS et al., 2012).

Ademais, ha diversos fatores que estdo envolvidos no ambito individual dos
pacientes, como idade, género, habitos de vida (etilismo, obesidade), predisposi¢cao
genética, entre outros (AHMAD, 2016; LICATA et al.,, 2017). Dados na literatura
demonstram que no sexo feminino (LEISE et al., 2014), a lesao do tipo hepatocelular
€ 0s niveis elevados de bilirrubina sao considerados fatores de risco, enquanto que
o registro de doenga hepatica pré-existente estd relacionada com uma maior
mortalidade (RASCHI; DE PONTI, 2017). No que diz respeito a idade, em criangas o
padrao de lesdo mais comum é o hepatocelular, causado principalmente por drogas
que induzem disfungdo mitocondrial. Em idosos, o dano principal é o tipo colestatico
e esta relacionado a lipofilicidade dos compostos e excregao biliar (AHMAD, 2016;
HUNT et al., 2014).

2.3 TETRACLORETO DE CARBONO
2.3.1 Mecanismo de toxicidade

Dentre os exemplos de xenobidticos supracitados, o de escolha desse projeto
é o tetracloreto de carbono (CCls). Substancia desenvolvida industrialmente, € um

solvente quimico para 6leos, gorduras e resinas, além de uso em procedimentos de

lavagem a seco (EPA Air Toxics, 2016). Também teve uso documentado como anti-
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helmintico na clinica veterinaria (HALL, 1921;GOEPTAR; SCHEERENS;
VERMEULEN, 1995). Porém, por ser uma hepatotoxina ja conhecida ha décadas,
suas aplicacdes diretas foram descontinuadas visando diminuir os casos de
intoxicagado ocupacional e acidental. O uso como droga experimental, entretanto, é
bastante comum e possibilitou elucidar algumas variaveis presentes nas DILI.

E sabido que o grau de lesdo é dose e duragdo-dependente, ja que o CCly
pode ser absorvido por diversas vias (pele, trato respiratério e intestinal), porém o
metabolismo principalmente hepatico € o que causa maiores danos ao figado. Isso
se deve ao fato de que o mecanismo do CCl; é a geracdo de radicais livres
decorrentes do processo de alteragdes estruturais que ocorrem durante a fase | de
biotransformacéo, catalisada pelas enzimas do citocromo P450 (VILLENEUVE;
PICHETTE, 2004). Dentre essas enzimas, localizadas no reticulo endoplasmatico
dos hepatdcitos, principalmente a CYP2E1 age modificando a molécula do
tetracloreto através de sua atividade oxidativa promovendo uma dehalogenacgéo
redutiva(FAUTREL et al., 2014; RECKNAGEL et al., 1989). Ocorre a ligagcédo do CCl,
ao sitio catalitico da enzima, onde uma alteragado dos spins do grupamento heme
resultam na insercdo de um elétron na ligagdo C-ClI, as custas de um ion cloro (CI’)
(BHADAURIA; NIRALA; SHUKLA, 2007), o que culmina na geragao do radicalCCl3e
(triclorometil; Figura 1). Essa reduc&o causa um desemparelhamento de elétrons na
camada de valéncia da molécula, tornando-a extremamente reativa a componentes
endoégenos como acidos graxos, membranas e organelas. Também pode haver
interacdo com outros ions e atomos decorrentes do metabolismo celular. Neste
caso, o oxigénio molecular (O;), formando mais um metabdlito potencialmente
téxico, o radical peroxitriclorometil (CCI;COO¢«)(BHADAURIA; NIRALA; SHUKLA,
2007; KHAN; KHAN; SAHREEN, 2012; RECKNAGEL; DOLAK, 1989). Isso
caracteriza a fase de iniciagdo da peroxidacéo lipidica (LPO), definida pelo dano aos
fosfolipidios de membrana, provocando desbalanco no fluxo de ions ao longo da
bicamada lipidica das células. Essa fase ocorre quando acidos graxos sao atacados
por alguma molécula capaz de abstrair um atomo de hidrogénio. Seguindo a reacgao
inicial, tanto CClss quanto CCI3COO+ podem lesar as membranas celulares,
propagando a reacao em cadeia que caracteriza a LPO. Os processos seguintes,
divididos entre as fases de propagacao e terminagcao, bem como a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), acabam por aumentar exponencialmente os

danos a outras biomoléculas, que podem ser proteinas, aminoacidos, organelas
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celulares, incluindo disfungdo mitocondrial e danos ao reticulo endoplasmatico, o
que culmina no aumento de calcio extracelular e favorecimento da morte celular por
necrose (FAUTREL et al., 2014; HEMMINGS et al., 2002) e o préprio DNA (ABBAS
et al., 2010). Quando estas lesdes hepatocelulares ocorrem, as enzimas
citoplasmaticas ALT e AST séo liberadas das células lesadas para o plasma (OZER
et al., 2008). A elevacado plasmatica de fosfatase alcalina pode indicar também
efeitos hepatobiliares e colestase induzidos pelo CCls (OZER et al., 2008). Portanto,
este modelo é fidedigno de muitas DILI provocadas por farmacos de uso clinico,
como previamente atestado por nosso grupo (CORREA-FERREIRA et al., 2017),
embora muitas variacbes sejam descritas no modelo quanto a dose e concentragcéo

do CCl4, tempo de tratamento e via de administrac&o (oral ou intraperitoneal).

o — 0.

CYP2E1

Geragao de Interagdo com

macromoléculas e
organelas

!

ROS

gl

| ESTRESSE OXIDATIVO |

| PEROXIDACAO LIPIDICA

Figura 1: Mecanismo de modificagbes estruturais ocasionadas na molécula do tetracloreto de
carbono e que ocasiona seu potencial hepatotoxico. (Cl: atomo cloro, C: atomo de carbono, e
elétron, CI': ion cloro, O,: oxigénio molecular, O: atomo oxigénio, CYP2E1: enzima 2E1 do citocromo
P450, ROS: espécies reativas de oxigénio. FONTE: O autor (2018).

2.3.2 Modelos experimentais

Para que seja possivel reproduzir lesbes hepaticas em modelos animais, €
preciso primeiramente considerar os diferentes estagios em que estas podem
ocorrer. Experimentos que mimetizem condi¢gdes mais tardias de lesdo, como fibrose
e cirrose, tém sido constantemente realizados a fim de estudar mais a fundo o

carcinoma hepatocelular. Desse modo, a administracdo do agente toxico, neste caso
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o CCl4, ocorre durante semanas (CONSTANDINOU; HENDERSON; IREDALE,
2005; FUJII et al., 2010). Experimentos mais breves visam simular intoxicacdes
agudas, que ocasionam os estagios mais iniciais da lesdo hepatica, como necrose
centrilobular e esteatose (TAKAHASHI; FUKUSATO, 2017)). Nestes modelos, o
desafio com o CCl, dura poucos dias e a eutanasia ja é realizada na sequéncia. Em
ambas, a administracdo do agente toxico pode ser por via intravenosa, inalagao ou
gavagem, a depender do grau e da cronificacao de lesdo que se espera alcancar
(SCHOLTEN et al., 2015; TAKAHASHI; FUKUSATO, 2017).

Ha estudos reportando alteragcdes génicas expressivas em inducdes agudas
(BULERA et al., 2001; JIANG et al., 2004) e efeitos nocivos mesmo a doses muito
baixas, como 5-20 mg/kg diariamente ou entdo 40-80 mg/kg em dose Unica
(KORSRUD; GRICE; MCLAUGHLAN, 1972). Essas evidéncias caracterizam a leséao

hepatica como um efeito critico da exposi¢ao oral ao CCly,

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é definido como uma situacdo de desbalanco entre a
geragao de espécies reativas ou radicais livres e as defesas do organismo frente aos
danos causados por tais espécies (ABBAS et al.,, 2010). Esses radicais sao
moléculas quimicamente reduzidas que contém elétrons desemparelhados na
camada de valéncia. O numero impar de elétrons torna essas espécies
extremamente reativas, por conta das interacbes nao-seletivas com outras
moléculas do organismo na tentativa de estabilizar sua carga eletrénica. Existem
diversas causas que podem levar a formacao desses radicais, podendo ser elas
exdgenas (radiagcao ionizante, tabagismo, poluicdo e raios ultravioleta) ou entao
endogenas, decorrentes de processos biolégicos normais do organismo (fosforilagao
oxidativa, processos inflamatoérios, morte de micro-organismos e outras) (DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014). Uma vez que um desses radicais é formado, o que
ocorre € uma reagdo em cadeia, onde a perda de apenas um elétron aumenta a
reatividade do radical, que passa a reagir com varias outras moléculas gerando uma
série de radicais importantes no estresse oxidativo o(Figura 2)e que tém implicacdes
em diversas doengas. Diante disso, o organismo langa mao de enzimas cuja
atividade catalitica tem o papel de remover elétrons das estruturas quimicas dos

radicais, a fim de torna-las moléculas néo reativas. Exemplos sédo a catalase (CAT) e
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a glutationaperoxidase (GPx), que dissociam o radical H,O,, a superéxido dismutase
(SOD) que age sobre o anion superéxido, e a glutationa-S-transferase (GST) que
catalisa reacdes de detoxificacdo por intermédio da glutationa reduzida (GSH), umas
das principais biomoléculas da defesa antioxidante do organismo.

Nao apenas radicais provenientes do oxigénio sao formados e corroboram
com a resposta de estresse oxidativo. Radicais associados ao nitrogénio também
podem ser formados, como no caso do OONO- (peroxinitrito), que pode compor uma
das etapas iniciais da peroxidagao lipidica (LPO), resultante da acdo dos radicais
livres sobre os lipideos insaturados de membranas celulares. O resultado disso sédo
alteragbes na permeabilidade, causando disturbios no fluxo ibnico, perda de
seletividade, alteragées no DNA, oxidagédo de acidos graxos e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (proteoglicanas, colageno e elastina, por
exemplo) (MARTINEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009; WEIDINGER; KOZLOV,
2015).

Uma vez que o metabolismo e mecanismo de toxicidade do tetracloreto de
carbono estdo envolvidos na geragao de radicais livres, a avaliagdo de parametros
do estresse oxidativo se faz necessaria, tanto para averiguar a lesdo hepatica
induzida pelo modelo experimental, quanto para analise das respostas dos

compostos a serem estudados, neste caso os polissacarideos do pimentdo e do

tamarillo.
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Figura 2: Radicais atuantes no estresse oxidativo e componentes do sistema antioxidante. (H™: ion
hidrogénio, e elétron, CAT: catalase, H,O: agua, SOD: superdéxido dismutase, GSSG:
glutationadissulfeto, GPx: glutationaperoxidase, GSH: glutationa reduzida, GST: glutationa-S-
transferase, LPO: peroxidagdo lipidica, NO: oxido nitrico, OONOQO®: peroxinitrito, O,: oxigénio
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molecular, O,e: anion superdxido, H,O,: peroxido de hidrogénio, OHe: radical hidroxila, X: xenobiético,
Xe: radical formado a partir do xenobidtico). FONTE: O autor (2018) baseado em CANTIN (2000).

2.5 INFLAMACAO E DILI

A inflamacdo é uma resposta celular que também aparece quando uma
lesdo hepatica ocorre. Aparece tanto nos estagios iniciais, quando a inducdo de
lesdo € aguda, porém quando persistente tem papel crucial na cronificagdo da lesédo
e a alteracao irreversivel do tecido hepatico e suas fungdes fisiolégicas normais
(BIZZARO et al., 2018; DUFFIELD et al., 2005). Uma vez que ha liberagdo de
determinados mediadores como citocinas, interleucinas e mediadores pro-
inflamatorios, acentua-se a diferenciacdo e proliferacdo das células hepaticas
estelares (HSC), estimulando produgao de matriz extracelular e colageno do tipo 4, o
que caracteriza a fibrose (FUJII et al.,, 2010; WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003).
Outra célula hepatica relacionada ao processo € a célula Kupffer (KC), os
macrofagos residentes do figado. Atua no potencial de regeneragdo hepatico
(PRITCHARD; APTE, 2015) e é responsavel por fungdes importantes como a
regulacdo das enzimas envolvidas no metabolismo de xenobidticos, proteinas e
transportadores envolvidos em respostas de fase aguda, metabolismo de oxigénio e
glicogendlise (BIZZARO et al., 2018; ROTH; GANEY, 2013; WEBER; BOLL;
STAMPFL, 2003). E ativada nos estagios iniciais da inflamacdo juntamente com
plaguetas, leucécitos e hepatdcitos (BAK et al., 2016). As KC ativadas culminam na
formagcdo de mais espécies reativas de oxigénio, proteases, citocinas pro-
inflamatorias e oxido nitrico (ROTH; GANEY, 2013; WEBER; BOLL; STAMPFL,
2003), favorecendo o estresse oxidativo e também ativando as HSC. A figura 3

ilustra parte destes mecanismos.
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Figura 3: Células hepaticas e sua participagao ativa no processo de cronificagdo de lesdo hepatica

Liver Fibrosis
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induzida por drogas. (AG: &acidos graxos, ROS: espécies reativas de oxigénio, MEC: matriz

extracelular, HCC: carcinoma hepatocelular). FONTE: O autor (2018).

2.6 POLISSACARIDEOS

2.6.1 Solanum betaceum

O tamairillo, fruto de onde é extraido um dos polissacarideos utilizados nesse
estudo, é da familia Solenaceae, de origem tropical e comercialmente apresenta-se
em trés variedades: vermelho, alaranjado e amarelo (Figura 4). E rico principalmente
em vitaminas B, C, E e minerais, fator importante na eficacia biolégica de seus
extratos (GARCIA et al., 2016). Estudos prévios de colaboradores de nosso
laboratorio mostraram atividade anti-inflamatéria e analgésica de polissacarideos
extraidos da poupa do tamarillo, contendo galactoarabinoglucuronoxilanae
arabinogalactana, frente ao modelo de dor visceral induzido por formalina e acido
acético. O efeito antinociceptivo atribuido as fragcbes isoladas sugere mecanismos
anti-inflamatorios e serviu como um screening para investigagao destes parametros.
No entanto, ndo se conhece sua agao sobre o figado, tampouco se seus compostos

tém potencial hepaprotetor.
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Figura 4: As trés variagbes fenotipicas do Solanum betaceum que podem ser encontradas. Fonte:

http://www.tamarillo.com/food_writers.

2.6.2 Capsicum annuum

O pimentdo é um vegetal bastante conhecido na culindria mundial e é
consumido com uma frequéncia consideravel. Isso faz com que seja necessario
saber mais sobre os nutrientes e potenciais biolégicos dos alimentos consumidos ao
redor do mundo. Apresenta-se em diferentes fenétipos (amarelo, verde e vermelho)
(Figura 5), os quais possuem valores nutricionais similares. As atividades biologicas
de seus polissacarideos sdo pouco exploradas, mas estudos de nosso grupo de
pesquisa demonstraram seus efeitos antineoplasicos por mediar resposta
inflamatdria e angiogénese (ADAMI et al., 2018). Assim como o tamarillo, o pimentao
€ rico em vitaminas A e E, além de outros antioxidantes (ascorbato e glutationa)
(MATEOS et al.,, 2003). No entanto, ndo se conhece o potencial terapéutico ou
nutracéutico desse vegetal em casos de hepatotoxicidade, objeto de estudo deste
trabalho.

Nossa hipétese é que ambos os polissacarideos, extraidos do pimentdo e do
tamarillo, possam exercer efeitos hepatoprotetores diante do modelo de estudo de

toxicidade induzida pelo CCl4, em camundongos.
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Figura 5: As trés variagbes fenotipicas do Solanum betaceum que podem ser encontradas. Fonte:
https://kookidee.nl/foodblog.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Polissacarideos

Os experimentos foram conduzidos com os polissacarideos de Capsicum
annuum e Solanum betaceum obtidos, caracterizados, extraidos e purificados pela
equipe da Profa. Dra. Lucimara Mach Cértes Cordeiro, do Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da UFPR. As caracterizagbes dos polissacarideos
foram previamente publicadas (DO NASCIMENTO et al., 2013, 2015, 2017).

3.2 Animais

Apos experimentos piloto e de padronizagdo, os camundongos machos da
espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com peso entre 30 e 35 g, tiveram
resultados mais significativos no modelo proposto. Dessa forma, nesse experimento
estes foram utilizados, provenientes do biotério central do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos sob
condicbes controladas de temperatura e em ciclo claro/escuro de 12h, com livre
acesso aragao e agua. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas e legislagdes estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CEUA) da UFPR, sob o protocolo 958.
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3.3 Delineamento Experimental

Os camundongos permaneceram em ambientagdo por cinco dias, quando
foram separados aleatoriamente em seis grupos com n=7 cada, conforme mostrado
na tabela 1. A partir do dia 1, os animais foram pesados e tratados (via oral),uma vez
ao dia, por sete dias consecutivos com os polissacarideos (T 50 mg/kg ou P 100
mg/kg) ou agua (NAIVE). No 6° e 7° dias houve o desafio com CCly; a 2% (via
intraperitoneal, 0,17 ml por animal) para os grupos Il, IV e VI, para indugao de lesdes
hepaticas. Os demais receberam agua destilada (H2Ogy) (via intraperitoneal, 0,17 ml
por animal). Os grupos lll e V, que receberam os polissacarideos P100 e T50,
respectivamente, ndo foram desafiados com CCl,, para avaliar se os proprios
polissacarideos teriam algum efeito téxico per se. As doses dos polissacarideos
foram escolhidas com base em dados prévios do nosso laboratério com os
polissacarideos em questdao (ADAMI et al. 2018).

Tabela 1: Grupos definidos para o experimento e seus respectivos tratamentos.

AGENTE TOXICO
TRATAMENTO )
GRUPO OU VEicuLO
(via oral) .
(viai.p.)
I NAIVE H,Oq4 0,17 ml H,O4
Il VEH H,Oq4 0,17 ml CCl, 2%
m P100 P100 0,17 ml H,04
v P100 + CCl, P100 0,17 ml CCl, 2%
\Y T50 T50 0,17 ml H,O4
Vi T50 + CCl, T50 0,17 ml CCls 2%

Legenda: VEH, veiculo; P, polissacarideos do pimentdo; T, polissacarideos do tamarillo; 50: 50
mg/kg; 100: 100 mg/kg; H,O4 agua destilada.

No oitavo dia de experimento, os animais foram pesados e depois
anestesiados com uma solugado mista de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),
por via i.p., com posterior coleta de materiais biolégicos. O sangue foi colhido da

veia cava abdominal para as analises da bioquimica plasmatica e hemograma,
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enquanto o figado foi removido e devidamente armazenado para experimentos
futuros de estresse oxidativo e resposta inflamatdria. Rins, pulm&do e bago foram
extraidos para pesagem e calculo do peso relativo (%). Apos a abertura da cavidade
toracica para retirar dos pulmdoes, se desfez a pressao negativa do torax, levando os
animais imediatamente a 6bito. As informagdes sobre o tratamento e finalizagdo do

experimento estado compiladas na figura 6.

Tratamento (viai.p):

INiCIO DO Grupos|, lll e V: agua destilada
TRATAMENTO Gruposll, IV e VI: CCl4 a 2%
(dia 1)
/—J—W
l 2 3 4 5 8

@

6 7

o © o
o

|l

Eutanasia dos
Tratamento (via oral): animais e coleta
Grupos| e II: 4gua destilada (dose peso) do material
Grupos Il e IV: Capsicum annuum (100 mg/kg) bioldgico
GruposV e VI: Solanum betaceum (50 mg/kg)

Ambientacao

Sangue — Bioquimica plasmatica
{ Hemograma

Figado — Estresse oxidativo
Parametros inflamatorios

Figura 6: Delineamento experimental. FONTE: O autor (2018).

3.4 Bioquimica plasmatica e hemograma

Apds a eutanasia dos animais, o sangue foi enviado para o Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Parana, onde foi feito o hemograma para
analise de possiveis alteragcées nas séries branca e vermelha do sangue, além da
mensuracdo de marcadores metabdlicos e hepaticos no plasma, como a alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA),

glicose, albumina, globulina, proteina total, ureia e creatina.

3.5 Avaliagao do estresse oxidativo hepéatico

3.5.1 Determinagéo da atividade oxidante in vitro pelo método DPPH

Os polissacarideos do Solanum betaceum e Capsicum annumm tiveram seu
potencial hepatoprotetor avaliado in vitro frente ao 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
um composto quimico organico de moléculas de radicais livres estaveis, protocolo
adaptado de(CHEN; WU; CHEN, 2004). As amostras de ambos os polissacarideos,

em diferentes concentragdes (1, 3, 10, 30, 100 e 1000 ug/ml) foram misturadas a
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uma solugdo metandlica contendo o DPPH (10 pg/ml). O acido ascorbico (50 pug/ml)
e agua destilada foram usados como controles positivos e negativos,

respectivamente. A absorbancia foi lida a 517 nm.

3.5.2 Homogeneizagéo do tecido hepatico

Logo apds a eutanasia, o figado de cada animal foi coletado, pesado e 0,3 g
de tecido foram separados para a preparagdo do homogenato. Esse tecido foi
colocado em tubos especificos para o homogeneizador (Minilys®) juntamente com
1000 pl de tampao fosfato de potassio (0,1 M - pH 6,5) e submetido a
homogeneizacao por 50 segundos. O produto final foi dividido em duas aliquotas de
aproximadamente 550 pul. Uma delas foi centrifugada a 9000xg por 20 minutos a
4°C, e o sobrenadante foi separado para outros ensaios do estresse oxidativo. O

restante do figado foi armazenado a -80°C para analises posteriores.

3.56.3 Determinagéo da Glutationa Reduzida (GSH)

A avaliacdo o nivel de GSH hepatica foi realizada a partir do protocolo
descrito por Sedlak e Lindsay (1968), onde100ul do homogenato (item 3.5.1) foram
adicionados a 80 ul de acido tricloroacético (ATC) e posteriormente submetidos a
centrifugacao a 7600xg, a 4°C por 15 minutos. Para leitura em espectrofotdmetro, 20
ul do sobrenadante foram adicionados em microplaca de 96 pogos, juntamente com
280 ul de Tris-HCI e 5 ul de solugéo-reacao, feita com 3,89mg de 5,5-ditiobis-(acido-
2-nitrobenzoico) (DTNB) em 1000 pul de metanol. A absorbancia foi medida em
comprimento de onda de 415 nm em leitor de microplacas e os resultados expressos

em pg de GSH/g de tecido.

3.5.4 Ensaio da atividade enzimatica da Catalase (CAT)

O ensaio cinético para quantificagao da atividade da catalase, baseado na
conversdao de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, segue o protocolo
proposto por Aebi (1984), onde 5uL da diluigdo 1:10 (50 yL do homogenato para 450

ML de tampéo fosfato de potassio(0,1 M - pH 6,5)foram colocados na microplaca de
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96 pogos, juntamente com 295 pL da solugdo-reagao de peroxido de hidrogénio,
composta de 47,4 ml de HyOq4, 2,5 ml de tampéao Tris-EDTA (pH 8) e 172,5 L de
H,O,. A absorbancia é medida a 240 nm em leitor de microplacas e os resultados

expressos em nmol-min""-mg proteina™.

3.56.5 Ensaio da atividade enzimatica da Superéxido Dismutase (SOD)

O ensaio foi feito seguindo o método de GAO et al. (1998), baseado na
habilidade da enzima de inibir a autoxidagdo do pirogalol, que quando ocorre gera
ions superdxido. Nesse ensaio, 60 uL da diluicdo 1:10(50 uL do homogenato para
450 pL de tampao fosfato de potassio (0,1 M - pH 6,5) foram colocados em um
microtubo com 1327,5 uL de Tris-EDTA (50 yL do homogenato para 450 uL de
tampéo fosfato de potassio, pH 6,5). Em seguida foram adicionados 75 pL da
solugéo de pirogalol (38 mg de pirogalol em 20 ml de H,O4). As amostram foram
incubadas em lugar escuro por 30 minutos. Em seguida, a reacao foi parada com a
adicdo de 37,5 yL de HCI 1N e 300 uL de cada amostra foram plaqueados. A

absorbancia foi medida a 440 nm e o resultado foi expresso em U SOD-mg proteina
1

3.6.6 Ensaio da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase (GST)

Essa analise segue o protocolo proposto por Habig, Pabst e Jacoby(1974).
Para este ensaio, uma diluicdo 1:80 é preparada (5uL do sobrenadante para 395 uL
de tampéo fosfato de potassio(0,1 M - pH 6,5). Dessa solugdo, 100 yL sao
plagueados e em seguida 200 uL da solugéo-reagédo, composta por tampéo fosfato
de potassio, 30,38 mg de CDNB em 2,5 ml de etanol, e 49,1 mg de GSH em 16 ml
de tampédo fosfato. A leitura da absorbancia é feita a 340 nm em leitor de

microplacas e os resultados expressos em mmol-min'1-mg proteina'1.

3.56.7 Mensuragéo da taxa de Peroxidagéo Lipidica (LPO)

O ensaio seguiu o protocolo proposto por (JIANG; WOOLLARD; WOLFF,
1991), onde100 pL do sobrenadante (obtido por meio da centrifugacdo do
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homogenato) foram adicionados a 100 pL de metanol. A mistura foi centrifugada a
8000xgpor 5 minutos a 4°C. Em seguida, 100 pL desse segundo sobrenadante
foram separados e adicionados a 900 pL do reativo de FOX 2 (90 ml de solugéo
metandlica para FOX 2 (composta por 98 mg de xilenol laranja, 51 mg de BHT e 900
ml metanol) e 10 ml da solugdo de sulfato ferroso de aménio 250 yM) e entédo
incubados por 30 minutos. Entdo, 300 uL de cada amostra foram plaqueados em
triplicata e a leitura da absorbancia foi feita a 560 nm. Os resultados foram
expressos em concentragdo de hidroperoxidos por mg de proteina(nmol-min'1-mg

proteina™).
3.5.8 Quantificacao de Proteinas Totais

Este ensaio segue o protocolo descrito por Bradford(1976), onde 10 uL de
amostra retirados da diluigdo 1:10 foram plaqueados em triplicada. Em seguida
foram adicionados250 uL da solugdo de Bradford, composto de reagente de
Bradford e tampao fosfato de potassio (0,1 M - pH 6,5). A leitura da absorbancia foi
feita em um comprimento de onda de 595 nm. A quantidade de proteina no tecido foi

utilizada para normalizar alguns parametros acima descritos.

3.6 AVALIACAO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS
3.6.1 Homogeinizagdo do tecido hepatico

Um outro protocolo foi utilizado para a preparagéo do tecido hepatico para os
ensaios de parametros inflamatérios, onde 0,1 g do tecido hepatico previamente
armazenado foi pesado e homogeneizado com 2 ml de salina TritonX-100 a 0,1%. O
homogenato foi centrifugado a 10.000xg a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
utilizado para o ensaio das enzimas mieloperoxidase e N-acetilglucosaminidase
enquanto o pellet foi ressuspendido posteriormente com PBS (pH 7,2) para a

dosagem do indice indireto de nitrito.
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3.6.2 Atividade enzimatica da Mieloperoxidase (MPO)

Do sobrenadante obtido a partir do homogenato (item 3.6.1), 30 uL foram
plagueados com 200 uL de solugcao peroxido. A reacgao foi iniciada com 20 pL da
solucado de TMB 18,4 mM em dimetilformamida, a mistura foi incubada por 3 min em
temperatura ambiente e apds este periodo a reacao foi parada com a adicao de 30
ML de acetato de sddio. A leitura da absorbancia foi feita a 620 nm, com resultados

expressos em U MPO-g tecido™.
3.6.3 Atividade enzimatica da N-acetilglucosaminidase (NAG)

O ensaio iniciou transferindo-se 100 yL do sobrenadante obtido no item
3.6.1 para a microplaca de 96 pocos, na qual posteriormente foram adicionados 100
ML da solugdo de NAG 2,24 mM em tampéo citrato/fosfato (39 mM - pH 4,5). A
mistura foi incubada por 60 minutos em estufa a 37°C e em seguida a reagéao foi
interrompida com a adicdo de 100 pL de tampéo glicina (220 mM - pH 10,4). A

leitura da absorbancia foi feita a 405 nm e os resultados expressos em umol-g tecido
1

3.6.4 Medida do indice indireto da produgao de NO (nitrito)

Os pellets obtidos com a centrifugacdo do homogenato (item 3.6.1) foram
ressuspendidos em PBS (pH 7,4) e centrifugados a 9000xg por 20 minutos a 4°C.
Este novo sobrenadante foi separado para analise dos niveis de nitrito, onde 100 uL
da amostra foram adicionados a placa de 96 pocos juntamente com 100 pyL da
solugéo-reagao (100mg de sulfanilamida em 10 ml de acido fosférico 2,5% e 100 mg
de Need - naftiletiienodiamina) em 10 ml de HxOy). A leitura foi feita a 540 nm e os

resultados expressos em umol Nitrito-g tecido™.

3.7 Analise Estatistica
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Os dados foram representados como a média + erro padrdo das médias
(SEM) de cada grupo. As diferengas entre as médias foram determinadas através de
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de post-hoc de
Bonferroni. As analises foram realizadas usando o Programa para Windows,
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPas Software, San Diego, EUA). Valor de p<0.05

foi considerado estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioquimica plasmatica

O grupo veiculo, que foi desafiado com CCl, e ndo recebeu nenhum
tratamento teve indices muito elevados das transaminases ALT (Figura 7A) e AST
(Figura 7B) quando comparado ao grupo NAIVE, sendo um aumento de 27 e 13
vezes, respectivamente. Estas enzimas sdo os principais biomarcadores de lesao
hepatica presentes no plasma (PEIXOTO et al., 2006), cuja liberagao decorre de lise
celular ou aumento de permeabilidade da membrana plasmatica de hepatdcitos
(BABCOOK et al., 1981). Ja se sabe que estas sao consequéncias da toxicidade
ocasionada pelo CCls (FAUTREL et al., 2014; FUJII et al., 2010; OZER et al., 2008),
caracterizando entdo a efetividade dessa hepatotoxina na inducdo da lesao
hepatica. Estes dados plasmaticos estdo de acordo com resultados previamente
publicados por nosso grupo (CORREA-FERREIRA et al, 2017). Ambos os
tratamentos com polissacarideos provocaram redugao estatisticamente significativa
(p < 0.05) desses marcadores. No grupo desafiado com CCl, e tratado com o P100
houve redugéo de 71% no nivel de ALT e de 57% no nivel de AST, enquanto que no
grupo desafiado com CCL4 e tratado com o T50 os niveis reduziram 60% para ALT e
67% para AST, quando comparados ao grupo veiculo (Figura 7A, B), sugerindo uma
provavel atividade hepatoprotetora dos polissacarideos do Solanum betaceum e
Capsicum annuum. A atividade hepatoprotetora de plantas medicinais e produtos
naturais vém sendo bastante revisada e documentada na literatura, sendo estudado
seu papel protetor frente ao tetracloreto de carbono e outros agentes hepatotéxico
como paracetamol e lipopolissacarideo (LPS) (AHMED GUMAA; HASSAN;
KHALIFA, 2017; CORDERO-PEREZ et al., 2013; FARGHALI; CANOVA; ZAKHARI,
2015; HASSAN et al., 2009; MADRIGAL-SANTILLAN et al., 2014; OLALEYE;
ROCHA, 2008). Um deles ¢é a inulina extraida da Artemisia, em trabalho de nosso
grupo (CORREA-FERREIRA et al., 2017). No entanto, ndo ha relatos prévios desta
atividade nos polissacarideos do pimentao e do tamarillo, aqui estudados.

Nos grupos IV e VI, em que ndo houve administracao do CCl,, os niveis de
ambos os marcadores se mantiveram muito semelhantes ao do grupo NAIVE, o que
demonstra que os polissacarideos isoladamente ndo exercem toxicidade hepatica,

pelo menos tendo os niveis plasmaticos dessas enzimas como parametro.



38

No que diz respeito aos demais biomarcadores, a fosfatase alcalina (Figura
7C), albumina (Figura 7E), proteina total (Figura 7G) e uréia (Figura 7I)
permaneceram estatisticamente semelhantes para todos os grupos. A glicose (7D)
apresentou-se reduzida em todos os grupos que receberam o CCls (veiculo e
tratados) em relagcdo ao grupo NAIVE. Isso demonstra que o decréscimo é
relacionado a hepatotoxina e ndo aos tratamentos com polissacarideos. A
explicacdo pode estar relacionada ao metabolismo do glicogénio, uma vez que ha
estudos demonstrando que o tetracloreto de carbono promove diminui¢gao dos niveis
de glicose relacionada a baixos niveis de insulina (HARTMANN; STUMPEL, 1992),
quadro que €& observado na clinica também em pacientes cirréticos (CARR;
CORRENTI, 2016; KRAHENBUHL; REICHEN, 1993).

Quanto a globulina, houve uma pequena redugdo em ambos os grupos que
receberam tratamento e o CCls, enquanto que para os grupos que receberam
apenas polissacarideo os niveis mantiveram-se estatisticamente semelhantes ao
NAIVE (Figura 7F). Alteragcbes nos niveis de globulina causadas pelo tetracloreto de
carbono ja foram descritas (ABOU-ZAID, 2007), mas ainda ndo ha estudos
publicados relacionando estes marcadores aos polissacarideos aqui estudados. A
creatinina (Figura 7H) teve reducéo significativa apenas no grupo T50 + CCl4 quando
comparado ao grupo veiculo. Para os demais nado houve diferenga expressiva
estatisticamente, inclusive quando comparados veiculo e NAIVE. A discreta reducao
para o grupo tratado com o tamarillo (Solanum betaceum) pode ser um indicativo de
uma boa relagdo entre o potencial nutracéutico do fruto e uma boa funcéo renal
(PRASANTH, 2017), uma vez que a creatinina é um marcador muito usado para
caracterizacao de lesdes renais e niveis altos estdo associados a lesio e toxicidade
(GOWDA et al., 2010).
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Figura 7. Niveis plasmaticos dos marcadores de lesdo hepatica ALT (A), AST (B) e FA (C), e
demais parametros como glicose (D), albumina (E), globulina (F), proteina total (G), creatinina (H) e
uréia (1) de camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos de pimentdao (P100) ou
tamarillo (T50) e desafiados ou ndo com CCl,. Os dados sdo apresentados como média + SEM,
comparados por ANOVA e teste de Bonferroni. Simbolo: * p<0,05 e ** p<0,01em relagdo ao grupo
veiculo (VEH).

4.2 Hemograma

Analisando a série vermelha do sangue, nenhuma alteragdo expressiva foi
observada, exceto nos dados referentes ao volume médio de plaquetas (MPV), em

relacdo ao grupo NAIVE, sendo que os grupos tratados tiveram uma discreta



40

reducdo. Os dados estdo listados na tabela 2. Ressalta-se que os parametros
hematolégicos, mesmo com algumas variagdes, estdo dentro da normalidade para a
espécie (SANTOS et al., 2016).

Tabela 2: Hemograma de camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos de

pimentao (P100) ou tamarillo (T50) e desafiados com CCl,.

Parametros NAIVE VEH P100 P100 + CCl, T50 T50 + CCl,
RBC 9,6+ 0,36 9,14 £ 0,27 9,27 £ 0,52 9,05 + 0,47 928+0,33 9,54+0,10
HBG 13,1+ 0,41 12,81 £ 0,34 12,73+£0,78 12,23+0,69 12,51+0,51 12,84 +0,11
HCT 42,9+1,50 96,71 £53,22 4213+246 4111212 41,19+1,57 42,26 +0,49
MCV 34,78 +£10,06 47,51+1,13 4544+0,39 455+0,64 444+043 44,410,554
MCH 13,63 £ 0,14 14,04 £ 0,18 13,64+0,17 13,46+0,15 13,41+x0,12 13,41+0,20

MCHC 30,47 +0,16 29,63 +£0,37 30,13+0,26 29,64+0,26 30,3+0,26 30,36+0,22
RDW 14,95 £ 0,64 15,99 £ 0,49 14,16 +£0,51 1494+043 1457+0,53 14,01+£0,52
PLT 256 + 61,57 385+ 50,79 2856 +50 447,6+58,31 376+34,72 356,6+9,07
MPV 6,35+ 033 5,91+ 0,11 571+0,04* 569+0,04* 563+0,04* 577+0,06*
PDW 15,1+ 0,11 14,96 + 0,09 14,87 £ 0,07 148+0,05 14,79+0,06 14,8+0,08
PCT 0,16 £ 0,03 0,23 +£0,03 0,20 £ 0,01 0,26 + 0,03 0,21+£0,02 0,21 +0,01

Os dados foram expressos como média + EPM (n = 4-7/grupo) e foram analisados utilizando ANOVA
de uma via seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. Simbolo: * p<0,05 em relagéo ao grupo NAIVE.
MCV (volume

corpuscular médio); MCH (hemoglobina corpuscular média); MCHC (concentracdo de hemoglobina

Legenda: RBC (gldbulos vermelhos); BHG (hemoglobina); HCT (hematdcrito);

corpuscular média); RDW (amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos); PLT (plaquetas); MPV
(volume médio de plaquetas); PDW (amplitude de variagdo do tamanho das plaquetas); PCT

(plaquetdcrito).

Na linhagem branca foi observado aumento na quantidade total de linfocitos
e leucocitos (74% e 31%, respectivamente, p<0.05) em animais tratados com o
tamarillo (Solanum betaceum) e desafiados com o tetracloreto de carbono (Figura
8A e 8B), em comparagdo com o grupo veiculo. Este resultado foi inesperado e
direcionou as analises seguintes para a avaliagdo dos parametros inflamatorios.
Quanto aos mondcitos (Figura 8C) e granulécitos (Figura 8D), ndo houve variagao
estatisticamente significativa entre nenhum dos grupos. Nao ha estudos publicados
na literatura correlacionando os polissacarideos do tamarillo com um uma resposta
pré-inflamatoéria ou atividade direta nas células em questao. Provavelmente, essa
elevacao nos valores tenha ocorrido por conta de uma combinagao do CCls com o

T50, pois esse aumento nao ocorreu no grupo tratado apenas com T50. O P100 nao
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provocou nenhuma alteragao nestas células, em concordancia com artigo prévio do

nosso laboratério, que ja reportou este mesmo resultado (ADAMI et al., 2018).
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Figura 8. Quantidade total de leucdcitos (A), linfocitos (B), mondcitos (C) e granuldcitos (D)
do hemograma de camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos de pimentdo (P100)
ou tamarillo (T50) e desafiados com CCl,. Os dados s&do apresentados como meédia = SEM,

comparados por ANOVA e teste de Bonferroni. Simbolo: * p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo (VEH).

4.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro e in vivo

Os polissacarideos do tamarillo ndo apresentaram nenhuma atividade
antioxidante in vitro (Figura 9A), enquanto os polissacarideos do pimentao
apresentaram discreta atividade antioxidante apenas na maior concentragao (Figura

9B), que foi pouco expressiva ao se comparar com a atividade antioxidante do acido
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ascorbico (AA, controle positivo). Com estes resultados fica claro que os

polissacarideos em questdo nao apresentam capacidade per se de eliminar radicais

reativos.
A B .
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Figura 9. Ensaio in vitro para avaliar o potencial antioxidante dos polissacarideos Solanum
betaceum (A) e Capsicum annuum (B) frente ao radical livre DPPH. Dados mostrados como média +
erro padrdo da média de triplicata. Dados comparados por ANOVA e post-test de Bonferroni. * p <
0,05 em comparagédo com VEH.

Inumeros estudos tém sido publicados na literatura correlacionando produtos
naturais e seu potencial antioxidante in vivo (AHMED GUMAA; HASSAN; KHALIFA,
2017; ARTICLE, 2011; CORDERO-PEREZ et al., 2013; FARGHALI; CANOVA,;
ZAKHARI, 2015; HASSAN et al., 2009; MADRIGAL-SANTILLAN et al., 2014), tanto
por diminuir a peroxidacao lipidica quanto por aumentar os niveis das enzimas que
constituem o sistema antoxidante enddgeno. A taxa de peroxidagao lipidica (LPO)
nao apresentou diferengca estatistica significativa entre os grupos, embora uma
elevacdo nos grupos que receberam CCl,, especialmente o VEH e T50 + CCly,
esteja evidente (Figura 10A). No ensaio de mensuragdo de proteinas do
homogenato hepatico (Figura 10B), foi observado que o grupo VEH, que recebeu a
hepatotoxina CCl,, apresentou redugdo da quantidade de proteinas, que foi
normalizada pelos tratamentos com os polissacarideos (Figura 10B). Estes dados
vao de encontro aos mostrados na Figura 7A-B, na qual os polissacarideos
protegeram a saida de enzimas, que sao proteinas, dos hepatécitos para o plasma.
Portanto, preservando proteinas no tecido hepatico, o que justifica as proteinas mais

elevadas nos grupos tratados com os polissacarideos (Figura 10B).
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A atividade hepatica de GST (Figura 10C) ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos, em concordancia com dados prévios em camundongos
com tumor e tratados com P100 (ADAMI et al.,2018). Os niveis de GSH (Figura 10E)
e a atividade de SOD (Figura 10F) também n&o apresentarem variagbes
significativas estatisticamente embora uma grande variagdo entre os grupos tenha
ocorrido nestes parametros, com elevagao de ambos no grupo VEH.

Os dados referentes ao estresse oxidativo desse estudo ndo corroboram com
a maioria dos artigos encontrados na literatura com relacdo ao modelo de
hepatotoxicidade proposto, uma vez que os dados apresentados geralmente
apresentam alteracido de parédmetros de estresse oxidativo, com aumento ou
reducidoda atividade das enzimas do sistema antioxidante ou redu¢do dos niveis de
GSH (JIA et al., 2018; MEKJARUSKUL; FANGKRATHOK; SRIPANIDKULCHAI,
2015; OLATOSIN; AKINDUKO; UCHE, 2014; TRIPATHI; MOHAN; KAMAT, 2007;
ZHAO et al., 2017). Entretanto, os polissacarideos em questao tém muitos aspectos
relacionados aos seus mecanismos de agao que permanecem desconhecidos. Do
Solanum betaceum e do Capsicum annuum ha poucos registros sobre atividade
hepatoprotetora, especialmente frente ao tetracloreto de carbono. Pode ser que haja
um potencial hepatoprotetor, como visto em relagdo aos niveis dos marcadores
bioquimicos (Figura 10A) e preservacao de proteinas hepaticas, mas a via do
estresse oxidativo ndo parece estar envolvida em tais efeitos. Além disso, é possivel
que a resposta desses polissacarideos tenha um carater téxico também. Por se
tratar de moléculas muito grandes e complexas, € possivel que pequenos
constituintes dessas estruturas tenham respostas diferentes para determinadas
condicbes experimentais. Existem estudos apontando potenciais toxicos e até
mesmo mutagénicos de diferentes extratos de plantas (HASEEB et al., 2018;
JEANMONOD; REBECCA; SUZUKI, 2018; VELUSAMI et al., 2013).
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Figura 10. Parametros de estresse oxidativo avaliados em camundongos submetidos a
tratamento com polissacarideos de pimentdo (P100) ou tamarillo (T50) e desafiados com CCly: (A)
LPO, (B) Proteina, (C) GST, (D) Catalase, (E) GSH e (F) SOD. Os dados sdo apresentados como
média + SEM, comparados por ANOVA e teste de Bonferroni. Simbolo: * p<0,05 em relagédo ao grupo
VEH.



45

4 4 Parametros inflamatoérios

Analisando os parametros relacionados a inflamagéo, os niveis da atividade
enzimatica da N-acetilglucosaminidase (NAG) permaneceram semelhantes para
todos os grupos (Figura 11A). A mieloperoxidase (MPO), embora 50% mais elevada
no grupo VEH do que no grupo NAIVE, ndo atingiu diferenga estatistica na
comparagao destes grupos, mas houve diferenca quando comparados o grupo
veiculo e os dois grupos que receberam os polissacarideos e que nao foram
desafiados com o CCls; (Figura 11B). Estes dados indicam que ambos os
polissacarideos per se nao alteram a presenca de neutréfilos no tecido hepatico,
pois os valores de MPO ficaram iguais ao do grupo NAIVE. No entanto, diante do
desafio com o CCl, esta resposta nado foi mantida, e a MPO apresentou-se mais
elevada, similar ao grupo VEH, que recebeu CCls. Em relagdo aos niveis de nitrito,
houve apenas diferenca estatistica do grupo P100 + CCls; em relagdo ao grupo
veiculo (Figura 11C).

Outros parametros inflamatérios podem indicar o grau de lesdo hepatica
associada a inflamacdo, bem como os efeitos pro- ou antiinflamatérios dos
polissacarideos estudados. A presenca de células imunes e relacionadas a resposta
inflamatdria desencadeia a liberagao de uma série de citocinas, as quais nao foram
mensuradas nesse trabalho. Futuras investigagdes sao necessarias nesse aspecto,
uma vez que ja se sabe que a supressao de moléculas pré-inflamatérias como TNF-
o, IL-6 e NF-xB € um mecanismo muito encontrado na atividade bioldgica de
polissacarideos (GAN et al., 2018; JAIN et al., 2016; KARUNAWEERA et al., 2015),
inclusive frente a toxicidade hepatica induzida pelo tetracloreto de carbono (GAN et
al., 2018; KRITHIKA; JYOTHILAKSHMI; VERMA, 2014; LEE et al., 2014; SHU et al.,
2016). Estudo prévio apontou atividade antitumoral do P100 através de dois
mecanismos: modulagdo do nivel de IL-6 e de VEGF no tecido tumoral (ADAMI et
al., 2018). Portanto, a mensuragao de citocinas seria interessante para verificar se
diante do modelo de hepatoxicidade que utilizamos, a resposta sobre a inflamacao

se mantém.
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Figura 11. Valores referentes aos parametros inflamatérios NAG (A), MPO (B) e NO (C)
avaliados em camundongos submetidos a tratamento com polissacarideos de pimentdo (P100) ou
tamarillo (T50) e desafiados com CCl,. Os dados s&o apresentados como média + SEM, comparados

por ANOVA e teste de Bonferroni. Simbolo: * p<0,05 e *** p<0,001 em relagao ao grupo VEH

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante de todos os resultados supracitados, foi possivel observar que houve
efetividade do modelo de hepatotoxicidade proposto, em especial confirmado pela
elevacdo de marcadores plasmaticos de lesdo hepatica e redugdo de proteinas no
figado. Os polissacarideos do pimentdo e do tamarillo reduziram a variagao destes
parametros. Em contrapartida, os polissacarideos nado apresentaram efeitos
antioxidantes in vitro e in vivo. Parece que os paramentos inflamatérios tém uma
participacdo mais efetiva na agao dos polissacarideos estudados, tanto pelos
resultados obtidos do hemograma quanto pelos parametros inflamatdrios, mas

outros parametros inflamatérios deveriam ser analisados para confirmar esta
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hipétese. Por fim, novos estudos serdo necessarios para avaliar mais
profundamente o potencial hepatoprotetor do Solanum betaceum e do Capsicum

annuum e elucidar quais vias estao envolvidas neste processo.
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