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RESUMO

O paracetamol é um antipirético e analgésico que em doses terapéuticas é metabolizado por
enzimas de fase | e Il, originando conjugados de glicuronideo e de sulfato, com reduzida
formacdo de NAPQI que é detoxificado pela glutationa e excretado. Em overdose de
paracetamol ocorre producdo aumentada de NAPQI que é responsavel por danos celulares. O
acai (Euterpe oleracea Mart.), reconhecido pelas suas caracteristicas fitoquimicas e pelos seus
efeitos anti-inflamatdrio e antioxidante, pode apresentar efeito hepatoprotetor para overdose
com paracetamol. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do pré-tratamento com acai sobre
fatores envolvidos nos danos hepéaticos desencadeados pelo paracetamol. Ratas Fischer (40)
foram distribuidas nos grupos: controle (C), acai (A), paracetamol (P), paracetamol + agai (PA)
e paracetamol + acetilcisteina (PNac). Agua, acai filtrado (3 g de acai filtrado/Kg) e
acetilcisteina (140 mg de acetilcisteina/Kg) foram administrados por gavagem durante 7 dias.
No sétimo dia de experimento os grupos P, PA e PNac receberam 835 mg de paracetamol/Kg
e 0s demais receberam agua filtrada. Apds a intoxicacdo, as ratas foram submetidas ao jejum
por 12 h e eutanasiadas. O grupo P apresentou, além da degeneracao hidropica, aumento de
esteatose microvesicular, numero de células inflamatdrias e danos oxidativos no figado. Além
disso, foram observadas reducéo da concentracdo de glutationa total, menor expressdo génica
de CYP1A2 e CYP2EL, e aumento da expressao génica de GADD34 e CHOP, genes envolvidos
no estresse do reticulo endoplasmatico. O pré-tratamento com acai modulou o sistema
glutationa e recuperou a concentracdo de glutationa total, aumentou a expressao de genes
CYP1A2 e CYP2EL1 envolvidos no metabolismo de paracetamol e diminuiu a expressao de
GADD34 e CHOP, com aumento da expressao de elF2a e ATF4, genes que favorecem a
resposta antioxidante, reduzem a traducdo de novas proteinas e inibem a apoptose. O perfil
histologico do grupo PA foi semelhante ao grupo P exceto por apresentar diminui¢do do numero
de células, indicando reducdo das células inflamatorias no figado. Esses resultados indicam que
0 acai atua sobre diferentes mecanismos, sugerindo seu potencial terapéutico para amenizar 0s

danos provocados pelo paracetamol.

Palavras-chave: Acai, paracetamol, sistema glutationa, estresse do reticulo endoplasmaético,
CHOP.



ABSTRACT

Paracetamol is an antipyretic and analgesic that at therapeutic doses is metabolized by phase |
and Il enzymes, giving conjugates of glucuronide and sulfate, with reduced formation of
NAPQI that is detoxified by glutathione and excreted. In paracetamol overdose, there is an
increased production of NAPQI, which is responsible for cell damage. Acai (Euterpe oleracea
Mart.), known for its phytochemical characteristics and its anti-inflammatory and antioxidant
effects, may present a hepatoprotective effect for overdose with paracetamol. This study aimed
to evaluate the effect of pre-treatment with acai on factors involved in liver damage promoted
by paracetamol. Fischer female rats (40) were distributed in the groups: control (C), acai (A),
paracetamol (P), paracetamol + acai (PA) and paracetamol + acetylcysteine (PNac). Water,
filtered acai (3 g of filtered acai/Kg) and acetylcysteine (140 mg acetylcysteine/Kg) were given
by gavage for 7 days. On the seventh day of the experiment, the P, PA, and PNac groups
received 835 mg of paracetamol/Kg, and the others received filtered water. After intoxication,
the rats were fasted for 12 hours and euthanized. P group showed, besides the hydropic
degeneration, an increase of microvesicular steatosis, hydropic degeneration, number of cells,
and oxidative damage in the liver. In addition, we observed the lower total glutathione
concentration and decreased gene expression of CYP1A2 and CYP2EL, and increased gene
expression of GADD34 and CHOP, genes involved in endoplasmic reticulum stress. Acai pre-
treatment modulated the glutathione system and recovered the total glutathione concentration,
increased the expression of CYP1A2 and CYP2E1 genes involved in paracetamol metabolism,
and decreased expression of GADD34 and CHOP, with increased expression of elF2a and
ATF4 genes which favor the antioxidant response, reduce the translation of new proteins and
inhibit apoptosis. The histological profile of the PA group was similar to the P group except for
a decrease in the number of cells, indicating a reduction of the inflammatory cells in the liver.
These results indicate that acai acts on different mechanisms, suggesting its therapeutic

potential to ameliorate the damages caused by paracetamol.

Keywords: Acai, paracetamol, glutathione system, endoplasmic reticulum stress, CHOP.
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1 INTRODUCAO

O paracetamol é um farmaco de efeito antipirético e analgésico utilizado em todo mundo
e 0 seu uso foi difundido a partir da década de 1950. Por ser de livre comercializagdo e estar
presente também associado a outros medicamentos, o paracetamol pode ser facilmente
consumido em doses superiores a recomendacdo (SEBBEN et al., 2010; SHARMA; MEHTA,
2013).

O metabolismo do paracetamol acontece no figado por mecanismos de fase | e Il.
Quando administrado em doses terapéuticas (até 4 g/dia para adultos e entre 50 e 75 mg/Kg/dia
para criangas), cerca de 85 % do paracetamol é metabolizado pelas enzimas de fase |1, a uridina
5’-difosfato-glucuronosiltransferase (UGT) e a sulfotransferase (SULT), e excretado via bile e
urina. Nesta condicdo, aproximadamente 5 % é metabolizado via citocromo P450, produzindo
N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) que se conjuga com a glutationa, sendo neutralizado
e excretado. No entanto, em overdose de paracetamol a capacidade de metabolizacdo pelas
enzimas de fase Il é ultrapassada, gerando uma quantidade de NAPQI superior a capacidade
detoxificante do sistema glutationa. Sem glutationa suficiente para formacdo de adutos e,
consequentemente, eliminacdo, o NAPQI reagira com as proteinas celulares, provocando
disfuncdo mitocondrial (LARSON, 2007; MAZALEUSKAYA et al., 2015).

Além da disfuncdo mitocondrial, a ligacdo do NAPQI com as proteinas e demais
estruturas celulares pode desencadear a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
comprometendo o equilibrio e integridade celular, o que ocasionara necrose tecidual (DU;
RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016). O excesso de paracetamol também esta relacionado
com a inducdo do estresse do reticulo endoplasmatico e consequentemente com as vias de
resposta a proteinas desenoveladas (UPR, do inglés Unfolded Protein Response) (NAGY et al.,
2007; FLAMMENT et al., 2012). Entre os diversos mecanismos desencadeados pelas vias da
UPR, a up-regulation da transcricdo da CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein
(CHOP) desempenha papel importante na morte celular. A ativacdo de CHOP esté relacionada
com a injdria hepatica induzida por paracetamol, uma vez que promove a continuidade do
estresse do reticulo e induz a apoptose. UZI et al. (2013) demonstraram que a intoxicacdo com
paracetamol ativa uma das vias de UPR, reiterando que a inibicdo da CHOP esta relacionada
com a minimizacgdo dos danos hepaticos.

O acai (Euterpe oleracea Mart.) € um fruto nativo da regido amazonica cujo perfil
fitoquimico despertou interesse cientifico sobre os seus possiveis efeitos antioxidantes. Em sua

composicdo, 0 agai apresenta antocianinas, proantocianidinas e outros flavonoides com acao



antioxidante ja reconhecida, o que contribuiu para relacionar o fruto como um alimento capaz
de promover beneficios a saude (SCHAUSS et al., 2006b; PACHECO-PALENCIA,;
MERTENS-TALCOTT; TALCOTT, 2008). Além das caracteristicas antioxidantes dos seus
constituinte, o0s estudos conduzidos em modelos experimentais apontaram efeito
hipocolesterolemiante, antiaterogénico, anti-inflamatério e antioxidante do acai (SOUZA et al.,
2011).

Embora ainda ndo existam estudos associando o acai com a overdose de paracetamol,
os relatos da acdo antioxidante e anti-inflamatéria do fruto sugerem que a sua utilizagdo possa
ser capaz de atenuar o0s danos causados pelo paracetamol no figado. Assim, nesse trabalho nos
avaliamos o0 possivel efeito hepatoprotetor do acai com énfase no balanco

oxidante/antioxidante, no sistema glutationa e no estresse do reticulo endoplasmatico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Paracetamol: aspectos gerais e metabolismo

O figado, por ser o principal 6rgdo atuante no metabolismo dos nutrientes, drogas e
bebidas alcodlicas, torna-se muito susceptivel a ocorréncia de danos (NEMETH; BAIRD;
O’FARRELLY, 2009; GU; MANAUTOU, 2012). As lesGes hepéticas induzidas por drogas
(DILI, do inglés Drug-Induced Liver Injury) representam grande relevancia para a salde
publica ocidental; estas lesdes podem ser estimuladas tanto pela droga como pelos metabdlitos
produzidos a partir dessa droga, ou mesmo pela hipersensibilidade ao composto gerado.
Diversas classes de medicamentos podem provocar DILI, dentre eles agentes
imunossupressores, drogas quimioterapicas antitumorais, terapias hipoglicémicas, drogas
antibacterianas, antifungicas, antivirais e analgésicos antipiréticos (STINE; CHALASANI,
2015; WADDINGTON et al., 2017; YE et al., 2018).

Os sintomas clinicos desse tipo de lesdo hepatica sdo inespecificos e dificilmente
diferenciados de outros tipos de disfungdes, manifestando-se como colestase, esteatose
hepatica, necrose hepatocelular, aumento das enzimas hepaticas, hepatite e cirrose (HASSAN;
FONTANA, 2018). Embora se saiba que as doencas induzidas por drogas tém um importante
impacto dentre os agravos que ocorrem no figado, tem-se poucas informacdes sobre a real
prevaléncia devido a dificuldade do diagnostico, subnotificacdo dos casos e interrupgdo da
gueixa apos a suspensao do uso do medicamento (AITHAL; DAY, 1999; LARREY, 2002).

O paracetamol (também denominado acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) é o
farmaco mais comumente relacionado as DILI intrinsecas, sendo sua hepatotoxicidade
dependente da dose empregada (LEISE; POTERUCHA; TALWALKAR, 2014). O seu uso foi
primeiramente descrito em 1883 e desde entdo o paracetamol é utilizado em todo o mundo
devido aos seus efeitos analgésicos e antipiréticos (SHARMA; MEHTA, 2013). Em 1966 foi
relatado o primeiro caso de hepatotoxicidade pelo uso do paracetamol, porém somente 48 anos
depois o Food and Drug Administration passou a recomendar que dosagens acima de 325 mg
de paracetamol/comprimido ndo fossem utilizadas quando associado a outros farmacos
(DAVIDSON; EASTHAM, 1966; TOSKA et al., 2014).

A ingestdo de doses terapéuticas (até 4 g/dia para adultos e 50 a 75 mg/Kg/dia para
criangas) ndo promovem efeitos adversos, no entanto doses entre 10 e 15 g de paracetamol séo
consideradas de risco, sendo o figado e rins os 6rgdos mais lesados (MCJUNKIN et al., 1976;
LARSON, 2007; HODGMAN; GARRARD, 2012). Entretanto na década de 1990,



WHITCOMB; BLOCK (1994) e SLATTERY; NELSON; THUMMEL (1996) descreveram
que a administracdo do paracetamol mesmo em doses terapéuticas foi responsavel por certo
grau de toxicidade quando associado ao jejum ou consumo de alcool.

O Brasil ndo possui controle sobre a venda do paracetamol, tornando dificil a
identificacdo dos casos de hepatotoxicidade, uma vez que esse farmaco é o terceiro mais
consumido por individuos que se automedicam (SEBBEN et al., 2010). A ingestdo excessiva
de paracetamol, seja ela intencional ou ndo, promoveram danos no figado, desde lesdo hepatica
grave, podendo evoluir para insuficiéncia hepética e, em casos mais graves, a necessidade de
transplante do érgdo e até ao 6bito (MICHNA et al., 2010; CLARK et al., 2012; BLIEDEN et
al., 2014).

O figado atua no metabolismo de drogas e xenobidticos por meio de dois mecanismos
denominados reacdes de fase | e de fase Il (GRANT, 1991). ApoOs a administracdo do
paracetamol em doses terapéuticas, a maior parte do farmaco (~85 %) é diretamente conjugada
pelas enzimas da fase II, uridina 5’-difosfato-glucuronosiltransferase (UGT) e sulfotransferase
(SULT), gerando conjugados de glicuronideo e de sulfato (BESSEMS; VERMEULEN, 2001;
MAZALEUSKAYA et al., 2015). Aproximadamente 55 % do paracetamol é excretado como
glicuronideo, 30 % como sulfato e 4 % sdo excretados como produtos de metabolismo
oxidativo, assim esses conjugados inativos nao-toxicos sdo excretados pela bile e pela urina
(PRESCOTT, 1980) (FIGURA 1). A excrecéo dos conjugados como glicuronideo e sulfato via
bile envolve os transportadores ABCC2 e ABCG2, no entanto quando o transporte desses
metabolitos ocorre pelo sangue é dependente dos transportadores ABCC3 e ABCC4 (BARNES
etal., 2007; MCGILL; JAESCHKE, 2013).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do metabolismo do paracetamol pelas reacdes de fase |
e de fase Il (adaptada de YAN et al. (2018)). UGT: uridina 5’-difosfato-glucuronosiltransferase;
SULT: sulfotransferase; CYP450: citocromo P450; NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona imina;
GST: glutationa S-transferase; GSH: glutationa reduzida.

Uma pequena parte do paracetamol que ndo é metabolizado via conjugacdo €
metabolizado através do citocromo P450 (CYP), majoritariamente pelas isoformas CYP1A2 e
CYP2E1, gerando o N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI). Esse intermediario eletrofilico
€ um metabdlito altamente reativo e toxico que apos a conjugacdo com o grupo sulfidrila da
glutationa forma adutos de glutationa, é neutralizado e excretado pela urina como conjugados
de cisteina e acido mercapturico (BESSEMS; VERMEULEN, 2001; LARSON, 2007). A
formacdo dos adutos da glutationa com o NAPQI pode ocorrer espontaneamente ou por meio
da catalise via enzima glutationa S-transferase (COLES et al., 1988) (FIGURA 2). Essa é uma
enzima de fase Il que também atua sobre o metabolismo de farmacos e € liberada pelos
hepatocitos apds a overdose de paracetamol, permanecendo com sua atividade elevada apos
12 h da indugdo da hepatotoxicidade. A acdo da glutationa S-transferase é rapida, ao contrério
das aminotransferases, cuja liberagdo ocorre mais lentamente (BECKETT et al., 1985).

Doses elevadas de paracetamol promovem a saturagdo das vias de sulfatacdo e

glucoronidacdo, enquanto a quantidade de paracetamol excretado sem alteracdo € de



aproximadamente 10 %. Assim, o0 metabolismo do paracetamol pelo citocromo P450 se torna a
principal via de metabolismo do farmaco, em que a oxidagcdo do NAPQI é superior a 15 %.
Concomitantemente a producdo excessiva de NAPQI ocorre saturacdo da capacidade
detoxificante via glutationa, promovendo a deplecdo dos estoques desse peptideo no figado e
aumento da concentracdo de NAPQI que reage com alvos alternativos, como proteinas celulares
(MITCHELL et al., 1973a; MAZALEUSKAYA et al., 2015) (FIGURA 2).

OH

>85% i 3
Paracetamol R ———— Conjugag:ao -
excrecao
NH—C—CH,
0

CYP450s

o]
NAPQI ———— Ligagao com proteinas

N—C—CH, J

I

0

E_{ S-transferase

OH

‘Glutaﬁor\a | ToxiciDADE |

SG

Adutos de GSH —— Excregao

NH—ﬁ—CH.

0

Figura 2 - Ativacdo metabolica do paracetamol (adaptado de JAESCHKE et al. (2011))

JAESCHKE; KNIGHT; BAJT (2003) observaram que essa associacdo do NAPQI
provoca modificacdes covalentes nas proteinas celulares, especialmente se ligando as proteinas
mitocondriais. Essa associacdo desencadeia disfuncdo mitocondrial e perturbacéo da respiracéo
normal dessa organela devido a interferéncia do NAPQI na funcionalidade da cadeia
transportadora de elétrons. A ligacdo entre NAPQI e grupos sulfidrilas das proteinas celulares,
especialmente as proteinas mitocondriais, acarreta o estresse oxidativo mitocondrial com
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e necrose dos hepatocitos (DU;
RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016; YAN et al., 2018). Nesse contexto, MITCHELL et
al. (1973b) e JOLLOW et al. (1974) observaram que intervencbes terapéuticas que
impossibilitem essa ligacdo entre 0 NAPQI e demais moléculas ou reduzam a formacéo de

NAPQI sdo efetivas na prevengédo da morte celular.



A administracdo de altas doses de paracetamol levard a um grave processo inflamatério
juntamente com a lesdo hepética, caracterizando-se pelo intenso influxo celular e aumento da
producédo/liberacdo de mediadores inflamatérios (citocinas, células inflamatdrias, ERO e
espécies reativas de nitrogénio), contribuindo para o aumento do dano hepético (MICHAEL et
al., 2001; MARTIN-MURPHY; HOLT; JU, 2010; KIM et al., 2013).

2. 2 Paracetamol e estresse do reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico é uma organela multifuncional que atua sobre a sintese de
lipidios e esterdis, na manutencdo do célcio intracelular e € responsavel por garantir a estrutura
correta das proteinas (FAGONE; JACKOWSKI, 2009). O estresse do reticulo endoplasmatico
é definido como o desequilibrio entre o0 adequado enovelamento de proteinas e a capacidade do
reticulo endoplasmatico atender essa demanda, culminando no acumulo de proteinas mal
dobradas no Iumen do reticulo (WANG; KAUFMAN, 2014). O figado € um drgéo
especialmente sensivel ao estresse do reticulo endoplasmatico, uma vez que ha grande
quantidade de células encarregadas pela sintese de proteinas de membranas e secretoras
(DARA; JI; KAPLOWITZ, 2011) e tem-se associado o estresse do reticulo endoplasmatico as
altas doses de paracetamol (NAGY et al., 2007).

Para responder ao estresse do reticulo, sdo estimuladas vias de sinalizacéo,
coletivamente denominadas de vias de resposta a proteinas desenoveladas (UPR, do inglés
Unfolded Protein Response), as quais buscam restaurar as fungdes do reticulo endoplasmatico,
estimulando a sintese de chaperonas envolvidas no dobramento das proteinas ou eliminando as
proteinas mal formadas através da ubiquitinacdo e degradacdo mediada pelo proteassoma.
Quando estas a¢oes ndo sdo eficazes em reestabelecer a homeostase do reticulo endoplasmatico,
¢ desencadeada a via de morte celular programada (HUSSAIN; RAMAIAH, 2007,
FLAMMENT et al., 2012; ZHANG; WANG, 2012).

A resposta ao estresse do reticulo é caracterizada pela ativacdo de trés diferentes vias de
sinalizacéo: inositol requiring 1o (IRE1), double-stranded RNA-activated protein kinase-like
endoplasmic reticulum kinase (PERK) e activating transcription factor 6 (ATF6)
(SCHRODER; KAUFMAN, 2005). Normalmente ha ligacdo da immunoglobulin heavy chain
binding (BiP, também conhecida como GRP78, glucose-regulated protein 78) as trés proteinas
transmembranares mencionadas, mantendo-as em um estado inativo. Entretanto, mediante o
acumulo de proteinas desenoveladas, a ligagdo inibitdria da BiP é desfeita e as vias IREL e

PERK s&o ativadas por fosforilagdo, enquanto a via da ATF6 é ativada por processamento



proteolitico. Mesmo com esses mecanismos, se a capacidade do reticulo endoplasmatico ndo
for restaurada ocorrerd ativacdo da caspase, extravasamento de calcio do reticulo
endoplasmaético e dano mitocondrial, culminando na morte celular (SZEGEZDI et al., 2006;
KIM; XU; REED, 2008; FLAMMENT et al., 2012) (FIGURA 3).

Resposta antioxidante elou Genes das chaperonas,
genes apoptoticos foldases e ERAD

Figura 3 — Vias do estresse do reticulo endoplasmatico ativadas pelas proteinas desenoveladas
(adaptado de FLAMMENT et al. (2012)). As vias desencadeadas pela PERK (a), IRE1 (b) e
ATF6 (c) estdo detalhadas no texto. RE: reticulo endoplasmatico; BiP: immunoglobulin heavy
chain binding; PERK: double-stranded RNA-activated protein kinase-like endoplasmic
reticulum kinase; JNK: quinase c-Jun N terminal; IREL1: inositol requiring la; ATF6: activating
transcription factor 6; elF2a: alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2; Nrf2: fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2; PP1: proteina fosfatase 1; GADD34: growth arrest and DNA
damage 34; CHOP: CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein; XBP1: X-box
binding protein 1; S1P/S2P: proteases do sitio 1/proteases do sitio 2.

As trés vias da UPR serdo sucintamente descritas a seguir. a) A PERK é uma proteina
quinase presente no limen do reticulo endoplasmatico, em resposta ao estresse ela se dissocia
da BiP e sofre autofosforilacdo dos seus dominios, enquanto a BiP atuarad sobre as proteinas
desenoveladas (BERTOLOTTI et al.,, 2000). A fosforilagdo da PERK induz também a
fosforilagédo da alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2 (eIF2a) no residuo de serina 51,
promovendo répida diminuicdo da traducdo de mRNA e da sintese de novas proteinas
(HARDING; ZHANG; RON, 1999), estimulando ainda a expansao do reticulo endoplasmatico,



afim de possibilitar o dobramento das proteinas acumuladas e atenuar o estresse promovido
pela carga de proteinas desenovelas (MANDL et al., 2013) (FIGURA 3).

A fosforilagdo da elF2a promove uma inducdo seletiva do activating transcription
factor 4 (ATF4), ao qual podera atuar na regulagdo da transcri¢do de genes relacionados com a
resposta antioxidante, na sintese de transportadores de aminoécidos, na inducao da transcri¢éo
da CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) e no controle da
retroalimentacdo da sinalizacdo da PERK (FLAMMENT et al., 2012). Nesta ultima atividade,
a acao do ATF4 ocorre por meio da transcricdo do growth arrest and DNA damage 34
(GADD?34), com alvo na proteina fosfatase 1 (PP1) para desfosforilagdo da e[F2a e consequente
inativacdo do ATF4. Uma vez que o ATF4 é translocado para o nucleo, podera também induzir
a transcricdo da CHOP, um fator pro-apoptético (HARDING; ZHANG; RON, 1999;
SCHRODER; KAUFMAN, 2005). Além da elF2a, a PERK promove fosforilagdo do fator
nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), cuja acdo desse fator de transcricdo esta
relacionada a resposta antioxidante (CULLINAN; DIEHL, 2004) (FIGURA 3).

A CHOP é uma das principais moléculas responsaveis pela apoptose. Quando ativada,
essa proteina transloca-se para o nucleo da celula e inibe a transcri¢do de genes antiapoptoticos,
ativando, em contrapartida, a transcri¢cdo de genes pro-apoptoticos (MCCULLOUGH et al.,
2001; PUTHALAKATH et al., 2007). A transcricdo da CHOP nao é regulada restritamente
pelas vias da UPR, porém ja é bem estabelecido que a CHOP atua como um fator que promove
0 dano hepatico como resposta ao estresse (UZI et al., 2013). Dentre os fatores pro-apoptoticos,
a CHOP é o fator de transcricao de especial interesse no quadro de estresse do reticulo, sua
transcricdo pode ser ativada pela via ATF6, porém a maior relevancia ocorre pelo estimulo do
ATF4, na via da PERK (HUSSAIN; RAMAIAH, 2007; FLAMMENT et al., 2012). A CHOP
atua em oposicdo a reducdo da sintese proteica em decorréncia da aumentada expressao de
GADD34, pois quando expressa, a CHOP incita a retomada da transcricdo de proteinas,
elevando a carga de proteinas no limen do reticulo endoplasmatico. Como o estresse nao foi
minimizado, a sobrecarga de proteinas desenoveladas acarreta a geracdo de ERO
(MARCINIAK et al., 2004; MALHOTRA et al., 2008; BACK et al., 2009).

Também atuante na cascata de reacGes provenientes do estresse do reticulo
endoplasmatico, b) a IRE1 sofre fosforilacdo e dimerizacdo apds a interrupcdo da sua ligacao
com a BiP, dessa forma ha estimulo da sua atividade de endoribonuclease (MALHI;
KAUFMAN, 2011). Quando fosforilada, a IRE1 € ativada resultando na clivagem do mRNA
de X-box binding protein 1 (XBP1), promovendo a formacgédo do fator de transcricdo XBP1,

cuja inducdo acarretard na regulacdo da transcricdo de genes que expressam chaperonas e no
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aumento da capacidade da endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD). Desse
modo, ocorre a translocacdo das proteinas desenoveladas do reticulo endoplasmatico para o
citoplasma, a fim de degradéa-las via proteassoma (YOSHIDA et al., 2003; VEMBAR,;
BRODSKY, 2008). Ademais, outra acdo promovida pela fosforilagdo da IRE1 consiste no
recrutamento de tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 (TRAF2) e apoptosis
signal-regulating kinase 1 (ASK1), e consequente ativacao da quinase c-Jun N terminal (JNK),
contribuindo assim para a instalacdo de um estado inflamatério por meio da JNK e fator nuclear
kappa B (NFxB) com possivel evolugdo para disfungdo mitocondrial (NISHITOH et al., 1998;
URANO et al., 2000). A expressdo do mRNA da XBP1 sofre interferéncia da via da ATF®6,
pois essa via fornece substratos adicionais para que a XBP1 sofra heterodimerizagéo e estimule
a transcricdo de ERAD (YOSHIDA et al., 2003).

Diferentemente da PERK e IRE1, c) o desligamento da BiP proporcionara a
translocacdo da ATF6 para o complexo de Golgi, onde a ativacdo dessa via ocorrera por meio
de proteases de sitio 1 (S1P) e do sitio 2 (S2P). Essas proteases atuam clivando os dominios C
(S1P) e N-terminal (S2P) assim, somente a por¢do N-terminal da ATF6 € liberada para o citosol
e migra até o nucleo a fim de ativar a expressao génica de chaperonas e ERAD (YE et al., 2000;
SHEN et al., 2002; ASADA et al., 2011) (FIGURA 3).

A ativacdo desses trés sensores da UPR busca reduzir o estresse do reticulo, porém,
concomitantemente, ha a ativacédo de alguns mediadores de apoptose, da homeostase de célcio
e do estado redox. O recrutamento da TRAF2 ¢ mediado pela IRE1la, com posterior ativagao
da ASK1 e JNK. Essa cascata possui um carater pro-apoptotico, pois quando a JNK é
fosforilada hé inativacdo das proteinas antiapoptéticas B cell lymphoma protein 2 (Bcl-2) e
estimulo das proteinas pro-apoptoticas Bim (YAMAMOTO; ICHIJO; KORSMEYER, 1999;
LEI; DAVIS, 2003). Nessa perspectiva de apoptose, a via da PERK exerce uma atividade
singular quando a elF2a ¢ fosforilada, pois a reducdo da sintese de novas proteinas ¢ um fator
que contribui para minimizar a apoptose, protegendo contra o estresse do reticulo
endoplasmatico (MALHI; KAUFMAN, 2011).

Diante do estresse do reticulo endoplasmatico, hd aumento constante da liberacdo de
calcio pelo reticulo, promovendo aumento da concentracdo de calcio mitocondrial, o que altera
a permeabilidade dessa organela e estimula a liberacdo de promotores de apoptose pelas
mitocéndrias para o citosol (DENIAUD et al., 2008). As caspases sdo ativadas mediante a
permeabilidade mitocondrial de células hepaticas, levando a apoptose mediada pelas Bax e Bak.
Essas proteinas pro-apoptdticas monitoram a concentracdo de calcio presente no reticulo

endoplasmatico, de forma que também sdo sensibilizadas por estimulos apoptético, como o
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peroxido de hidrogénio (H202) (OAKES et al., 2003; PINTON; RIZZUTO, 2006). Em
contrapartida, a Bcl-2 atua reduzindo o célcio presente no limen do reticulo, reduzindo o
estimulo a morte celular. Assim, o comprometimento da homeostase do célcio favorece a
apoptose (FOYOUZI-YOUSSEFI et al., 2000; GREEN; KROEMER, 2004).

Considerando todos esses fatores, é possivel relacionar o estresse do reticulo
endoplasméatico com uma sequéncia de respostas inflamatdrias. A UPR estimula a ativacao de
NFkB, JNK, ERO, interleucina-6 e fator de necrose tumoral (TNF) como consequéncia do
desbalanco redox que acontece no limen reticular. A fosforilacdo da IRE1 desencadeia uma
cascata inflamatoria via JNK e NFkB, com ativagdo de macrofagos e produgdo de TNF e
interleucina-6 (URANO et al., 2000; WU et al., 2004; HU et al., 2006).

Estudos evidenciaram que a intoxicacdo com paracetamol induz o estresse do reticulo
endoplasmatico em modelo experimental com rato e camundongo. EL-BAKRY; EL-SHERIF;
ROSTOM (2017) demonstraram que a administracdo de paracetamol (2 g/Kg de massa
corporal) durante sete dias promoveu alteragdes bioguimicas e histopatoldgicas caracteristicas
da overdose de paracetamol em ratos, assim como observaram presenca de apoptose dependente
da caspase-3, marcador desencadeado pelas proteinas desenoveladas.

Outro estudo demonstrou que as trés vias da UPR foram ativadas apds a administracao
oral de paracetamol, evidenciando que a cascata de sinalizacdo PERK-elF2-CHOP esta
diretamente envolvida nos danos induzidos pelo paracetamol (UZI et al., 2013). Nesse estudo,
0S autores associaram que 0 estresse oxidativo é um dos responsaveis pela inducdo da UPR,
pois ambos mecanismos sdo mutuamente regulados, convergindo para uma resposta integrada
ao estresse. Dessa maneira, foi relatado que a CHOP inibiu vias protetoras de camundongos,
impulsionando o estresse oxidativo, logo sua inibicdo é uma alternativa para tratamento de

pacientes com dano hepético proveniente de overdose de paracetamol.

2. 3 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes no metabolismo do paracetamol

Além do metabolismo do farmaco e do estresse do reticulo endoplasmatico, o estresse
oxidativo é um fator importante na lesdo provocada pelo paracetamol (YAN et al., 2018).
Estresse oxidativo € uma condicdo relacionada com o desenvolvimento de diversas doencas,
sendo definido como um estado em que a formacdo de ERO excede a capacidade do sistema
antioxidante de neutralizar esses compostos no organismo (YOSHIKAWA; NAITO, 2002).

Neste contexto, 0 NAPQI, gerado através do citocromo P450, promove extravasamento de
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elétrons da cadeia transportadora, devido a interacdo com os complexos | e 11, favorecendo a
formacéo de radicais superoxido (DU; RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016).

A superoxido dismutase (SOD) € a enzima responséavel por iniciar a defesa contra 0s
radicais superdxido, promovendo sua dismutagdo em H20- e oxigénio. Os mamiferos possuem
trés isoformas dessa enzima: SOD-Cu/Zn citosolica (SOD1), SOD-Mn mitocondrial (SOD2) e
SOD-extracelular (SOD3). Subsequente a dismutacdo pela superdxido dismutase, 0 H.O» pode
ser metabolizado pela catalase e glutationa peroxidase (GPx). A enzima catalase esta localizada
nos peroxissomos celulares e, em menores proporgdes, no citosol. A acdo dessa enzima consiste
na decomposicdo do H.O>, com formacéo de dgua e oxigénio molecular (O2) e desempenha um
relevante papel quando a glutationa é insuficiente na resposta antioxidante ao estresse oxidativo
(VALKO et al., 2007; POWERS; JACKSON, 2008; RAHAL et al., 2014) (FIGURA 4).

Em reacOes que acontecem na mitocondria, a glutationa peroxidase é responsavel por
catalisar a transformacéo do H.O, em &gua. Para que essa reducao aconteca, 0 H20- é reduzido
através da conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), pela acéo da
glutationa peroxidase. Alem disso a reciclagem da GSSG é catalisada pela glutationa redutase
(GR), promovendo a conversdao da GSSG a GSH (ZITKA et al., 2012; CHEN et al., 2013;
ILKHANI; HOSSEINI; SAEDISOMEOLIA, 2016). Uma vez que na intoxicacdo com
paracetamol, o aumento de NAPQI esta relacionado com a deplecéo da glutationa, as enzimas
do sistema glutationa (GPx e GR) podem ser consideradas os principais mecanismos de defesas
(FIGURA 4).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das enzimas envolvidas na geragdo e inativagdo de
espécies reativas de oxigénio (adaptado de LI; HORKE; FORSTERMANN (2013)). O;": anion
superoxido; SOD: superdxido dismutase; H-O»: peroxido de hidrogénio; OH': radical hidroxila;
CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa
redutase; GSH: glutationa reduzida; PON: paraoxonase.
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Além dessas enzimas, as paraoxonases possuem um importante papel antioxidante,
sendo conhecidas as isoformas PON1, PON2 e PON3. As paraoxonases possuem propriedades
anti-inflamatorias e estdo envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo ao prevenir a
geracdo de O mitocondrial (AVIRAM; ROSENBLAT, 2004; LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2013) (FIGURA 4). KARADAS et al. (2014) observaram que a diminuicio
da atividade sérica da PON1 foi associada com o maior estresse oxidativo promovido pelo
paracetamol e sugeriram que esse parametro pode ser utilizado para avaliar a progressao da
toxicidade em pacientes.

O Nrf2 é um fator de transcricdo que regula a expressdo de enzimas antioxidantes,
atuando na defesa celular contra o estresse oxidativo, e tem carater critico para as funcGes
hepaticas. Dentre essas enzimas reguladas pelo Nrf2 destacam-se enzimas responsaveis pela
sintese e conjugacdo da glutationa, cuja acdo no metabolismo do paracetamol é de suma
importancia para a detoxificagdo do NAPQI. Um estudo demonstrou que camundongos
deficientes em Nrf2 sdo mais sensiveis a hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol, assim
pode-se considerar que o Nrf2 seja um importante marcador neste modelo (GOLDRING et al.,
2004; LIU et al., 2013; YANG et al., 2013).

2. 4 Tratamento da hepatotoxicidade via paracetamol

Atualmente a N-acetilcisteina é o medicamento utilizado contra a hepatotoxicidade via
paracetamol, porém seu efeito € mais relevante nas primeiras horas (8 a 10 h) ap6s a ingestéo
excessiva do farmaco. A N-acetilcisteina é descrita como um antioxidante, atuando como um
precursor da glutationa no aumento da concentracdo de glutationa reduzida e favorecendo a
formacdo de adutos com 0 NAPQI e consequente depuracao hepatocitica desse metabolito. A
N-acetilcisteina apresenta um elevado estado redox de tiol, sendo de grande importancia na
otimizacdo da capacidade antioxidante da célula (LEE; LARSON; STRAVITZ, 2011; CHEN
et al., 2013; KRENKEL; MOSSANEN; TACKE, 2014). O provimento de N-acetilcisteina no
figado também fornece substratos energéticos para o ciclo de Krebs, garantindo a manutencgédo
dos niveis hepaticos de ATP, com melhora da funcdo mitocondrial e acdo sobre a sulfatacéo,
favorecendo o metabolismo de fase Il (PRESCOTT, 1983; SAITO; ZWINGMANN;
JAESCHKE, 2010) (FIGURA 5).
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Figura 5 - Inativacdo do NAPQI via N-acetilcisteina (adaptado de KRENKEL; MOSSANEN;
TACKE (2014)). CYP2EL: citocromo P450 2E1; NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona imina;
GSH: glutationa reduzida.

Devido aos mecanismos envolvidos nas lesdes hepaticas desencadeados pelo
paracetamol, produtos naturais bem como compostos bioativos tém sido apontados como
possiveis agentes terapéuticos (JAESCHKE et al., 2011). Nesta perspectiva, YEN et al. (2008)
demonstraram que ratos Wistar responderam a intoxicagdo com paracetamol (835 mg/Kg de
massa corporal) apresentando aumento das aminotransferases sericas e da peroxidacéo lipidica
hepatica; em relacdo as enzimas antioxidantes houve diminuicdo da atividade enzimatica da
GPx, catalase e superoxido dismutase. Os ratos também apresentaram alteracfes
histopatoldgicas no figado com presenca de necrose, deposicdo lipidica, degeneracdo e
infiltracdo de linfécitos, demonstrando o quanto doses elevadas de paracetamol causam danos
ao figado e desequilibrio redox. Neste trabalho, o pré-tratamento com extrato etandlico ou com
nanoparticulas da semente de Cuscuta chinensis tiveram efeito antioxidante e hepatoprotetor,
revertendo as alteracBes provocadas pela intoxicacdo com paracetamol. Os autores ainda
pontuaram que nanoparticulas contendo menor dose de Cuscuta chinensis apresentaram
resultados mais satisfatorios do que o extrato etandlico, possivelmente pela melhor absorcéo e
solubilidade dos compostos.

Considerando também o papel do estresse oxidativo na evolucdo da intoxicagdo com
paracetamol, o extrato hidroalcoolico da carqueja promoveu melhora no sistema de defesa
antioxidante. Essa conclusdo foi obtida a partir da observacdo da restauracdo das atividades
enzimaticas da catalase e superdxido dismutase, bem como da expressao génica de subunidades
da NADPH oxidase e da enzima Oxido nitrico sintase. Além de reestabelecer o balanco entre
ERO e oOxido nitrico, cujas respostas foram alteradas pela administragdo de paracetamol, o

sistema glutationa foi restaurado no grupo que recebeu o extrato hidroalcodlico de carqueja
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(PADUA et al., 2013; PADUA et al., 2014). Anteriormente foi demonstrado que em modelo in
vitro e in vivo houve reducédo da producdo de ERO nos neutrofilos mediante tratamento com a
carqueja e quercetina (PADUA et al., 2010).

A administracdo prévia de resveratrol por trés dias promoveu melhorias morfoldgicas,
histopatoldgicas e bioquimicas nos camundongos intoxicados com 400 mg de paracetamol/Kg
de massa corporal. Diferentes doses de resveratrol foram testadas sendo observada menores
atividades de CYP1A2, CYP2E1, e CYP3A11, com posterior inibi¢cdo da formacdo de NAPQI
e da JNK. Tais resultados apontam que o resveratrol auxilia na regeneracdo hepética apos a
intoxicacdo mediada pelo paracetamol (WANG et al., 2015).

SABIR et al. (2017) administraram uma dose de 640 mg de paracetamol/Kg de massa
corporal em camundongos e apos 24 h observaram que os animais apresentaram as atividades
das transaminases séricas aumentadas, assim como maior peroxidagéo lipidica no figado. Por
outro lado, houve reducéo da atividade da enzima catalase, da concentracdo de glutationa e de
acido ascorbico apo6s a intoxicagdo com paracetamol. Os camundongos que receberam
administracdo do extrato aquoso de Zanthoxylum alatum, fruto tipico do Paquistdo, durante
quatro dias antes da intoxicacdo com paracetamol apresentaram melhoria de todos os
parametros avaliados. Assim, os autores salientaram o uso desse fruto como um alimento
funcional responsavel pelo efeito hepatoprotetor neste modelo experimental.

A administracdo de licopeno em camundongos promoveu efeito antioxidante, com
diminuicao das areas necréticas e do dano oxidativo via carbonilacdo proteica. A avaliacdo da
atividade in vitro demonstrou que esse composto também inibiu a producéo de ERO em cultura
de células. O pre-tratamento com licopeno por 14 dias foi eficaz em reduzir a concentracdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, aumentar a atividade da catalase e as concentracdes
de glutationa reduzida e total, sugerindo melhoria do desequilibrio redox. Juntamente a esses
resultados, 0s autores encontraram menor atividade de metaloproteinase e expressao génica da
interleucina 1p quando os camundongos foram pré-tratados com o licopeno (BANDEIRA et
al., 2017b; BANDEIRA et al., 2017a).

Visto os resultados com paracetamol, é notavel que a administracdo desse farmaco
promove um desbalanco no sistema antioxidante e a utilizacdo de diversas espécies vegetais
foram capazes de reverter os danos hepaticos, independentemente de serem administrados

como extratos, compostos isolados ou formulagdes mais complexas.
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2. 5 Acai e suas propriedades funcionais

O acai é o fruto da palmeira Euterpe oleracea Martius nativo da América do Sul e
pertencente a familia das Arecaceae. Essa palmeira é encontrada principalmente na regido do
estuario do rio Amazonas e o estado do Para é seu principal centro de dispersdo no Brasil. O
nome acai tem origem tupi (ya-cai) e significa “fruto que chora” (OLIVEIRA; CARVALHO;
NASCIMENTO, 2000; NOGUEIRA; FIGUEREDO; MULLER, 2006).

O acaizeiro é caracteristico por ser uma palmeira com altura entre 15 e 30 m, com
producéo de trés a quatro cachos. Nestes cachos estdo dispostos centenas de frutos tipo drupa,
globosos, com peso médio de 1,5 g e didmetro entre 1 e 2 cm, em que o periodo de safra ocorre
entre 0os meses de julho e dezembro. Quando imaturos os frutos apresentam coloracdo verde-
brilhante e apds a completa maturacédo séo identificados pela cor do purpura ao quase preto
(OLIVEIRA et al., 2002; DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004). Embora a
palmeira seja amplamente aproveitada, seja como planta ornamental, confeccdo de artesanato,
extracdo de madeira, producdo de celulose e racdo animal, sua importancia econdmica, cultural
e social € majoritariamente voltada para a extracdo do palmito e dos frutos. Na regido norte do
pais, 0 acai é considerado o alimento basico para as populacGes ribeirinhas das areas de
exploracdo extrativista e foi na forma de suco e polpa que foi difundido para todo o territério
nacional e em outros paises devido ao seu valor nutritivo e energético (NOGUEIRA;
FIGUEREDO; MULLER, 2006; TONON; BRABET; HUBINGER, 2010) (FIGURA 6).

O processamento do acai consiste em extracdo mecanica ou manual, cujo produto
resultante é classificado de acordo com a quantidade de &gua utilizada na maceracdo e,
consequentemente, o teor de sélidos totais, podendo ser fino (8 a 11 %), médio (11 a 14 %) e
grosso (superior a 14 %). A comercializacéo é realizada de diversas maneiras, desde in natura
nas regides de producdo, até nas formas congelada e pasteurizada, liofilizada, na fabricacao de
bebidas energéticas, producdo de sorvetes, geleias e outros produtos derivados (BRASIL;
ABASTECIMENTO, 2000; BRONDIZIO; SAFAR; SIQUEIRA, 2002).

A expansdo do comércio do acai estimulou o desenvolvimento de pesquisas quanto a
composicdo do fruto e seu potencial antioxidante. SCHAUSS et al. (2006b) analisaram a
composicao da polpa de acai e observaram que o teor calérico foi de 533,9 Kcal/100 g, sendo
constituido por 8,1 % de proteinas, 32,5 % de lipidios, 52,2 % de carboidratos, desse percentual
de carboidrato 44,2 % foram equivalentes as fibras presentes no acai e 1,3% de agucares. Em
relacdo aos acidos graxos h& predominio dos insaturados, constituindo-se por 26,1 % de

saturados, 60,6 % de monoinsaturados e 13,3 % de acidos graxos poli-insaturados, destacando-
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se respectivamente, o acido palmitico, acido oleico e acido linoleico. Dentre as anélises

realizadas, foi encontrado que o acai é rico em célcio e ferro, apresentando pequenas
quantidades das vitaminas A e C.

Figura 6 — Imagens da palmeira, cacho com os frutos imaturos, cacho com os frutos maduros
e acai pos-colheita.

Em relacdo aos compostos presentes no acai, destacam-se alguns com conhecida fungéo
antioxidante. As antocianinas sdo compostos bioativos pertencentes ao grupo dos flavonoides,
cuja pigmentacdo natural varia entre o vermelho e violeta. Estudos relataram que essa classe de
flavonoides atua sob a prevencdo de danos ao DNA, inibicdo enzimatica, resposta anti-
inflamatoria e inibicdo da peroxidacdo lipidica (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
MURADOR et al., 2018).

AvaliagGes sobre a capacidade antioxidante do agai também foram realizadas. Foi
observado que o agai liofilizado possui uma elevada capacidade de eliminar radical peroxila e
superdxido em testes in vitro, com efeitos discretos sob peroxinitrito, radical hidroxila e éxido
nitrico induzido por lipopolissacarideos. Houve ainda efeito inibidor sobre as ciclo-oxigenases
1 e 2. Desse modo os autores sugeriram que 0 agai pode desempenhar um papel antioxidante,
promovendo atividade anti-inflamatoria (SCHAUSS et al., 2006a).



18

Sabe-se ainda que dentre os flavonoides, o acai possui as antocianinas cianidina-3-
glicosideo, cianidina-3-rutenosideo, cianidina-3-sambubiosideo, cianidina-3-arabinosideo,
cianidina-3-arabinosil-arabinosideo e peonidina-3-rutinosideo. A capacidade antioxidante ndo
pode ser atribuida exclusivamente a um componente, mas a composi¢do do fruto como um todo,
contribuindo para uma atuacdo sinérgica ou antagdnica entre os componentes (BOBBIO;
DRUZIAN; ABRAO, 2000; DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004; SCHAUSS
et al., 2006a; GOUVEA et al., 2012; MULABAGAL; KELLER; CALDERON, 2012; PAZ et
al., 2015).

Visto suas caracteristicas antioxidantes, nos altimos anos o acai foi amplamente
utilizado como objeto de estudo em diversos modelos experimentais, a fim de avaliar os efeitos
terapéuticos do fruto. Os primeiros relatos de seu uso medicinal datam de 1984 e estdo
relacionados com a agéo antidiarreica do 6leo do acai (PLOTKIN; BALICK, 1984). Pesquisas
recentes tém demonstrado que o acai promove beneficios em experimentos realizados em
modelos de obesidade, hipertensdo, aterosclerose (XIE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015;
SILVA et al., 2018).

Entre os trabalhos previamente realizados pelo nosso grupo de pesquisa, DE SOUZA et
al. (2010) encontraram melhoria de biomarcadores de estresse oxidativo, enzimas antioxidantes
e reducdo de lipidios séricos em ratas alimentadas com uma dieta hipercolesterolémica
suplementada com 2 % de polpa de acai. A suplementacdo com acai promoveu reducao da
concentracdo de proteinas carboniladas e aumento da concentracdo dos grupos de sulfidrilas
livres, totais e ligados a proteinas. Ainda foi encontrado efeito do acai sobre as atividades
enzimaticas da SOD e paraoxonase. Além do efeito da suplementacdo com acai no metabolismo
redox, foi observado que o colesterol total, o colesterol ndo-HDL e o indice aterogénico
apresentaram reducdo em relacdo ao grupo hipercolesterolémico sem suplementacdo. Mais
adiante, DE SOUZA et al. (2012) exploraram esse modelo encontrando aumento da excregédo
fecal de colesterol acompanhada da maior expressdo génica dos transportadores ABCGS5,
ABCGS8 e do receptor de LDL. Diante desses resultados os autores confirmaram o efeito
hipocolesterolémico do acai e sugeriram possiveis mecanismos para esta acao.

O efeito do acai também foi descrito em modelo experimental de diabetes. GUERRA et
al. (2011) observaram que a suplementacdo com 2 % de polpa de acai promoveu maior
capacidade antioxidante e reducdo da peroxidagdo lipidica em ratos diabéticos induzidos pela
estreptozotocina. Apos 30 dias, 0s animais diabéticos suplementados com polpa de acai
apresentaram conteudo de glutationa total aumentado e menor concentracdo de substancias

reativas ao acido tiobarbitdrico. Nos ratos sem diabetes, a suplementacdo com acai ainda
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promoveu maior expressdo das enzimas antioxidantes gama glutamilcisteina sintetase (YGCS)
e GPx, com diminui¢do da producéo de ERO por neutréfilos.

BONOMO et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante da polpa de acai em modelo
experimental de Caenorhabditis elegans. Os autores demonstraram que o acai foi capaz de
reduzir o estresse oxidativo por favorecer a translocacdo nuclear do fator de transcri¢do da
FOXO, que € requerido para ativacdo da transcri¢do da catalase, superoxido dismutase, dentre
outros.

De encontro com esses resultados, as propriedades antioxidantes do acai despertaram
interesse para os efeitos desse fruto em outros modelos experimentais. GUERRA et al. (2015)
observaram que a administracdo de 3g/Kg de peso corporal de extrato aquoso de acai em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica propiciou efeitos protetores no soro, figado
e tecido adiposo, evitando alteracGes deletérias provocadas pela doenca hepética gordurosa ndo
alcodlica (NAFLD, do inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease). O tratamento com o extrato
mostrou-se eficiente em reestabelecer a concentracdo sérica e a expressao génica da
adiponectina em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, ressaltando que esse resultado seja
responsavel pela melhoria da sensibilidade insulinica e modulacdo das vias relacionadas com o
metabolismo lipidico no figado.

PEREIRA et al. (2016) investigaram a acdo do acai sobre a paraoxonase no modelo de
NAFLD em ratos. O acai contribuiu para o aumento da expressao génica e da atividade da
paraoxonase 1 no grupo alimentado com dieta rica em lipidios, concomitantemente, foi
observado aumento da expressdo de apolipoproteina A-l e reducdo da expressdo génica do
receptor scavenger classe B juntamente com reducdo do conteudo lipidico e do grau de
esteatose no figado desses animais. Ademais, o tratamento com acai ainda promoveu menor
oxidacdo da LDL, possivelmente pela acéo antioxidante da paraoxonase, melhorando a resposta
ao estresse oxidativo desencadeada pela NAFLD.

Mais recentemente, CARVALHO et al. (2018) observaram que os efeitos protetores do
acai se estendem a outros modelos de inducdo da NAFLD. Enquanto DE SOUZA et al. (2012),
GUERRA et al. (2015) e PEREIRA et al. (2016) estudaram os potenciais efeitos do acai em
dietas ricas em lipidios, neste trabalho os ratos foram alimentados com dieta contendo 60 % de
frutose. A suplementacdo com 2 % de acai liofilizado promoveu reducdo do grau de esteatose
hepatica e do numero de células inflamatdrias, com reestabelecimento da atividade sérica de
alanina aminotransferase. Os autores encontraram aumento da atividade da catalase e da relacdo
glutationa reduzida/glutationa oxidada, indicando que o agai liofilizado atenuou o estresse

oxidativo nesse modelo de indugéo da NAFLD.
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Embora os trabalhos com humanos sejam limitados, os estudos publicados demonstram
a atuacdo protetiva do acai, extrapolando os modelos experimentais. Atraves de um estudo
piloto, UDANI et al. (2011) acompanharam um grupo de 10 individuos com sobrepeso, que
consumiram 200 g de polpa de acai por 30 dias. Ao final desse periodo, os participantes
obtiveram reducdo das concentracfes de glicose, insulina e colesterol total, indicando que
houve beneficios do consumo do acai sobre a homeostase glicémica e marcadores de risco
metabolico. Outro estudo utilizando delineamento semelhante ao estudo de UDANI et al.
(2011) (tempo e dose) foi realizado com mulheres jovens de 18 a 35 anos, sendo observado a
melhora do status antioxidante sérico devido a reducgdo da producgdo de ERO e da concentracdo
de proteinas carboniladas. BARBOSA et al. (2016) encontraram também aumento da
capacidade antioxidante total em células polimorfonucleares, da atividade enzimatica da
catalase e da concentragéo de sulfidrilas. O aumento da concentragéo de apolipoproteina A-I,
da atividade da paraoxonase e da capacidade antioxidante total no soro, com diminui¢édo da
concentragdo sérica de ERO e da LDL oxidada (PALA et al., 2018) reforcam que os resultados
obtidos em estudos com humanos corroboram os achados em modelos experimentais. Desse
modo, o conjunto dos resultados encontrados apontam que o consumo de acai atua em diversas
vias metabdlicas de modo favoravel na manutencéo da saude ou no retardo da progressdo das

doencas induzidas por vias farmacoldgica ou alimentares.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as caracteristicas fitoquimicas do acai e os efeitos observados em
estudos in vivo em que foram ressaltados os beneficios do fruto no figado, com destaque para
o reestabelecimento da capacidade antioxidante e anti-inflamatdria, a hipotese deste estudo é
que o pré-tratamento com a polpa de acai possa atenuar os efeitos deletérios da overdose de
paracetamol no metabolismo pelo citocromo P450, por meio da atenuagéo do estresse oxidativo,
do estresse do reticulo e restauracdo do sistema glutationa em ratas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do pré-tratamento com polpa de acai filtrada sobre fatores envolvidos

nos danos hepéticos desencadeados pelo paracetamol em ratas Fischer.

4. 2 Objetivos especificos

| — Caracterizar a polpa de acai filtrada em relacdo a composicdo centesimal, a capacidade

antioxidante e a composicao fitoquimica.

Il — Investigar os efeitos do pré-tratamento com polpa de acai filtrada na intoxicagdo com

paracetamol sobre:

Os danos hepaticos pela andlise histoldgica e marcadores bioquimicos séricos;
O perfil de marcadores de danos oxidativos e defesas antioxidantes;

O comportamento do sistema glutationa;

A expresséo de genes do citocromo P450;

O perfil da expressao de genes de resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico.
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5 MATERIAIS E METODOS

5. 1 Aquisicao e preparo da polpa de acai

Os ensaios foram realizados com a polpa de acai médio pasteurizada da marca Icefruit
Comércio de Alimentos LTDA® (Séo Paulo - BR). Foi utilizada a polpa de acai com as
seguintes designacdes: lote L09/16, fabricagdo 18/11/2016, validade 18/11/2018 e, de acordo
com o fabricante, ndo ha adicdo de conservantes no produto.

A polpa de acai foi adquirida no comércio de Ouro Preto-MG e armazenada em freezer
a -20 °C até a utilizacdo. Para preparo da amostra, a polpa de acai foi descongelada e filtrada
em papel filtro. A polpa filtrada foi utilizada para administracdo aos animais e para
caracterizacao centesimal, fitoquimica e antioxidante.

A utilizacdo da polpa de agai médio foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob cadastro n® AF455D1.

5. 2 Caracterizacao in vitro do acai filtrado

5. 2. 1 Composic¢ao centesimal

A analise da composicdo centesimal da polpa de acai filtrada foi realizada no
Laboratorio de Bromatologia da Escola de Nutricdo - Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP) e realizadas de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). A
determinacdo da umidade foi realizada pelo método de secagem em estufa a 105 °C, até
obtencdo de peso constante. Os lipidios foram extraidos pelo método de Bligh-Dyer devido ao
grande conteudo de &gua na amostra, utilizando cloroférmio e metanol como solventes. As
cinzas foram determinadas ap0Os incineracdo do material em mufla a 550-660 °C. A
determinacdo de proteinas foi baseada no método de Kjeldahl, em que a quantidade de proteina
foi calculada pelo produto da quantidade de nitrogénio total, considerando 6,25 como fator de
conversao.

A metodologia utilizada para a determinacao de fibra alimentar total foi realizada de
acordo com a AOAC (1996) e consiste na precipitacdo da fibra alimentar a partir da utilizagao
de a-amilase, protease e amiloglucosidase com digestdo de proteinas e amido. Os carboidratos

foram determinados pela diferenca em relacdo aos demais componentes quantificados. As
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andlises de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e fibras alimentar total foram realizadas em

triplicata.

5. 2. 2 Capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante da polpa filtrada foi realizada utilizando
2,2-difenil-1picril-hidrazil (DPPH), o método tem como principio a transferéncia de elétrons
de um composto antioxidante para o radical DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995). Em tubos de ensaio foram adicionados 3,9 mL de solu¢do de DPPH 60 umol/L
dissolvidos em metanol 80 % e 0,1 mL da polpa de acai, ap6s homogeneizacdo as misturas
permaneceram em repouso durante 30 min na auséncia de luz. O preparo do controle foi
realizado seguindo os mesmos procedimentos com a dgua destilada em substitui¢cdo da amostra.
Foi feita a leitura das absorbancias a 515 nm em espectrofotometro (Biospectro® - BR) e
metanol 80 % foi utilizado como branco. Uma curva padrdo foi construida utilizando o 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich® - EUA) como
antioxidante de referéncia em solugdes com concentra¢des variando entre 100 a 800 umol/L. A
capacidade antioxidante de equivalentes de Trolox (TEAC) foi expressa em umol/L de TEAC/g

de acai. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

5. 2. 3 Conteuido de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais da polpa filtrada foi determinado por método colorimétrico
que é baseado na reacdo do cloreto de aluminio com os flavonoides, formando complexos
estaveis (HOSSAIN; RAHMAN, 2011). Em tubo falcon foram misturados 0,5 mL de polpa de
acai, 0,1 mL de cloreto de aluminio 10 %, 0,1 mL de acetato de potassio 1 mol/L e 4,3 mL de
agua destilada. O preparo do branco foi realizado seguindo 0os mesmos procedimentos com a
agua destilada em substituicdo da amostra. Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi incubada
durante 30 min a temperatura ambiente e a absorbancia foi determinada a 415 nm em
espectrofotémetro (Biospectro® - BR). Uma curva padréo foi construida utilizando a quercetina
como flavonoide de referéncia, em solugao com concentragdes entre 0 e 100 pg/mL. O contetido
de flavonoides totais foi expresso como equivalente de quercetina/100 g de polpa de agai. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.
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5. 2. 4 Contetdo de polifenois totais

O conteldo de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu descrito
por GEORGE et al. (2005). O método tem como base a reducéo do reagente de Folin-Ciocalteu,
que € uma mistura dos &cidos fosfotungstico (HsPW12040) e fosfomolibdico (HsPMo012040), €
oxidacdo dos compostos fendlicos produzindo entdo os 6xidos tugstico (WsO23) e molibdenio
(Mo023) de coloragdo azul que absorvem luz a 760 nm. Inicialmente 0,1 mL de polpa de acai
foram diluidos em 9,9 mL de agua destilada. Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich® - EUA) diluido em &gua destilada (1:10) e
0,5 mL da amostra, a mistura foi incubada durante 2 min em temperatura ambiente. Em seguida
foram adicionados 2 mL de solucdo de carbonato de sodio 7,5 % e apds a homogeneizacéo, a
mistura foi incubada a 50 °C durante 15 min, seguida de banho de gelo. O preparo do branco
foi realizado seguindo os mesmos procedimentos com a agua destilada em substituicdo da
amostra. As absorbancias foram determinadas a 760 nm em espectrofotdmetro (Biospectro® -
BR). Uma curva padréo foi construida utilizando o &cido galico como polifenol de referéncia,
em solucdo com concentracOes entre 5 e 50 mg/L. O conteudo foi expresso em mg de
equivalentes de &cido galico (GAE) por 100 g de polpa de acai. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

5. 2. 5 Quantificacdo das antocianinas monoméricas totais

As antocianinas totais foram determinadas pela metodologia proposta por GIUSTI;
WROLSTAD (2001) através do pH diferencial. Este método possibilita a quantificacdo das
antocianinas monomeéricas totais devido ao diferente comportamento espectral das antocianinas
monoméricas em relacdo as poliméricas em condicGes distintas de pH. A andlise consiste na
acdo de dois tampdes com pH de 1,0 e 4,5 sobre a amostra, as absorbancias dessas solug¢bes sao
lidas em dois comprimentos de onda (700 nm e no comprimento de onda referente a antocianina
presente em maior quantidade na amostra). De acordo com os comprimentos de onda utilizados,
é possivel eliminar a interferéncia de compostos de degradagdo no ensaio.

A polpa de acai foi diluida em agua destilada na propor¢do de 1:3. Em seguida, 500 pL
da amostra diluida foram adicionados em dois baldes volumétricos de 10 mL, sendo um deles
ajustado com o tampao cloreto de potassio 0,025 mol/L (pH 1,0) e o outro com tampao acetato
de sédio 0,4 mol/L (pH 4,5). As solugdes foram homogeneizadas e permaneceram sob

incubacdo na auséncia de luz e temperatura ambiente durante 30 min. As leituras foram
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realizadas nos comprimentos de onda de 510 e 700 nm em espectrofotdmetro (Biospectro® -
BR), sendo a &gua destilada utilizada como branco. Todas as anélises foram realizadas em
triplicata. A quantificagdo das antocianinas monoméricas totais foi expressa em mg de
equivalentes de cianidina-3-rutinosideo por 100 g de polpa de acai, sendo calculado através da

equacéo:

Asio- A — (Asi0- A x PM x FD
Antocianinas totais =( 510 - Azolpiito = ( :}? 1 700)pit3 x 100

Em que:

As10 € Ao pH 1,0 = absorbancias lidas da solugcdo em pH 1,0 nos comprimentos de onda 510 e
700 nm, respectivamente

As10 € Azoo pH 45 = absorbancias lidas da solugdo em pH 4,5 nos comprimentos de onda 510 e
700 nm, respectivamente

PM = peso molecular da cianidina-3-rutinosideo (630,98 g/mol)

FD = fator de diluicdo da amostra

¢ = coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-rutinosideo em solucéo tampao pH 1,0 a 510
nm (7.000 L.molt.cm™)

O valor resultante foi multiplicado por 100, expressando a quantidade antocianinas

totais em mg presente em 100 g de amostra.

5. 2. 6 Identificacdo de antocianinas na polpa de acai por UPLC-DAD-ESI-MS

Para preparo da amostra, a polpa de acai filtrada foi seca a 40 °C em estufa com
temperatura controlada, posteriormente 5 mg da polpa seca foi ressuspendida em 1 mL de
metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich® - EUA) e filtrada em filtro difluoreto de polivinilideno
0,2 um (Chromafil® - GER). O perfil cromatografico da polpa de acai foi obtido através de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos (deteccao
UV 220 a 400 nm) e de espectrdmetro de massas com ionizacao por electrospray (UPLC-DAD-
ESI-MS). Utilizou-se o equipamento UPLC ACQUITY (Waters Corporation® - EUA), coluna
CSH130 C18 (1,7 um; 50 x 3 mm) em forno a 40 °C com fluxo de fase mével de 0,3 mL/min
¢ 4 uL de amostra foram injetados. Foi empregado um gradiente de agua 0,1 % &cido formico

— acetonitrila (ACN) 0,1 % é&cido férmico, com um periodo de eluicdo gradiente linear (5 —
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95 % de ACN, em 10 min), mantendo-se, a seguir, eluicdo isocratica (95 % de ACN, durante
1 min). Para retornar a condi¢&o inicial (95 % de &gua) foram necessarios 2 min, totalizando
13 min de corrida (TABELA 1). Os espectros de massas foram obtidos nos modos positivo e
negativo de ionizacdo, com voltagem do capilar de 3,5 kV. As analises foram realizadas no
Laboratério de Fitoquimica da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo empregado nas analises da polpa de acai por UPLC-DAD-ESI-
MS

Tempo (minuto) H20 (0,1 % acido formico) ACN (0,1 % é&cido férmico)

0 95 5

10 5 95

11 5 95

13 95 5
5. 3 Animais

Foram utilizadas 40 ratas albinas fémeas (Rattus novergicus), da linhagem Fischer, com
peso médio de 170 g e aproximadamente 10 semanas de idade, provenientes do Laboratério de
Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo - UFOP. As ratas foram alojadas individualmente
em gaiolas metélicas, mantidas em ambiente arejado, com controle de temperatura, umidade,
ventilacdo e receberam agua e racdo comercial Nuvilab® ad libitum. Os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFOP, sob protocolo n° 2017/17
(ANEXO).

5. 4 Delineamento experimental

As ratas foram distribuidas em cinco grupos experimentais: Controle (C), Acai (A),
Paracetamol (P), Paracetamol + Acai (PA) e Paracetamol + Acetilcisteina (PNac), e todos os
animais receberam seus respectivos pré-tratamentos via gavagem. Durante 7 dias 0s grupos C
e P receberam &gua filtrada, os grupos A e PA receberam 3 g de acai/Kg de massa corporal
(GUERRA et al., 2015), e o grupo PNac recebeu 140 mg de acetilcisteina/Kg de massa corporal
(KUCUKARDALI et al., 2002) (EMS® - BR). No sétimo dia de experimento, os animais foram
submetidos a jejum 3 h antes da administragdo da &gua filtrada (grupos C e A) ou do
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paracetamol (grupos P, PA e PNac). A dose de paracetamol administrada para as ratas foi
correspondente a 835 mg/Kg de massa corporal (YEN et al., 2008) (Janssen-Cilag® - BEL). A
fim de garantir o esvaziamento gastrico e melhor absor¢do, os animais permaneceram em
restricdo alimentar 1 h antes e 1 h ap6s a gavagem de acordo com o grupo experimental. Para
melhor adequacdo das doses de acai e de acetilcisteina, as ratas foram pesadas a cada dois dias
(FIGURA 7).

Apbs a administracdo do paracetamol os animais ficaram em jejum durante 12 h,
posteriormente foram anestesiados com isoflurano e o sangue foi coletado por meio de inciséo
dos vasos sanguineos adjacentes ao plexo braquial até sangria total, armazenados em tubos de
polipropileno sem anticoagulante e centrifugado a 10.000 rpm por 10 min para obten¢do do
soro. O figado foi coletado, pesado, lavado em solucdo salina 0,9 % e foram retirados
fragmentos para andlise histoldgica (formol 10 %), expressao génica (nitrogénio liquido) e o

material restante foi armazenado em freezer a -80 °C juntamente com 0 soro.

Grupos:
C: Controle
A: Acai (3g/Kg)
Ratas Fischer P: Paracetamol (835 mg/Kg)
(n=40) PA: Paracetamol (835 mg/Kg) + agai (3 g’Kg)
PNac: Paracetamol (835 mg/Kg) + acetilcisteina (140 mg/Kg)
Dial Dia 7 Dia 8

I Divisdo dos grupos e inicio do experimento

Administrag3o oral diria de dgua (grupos C e P), filtrado de agai (A e PA) e acetilcisteina (PNac)
Restrigdo alimentar 1 hora antes e 1 hora ap6s o procedimento

I Administrag3o oral de dgua (grupos C e A) e de paracetamol (grupos P, PA e PNac)
Restrigdo alimentar 3 horas antes

D Jejum de 12 horas anterior 2 eutanasia

I Eutanasia, coleta de sangue e do figado

Figura 7 - Representacdo esquematica do delineamento experimental. Ratas fémeas, da
linhagem Fischer foram distribuidas em 5 grupos experimentais.
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5. 5 Dosagens bioquimicas séricas

As dosagens bioquimicas foram realizadas utilizando kits comerciais (Labtest
Diagndstica S.A® - BR), sendo determinadas as concentrac@es de proteinas totais (referéncia:
99, lote: 7004), albumina (referéncia: 19, lote: 7007), atividade de alanina aminotransferase
(ALT) (referéncia: 53, lote: 5002) e aspartato aminotransferase (AST) (referéncia: 52, lote:
5003) de acordo com as instrucbes do fabricante. A concentracdo de globulinas séricas foi
calculada pela diferenca entre a concentracdo das proteinas totais e da albumina. A relacao
AST/ALT foi obtida pela diviséo das atividades da AST pela ALT.

5. 6 Analises histologicas do figado

O processamento do figado foi realizado no Laboratério de Morfopatologia e a captura
das fotomicrografias no Laboratoério Multiusuarios de Microscopia de Campo
Claro/Fotodocumentacao e Morfometria, ambos da UFOP. Fragmentos de figado foram fixados
em formol 10 %, esses fragmentos foram cortados transversalmente, processados em serie
crescentes de alcoois e, posteriormente, incluidos em parafina. Seccdes parafinadas foram
cortadas em microtomo semiautomatico com espessura aproximada de 4 um. As seccdes de
tecido foram fixadas em laminas de vidro previamente limpas e desengorduradas, em seguida
essas laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. Foram fotografadas 40 imagens de
cada lamina, em microscopio Leica DM5000B (Leica Application Suite® - GER), acoplado a
camera digital MC170HD (Leica Application Suite® - GER), e fotografadas com aumento de
440 X.

As andlises semiquantitativas da esteatose microvesicular e degeneracdo hidrépica
foram realizadas a partir da contagem dos quadrantes em que houve presenca desses tipos de
lesbes. A classificacdo para esses parametros foi realizada de acordo com a escala de BRUNT
et al. (1999), onde a auséncia de danos corresponde ao grau 0; até 33 % de danos: grau 1, de 34
a 66 %: grau 2 e acima de 66 % de prevaléncia de danos: grau 3. A anélise quantitativa de
necrose foi realizada a partir da area da lesdo/um? pelo software ImageJ® (Maryland - EUA).
A quantificacdo das células inflamatérias foi realizada a partir da contagem automatica dos
nucleos celulares totais presentes em cada imagem, sendo determinada as diferencas nos
processos inflamatérios em relacdo ao nimero total de células na mesma area do figado
utilizando o software Leica Qwin v3.5.1 (Leica Application Suite® - GER). As células

inflamatérias foram determinadas como a quantidade de células/campo microscopico.
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5. 7 Marcadores do estresse oxidativo hepatico

5. 7. 1 Peroxidacao lipidica

A peroxidacéo lipidica foi avaliada pela concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) pelo método descrito por BUEGE; AUST (1978) e se baseia na
capacidade do &cido tiobarbitdrico em se ligar aos lipidios oxidados. Inicialmente, 100 mg de
figado foram homogeneizados em 1 mL de tampao Tris-HCI 20 mmol/L (pH 7,4) e centrifugado
durante 10 min a 10.000 g e 4 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra. Para
dosagem foram adicionados em tubo de polipropileno 250 pLL de amostra, 125 pL de acido
tricloroacético 28 % diluido em HCI 0,25 mol/L, 125 uL de acido tiobarbiturico 1 % em acido
acético e 62,5 uL de butil-hidroxi-tolueno 5 mmol/L diluido em etanol. Apds homogeneizagéo,
a mistura foi incubada durante 15 min a 95 °C e em seguida submetida a 5 min de banho de
gelo. Desse homogenato foram coletados 200 uL. e misturado com 200 pL de butanol, apds
homogeneizacdo, o contetdo foi centrifugado por 10 min a 10.000 g e 4 °C e o sobrenadante
foi utilizado para leitura das absorbancias a 535 nm (BioTek® — EUA). O preparo do branco
foi realizado seguindo os mesmos procedimentos com a agua destilada em substituicdo da
amostra. A curva padrdo foi construida utilizando de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (0,391 a 500
umol/L). A concentragdo de TBARS foi expressa em nmol de 1,1,3,3-tetrametoxipropano/mg
de proteinas, sendo a concentracao de proteinas totais determinada de acordo com o método de
LOWRY et al. (1951).

5. 7. 2 Carbonilacao proteica

Duas metodologias foram utilizadas para a avaliacdo da carbonilacdo proteica: a
quantificacdo espectrofotométrica e o imunoensaio de Oxyblot, ambas utilizando o método de
LEVINE (1994). A quantificacdo de proteinas carboniladas tem como principio a reacdo de
grupos carbonilados com 24-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), gerando a hidrazona
correspondente, que pode ser analisada por espectrofotometria a 370 nm. Inicialmente, 100 mg
de figado foi homogeneizado em 1 mL de tampdo fosfato 50 mmol/L contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mmol/L (pH 6,7) e centrifugado durante 10 min a 10.000 g
e 4 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra. Para a dosagem, foram preparados
dois tubos para cada amostra, sendo um tubo controle (C) e um tubo amostra (A). Em ambos

os tubos foram colocados 150 pL de amostra e 150 pL de 4cido tricloroacético 20 %, com
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posterior centrifugacdo a 2.000 g e 4 °C durante 2 min. Em seguida o sobrenadante de ambos
os tubos foi descartado e, nos tubos C foram adicionados 500 uL. de HC1 2 mol/L e nos tubos
A, 500 uL de DNPH 10 mmol/L (Sigma-Aldrich® - EUA); ap6s homogeneizacdo, a mistura
foi incubada durante 15 min, protegida de luz. Foram adicionados 500 plL de acido
tricloroacético 20 % em todos os tubos e em seguida as reagdes foram homogeneizadas e
centrifugadas a 2.000 g e 4 °C durante 2 min. O sobrenadante foi descartado e os precipitados
foram submetidos a duas lavagens com 1 mL da mistura de acetato de etila: etanol (1:1) e
centrifugacgéo por 10 min, 4 °C a 5.000 g, sempre descartando o sobrenadante. Por fim, o pellet
restante foi dissolvido em 500 pL de solugdo de guanidina 6 mol/L (Sigma-Aldrich® - EUA) e
apos centrifugacdo (10 min, 4 °C a 5.000 g) o sobrenadante foi utilizado para leitura das
absorbéancias a 370 nm (BioTek® — EUA) e a solucdo de guanidina foi utilizada como branco.
A concentragdo de proteina carbonilada foi determinada segundo a lei de Lambert Beer,

utilizando o coeficiente de extin¢do molar da hidrazona.

A abs 1.000.000
exb  volume da amostra (mL)

Concentragao proteinas carboniladas =

Em que:
A abs = diferenga entre a absorbancia do tubo A pela absorbancia do tubo C
& = coeficiente de extingdo molar da hidrazona (22.000 L.mol*.cm™)

b = caminho optico (1 cm)

O valor resultante foi corrigido pela concentracdo de proteinas totais do sobrenadante
expresso em mg/mL (LOWRY et al., 1951), dessa forma as concentracGes de proteinas

carboniladas foram expressas em nmol/mg de proteina.

Complementarmente, a avaliacdo por imunoensaio de carbonilacdo proteica foi
realizada via ensaio de Oxyblot, através da detec¢cdo da densidade das proteinas oxidadas apds
a reacdo com DNPH. Inicialmente, 30 mg de figado foram homogeneizados em 1 mL de
solucdo de lise contendo tampdo de lise celular 2 x, coquetel de inibidor de protease, f3-
mercaptoetanol 1 mol/L e NaCl 5 mol/L, o homogenato foi incubado em gelo durante 15 min e
centrifugado por 15 min a 10.000 g e 4 °C. A concentracdo de proteinas totais foi determinada
de acordo com o método de LOWRY et al. (1951).
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As amostras de proteina foram derivatizadas em solugdo contendo DNPH 10 mmol/L
(Sigma-Aldrich® - EUA) e &cido trifluoracético 10 % e incubadas durante 15 min na auséncia
de luz. Posteriormente foi adicionada a solugédo neutralizante (Tris 2 mol/L e glicerol 30 %) e
as amostras foram submetidas a eletroforese unidimensional realizada em gel de SDS-
poliacrilamida 10 % com 5 pg de proteina por canaleta, usando o sistema Mini-Protean®
System Casting Stand (Bio-Rad Laboratories® - EUA) a 100 V durante 2,5 h, obtendo dois
géis idénticos. Utilizou-se o padrdo Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (10-
250 kDa) de peso molecular (Bio-Rad Laboratories® - EUA). Um gel foi corado com solugéo
de Coomassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich® - EUA) para analisar o padrdo de proteinas da
matriz; o outro gel foi transferido através de eletroforese para uma membrana de nitrocelulose
(Bio-Rad Laboratories® - EUA) a 220 mA durante 1,5 h e o blogueio dessa membrana foi
realizado por meio da incubagdo com leite desnatado overnight a 4 °C. No dia seguinte, a
membrana foi incubada em anticorpo primario anti-2,4-dinitrofenol de coelho (Sigma-
Aldrich® - EUA) (1:2.000) por 3 h e posteriormente incubado com anticorpo secundario 1gG
anti-coelho acoplado a peroxidase (Santa Cruz Biotechnology® - EUA) (1:5.000) durante 1 h.
A deteccdo das proteinas oxidadas foi visualizada por quimiluminescéncia usando o reagente
Luminata Classico Western HRP substrat (Sigma-Aldrich® - EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante e revelados em filmes de raio-x (Kodak Company® - EUA). A
densitometria das proteinas foi realizada pelas imagens escaneadas provenientes das
membranas e géis e posteriormente analisadas pelo software Quantity One 4.6.6 (Bio-Rad

Laboratories® - EUA). Os dados finais foram normalizados pelo gel de Coomassie.

5. 7. 3 Determinacéo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com 0 método de LOWRY
et al. (1951). Primeiramente foram preparados quatro reagentes: reagente A: 0,25 g de sulfato
de cobre e 0,5 g de citrato de sodio diluidos em 100 mL de agua destilada; reagente B: 5 g de
carbonato de célcio e 1 g de hidroxido de sodio dissolvidos em 250 mL de agua destilada;
reagente C: 50 mL do reagente B e 1 mL do reagente A; reagente D: reagente de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich® - EUA) e agua destilada na proporcao de 1:1.

Para a realizacdo do ensaio, em tubos de polipropileno foram adicionados 100 uL da amostra
(sobrenadante do homogenato do figado), em seguida foram adicionados 1 mL do reagente C.
Os tubos foram agitados e incubados durante 15 min na temperatura ambiente. Posteriormente

foram adicionados 100 pL do reagente D em todos os tubos e ap6s homogeneizagdo, foram
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incubadas por 30 min sob auséncia de luz. O preparo do branco foi realizado seguindo 0s
mesmos procedimentos com a &gua destilada em substituicdo da amostra. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (Biospectro® - BR) a 660 nm. A curva padréo foi preparada
utilizando solucgéo de albumina bovina a 2 mg/mL em diferentes concentragdes (0,05 e 1,00
mg/mL), assim as concentracdes de proteinas totais no sobrenadante do homogenato do tecido
foram expressas em mg/mL.

Essa andlise foi realizada para correcdo das concentracdes de TBARS e proteinas
carboniladas, e das atividades enzimaticas da catalase, superoxido dismutase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase, glutationa S-transferase e em seus respectivos sobrenadantes.

5. 8 Atividade de enzimas antioxidantes
5. 8. 1 Atividade sérica da enzima paraoxonase

A atividade da paraoxonase foi determinada conforme descrito por BELTOWSKI;
WOJICICKA; JAMROZ (2002). Para determinacio da atividade arilesterasica da enzima, o
fenilacetato ¢ utilizado como substrato e a reacdo € fundamentada na velocidade de hidrélise
enzimatica do fenilacetato com formacéo de fenol. Em tubo de polipropileno foram adicionados
5 uL do soro (diluigdo 1:3), 2 mL de tampdo Tris-HCI a 9 mmol/L (pH 8,0) contendo
0,9 mmol/L de CaCl; e o contetdo foi homogencizado. Apods adicionar 500 pL de solugdo de
fenilacetato (Sigma-Aldrich® - EUA), a absorbancia da amostra foi lida exatamente 3 min
depois a 270 nm. A mistura de tampao com solucdo de fenilacetato foi utilizada para zerar o
espectrofotémetro (Shimadzu® - JPN). O resultado foi calculado utilizando-se o coeficiente de
extincdo molar do fenilacetato, segundo a lei de Lambert Beer. Os valores foram expressos em
unidades por mL de soro (U/mL), em que uma unidade de paraoxonase € equivalente a hidrélise

de 1 mmol de fenilacetato por min.

Abs 1.000
exb tempo (min) x volume do soro (mL)

Atividade arilesterasica =

Em que:
& = coeficiente de extingdio molar do fenilacetato (1.310 L.mol™.cm™)

b = caminho o6ptico (1 cm)
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5. 8. 2 Conteudo sérico de sulfidrilas totais

A concentracdo dos grupos sulfidrilas totais em amostras bioldgicas foi determinada
usando o reagente de Ellman, de acordo com o método de descrito por SEDLAK; LINDSAY
(1968). Para cada reacdo foram adicionados 800 pL de metanol, 150 uL de Tris-HCI 30 mmol/L
com EDTA 3 mmol/L (pH 8,2), 50 uL de acido 5,5"ditio-bis-[2-nitrobenzdico] (DTNB) diluido
em metanol e 40 pulL de amostra/série de padroes. Apos centrifugacdo por 15 min, a 10.000 g
em temperatura ambiente, as amostras foram lidas em leitor de microplaca (BioTek® - EUA)
a 412 nm. A curva padrdo foi preparada com glutationa estoque 20 mmol/L em diferentes
concentragdes (0 a 1000 umol/L), em que 0 ponto com concentragdo de 0 umol/L foi utilizado

para calibrag¢do. A concentragdo de sulfidrilas totais no soro foi expressa em pmol/L.

5. 8. 3 Atividade da superdxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada através da
adaptacdo do método de MARKLUND; MARKLUND (1974). O método tem como principio
a formacéo de hidroxibenzoquinona pela auto-oxidagéo do pirogalol e a inibicdo da reducéo do
corante brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT). A quantidade de
enzima necessaria para promover 50 % de inibicdo da auto-oxidacédo do pirogalol é considerada
como uma unidade de atividade enzimatica. 100 mg de figado foram homogeneizadas com
1 mL de tampéo fosfato 50 mmol/L (pH 7,0), em seguida foi centrifugado a 10.000 g, 4 °C
durante 10 min e o sobrenadante foi utilizado como amostra. Para o ensaio foram pipetados em
microplaca de 96 pogos: 30 uL de amostra/tampao fosfato (padrdo), 99 uL de tampao fosfato,
6 uL de MTT 1,25 mmol/L e 15 pL de pirogalol 100 umol/L. O pogo com o branco da reagdo
continha apenas 144 puL de tampao fosfato e 6 pL. de MTT. A placa foi incubada em estufa a
37 °C durante 10 min e em seguida foram adicionados 150 pL de dimetilsulféxido em todos os
pocos da placa. A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplaca (BioTek® -
EUA) no comprimento de onda de 570 nm. Para célculo da atividade de superdxido dismutase,
subtrai-se o resultado obtido da amostra pelo valor encontrado do branco e, a seguir, divide-se
esse valor pelo encontrado na diferenca do padrdo pelo branco. A partir da correcdo pela
concentracdo de proteinas totais no sobrenadante (LOWRY et al., 1951), a atividade da

superdxido dismutase foi expressa em U/mg de proteina.
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5. 8. 4 Atividade da catalase

A atividade enzimética da catalase foi determinada conforme descrito por AEBI (1984)
e se baseia na decomposicao do H2O- pela catalase observada durante 3 minutos. Em suma, 100
mg de figado foi homogeneizado em 1 mL de tampao fosfato 50 mmol/L (pH 7,0) e em seguida
centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado como
amostra. Em um tubo foi colocado 995 uL de solugdo de H202 10 mmol/L e esta foi mantida a
25 °C por 2 min, em seguida foram adicionados 5 pL da amostra. As absorbancias foram
determinadas exatamente a cada minuto, durante 3 min a 240 nm no espectrofotbmetro
(Shimadzu® - JPN) previamente calibrado com tampé&o fosfato. O resultado foi calculado
utilizando o coeficiente de extingdo molar do peroxido de hidrogénio, segundo a lei de Lambert

Beer, onde uma unidade de catalase ¢ equivalente a decomposigdo de 1 umol de H2O> por min.

A abs/min 1.000
exb  volume do amostra (mL)

Atividade da catalase =

Em que:
A abs/min = (absorbancia inicial - absorbancia final) / 2
& = coeficiente de extingdo molar do H202 (39,4 L.molt.cm™)

b = caminho optico (1 cm)

Posteriormente foi realizada a correcdo pela concentracdo de proteinas totais do

sobrenadante (LOWRY et al., 1951), os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

5. 9 Sistema glutationa

5. 9. 1 Concentracdo de glutationa total, oxidada e reduzida

O conteudo de glutationa total foi determinado utilizando 0 método de reciclagem com
o DTNB proposto por GRIFFITH (1980). O ensaio consiste em um método cinético em que o
DTNB ¢ reduzido a &cido 5-tio-2-nitrobenzoico. Para a determinacdo da concentracdo da
glutationa total e glutationa oxidada (GSSG), 100 mg de figado foram homogeneizados com
1 mL de acido sulfosalicilico 5 %, e em seguida centrifugado por 10 min, 10.000 g a 4 °C. O

sobrenadante foi utilizado como amostra.
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A glutationa total foi determinada em uma microplaca de 96 pocos, adicionando 10 pL
da amostra e 150 pL da mistura de trabalho (tampao fosfato de potassio 100 mmol/L com 1
mmol/L de EDTA, pH 7,0; 1,5 mg/mL de DTNB; glutationa redutase a 6 U/mL), em seguida
essa mistura foi incubadas por 5 min a temperaturaambiente. Posteriormente, 50 uL. de NADPH
0,16 mg/mL (Sigma-Aldrich® - EUA) foram adicionados as amostras e foram realizadas
leituras sucessivas a cada minuto, durante 5 min em leitor de microplaca (BioTek® - EUA) a
412 nm. O preparo do branco foi realizado seguindo os mesmos procedimentos com o acido
sulfosalicilico em substituicdo da amostra. A curva padréo da glutationa total foi construida por
meio da diluicdo seriada da solugéo de glutationa reduzida (Sigma-Aldrich® - EUA), sendo a
concentragdo da amostra expressa nmol/mL.

A concentracdo de GSSG foi determinada através da derivatizacdo da GSH presente na
amostra com 2-vinilpiridina. Para dosagem, foram adicionados em tubo de polipropileno
100 uL de amostra, 2 ul. de vinilpiridina e o pH foi ajustado entre 6 ¢ 7 com 4 uL de
trietanolamina. As amostras derivatizadas foram incubadas durante 1 h e a dosagem procedeu
da mesma maneira que o ensaio de glutationa total. A curva padrdo da GSSG foi construida por
meio da diluicdo seriada da solugédo de glutationa reduzida (Sigma-Aldrich® - EUA), sendo a
concentracdo da amostra expressa em nmol/mL. A concentracdo de glutationa reduzida foi

obtida pela diferenca entre a glutationa total e a glutationa oxidada.

5. 9. 2 Atividade de glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada com base no método
proposto por PAGLIA; VALENTINE (1967) com altera¢cdes. O método se baseia na oxidacdo
da glutationa reduzida, catalisada pela glutationa peroxidase, acoplada a reciclagem da
glutationa oxidada através da reacdo catalisada pela enzima glutationa redutase, utilizando o
NADPH como cofator. A atividade & mensurada através do decréscimo na absorbancia a
340 nm durante a oxidacdo do NADPH, indicando a atividade da GPx. 100 mg de figado foram
homogeneizados em 1 mL de tampdo Tris-HCI 50 mmol/L (pH 7,0) contendo 1 mmol/L de
EDTA, em seguida o homogenato foi centrifugado a 10.000 g, 4 °C durante 10 min e o
sobrenadante foi utilizado como amostra. Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionadas
5 puL de amostra, 75 pL de tampao, 20 pL. de GSH 42 mmol/L e 50 pL do mix composto por
NADPH 2 mM, glutationa redutase 4 U/mL e azida s6dica 40 mmol/L. Apbs 3 min foram
adicionados 50 puL de peroxido de hidrogénio 1 mmol/L, iniciando a reagdo. A decomposicao

do NADPH foi monitorada em um leitor de microplaca (BioTek® - EUA) a 340 nm através da
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realizacdo de seis leituras, com intervalo de 10 s entre elas. A atividade da GPx foi calculada

utilizando a formula:

A abs/min  volume da rea¢do (mL)

Atividade da glutationa peroxidase = X
8 P € volume do amostra (mL)

Em que:

A abs/min = diferenca entre a absorbancia inicial e final

& = coeficiente de extingdo molar do NADPH (6,22 L.umol™*.cm™) ajustado para microplaca de
0,6 cm (3,73 uMt.cm™)

Cada unidade da enzima é definida como a quantidade de enzima que promove a
oxidagdo de 1 pumol de NADPH por minuto a 25 °C. Posteriormente foi realizada a corregéo
pela concentragdo de proteinas totais no sobrenadante (LOWRY et al., 1951) e a atividade da

GPx foi expressa em U/mg de proteina.
5. 9. 3 Atividade de glutationa redutase

A determinacdo da atividade enzimatica da glutationa redutase (GR) foi baseada no
método proposto por CARLBERG; MANNERVIK (1985). O ensaio consiste na reducao da
glutationa oxidada pelo NADPH mediante a presenca de glutationa redutase. Resumidamente,
100 mg de figado foram homogeneizados em 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mmol/L
contendo 1 mmol/L de EDTA (pH 7,5), apos centrifugacdo durante 10 min, 10.000 g a 4 °C, o
sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra. O ensaio foi realizado em microplaca de
96 pogos, adicionando em cada poco 60 pL de tampao de ensaio, 100 pL de GSSG 2 mmol/L
e 10 uL de amostra. Apos a adi¢@o da solugdo de NADPH 2 mmol/L (Sigma-Aldrich® - EUA)
a reacdo foi iniciada. A atividade da GR foi aferida através da reducdo da absorbancia
proveniente da oxidacdo do NADPH a 340 nm em leitor de microplaca (BioTek® - EUA).
Foram realizadas 6 leituras em intervalos de 10 s e a atividade da enzima foi calculada pela

equacdo abaixo:

A abs/min  volume da reagdo (mL)

Atividade da glutationa redutase = X
8 € volume do amostra (mL)
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Em que:

A abs/min = diferenca entre a absorbancia inicial e final

& = coeficiente de extingdo molar do NADPH (6,22 L.umol™t.cm™) ajustado para microplaca de
0,6 cm (3,73 uMt.cm™?)

Os resultados foram expressos em unidade por mg de proteina (U/mg), onde uma
unidade de glutationa redutase ¢ equivalente a decomposi¢ao de 1 umol de NADPH por minuto
a 25 °C. Posteriormente foi realizada a correcdo pela concentracdo de proteinas totais no
sobrenadante (LOWRY et al., 1951).

5. 9. 4 Atividade de glutationa S-transferase

A determinacdo da atividade enzimatica da glutationa S-transferase fundamenta-se na
mensuracao da conjugacdo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida,
em que o0 aumento da absorbancia é proporcional a quantidade de glutationa S-transferase da
amostra (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974). Foram homogeneizados 100 mg de figado em
1 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L com EDTA 2 mmol/L (pH 7,0), apds centrifugacdo durante
10 min, 10.000 g a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra. Para dosagem,
foram adicionados em um pogo da microplaca 150 uL de tampao fosfato 100 mmol/L contendo
Triton X-100 0,1 % (pH 6,5), 20 pL de glutationa reduzida 20 mmol/L (Sigma-Aldrich® -
EUA) em agua destilada e 20 pL. de sobrenadante diluido. A reagdo foi iniciada com a adigdo
de 10 uL de CDNB (Sigma-Aldrich® - EUA) 20 mmol/L em etanol 95 %. O preparo do branco
foi realizado seguindo os mesmos procedimentos com o tampao de ensaio em substituicdo da
amostra. As absorbancias foram lidas em leitor de microplaca (BioTek® - EUA) a 340 nm, a
cada min durante 5 min. Para célculo da atividade enzimaética, utilizou-se o delta de absorbancia

por minuto na equacao que se segue:

A abs/min  volume da reagdo (mL)

Atividade da glutationa S-transferase = X
€ volume do amostra (mL)

Em que:

A abs/min = diferenga entre a absorbancia inicial e final

& = coeficiente de extingdo molar do CDNB (0,0096 L.umol™.cm™) ajustado para microplaca
de 0,6 cm (0,00576 L.umolt.cm™)



39

Os resultados foram expressos em unidade por mg de proteina (U/mg), onde uma
unidade de glutationa S-transferase € equivalente conjugacdo de 1 nmol de CDNB com
glutationa reduzida por minuto a 25 °C. Posteriormente foi realizada a correcdo pela
concentracdo de proteinas totais no sobrenadante (LOWRY et al., 1951).

5. 10 Ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real

5. 10. 1 Extragéo de RNA

O RNA total do figado foi extraido utilizando o SV Total RNA Isolation System
(Promega Corporation® - EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentragéo,
pureza (razdo 260/280) e contaminacdo (razdo 260/230) do RNA total foram verificadas em
espectrofotdbmetro Nano Vue (GE Healthcare® - UK), seguido de analise do RNA em gel de
agarose a 1,2 % (FIGURA 8). As amostras com razdo superior a 1,9 foram consideradas

adequadas e utilizadas para sintese de &cido desoxirribonucléico complementar (cCDNA).

Figura 8 - Analise da integridade do RNA total em gel de agarose 1,2 % de ratas submetidas a
diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. O RNA total foi obtido a
partir do figado dos grupos Controle (1), Paracetamol (2), Acai (3), Paracetamol + Acai (4) e
Paracetamol + Acetilcisteina (5).

5. 10. 2 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando o Kit Hight-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems® - EUA) de acordo com as instrugdes do

fabricante. O meio de reagdo continha 2 pl de tampao 10 x, 0,8 pL da mistura de
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desoxiribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) 25 x (100 mmol/L), 2 uL de primers randémicos
10 x, 1 pL da enzima transcriptase reversa MultiScribe (50 U/uL) e 4,2 uL de agua DEPC. A
reacao foi realizada nas condictes de 10 min a 25°C, seguido de 2 ha 37 °C e 5min a 85 °C
no termociclador Biocycler® modelo MJ96+ e ao final da reagdo o cDNA apresentou a

concentragao igual a 50 ng/uL.

5. 10. 3 Desenho de oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos transcritos de
interesse foram desenhados de acordo com sequéncias de mRNA de Rattus novergicus
depositadas no GenBank (National Center for Biotechnology Information) utilizando o
programa Primer-BLAST. O gene de referéncia enddgeno utilizado foi o 18S e todas as
sequéncias de oligonucleotideos estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para a analise de gRT-PCR.

Sequéncias
Genes
Forward Reverse
rRNA 18S GTAAGTGCGGGTCATAAG CCATCCAATCGGTAGTAGC
GPx CAGTTCGGACATCAGGAGAAT AGAGCGGGTGAGCCTTCT
yGSC ATCTGGATGATGCCAACGAGTC CCTCCATTGGTCGGAACTCTACT
CYP1A2 GACAAGACCCTGAGTGAGAAG GAGGATGGCTAAGAAGAGGAAG
CYP2E1 GACCTTTCCCTCTTCCCATCCTTG GTAGCACCTCCTTGACAGCCTTG
BiP ACCGTCGTATGTGGCCTTCACT CATTCCAAGTGCGTCCGATGAGG
elF2a CACTTCAGAATGCCGGGTCT AACAAGCTGACATAGGCCCC
GADD34 CACCTGCAAGGGGCAGATAA ATAAGCCAGCTCGGACACAC
ATF4 GCAGTGTTGCTGTAACGGACA TCGCTGTTCAGGAAGCTCATC
CHOP ATGGCAGCTGAGTCATTGCCTTTC  AGAAGCAGGGTCAAGAGTGGTGAA
Nrf2 CCCAGCACATCCAGACAGACA GGCTGGGAATATCCAGGGCAA

rRNA 18S: 4cido ribonucleico ribossomal 18S; GPx: glutationa peroxidase; yGCS: gama
glutamilcisteina sintetase; CYP1AZ2: citocromo P450 1A2; CYP2E1L: citocromo P450 2E1; BiP:
immunoglobulin heavy chain binding; elF2a: alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2;
GADD34: growth arrest and DNA damage 34; ATF4: activating transcription factor 4; CHOP:
CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein; Nrf2: fator nuclear eritrdide 2
relacionado ao fator 2.
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5. 10. 4 RT-PCR quantitativa em tempo real

Para a analise da expressdo dos genes estudados foi utilizada a técnica da reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa pds-transcricdo reversa (QRT-PCR). A quantificacdo dos
produtos formados durante os ciclos de amplificacdo foi realizada com o reagente Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems® - LTU). As reacdes foram realizadas
em placas de 96 pogos, com volume final de reacdo de 12 puL, foram pipetados 1 uL de cDNA
(50 ng), 0,48 pL de cada oligonucleotideo iniciador de uso (forward e reverse, 10 uM), 6 uL
de SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems® - EUA) e 4,52 uL de agua livre de DNAse.
As reacOes foram realizadas nas seguintes condic¢Ges: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min,
40 ciclos de 95 °C por 15 s (desnaturacao) e 60 °C por 1 min (anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores e extensdo dos produtos) no termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems® -
EUA). O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a amplificacéo
foram realizados pelo programa 7500 Software (Applied Biosystems® - EUA). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. A especificidade dos produtos obtidos foi confirmada
pela analise das curvas de dissociacao do produto amplificado ao final de cada reacéo.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificacdo relativa da
expressao génica (Ct comparativo ou AACT), permitindo a quantificacdo de diferencgas no nivel
de expressdo de um gene especifico entre as diferentes amostras. A expressdo dos genes alvo
foi determinada em funcéo da expressdo do gene de referéncia rRNA 18S e o grupo controle
foi utilizado como base para os resultados de expressdo comparativa. De posse dos valores de
Cr (threshold cycle), que corresponde ao numero de ciclos na fase exponencial do PCR em que
a fluorescéncia ultrapassa o valor basal, foi calculado o ACt de cada amostra, de acordo com a

equacdo, na qual o valor do Ct do gene controle endogeno foi subtraido do C+ do gene alvo.
ACt = Crdo gene alvo — Crdo gene de referéncia
Em seguida, foram calculados os valores de AACt, onde o valor do ACt da amostra
calibradora (grupo controle) foi subtraido do ACt das amostras teste (demais grupos

experimentais).

AACtT = ACtda amostra teste — ACt da amostra controle
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Os valores do AACt obtidos foram utilizados em uma formula aritmética para o calculo
final da diferenca de expressdo dos genes entre as amostras analisadas, dada por 244¢T, O
método do Ct comparativo s6 deve ser utilizado quando a eficiéncia de amplificacdo do gene
de referéncia e dos genes alvo sdo aproximadamente iguais. Este critério foi confirmado através

da curva de eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores.

5. 10. 5 Célculo da eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores

Para determinar as eficiéncias da amplificacdo dos genes alvo e do gene de controle
enddgeno, foram construidas curvas padr@es para cada amplicon, a partir de diluicBes seriadas
do cDNA de uma mesma amostra. A analise da regressao linear dos valores de Cts em fungéo
do logaritmo da respectiva diluicdo determinou o coeficiente angular da reta (a, em y = ax + b)
que foi utilizado para o calculo da eficiéncia de ampliacdo do produto pelos oligonucleotideos

iniciadores, utilizando a equacéo.

Ef — (lo—l/coeﬁciente angular _ 1) x 100

5. 11 Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Posteriormente, os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos a analise de
variancia ANOVA one-way e pos-teste de Tukey, e os resultados foram expressos como média
+ erro padrdo da média. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis e pos-teste de Dunn, e os resultados foram representados pela mediana e intervalo
interquartil. Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05. Todas as anélises foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows (San Diego,
Califérnia - EUA).
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6 RESULTADOS

6. 1 Composicdo centesimal, concentracdo de polifenois, capacidade antioxidante e
antocianinas identificadas na polpa de acai filtrada

Na Tabela 3 estdo representadas a composicdo centesimal, fitoquimica e a capacidade
antioxidante do agai.

Tabela 3 - Composi¢cdo centesimal, contetdo de polifendis, antocianinas, flavonoides e
capacidade antioxidante do acai filtrado.

Nutrientes Composigéo (g/100 g)
Umidade 98,45 + 0,01
Lipidios 1,98 + 0,41
Cinzas 0,17 + 0,02
Proteinas 0,10 + 0,01
Fibra alimentar total ns
Carboidratos ns
Valor caldrico total (Kcal) 18,22

Compostos Concentracao
Capacidade antioxidante (umol TEAC/q) 9,50 + 0,28
Flavonoides totais (mg/100g) 7,41 + 0,03
Polifenois totais (mg GAE/100g) 344,00 + 3,64
Antocianinas totais (mg/100g) 9,62 + 0,48

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média
ns = valores ndo significativos

TEAC: capacidade antioxidante de equivalentes de Trolox
GAE: equivalentes de acido galico

O resultado mostrado na Figura 9 corresponde ao espectro de massas da polpa de acai
(FullScan). A partir da cromatografia liquida de ultra eficiéncia foram detectados picos, 0s
quais foram identificados a partir da relagdo massa/carga das substancias e dos espectros de
absorcdo UV. Os espectros de massas e de UV foram comparados com dados inseridos no banco
de dados PubChem e essas substancias foram identificadas como antocianinas, sendo

compativeis com as estruturas moleculares para as cianidinas (cianidina-3,2-hexose pentose e
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cianidina-3-rutinosideo), delfinidinas (delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-ramnosideo e
delfinidina-3-pentose) e peonidina-3,6-malonil-glicosideo (TABELA 4 e FIGURA 10). Nesse
tipo de analise, a formacdo de picos corresponde com a presenca de grupos ionizaveis, e nao

com a quantidade da substancia na amostra.
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Figura 9 - Espectro de massas da polpa de acai obtido por UPLC-DAD-ESI-MS.

Tabela 4 — Antocianinas identificados na polpa de acai obtidas por UPLC-DAD-ESI-MS.

) TR uv [M+H]*  [M-H]
Substancia MS/MS
(min) (nm) (m/z) (m/z)
Cianidina-3,2-hexose pentose 2,53 279 563,23 565,09 287,0; 246,3
Cianidina-3-rutinosideo 2,68 280 593,44 595,20 287,3
Delfinidina-3-glicosideo 2,78 280 463,17 465,33 303,0; 262,4
Delfinidina-3-ramnosideo 2,83 281 447,36 449,19 303,1; 261,4; 184,3
Delfinidina-3-pentose 3,35 279 431,23 433,32 303,3; 261,1
Peonidina-3,6-malonil-glicosideo 2,85 280 549,54 547,25 449,4; 301,9; 261,4; 168,4

TR: tempo de retencdo; [M+H]": relacdo massa/carga no modo positivo; [M-H]: relacdo
massa/carga no modo negativo; MS/MS: massa segunda.
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Figura 10 — Estruturas moleculares das antocianinas identificadas na polpa de acai.
6. 2 Parametros biométricos e metabolitos séricos indicadores da fungdo hepatica

Em relacdo a massa corporal inicial e massa final, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos durante o periodo experimental. A intoxicacdo com paracetamol
promoveu aumento da massa do figado comparados ao grupo C e os pré-tratamentos com o acai
e a acetilcisteina ndo alteraram esse perfil (TABELA 5).

Quanto aos metabdlitos avaliados, o pré-tratamento com acetilcisteina promoveu
aumento da concentracdo de albumina quando comparado ao grupo P. Ao determinar as
globulinas, observamos que houve aumento das concentracdes dessa proteina no grupo PA em

relacdo ao grupo P. A concentracdo de proteinas totais ndo apresentou diferenca entre os grupos.
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Tabela 5 — Varidveis biométricas e metabdlitos séricos em ratas submetidas a diferentes pré-

tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol.

o Grupos experimentais
Variaveis

C A P PA PNac

Massa corporal inicial (g) 174,30 + 2,64 174,10+ 2,54 173,50 + 3,17 169,70 + 1,20 1740+ 2,734
Massa corporal final (g) 163,90 + 3,08 159,90 + 1,60 163,50 + 2,46 159,00 + 2,25 164,50 + 2,52

Massa do figado (g) 5,18 + 0,13 5,69 + 0,21 5,78 + 0,07 6,09 + 0,222 6,19 + 0,172
Proteinas totais (g/dL) 6,55 + 0,12 6,63 +0,14 6,38 + 0,18 6,96 + 0,15 6,84 +0,17
Albumina (g/dL) 2,21 (2,16/2,38)° 2,37 (2,07/2,73)® 2,34 (2,24/2,49)° 2,52 (2,39/2,54)® 2,78 (2,61/2,83)*
Globulinas (g/dL) 4,20 +0,11% 4,39 +0,122 3,83 + 0,14 4,38 +0,12° 4,19 +0,17%

Grupos: C - Controle; A - Acali; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol + Acetilcisteina.
Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pés-teste de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo pés-teste de Dunn. Dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média e como mediana e intervalo
interquartil (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).

6. 3 Atividade das aminotransaminases

As atividades séricas de ALT e AST sdo usadas como indicadores sericos de dano
hepatico provocado pela intoxicacdo com paracetamol, assim determinamos as atividades das
enzimas e a relacdo entre elas nos cinco grupos. O grupo P apresentou maior atividade de ALT,
quando comparados ao grupo C; e os pré-tratamentos com acgai e com acetilcisteina nédo
promoveram quaisquer alteracdes da atividade dessa enzima comparado ao grupo P. Ao avaliar
a atividade da AST observamos que nao houve alteracdo dessa varidvel no grupo P, em
contrapartida, a sua atividade apresentou aumento de 41 % no grupo PA. Observamos ainda
que, diferentemente do perfil da enzima ALT, o grupo PNac apresentou atividade da AST
similar ao grupo C. Para arelagdo AST/ALT néo houve diferencas significativas entre os grupos
(TABELA 6).

Tabela 6 — Atividade sérica da AST, ALT e relacdo AST/ALT em ratas submetidas a diferentes

pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol.

Grupos experimentais

Variaveis
C A P PA PNac
AST (U/mL) 87,59 + 2,56° 110,40 + 8,40 100,50 + 5,77° 142,40 + 6,322 101,30 + 4,33
ALT (U/mL) 39,82 + 2,58° 41,27 + 2,22 50,08 + 3,38% 59,35 + 2,442 51,54 + 2,562
Relagdo AST/ALT 2,19 + 0,07 2,00+0,18 2,22 +0,12 2,35+ 0,09 1,98 + 0,11

Grupos: C - Controle; A - Acal; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol + Acetilcisteina.
Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pés-teste de Tukey. Dados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).
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6. 4 Analise histoldgica do figado

Os efeitos bioguimicos da intoxicagdo com paracetamol devem ser confirmados por
andlises histologicas, assim avaliamos a presenca de esteatose microvesicular e degeneragédo
hidropica, area de necrose e contagem de células inflamatérias no figado. Como pode ser
observado na Figura 11, o grupo paracetamol apresentou esteatose microvesicular, fato que nao
ocorreu no grupo controle. Os grupos A, PA e PNac apresentaram scores intermediarios entre
auséncia de esteatose e grau 1. Quanto a classificacdo de degeneracéo hidropica, observamos a
mesma relagéo descrita para esteatose microvesicular (FIGURA 12).

A determinacdo da &area de necrose demonstra que a extensdo do dano tecidual foi
semelhante nos grupos avaliados, no entanto o pre-tratamento com polpa de agai parece ser um
fator protetor, garantindo assim que o grupo A apresente menor area de necrose comparado ao
grupo P (FIGURA 13). Observamos ainda que a quantificacdo de células inflamatdrias foi
superior no grupo P comparado aos grupos C e A. O pre-tratamento com acai também promoveu
menor influéncia desse processo inflamatorio do grupo PA, assemelhando-se ao grupo controle.
A administracdo prévia de acetilcisteina ndo promoveu diferencas estatisticas entre o grupo P,
C e PNac (FIGURA 14).
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas e analise semiquantitativa da esteatose
microvesicular em cortes histolégicos do figado de ratas submetidas a diferentes pré-
tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Painel A - grupo Controle; painel B - grupo
Acai; painel C - grupo Paracetamol; painel D - grupo Paracetamol + Agai; painel E - grupo
Paracetamol + Acetilcisteina. Barra = 50 um. Aumento = 440 x. Setas pretas indicam esteatose
microvesicular. Foram realizados os testes de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn.
Dados séo apresentados como mediana e intervalo interquartil (n = 8). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas e analise semiquantitativa da degeneracéo
hidropica em cortes histologicos do figado de ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos e
intoxicadas ou ndo com paracetamol. Painel A - grupo Controle; painel B - grupo Acai; painel
C - grupo Paracetamol; painel D - grupo Paracetamol + Acai; painel E - grupo Paracetamol +
Acetilcisteina. Barra = 50 um. Aumento = 440 x. Setas pretas indicam degeneragéo hidrdpica.
Foram realizados os testes de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn. Dados s&o
apresentados como mediana e intervalo interquartil (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 13 - Fotomicrografias representativas e andlise quantitativa da necrose em cortes
histoldgicos do figado de ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou néo
com paracetamol. Painel A - grupo Controle; painel B - grupo Acai; painel C - grupo
Paracetamol; painel D - grupo Paracetamol + Agai; painel E - grupo Paracetamol +
Acetilcisteina. Barra = 50 um. Aumento = 440 x. Setas pretas indicam necrose. Foram
realizados os testes de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn. Dados sdo apresentados
como mediana e intervalo interquartil (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas e andlise quantitativa de celulas/campo
microscopico em cortes histologicos do figado de ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos
e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Painel A - grupo Controle; painel B - grupo Acai; painel
C - grupo Paracetamol; painel D - grupo Paracetamol + Acai; painel E - grupo Paracetamol +
Acetilcisteina. Barra = 50 um. Aumento = 440 x. Setas pretas indicam células inflamatdrias.
Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pds-teste de Tukey (n = 8). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).
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6. 5 Marcadores de dano oxidativo hepético: peroxidagao lipidica e carbonilacdo proteica

Uma vez que as analises histol6gicas demonstraram o efeito do paracetamol sobre a
arquitetura celular e sabendo que essa desarmonizacdo tem relacdo com o desequilibrio redox
promovido pelo estresse oxidativo, os marcadores de danos proteicos e lipidicos foram
avaliados.

A intoxicacdo com o paracetamol promoveu aumento do conteddo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico e de proteinas carboniladas. O pré-tratamento com polpa de agai
possibilitou que o grupo PA apresentasse similaridade com comportamento dos grupos
Controle e Paracetamol, sugerindo que o agai esta associado ao paracetamol promove uma
tendéncia em minimizar o dano hepatico promovido pelo farmaco. Em contraste com a
peroxidacado lipidica e proteinas carboniladas, que indicaram que a acetilcisteina foi capaz de
impedir os danos hepaticos, o ensaio de Oxyblot demonstrou que o grupo PNac apresentou

capacidade oxidativa semelhante ao grupo P (FIGURA 15).
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Figura 15 - ConcentracGes de TBARS e proteinas carboniladas em figado de ratas submetidas
a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Grupos: C - Controle; A -
Acai; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol + Acetilcisteina. Foram
realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Tukey. Dados sdo apresentados
como média + erro padrdo da média (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
0s grupos (p < 0,05).
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6. 6 Comportamento das enzimas antioxidantes hepaticas e sericas

Visto os resultados sobre o dano oxidativo, nosso proximo passo foi investigar se
enzimas e compostos antioxidantes poderiam ser responsaveis por estas alteracdes. A
intoxicagdo com paracetamol ndo promoveu diferencas na atividade enzimatica da SOD
comparada ao grupo controle e aos demais grupos, sendo apenas observada redugdo na
atividade dessa enzima quando comparamos 0s grupos C e PA. A reducgdo da atividade
enzimatica da catalase foi observada no grupo pré-tratado com acetilcisteina em relagcdo aos
grupos C e P (FIGURA 16).

A atividade antioxidante foi avaliada também pela atividade sérica da enzima
paraoxonase. A atividade arilesterasica da PON foi mensurada através do substrato fenilacetato
e encontramos aumento no grupo A comparado ao grupo C e também maior atividade no grupo
PNac comparado aos grupos P e PA. Considerando as concentrag@es de sulfidrilas totais no
soro observamos reducdo no grupo P, mediante os pré-tratamentos com agai e acetilcisteina o

conteudo dos grupos tidis foram aumentados, apresentando similaridade com o grupo controle.
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Figura 16 — Atividade hepatica da superoxido dismutase, catalase, atividade sérica da
paraoxonase arilesterasica e conteddo de sulfidrilas totais de ratas submetidas a diferentes pre-
tratamentos e intoxicadas ou ndao com paracetamol. Grupos: C - Controle; A - Acai; P -
Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol + Acetilcisteina. Foram realizados
os testes ANOVA one-way seguido pelo pds-teste de Tukey. Dados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (n = 8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre 0s
grupos (p < 0,05).

6. 7 Sistema glutationa

A reducdo de grupos tidis pode ocorrer em decorréncia do estresse oxidativo e esses
grupos sdo também encontrados na glutationa. Além disso, sabendo que a glutationa exerce um
importante papel na depuracdo do NAPQI formado pelo metabolismo de fase I, avaliamos se a
polpa de acai poderia promover alguma alteracdo no sistema glutationa mediante a
hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol. Na Figura 17 é possivel observar que as
concentracgdes de glutationa total, GSSG e GSH apresentaram diminuicdo quando as ratas foram
intoxicadas com o paracetamol e o pré-tratamento com polpa de acai promoveu restauracao da

glutationa total e de sua fracdo reduzida.
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Figura 17 — Representacdo de concentracdo de glutationa total, reduzida e oxidada em figado
de ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Grupos:
C - Controle; A - Acai; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol +
Acetilcisteina. Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Tukey e
o teste de Kruskal-Wallis sequido pelo pos-teste de Dunn. Dados sdo apresentados como média
+ erro padrdo da média e como mediana e intervalo interquartil (n = 8). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Avaliando as atividades de algumas enzimas do sistema glutationa (FIGURA 18),
observamos o0 aumento da atividade da glutationa peroxidase no grupo P e a similaridade que
0s grupos PA e PNac obtiveram com o grupo C e o grupo P. Diante dos achados relacionados
com as glutationas, nos questionamos se essas variacdes ocorreram devido as alteracdes na
expressao génica de GPx e YGCS no figado.

Quanto a expressao do mRNA da GPx, nao foi observada diferenca entre os grupos C e
P, no entanto o tratamento prévio com agai promoveu um aumento de 1,7 vezes nos niveis de
expressdo de glutationa peroxidase no grupo PA. O pré-tratamento com acetilcisteina nao foi
capaz de alterar a expressdo desse gene comparado ao grupo P. Ainda em relacdo a glutationa
peroxidase observamos que o grupo P apresentou aumento da sua atividade, sem que os demais
grupos apresentassem diferencas.

N&o houve diferencas entre os grupos P, PA e PNac, demonstrando que a expresséo

génica da yGCS manteve-se constante independente de ter ou ndo tratamento prévio a
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intoxicacdo com paracetamol. A atividade da GR apresentou reducdo de 34 % no grupo P
comparado ao grupo C, ndo sendo encontradas diferencas entre o grupo P e 0S grupos
previamente tratados com agai e acetilcisteina. A glutationa S-transferase apresentou maior
atividade enzimatica no grupo P e diminuicdo de 25 % no grupo PA. A determinacdo das
glutationas redutase e S-transferase mostraram que o grupo PNac obtiveram atividade

enzimatica similar aos grupos C e P.
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Figura 18 — Representacdo da atividade e expressdo génica do sistema glutationa em figado de
ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Grupos:
C - Controle; A - Agai; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Agai; PNac - Paracetamol +
Acetilcisteina. Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Tukey.
Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n = 6 para analise da expressao
génica e n = 8 para as demais dosagens). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
0s grupos (p < 0,05).
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6. 8 Expressao de genes envolvidos no metabolismo do paracetamol

Os genes CYP1A2 e CYP2EL1 estdo relacionados com o metabolismo do paracetamol,
uma vez que diante do excesso do farmaco ha estimulo da ativagdo do metabolismo de fase |
através do citocromo P450. A CYP1AZ2 apresentou reducdo da sua expressao nas ratas do grupo
P, em contrapartida, o pré-tratamento com acai possibilitou maior expressdo desse gene. A
administracdo prévia de acetilcisteina ndo promoveu alteracdo da expressao génica da CYP1A2
quando comparado ao grupo P. A administracdo de paracetamol promoveu reducdo na
expressdao da CYP2E1, cuja reducdo ndo foi observada quando o acai foi administrado
anteriormente. O grupo PNac ndo apresentou diferenca em relacdo aos grupos P e PA
(FIGURA 19).
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Figura 19 — Expressdo relativa de mRNA dos genes envolvidos no metabolismo do
paracetamol em figado de ratas submetidas a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou nédo
com paracetamol. Grupos: C - Controle; A - Acai; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai;
PNac - Paracetamol + Acetilcisteina. Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo
pos-teste de Tukey. Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n = 6). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05). CYP1A2: citocromo P450
1A2; CYP2E1.: citocromo P450 2E1.

6. 9 Expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico

Uma vez verificada que a associagdo entre acai e paracetamol promoveu modulagédo da
glutationa tanto em sua concentracdo, atividade e expressdao de genes, e sabendo que a
intoxicacdo com paracetamol induz estresse do reticulo endoplasmatico, sendo que dentre as
trés vias da UPR ha envolvimento principalmente na cascata de sinalizacdo mediada pela PERK
(UZl et al., 2013), decidimos investigar a expressdo dos genes desta via (FIGURA 20).

A PERK ¢ dissociada da BiP, desencadeando outros estimulos na via. A expressao

génica da BiP ndo foi alterada pela intoxicagdo com o paracetamol, observamos efeito da
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acetilcisteina no aumento da expresséo desse gene em relacdo ao grupo P. Outro gene da via da
PERK estudado foi o elF2a, conforme pode ser observado, as ratas pré-tratadas com o acai e
posteriormente intoxicadas com paracetamol apresentaram um aumento aproximado de 1,9
vezes na expressao do mRNA de elF2a quando comparado ao grupo P. Perfil semelhante a este
foi verificado também para ATF4, no entanto a expressao desse gene no grupo PA foi 2,1 vezes
superior ao grupo paracetamol.

Tanto na expressao génica de elF2a como de ATF4, o grupo PNac apresentou expressao
de mRNA intermediaria aos grupos P e PA. O paracetamol promoveu maior expressdo da
GADD34, podendo observar que os pré-tratamentos com acai e com acetilcisteina foram
similares ao grupo controle.

Devido ao seu potencial apoptdtico, a CHOP € considerada um dos principais
reguladores do estresse do reticulo no modelo de intoxicacdo com paracetamol, uma vez que
foi relatada que sua up-regulation compromete a sobrevivéncia do hepatocito por diversos
mecanismos, dentre eles reduzindo a regeneracgao apés o dano hepatico (UZI et al., 2013). Nesse
trabalho, verificamos que a intoxicacdo com paracetamol promoveu aumento de 3 vezes na
expressao génica da CHOP em relacdo ao controle, e os grupos PA e PNac obtiveram expressao
semelhante ao grupo C.

A dissociacdo entre BiP e PERK estimula a acdo do Nrf2 e sua expressao génica esta
envolvida na resposta antioxidante. De acordo com nossos resultados, a expressdo de mRNA
da Nrf2 foi diminuida nos grupos A e P em relacdo ao grupo controle. Os grupos PA e PNac

apresentaram expressdes génicas similares aos grupos C e P.
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Figura 20 — Expressdo relativa de mRNA dos genes da via da PERK em figado de ratas
submetidas a diferentes pré-tratamentos e intoxicadas ou ndo com paracetamol. Grupos: C -
Controle; A - Acai; P - Paracetamol; PA - Paracetamol + Acai; PNac - Paracetamol +
Acetilcisteina. Foram realizados os testes ANOVA one-way seguido pelo pds-teste de Tukey.
Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n = 6). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05). BiP: immunoglobulin heavy chain binding;
elF2a: alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2; GADD34: growth arrest and DNA
damage 34; ATF4: activating transcription factor 4, CHOP: CCAAT/enhancer-binding protein
homologous protein; Nrf2: fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que o acai administrado anteriormente a inducdo da
hepatotoxicidade via paracetamol reduziu o ndmero de células inflamatorias, restaurou o
sistema glutationa e minimizou o estresse do reticulo endoplasmatico, em especial com menor
expressdo génica da CHOP. Além disso, foi observado que o metabolismo de fase | de
detoxificacdo manteve-se preservado.

A adigdo do grupo PNac neste trabalho ndo teve como objetivo discutir as diferencas
entre as vias envolvidas no pré-tratamento com o fruto ou com a acetilcisteina, a intencéo para
tal consistiu na observacdo sobre o comportamento desse farmaco quando administrado nas
mesmas condi¢cdes que 0 nosso objeto de estudo: o acai. Desse modo, a discussdo néo foi
conduzida analisando os efeitos da administracdo de acetilcisteina, pois diversos estudos ja
elucidaram seus efeitos no modelo de hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol.

A polpa de acai foi utilizada apos filtracdo e possui 98 % de agua em sua composi¢do
centesimal. Embora GUERRA et al. (2015) e PEREIRA et al. (2016) ja tenham descrito
anteriormente, uma nova analise do perfil fitoquimico foi realizada considerando as variacfes
que podem ocorrer. A época de colheita, grau de maturacao, processamento e armazenamento
sdo fatores responsaveis por essa variagdo, principalmente quando sdo considerados oS
compostos fitoquimicos que apresentam grande sensibilidade conforme apontado por
ODENDAAL; SCHAUSS (2014).

O teor de polifendis totais da amostra utilizada foi de 344 mg GAE/100g, este resultado
se assemelha ao encontrado por SILVA et al. (2017) que encontraram 346,14 mg GAE/100g de
polifendis totais na polpa de acai. Em relacdo as antocianinas e flavonoides totais, encontramos
em nossa amostra o equivalente a 9,62 mg/100g e 7,41 mg/100g, respectivamente, trabalhos
anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa encontraram valores aproximados dessas
substancias utilizando a polpa de acai da mesma marca (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et
al., 2016). Com relacdo a capacidade antioxidante, nossa amostra apresentou 9,50 umol/L
TEAC/g enquanto o acai liofilizado apresentou 104,80 umol/L TEAC/g (CARVALHO et al.,
2018), essa diferenca pode ser explicada pelos teores de agua dos produtos.

Estudos prévios identificaram as antocianinas aqui descritas, que ao serem
quantificadas, foi demonstrado que a cianidina-3-rutinosideo predomina dentre as demais
antocianinas (DE ROSSO et al., 2008; GOUVEA et al., 2012; GUERRA et al., 2015). Em
relacdo as classes de delfinidinas e peonidinas ndo foram encontrados estudos quantitativos,
porém FIBIGR; SATINSKY; SOLICH (2017) identificaram delfinidina-3-galactosideo,
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delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-rutinosideo e peonidin-3-glicosideo em amostras de
extrato de acai.

A utilizacdo de compostos derivados de plantas, extratos vegetais e componentes
fitoquimicos como estratégias terapéuticas ja é conhecida ha algum tempo (SUBRAMANYA
et al., 2018). O estudo com antocianinas isoladas de Hibiscus sabdariffa mostrou através da
histologia hepética e de marcadores bioquimicos que os danos induzidos pelo paracetamol
foram amenizados (ALI; MOUSA; EL-MOUGY, 2003). Sendo assim, o conteudo de
antocianinas e outros componentes indicam que a polpa de acai possa atenuar 0s danos causados
pelo paracetamol.

O metabolismo do paracetamol pode ser considerado o ponto inicial para o estudo de
possiveis efeitos de compostos sobre a hepatotoxicidade. Nesse sentido, n6s examinamos a
expressdao génica de CYP1A2 e CYP2E1, componentes do citocromo P450 que estdo
envolvidos na conversao de paracetamol em NAPQI, conhecido pelo seu papel na toxicidade
hepatica. Os resultados mostram que houve menor expressdo de CYP1A2 e CYP2E1 mediante
a administracdo de dose unica de paracetamol e observamos que o pré-tratamento com acai
possibilitou que as expressdes desses genes ndo fossem alteradas em relacéo ao grupo C.

Estudos demonstraram que a expressdo génica, o contetdo proteico e a atividade da
CYP2E1 foram aumentadas nos grupos que receberam paracetamol em relacdo aos grupos
controle. E valido ressaltar que nesses estudos os animais (ratos Wistar e camundongos
C57BL6/J) foram eutanasiados em diferentes tempos pds-inducdo da hepatotoxicidade via
paracetamol (24 e 40 h) (KIM et al., 2013; BAALI et al., 2016).

GILL et al. (2017) realizaram uma avaliacdo temporal do comportamento da expresséo
de mRNA de isoformas da CYP de células HepaRG (linhagem celular derivada de um
carcinoma hepatocelular humano) e observaram a down-regulation da expressdo génica das
CYP1A2 e CYP2E1 mediante o tratamento com 20 mmol/L de paracetamol, 0 que ndo ocorreu
com a concentracdo de 5 mmol/L. Segundo os autores, microRNAS promovem uma resposta
regulatéria na toxicidade do paracetamol, uma vez que o aumento dos miRNA-122-5p e
miRNA-378a-5p que acompanha a maior formacdo de adutos de NAPQI, estdo relacionados
com a reducdo da atividade da ALT e expressao das CYP1A2 e CYP2EL, buscando amenizar
0 dano hepatico.

Embora a expressao de genes ndo tenha uma relacéo direta com o conteudo de proteinas
sintetizadas, e ainda com seu efeito bioldgico, 0 aumento da expressdo génica de CYP1A2 e
CYP2EL1 encontrada no grupo PA pode sugerir que a via de fase | esteja preservada,

possivelmente devido a redugdo da concentracéo de adutos de NAPQI (ndo determinadas nesse
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estudo) podendo ter associagdo com a maior eficiéncia das enzimas da fase Il SULT e UGT em
neutralizar o farmaco (ndo determinadas nesse estudo) ou com a maior capacidade do sistema
glutationa em neutralizar e excretar 0s conjugados.

O desequilibrio entre a diminuicdo das defesas antioxidantes e o0 aumento da producgéo
de ERO geradas por condicbes bioldgicas e por atores exdgenos caracterizam o estresse
oxidativo (FEDOROVA; BOLLINENI; HOFFMANN, 2014). Durante o metabolismo de
paracetamol as ERO s&o geradas pelo citocromo P450 resultando em maciga peroxidacao
lipidica. A formacéo excessiva de NAPQI promove a deplecdo da GSH, formacdo de adutos de
proteina mitocondriais induzindo sua disfuncdo, e consequente interferéncia na funcionalidade
da cadeia transportadora de elétrons, intensificando o estresse oxidativo inicial. Dessa forma,
o0s antioxidantes podem ser agentes terapéuticos viaveis contra hepatotoxicidade induzida por
overdose de APAP (DU; RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016).

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico e proteinas carboniladas séo produtos do
estresse oxidativo considerados marcadores indiretos de injuria oxidativa no figado (BEAL,
2002). Em relacdo a peroxidacgéo lipidica, as espécies reativas reagem com 0s acidos graxos
poli-insaturados, podendo resultar na lise das membranas celulares e formacgéo dos produtos
malondialdeido e 4-hidroxinonenal, cuja reacdo com o acido tiobarbiturico é utilizada para sua
quantificacdo (POLI; BIASI; LEONARDUZZI, 2008).

Assim como em outros estudos foi observado o aumento de TBARS no grupo P, em
adicdo, o tratamento prévio com o acai ndo alterou esse comportamento. Segundo estudos, a
eficacia na recuperacgdo apos a intoxicacdo com paracetamol depende de fatores como a dose
da substancia terapéutica ofertada e o tempo de inducdo da hepatotoxicidade. O pré-tratamento
com Morinda lucida, Garcinia mangostana, Schisandra chinensis e betaina foram eficazes em
reduzir as concentrac@es de TBARS, sendo observado que maiores doses resultavam em mais
similaridade com os respectivos grupos controles (FOGHA et al., 2015; FU et al., 2018;
KHODAYAR et al., 2018; YAN-ZI et al., 2018). No entanto, EL-BAKRY; EL-SHERIF;
ROSTOM (2017) demonstraram que a continuidade da inducdo da hepatotoxicidade, mesmo
mediante um periodo de pré-tratamento mais extenso, além de ndo promover melhora nesse
marcador de dano oxidativo, atuou aumentando o dano hepatico avaliado pelas transaminases
séricas ALT e AST.

A carbonilacdo proteica pode acontecer a partir da reagdo entre proteinas e radicais
livres gerados pelo estresse oxidativo. Essas modificagdes ocorrem por reagcdes de oxidacdo
catalisadas por metais ou quando as proteinas sdo modificadas por moléculas geradas pela

oxidacdo de outras moléculas. Um exemplo importante é a modificacdo covalente de proteinas
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pelo 4-hidroxinonenal produzido pela oxidacéo de lipidios (LEVINE, 1994). A determinacéo
de proteinas carboniladas pelo ensaio espectrofotométrico permite sua quantificacdo embora
possa ocorrer interferéncia dos acidos nucleicos e outros compostos como mioglobina,
hemoglobina e retinoide que também absorvem luz no comprimento utilizado, desse modo o
método de detec¢do imunoldgico semiquantitativo € mais sensivel e especifico quanto aos
danos proteicos (WEBER; DAVIES; GRUNE, 2015).

No modelo de intoxicagéo via paracetamol tem-se observado aumento da concentracéo
de proteinas carboniladas (KUMARI; KAKKAR, 2012; PADUA et al., 2014; SONG et al.,
2014). No6s observamos também que houve maior concentracdo de proteinas carboniladas no
grupo P, ndo sendo encontradas diferencas entre os grupos P e PA. Esse mesmo perfil foi obtido
pela deteccdo da carbonilagdo proteica por imunoensaio.

O estudo de PADUA et al. (2014) mostrou que o tratamento com o extrato de carqueja,
rico em antioxidantes, foi eficaz em reduzir as concentracbes de TBARS e proteinas
carboniladas. BANDEIRA et al. (2017b) observaram esse mesmo comportamento com uma
dose de 100 mg de licopeno/Kg, resultado ndo encontrado quando a dose de 10 mg/Kg foi
utilizada. Esses achados nos levam a supor que se trata de um efeito dose-dependente.
Assinalamos também que diferencas podem ser encontradas com tratamentos realizados em
diferentes tempos, possivelmente porque a acdo dos antioxidantes pode ser direta ou indireta.
Os grupos P e PA apresentaram resultado interessante, pois promoveram um perfil semelhante
de comportamento da peroxidacdo lipidica e da carbonilacdo proteica. Embora o grupo PA néo
tenha apresentado diferenca estatistica entre o grupo P, sua similaridade com o grupo Controle
sugere que o acai possa ter um efeito indireto sobre essas variaveis.

Danos hepaticos podem ser detectados pelas atividades das transaminases séricas e
diversos autores reconhecem esses marcadores como indicativos iniciais do dano hepatico apos
altas doses de paracetamol (FOGHA et al., 2015; BANDEIRA et al., 2017b; LAKSHMI et al.,
2018; LIANG et al., 2018). Considerando a toxicidade em ratos Fischer, PADUA et al. (2010)
observaram que apés 6 h a atividade da ALT apresentou-se aumentada, mantendo elevada por
até 72 h. Emrelacdo a AST, a maior atividade foi observada a partir das 18 h ap6s administracédo
do paracetamol com picos de atividade entre 24 e 48 h. No tempo utilizado no presente estudo
(12 h) foi encontrada maior atividade da ALT, mas ndo na atividade da AST, no grupo P quando
comparado ao grupo C. Embora essa diferenca tenha sido significativa, ela ndo foi t&o
expressiva como relatado em outros estudos.

A baixa responsividade das atividades enziméaticas em nosso modelo pode ser explicada

por DU et al. (2014) que apontaram a diferenca entre os géneros. De acordo com a avaliagéo
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durante 24 h os autores observaram que a partir da 4% h pos intoxicagdo ambos 0s géneros
apresentam aumento da atividade da ALT em relacéo aos seus controles, porém nos tempos 6
e 24 h é possivel verificar que ocorre maior atividade dessa transaminase nos camundongos
machos. Esse resultado é corroborado pela avaliagdo histologica demonstrando maiores areas
de necrose e de formacéo de peroxinitrito nos camundongos machos nesses mesmos tempos,
em contrapartida foi demonstrando que as fémeas possuem maior capacidade de recuperacao
do contetdo de glutationa total. Reforcando esses resultados, KANNO et al. (2017)
demonstraram um aumento de 3 a 4 vezes nas atividades das transaminases em camundongos
fémeas intoxicados com paracetamol, enquanto o aumento da atividade de ALT e AST em
machos varia de 10 a 31 vezes. E importante reforcar que a menor susceptibilidade do modelo
experimental com ratos fémeas ndo inviabiliza os achados nesse estudo, na verdade
complementa os conhecimentos ja estabelecidos e contribui para compreensdo das diversas
respostas que um mesmo protocolo experimental pode apresentar entre diferentes
géneros/espécies/linhagens.

A avaliacdo histopatoldgica do figado mostrou maior presenca de esteatose
microvesicular, degeneracdo hidropica e células inflamatdrias no grupo Paracetamol. Esse
grupo ainda apresentou macicas areas de necrose, porém sem que tenhamos encontrado
diferenca com o grupo C. Essas alteracdes estdo relacionadas a danos desencadeados por ERO
as membranas celulares e mitocondriais.

Em linhas gerais, a degeneracdo hidrdpica e esteatose microvesicular séo manifestacdes
reversiveis caracterizadas pela tumefacdo celular. A degeneracdo hidropica é decorrente do
desequilibrio osmotico e i6nico da membrana celular, com comprometimento da geracédo de
ATP. Em relacdo a esteatose microvesicular, embora pouco se saiba a respeito dos mecanismos
envolvidos na sua patogénese, sabe-se que algumas drogas podem afetar a cadeia transportadora
de elétrons e a B-oxidacdo favorecendo o acumulo de goticula de lipidios no hepatocito. Em
adicdo, o0 processo necrdtico esta envolvido com perda da integridade da membrana celular
permitindo o extravasamento de enzimas lisossomais que degradam estruturas celulares, dando
inicio ao processo de inflamagdo com objetivo de eliminar células mortas (FONTANA, 2008;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

Dessa forma, os antioxidantes presentes no acai podem contribuir para atenuar os danos
histoldgicos, preservando o tecido de maiores injdrias provocadas pelo paracetamol. Embora
as mensuracdes de esteatose microvesicular, degeneragdo hidrdpica e necrose ndo possam ser
consideradas significativas entre os grupos P e PA, observamos maior preservacgao da estrutura

dos hepatdcitos do grupo pré-tratado com acai. A administragdo prévia de acai promoveu
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reducdo das células inflamatdrias o que pode ter ocorrido como consequéncia da leve atenuacéo
da area de necrose no grupo PA.

No modelo experimental de NAFLD o acai também apresentou efeito sobre a
inflamacgdo, com diminuicdo da concentracdo de TNF sérico e expressdo génica de CD36
(SILVA, 2017). Na overdose com paracetamol, estudos com extrato de Bauhinia purpurea e
licopeno, agentes com perfil antioxidante, promoveram redugdo da inflamac&o, area de necrose
e hemorragia (YAHYA et al., 2013; BANDEIRA et al., 2017a).

O esgotamento da glutationa tem papel importante na disfuncdo mitocondrial, na
peroxidacdo lipidica e no dano hepético (RIBAS; GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA,
2014). Nossos resultados confirmam dados da literatura mostrando que o paracetamol afeta o
sistema glutationa, uma vez que houve menor concentracdo hepéatica de glutationa total,
glutationa reduzida e das sulfidrilas totais determinadas no soro. Por outro lado, encontramos
ainda que a glutationa oxidada foi diminuida. Esse ultimo resultado, embora ndo seja
comumente relatado nos estudos, sugere que a manutencdo do sistema também seja
comprometida pois os conjugados formados pela glutationa reduzida com o NAPQI séo
excretados via bile e urina. Sugerimos que o acai tenha efeito benéfico na restauracdo do sistema
glutationa ao observar que as concentracdes de sulfidrilas totais, glutationa total e reduzida séo
reestabelecidas. Ainda que a glutationa oxidada néo seja totalmente restaurada, a similaridade
com o grupo C parece reforcar que o acai possibilite a manutencao do ciclo ao restaurar essas
defesas antioxidantes no soro e figado.

As sulfidrilas totais representam a porcdo onde ocorre a ligacdo do NAPQI com a
glutationa no processo de detoxificacdo desse metabolito (HODGMAN; GARRARD, 2012).
De modo semelhante, VERMA et al. (2013) observaram esse efeito com o extrato de Ageratum
conyzoides e atribuiram o resultado aos compostos fendlicos presentes no extrato, uma vez que
eles podem modular o sistema antioxidante a fim de possibilitar a eliminacdo do NAPQI.

Além da reducdo de sua eliminacdo, a manutencdo das concentracdes normais da
glutationa envolve a atividade das enzimas yGCS, GPx e GR. A yGCS é uma enzima limitante
da sintese de GSH, catalisa a ligacdo entre a cisteina e o glutamato, e uma vez formado, o0 y-
glutamilcisteina se liga com a glicina, catalisada pela glutationa sintetase, sintetizando entdo a
glutationa (RIBAS; GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2014). A expressdo génica de
vGCS ndo apresentou diferenca entre os grupos C e P, no entanto o grupo PA apresentou
expressdo aumentada em relagdo ao grupo C, sugerindo um aumento da sintese da enzima pelo

tratamento com acai. Este fato pode ter contribuido para manutengdo da concentra¢do da
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glutationa total observada nesse grupo, caso exista uma relagdo direta entre a transcricdo e a
sintese da enzima.

O grupo paracetamol apresentou maior atividade da glutationa peroxidase, e essa mesma
tendéncia foi observada pelo pré-tratamento com acai. Esse resultado corrobora o estudo de
RASKOVIC et al. (2019), em que a intoxicaco com paracetamol promoveu uma regulacio
positiva da GPx como resposta adaptativa a maior formacdo de ERO. A menor atividade da
glutationa redutase juntamente com a menor concentragdo da glutationa reduzida podem
explicar o maior estresse oxidativo observado no grupo P, mesma observacdo feita por
RASKOVIC et al. (2017) e RASKOVIC et al. (2019). O tratamento com acai fez com que
atividade desta enzima apresentasse valores intermediarios entre os grupos P e C, esse resultado
juntamente com a concentracdo da GSH indica que o tratamento como acai contribui para
manutenc¢do do sistema glutationa.

No entanto, os resultados encontrados por ACHARYA; LAU-CAM (2010) foram
similares aos achados em nosso estudo, em que observamos a concentracdo de glutationa
oxidada diminuida no grupo intoxicado com paracetamol, de acordo com o0s autores os dados
sugerem que esse resultado pode ter ocorrido devido a conjugacédo da glutationa reduzida com
0 NAPQI e sua excrecdo via bile ou urina, impossibilitando a reciclagem e manutengdo do
sistema glutationa. O pré-tratamento com acai manteve essa fragdo semelhante aos grupos P e
C, no entanto tomados em conjunto, os resultados sugerem que o acai contribuiu para que
houvesse manutencdo das defesas antioxidantes. GUERRA et al. (2011) demonstraram que a
adicdo do agai na dieta ativou a expressao génica de glutationa peroxidase e de YGCS no figado
de ratas Fischer, melhorando o status antioxidante no modelo experimental de diabetes.
Também em estudo com extrato de acai, BONOMO et al. (2014) observaram a ativacdo da
yGCS em C. elegans, propondo que esse resultado resulte da atuagdo de um mecanismo indireto
sobre o status antioxidante.

A glutationa S-transferase é uma enzima de fase Il responsavel pela conjugacédo do
NAPQI com a glutationa reduzida, desempenhando um papel importante na desintoxicacao
desse metabolito gerado pela reacdo de fase I. O aumento da atividade da glutationa S-
transferase no grupo P corrobora com uma demanda aumentada de conjugacdo do NAPQI com
a glutationa reduzida, favorecendo a eliminacdo do conjugado e reducdo da concentracdo de
glutationa. A minimizacg&o de danos pelo tratamento com acai, pode ser devido a sua a¢éo sobre
o sistema glutationa, uma vez que foram encontradas menores atividade da glutationa S-

transferase e restauragdo das concentracGes de glutationa reduzida e total.
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As demais enzimas de defesa antioxidante foram avaliadas, porém ndo observamos
diferencas entre as atividades enziméticas de SOD, catalase e paraoxonase em nosso modelo
experimental. Em geral, essas enzimas tem atividade reduzida mediante administragdo do
farmaco, mostrando que o desbalango antioxidante ocorre em um amplo espectro (FOGHA et
al., 2015; ACKERMAN et al., 2018; FU et al., 2018; NING et al., 2018). AGARWAL et al.
(2011) observaram que a atividade da enzima SOD sofreu modulagéo temporal, sendo sua
atividade restaurada 6 h apds a administracdo do paracetamol em camundongos. Observando
esses achados, podemos supor que em nosso modelo experimental o sistema glutationa tenha
papel mais importante, enquanto a agéo de outras enzimas antioxidantes permanece inalterada.

O Nrf2 é um fator de transcricdo importante na prevencdo da toxicidade pelo
paracetamol. Estes efeitos protetores sdo atribuidos a indugdo de enzimas de fase Il do
metabolismo/desintoxicacdo de farmacos e enzimas antioxidantes (SHEN; KONG, 2009;
GUM; CHO, 2013). Com relacdo aos efeitos do paracetamol e agentes antioxidantes sobre Nrf2,
PANG et al. (2015) observaram que camundongos intoxicados com paracetamol apresentaram
menor expressdo desse gene e 0 pré-tratamento com &cido clorogénico foi associado com a
maior expressdo do Nrf2 e estimulo de enzimas antioxidantes. SOARES et al. (2017)
observaram que 0 extrato de semente de agai, rico em compostos fenolicos, promoveu maior
expressao proteica de Nrf2 e de enzimas antioxidantes, revertendo o estresse oxidativo induzido
por H202 em células endoteliais humanas. Esses e outros estudos levam a compreensdo que
compostos fendlicos agem como antioxidantes diretos, quelando ions de metais de transicdo
e/ou inibindo a producdo de radicais livres atraves da doacdo de dtomos de hidrogénio, e
também como antioxidantes indiretos, atuando na ativacdo do Nrf2 (PETRUK et al., 2018).

Os resultados com relacdo ao paracetamol corroboram com dados da literatura, pois
observamos menor expressdo do gene Nrf2, entretanto nao verificamos efeitos expressivos do
acai. No entanto os resultados encontrados nas defesas antioxidantes sugerem que este sutil
efeito possa ter promovido a recuperacao do sistema glutationa. Além disso, seria importante
verificar se ocorre translocacdo do Nrf2 para o nucleo, onde ele exerce sua funcao.

NAGY et al. (2007), NAGY et al. (2010) e UZI et al. (2013) relataram que o0 estresse
do reticulo endoplasmaético também estd envolvido na toxicidade do paracetamol. Insultos ao
reticulo endoplasmatico impactam o enovelamento de proteinas, resultando no acimulo de
proteinas desenoveladas. Essa perturbacdo impulsiona o estresse do reticulo e desencadeia o
processo adaptativo da UPR através da ativacdo de trés vias pelos sensores PERK, IRE1 e

ATF6, cujo objetivo é aliviar o estresse através do aumento da capacidade de dobrar proteinas
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e da inibicdo da traducdo, reestabelecendo a homeostasia, caso contrario a UPR iniciara o
processo de morte celular (SCHRODER; KAUFMAN, 2005; ZHANG; WANG, 2012).

No presente trabalho observamos que o paracetamol promoveu o aumento da expresséo
dos genes GADD34 e CHOP, sem efeito expressivo sobre as expressdes de BiP, elF2o e ATF4.
Quando ativada, o gene da CHOP transloca-se para o nucleo da célula, inibindo a transcricdo
de genes antiapoptéticos e ativando genes pro-apoptéticos, sendo um importante fator
responsavel pela apoptose. A CHOP ainda regula a expressdo da GADD34, que promove a
desfosforilacdo da elF20, com aumento da traducdo de proteinas, provocando um feedback
negativo e consequente aumento do estresse do reticulo (MARCINIAK et al., 2004; MALHI;
KAUFMAN, 2011). Embora a expressao génica nem sempre esteja diretamente relacionada
com a sintese de proteinas, esses resultados sugerem, como ja relatado por outros estudos (UZI
et al.,, 2013; KUSAMA et al., 2017; LIANG et al., 2018), que o estresse do reticulo esta
envolvido nos danos provocados por altas doses de paracetamol.

Ao avaliar os efeitos do acai observamos menor expressao génica de CHOP e GADD34,
possivelmente decorrente da atenuacdo do estresse do reticulo, e ainda aumento da expressao
génica de elF2o. e ATF4. Em conjunto, os dados sugerem que o acai promoveu uma modulagéo
dos genes da via PERK, pois a reducdo da expressdo de genes relacionados ao processo
apoptotico, juntamente com a menor traducdo proteica podem abrandar o estresse ocasionado
pelo paracetamol. Embora o ATF4 possa promover a regulacao de genes antioxidantes, induzir
a transcricdo de CHOP e controlar a agdo da GADD34 (FLAMMENT et al., 2012), os demais
resultados nos permitem sugerir que o aumento da expressao desse gene atue favorecendo
efeitos antioxidantes em detrimento dos impactos deletérios do estresse do reticulo.

O estudo com camundongos nocaute foi de grande relevancia para a compreensdo dessa
via por UZI et al. (2013) , inclusive ao destacar que a via da PERK-eIF2a-CHOP € intimamente
relacionada com a intoxicacdo com paracetamol ao demonstrar que a ativacdo da CHOP ocorre
concomitante a supresséo da fosforilacdo da eIF2a. Dois aspectos destacaram-se neste estudo,
uma delas consiste na existéncia de uma protecdo intrinseca contra toxicidade nos hepatdcitos
dos camundongos nocaute, e a outra relaciona-se com a menor geracao de metabolitos toxicos,
desse modo os camundongos nocaute tem menor dano hepéatico apds a administracdo do
paracetamol. Nos camundongos selvagens, a recuperacdo pés intoxicacdo ocorre mais
lentamente, com alta taxa de mortalidade entre os animais, aumento gradativo da expressao
génica da CHOP nas primeiras 12 h ap0s a intoxicagdo e maior area necrotica.

O pré-tratamento com polpa de agai recuperou parametros responsaveis por pontos

chave do estresse promovido pelo paracetamol. Em relacdo ao grupo pré-tratado com
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acetilcisteina, observamos que sua acdo também foi direcionada para a atenuacdo da
hepatotoxicidade promovida pelo estresse oxidativo e estresse do reticulo endoplasmético. No
entanto o dano tecidual avaliado pela esteatose microvesicular, necrose, degeneracdo hepatica
e de células inflamatérias apresentou perfil semelhante ao grupo P. Assim, 0 acai se apresenta
como uma abordagem terapéutica que possibilita a restauracdo da homeostase hepaética,
minimizando os danos promovidos pela intoxicacdo com paracetamol ao atuar sobre diferentes
mecanismos. Nesse contexto, nosso estudo abre perspectivas para testar a interagao paracetamol
versus acai em outros cenarios, tais como diferentes doses e tempos de inducdo a

hepatotoxicidade e de tratamento.
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8 CONCLUSAO

Nossos achados mostraram que, nesse modelo experimental, o paracetamol causou
alteracOes histolOgicas, estresse oxidativo, deplecdo do sistema glutationa e aumento da
expressdo de genes da via da PERK, indicando estresse do reticulo endoplasmético. O preé-
tratamento com acai pode amenizar danos hepaticos, pois o sistema glutationa foi preservado e
a expressao génica da CHOP, componente critico da apoptose, foi reduzido. Assim, nossos
resultados indicaram que o acai atuou sobre diferentes mecanismos, sugerindo seu potencial

terapéutico para amenizar os danos provocados pelo paracetamol (FIGURA 21).
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Figura 21 - Resumo dos principais efeitos do pré-tratamento com acai no modelo de
hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol.
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ANEXO - Certificado de aprovacéo do protocolo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais.
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CERTIFICADO

Certficamos que o protocolo do projeto com uso de animais n°. 2017/27,
infituiodo “Pofencial da polpa de ogal (Euterpe oleracea Mart) na
modulagdo do estresse oxidativo e inflamagdo induzidos por paracetamol
em ratas Fischer”. gue tem comoe resporsave o/a Prof{a). Dr{a) Maria Lucia
Pedrosa, foi APROVADO peic Comissdo de £tica no Uso de Anmais g UFOP
- CEUA/UFOP, de gcorde com tabela abagixo:

Dados G0s Animais Aprovagos )
Especialmhagem N’de Idade Sexo Procedencia
| E Animais E S
Ratus novergicus/ FIscher = §0di3s Famea Biotero 6o
Laboradrio d2
Experimerta
(ENUT)

Restigdo de dieta: [ ) sim (x ) ndo

Especificar a dieta:

Este Cerfificado expira em: 01/03/2019

Ouro Preto, 30 de ggosto de 2017.

S .
/
Prof.? Dr.° Pavla Melo de Abreu Vieira
Coordenadora da CEUA/UFOP.



