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RESUMO

O etanol é o alcool mais utilizado nas bebidas alcdolicas e sua metabolizagdo ocorre
principalmente no figado, sendo seu consumo abusivo associado a hepatotoxicidade.
Um dos principais mecanismos responsaveis pela hepatotoxicidade induzida pelo etanol
€ 0 estresse oxidativo. Diante disso, 0s antioxidantes de origem exdgena podem ser
vistos como uma alternativa para restabelecer o equilibrio oxidante/redutor, sendo esses
amplamente encontrados nas plantas medicinais. Sendo assim, o objetivo desse trabalho
foi verificar o efeito protetor dos extratos hidroetandlico e aquoso da espécie vegetal
Baccharis trimera em modelo de hepatotoxicidade induzida com etanol. Para tal, foram
realizados ensaios in vitro e in vivo, sendo utilizados os compostos quercetina e
vitamina C, respectivamente, como controles positivos, ja que o potencial antioxidante
dos mesmos tem sido bem estabelecido. Os extratos de B. trimera foram avaliados
quanto a citotoxicidade, sendo que apenas a concentracdo de 600 pg/mL do extrato
hidroetandlico, no tempo de 24 horas, apresentou citotoxicidade. Foi observado que as
celulas tratadas com os extratos de B. trimera e estimuladas com etanol apresentaram
reducdo na producédo de ERO e de oxido nitrico (NO), mas ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao fator de transcricdo Nrf2. Os ensaios in vivo foram divididos
em experimento agudo, onde ratos machos da linhagem Fisher foram pré-tratados com
o0s extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera por dois dias; e experimento cronico,
onde os animais foram pré-tratados apenas com o extrato hidroetandélico de B. trimera
durante 28 dias. No experimento agudo foi observado que os extratos promoveram o
aumento na concentracao de glutationa oxidada e na atividade de glutationa peroxidase
e superdxido dismutase. Também promoveram diminuicdo nos niveis de TBARS e
melhora no perfil histologico, entretanto, ndo observamos melhora na funcdo hepatica e
perfil lipidico destes animais. Ja no experimento crbnico, observamos melhora na
funcdo renal e hepadtica, diminuicdo nos niveis de triacilglicerdis, da atividade da
metaloproteinase 2 e melhora no perfil histoldgico. Estes resultados analisados em
conjunto sugerem que O extrato hidroetanolico de B. trimera melhora a

hepatotoxicidade induzida pelo etanol tanto no modelo in vitro quanto in vivo.

Palavras-chave: Etanol, hepatotoxicidade, estresse oxidativo, plantas medicinais,

Baccharis trimera.
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ABSTRACT

Ethanol is the alcohol most used in alcoholic beverages and it is metabolized at the
liver. The abusive consumption of alcohol leads to the hepatotoxicity. Oxidative stress
is one of the main mechanisms responsible to the hepatotoxicity caused by ethanol. In
this regard, antioxidants from exogenous origin may be an alternative to recovery the
oxidant/reducer ratio, and they are widely found on medicinal plants. Thereby, the
objective of this study was to investigate the protective effect of hydroethanolic and
aqueous extracts from Baccharis trimera under a model of hepatotoxicity caused by
ethanol. For that, in vitro and in vivo assays were carried out using respectively
quercetin and vitamin C as positive controls, since the antioxidant potential from them
has been well-recognized. The B. trimera extracts were evaluated regarding its
cytotoxicity. Only the hydroethanolic extract from B. trimera at 600 pug/mL and after 24
h had cytotoxicity. Cells treated with B. trimera extracts and stimulated by ethanol had
a reduced production of ERO and nitric oxide (NO). However, cells treated with B.
trimera extracts and stimulated by ethanol unaffected the Nrf2 transcription factor. The
in vivo assays were subdivided in experiment 1) acute: male rats (Fisher) were pre-
treated with hydroethanolic and aqueous extracts of B. trimera for 2 d; and 2) chronic:
male rats were pre-treated only with hydroethanolic extracts of B. trimera for 28 d. In
exp. 1, both hydroethanolic and aqueous extracts of B. trimera increased the activity of
glutathione peroxidase and superoxide dismutase. Yet, both extracts decreased the
TBARS levels and enhanced the histological profile, but without improvements on
hepatic function and lipid profile of the rats. In exp. 2, the hydroethanolic extracts
improved renal and hepatic functions and histological profile, and also reduced
triacylglycerols and metalloproteinase 2 activity. These results, taken together, suggest
that the hydroethanol extract of B. trimera improves ethanol-induced hepatotoxicity

both in vitro and in vivo.

Key-words: Ethanol, hepatotoxicity, oxidative stress, medicinal plants, Baccharis

trimera.
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1. INTRODUCAO

O etanol é metabolizado principalmente no figado, por acdo de enzimas como
alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase. Essas enzimas utilizam como cofator
NAD" e gera NADH, dessa forma ocorre uma diminuicio da razio NAD*/NADH,
afetando diversas vias metabdlicas (SMITH et al., 2007). Também ha formacdo de
aductos de acetaldeido e de espécies reativas de oxigénio (ERO), que promove o quadro
de estresse oxidativo (LU e CEDERBAUM, 2008; HAN et al., 2016). Em algumas
circunstancias o sistema microssomal de oxidacédo do etanol (MEOS) pode ser ativado,
0 que contribui ainda mais para a formacdo de ERO (SMITH et al., 2007; CENI et al.,
2014; HERNANDEZ et al., 2015).

A doenca hepatica gordurosa alcéolica (do inglés-AFLD) é a primeira resposta do
figado ao uso de etanol e é caracterizada pelo acimulo de lipidios nos hepatdcitos
(CENI et al., 2014). Um tratamento farmacoldgico ideal para a AFLD reduziria os
parametros inflamatorios, o estresse oxidativo e o acimulo de lipidios, além de evitar
eventos fibroticos. No entanto, o desenvolvimento de uma droga que seja capaz de agir
em tantas vias diferentes é extremamente dificil. Por esta razdo, ndo se desenvolveu
uma Unica terapia com farmacos, mas sim terapias combinadas numa tentativa de
reverter a lesdo dos hepatécitos (LIVERO e ACCO, 2016). Devido a grande
importancia do estresse oxidativo na patogénese da AFLD, vérios estudos tém se
concentrado no uso de antioxidantes para prevenir o dano oxidativo e melhorar a fungéo
hepatica (CENI et al., 2014; HERNANDEZ et al., 2015; LIVERO e ACCO, 2016).

Antioxidantes naturais podem ser encontrados nas plantas medicinais, sendo que a
maioria apresenta em sua composi¢do substancias fendlicas. Tais compostos sao
responsaveis pela acdo antioxidante, pois podem atuar como sequestradores das
espécies reativas e/ou induzir a expressdo génica de enzimas antioxidantes (ARRIGO et
al., 2015). O Brasil € o pais com maior biodiversidade no mundo, possuindo grande
potencial para o desenvolvimento de terapias que auxiliem nas diversas doencas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Nesse contexto, Baccharis trimera, popularmente conhecida como carqueja, é
uma planta nativa da América do Sul, amplamente distribuida na Argentina, Brasil,

Paraguai e Uruguai, que possui uma elevada concentracdo de compostos fenolicos e,
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portanto, apresenta potencial antioxidante (MIRABALLES et al., 2013). Diante desses
fatos, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial hepatoprotetor de

extratos de B. trimera frente a intoxicacdo com etanol.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O uso de bebidas alcoolicas

O uso de bebidas alcoolicas é uma pratica cultural muito antiga, sendo
documentada, no minimo, desde 10.000 a. C. Esse costume ocupou um lugar
privilegiado em diversas culturas como objeto de celebragBes, cultos e também na
esfera religiosa. Para esses povos, a bebida era o veiculo para se obter habilidades
visionarias e poéticas, sabedoria e criatividade para se relacionar com suas divindades.
Além disso, muitos a utilizavam como forma de pertencer a determinado grupo social
(FERNANDES, 2005).

Desde a Idade Média que o alcool fermentado era considerado um dos itens mais
importantes para a industria, sendo que na Idade Moderna, devido as grandes
navegacOes e contato com outros paises, as bebidas alcoolicas se consolidaram como
mercadorias de primeira importancia na economia mundial. Além da importancia como
género béasico no comércio, o alcool representou um papel decisivo na organizacéo de
um sistema tributéario, fornecendo aos Estados da época uma das maiores fontes de
renda (CARNEIRO, 2004).

Incialmente, as bebidas possuiam um teor relativamente baixo de alcool, uma vez
gue a obtencdo dependia quase exclusivamente do processo de fermentacdo. Porém,
com o advento do processo de destilacdo, introduzido na Europa e espalhado para o
mundo, surgiram novos tipos de bebidas com teores alcdolicos mais elevados. Como
consequéncia, houve aumento do numero de pessoas que apresentavam algum problema

relacionado ao uso excessivo de etanol (CARNEIRO, 2004).

O consumo cada vez mais crescente de bebidas alcodlicas apontava para uma
sociedade geradora de adoecimentos, com isso, em 1849, Magnus Huss introduziu o
conceito de alcoolismo, no qual pode ser definido como um estado de intoxicacdo pelo
alcool que se apresenta com sintomas fisicos, psiquiatricos ou mistos (MEDEIROS,
2011). A partir de entédo, se deu inicio a preocupagdo com o uso de bebidas alcoolicas e
suas consequéncias, sendo que de 1997 em diante, a Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) adotou o termo de dependéncia ao alcool no sistema classificatorio de doencas
(BRASIL, 2008a).



As consequéncias do mau uso do alcool sdo sérias e de ambito mundial,
promovendo sérios problemas biologicos, psicoldgicos e sociais (WHO, 2014).
Segundo a OMS (2014), no ano de 2012 aproximadamente 6% das mortes em todo
mundo foi em decorréncia do alcool, o que representa 3,3 milhdes de obitos. Dentre as
causas mais comuns, podem ser citadas as doencas cardiovasculares e diabetes, injarias
ndo intencionais, doencas gastrointestinais (principalmente cirrose hepética), canceres,
dentre outras. Além disso, o abuso do alcool tem sido associado a suicidios, violéncia
doméstica e acidentes de transito (GALLASSI et al., 2008).

Diante dos prejuizos acarretados pelo uso de bebidas alcolicas o poder pablico
Brasileiro criou diversas medidas, como a Politica de Atencdo Integral ao Usuario de
Alcool e outras Drogas, que visa garantir o direito assistencial aos usuérios, articulando
acbes de promocdo, prevencdo e reabilitacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). O
Decreto aprova a Politica Nacional sobre o Alcool e dispde sobre as medidas para
reducdo do uso indevido de alcool e sua associacdo com a violéncia e criminalidade
(BRASIL, 2007). Em 2008, foi criada a “Lei Seca”, que restringe 0 consumo de bebida
alcodlica por condutor de veiculo automotor (BRASIL, 2008b).

Apesar de muitos efeitos benéficos terem surtido a partir das medidas adotadas
para diminuicdo do uso de bebidas alcoolicas, dados estimam que o Brasil gaste,
anualmente, aproximadamente 82 milhdes de reais com as consequéncias dos problemas
relacionados ao alcool, que englobam desde o tratamento das condi¢cdes médicas até a
perda da produtividade decorrentes do seu uso (BUARQUE, 2004). Segundo estudo
realizado pela Federagdo das Industrias do Estado de S&o Paulo (FIESP), o alcoolismo,
se comparado a outros problemas de salde, é responsavel por gerar trés vezes mais
licencas médicas; aumentar em cinco vezes as chances de acidentes de trabalho;
aumentar em oito vezes a utilizacdo de diarias hospitalares e levar as familias a

recorrerem trés vezes mais as assisténcias médica e social (GALLASSI et al., 2008).

2.2. Farmacocinética do etanol

O etanol pertence a classe dos alcoois e possui formula molecular C,HgO. Por
possuir um grupo funcional hidroxila e também uma pequena cadeia carbénica pode ser

solubilizado em agua e em 0leo (MARTINS et al., 2013). Dentre os alcoois, o etanol é



considerado uma das drogas licitas mais versateis conhecidas pelos seres humanos e
produz diversos efeitos diretos numa grande variedade de sistemas neuroquimicos,

sendo considerado depressor do sistema nervoso central (SMITH et al., 2007).

O etanol é quase completo e instantaneamente absorvido por difusdo passiva,
obtendo o pico de concentracdo entre 30 e 90 minutos. Sua absorcdo € mais eficiente no
intestino delgado do que no estbmago, isso se deve ao fato de que 0 muco que protege o
estbmago possui uma resisténcia maior que a do intestino, que também tem maior
absorcdo devido as vilosidades que aumentam a superficie de contato. Além disso, o
peristaltismo é mais intenso no estbmago do que no intestino, desempenhando um papel

no esvaziamento gastrico e no tempo de transito intestinal (LEVITT et al., 1997).

A taxa de absorcdo do etanol pode ser influenciada por diversos fatores, como a
presenca e composi¢cdo de alimentos no estdmago; concentracdo de etanol na bebida
ingerida; taxa de ingestdo e de esvaziamento gastrico; interacdo com medicamentos;
eficiéncia do fluxo sanguineo no local da absorcdo; permeabilidade dos tecidos de cada
individuo; além de outros fatores genéticos (GOODMAN e GILMAN, 1996;
RAMCHANDANI e LI, 2001; SMITH et al, 2007; CEDERBAUM, 2012;
HERNANDEZ et al., 2015). Estudos demonstram que alimentos sélidos podem
diminuir a absorcdo em até 30%, ao passo que alimentos liquidos ndo possuem esse
efeito. Provavelmente isso se deve ao fato de que o organismo necessita digerir o
alimento antes de absorver o etanol (LEVITT et al., 1997; HERNANDEZ, et al., 2015).

Uma vez absorvido, a distribuicdo do etanol é governada em grande parte pelo
contetdo de agua presente nos tecidos e 6rgdos, uma vez que o etanol é uma molécula
pequena e hidrossolivel, ndo necessitando de ligacdo as proteinas plasmaticas
(RAMCHANDANI e LI, 2001; HERNANDEZ et al., 2015). Existem grandes variacdes
nas proporcdes de gordura e agua no corpo dos individuos, dessa forma, as mulheres
geralmente tém um menor volume de distribuicéo de alcool do que os homens, devido a
maior porcentagem de gordura corporal. Como consequéncia, os niveis de alcool no
sangue das mulheres tendem a ser mais altos do que nos homens quando administrada a
mesma dose de alcool por kg de peso corporal. Além disso, 0 metabolismo de primeira
passagem do alcool no estdmago pode ser menor em mulheres alcdolatras, o que
contribui para os maiores niveis de alcool no sangue (CEDERBAUM, 2012). Parte do

etanol absorvido é excretado pelos pulmdes, rins e pelo suor (SMITH et al., 2007).



O etanol é metabolizado principalmente no figado através de reacfes de oxidacao,
em que a primeira enzima atuante é a alcool desidrogenase (ADH). Esta enzima
converte o etanol em acetaldeido e, para tal, utiliza NAD" como aceptor de elétrons,
resultando na formacdo de NADH. Quando em altas concentracfes ou diante do uso
crénico de etanol, 0 mesmo pode ser convertido em acetaldeido por acdo da catalase ou
pelo sistema oxidante microssomal do etanol (MEOS), constituido por enzimas do
citocromo P450 no reticulo endoplasmatico (CYP2E1l). Uma vez formado, o
acetaldeido é convertido em acetato por acdo da aldeido desidrogenase (ALDH), que
também utiliza NAD" (LI et al. 2001; SETSHEDI et al., 2010; CENI et al., 2014;
HERNANDEZ et al., 2015). O acetaldeido ainda pode ser convertido a acetato por agio
da aldeido oxidase, xantina oxidase e por CYP2E1, mas a contribuicdo dessas vias é
insignificante (CEDERBAUM, 2012). O acetato formado é captado e oxidado por
outros tecidos, principalmente coracdo e musculo esquelético, sendo convertido a acetil
CoA, que pode entrar diretamente no ciclo do &cido citrico (TCA) e ser oxidada a CO;
(SMITH et al., 2007). (Figura 1).

NAD* NADH* + H™
¢7

CITOPLASMA

+ + +
DR NAD NADH"™ + H
Catalase

ETANOL ACETALDEIDO A-Z ACETATO

ADLH

CYP2EI

MICROSSOMO

NADPH + H" +20, NADP* + H,0

Figura 1: Metabolismo do etanol. A enzima alcool desidrogenase (ADH) é uma das principais
responsaveis pela conversdo do etanol em acetaldeido, necessitando de NAD" como aceptor de
elétrons, como resultado, ha formagdo de NADH. Em determinadas circunstancias, o etanol
pode ser convertido em acetaldeido por acdo da catalase ou do sistema oxidante microssomal de
etanol no reticulo endoplasmatico (CYP2E1). Uma vez formado, o acetaldeido é convertido em
acetato por acéo da aldeido desidrogenase (ALDH), que também utiliza NAD".

Fonte: Adaptado de Ceni et al., 2014.

O metabolismo do etanol apresenta um grau de variagdo considerdvel entre os

individuos, isso ocorre devido as diferengas genéticas nas enzimas responsaveis por
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esse mecanismo; nas concentragdes dos cofatores (NAD" e NADH) e na presenca de
etanol e acetaladeido nos compartimentos celulares (mitocéndria e citosol dos
hepatdcitos). O acetaldeido exerce efeito inibitorio sobre a ADH, além do que, sua
eliminacdo é um fator critico na oxidacdo do etanol a uma taxa eficiente, dessa maneira,
as concentracdes usuais de etanol e acetato na circulagcdo durante a oxidacdo do etanol
sdo milimolares, enquanto que as do acetaldeido s&o inferiores a 10 micromolar
(BOSRON et al., 1993; LI et al. 2001; CEDERBAUM, 2012). Substancias como o
horménio do crescimento, epinefrina e estrogénios, exercem efeito estimulatorio sobre a
ADH; ja os hormonios da tiredide e os andrégenos inibem a atividade de ADH
(CEDERBAUM, 2012). Embora existam esses mecanismos, ndo ha uma regulacdo
efetiva na oxidacao do etanol, por consequéncia, as formacdes de NADH no citosol e na
mitocondria tendem a se acumular, aumentando a propor¢cio NADH/NAD" a niveis
elevados (SMITH et al., 2007).

A eliminacdo do etanol é dependente da concentracdo, sendo que concentracfes
mais elevadas de alcool no sangue sdo eliminadas a uma taxa mais elevada. Devido a
esta dependéncia da concentracdo, ndo € possivel estimar uma Unica taxa de
metabolismo do alcool, porém, em média, a capacidade metabdlica para remové-lo é de
cerca de 170 a 240 g por dia para uma pessoa com um peso corporal de 70 kg
(CEDERBAUM, 2012).

2.3. O metabolismo do etanol

Muitos dos efeitos agudos da ingestdo do etanol sdo causados pela diminui¢do da
proporcdo de NAD/NADH no figado, como consequéncia, ha alteracdo das vias
metabolicas que requerem NAD" ou s&o inibidas por NADH (SMITH et al., 2007). Uma
vez que a ADH atua no citosol, a razdo redox NAD*/NADH citosdlica sera reduzida,
refletindo na razdo piruvato/lactato; enquanto que, devido a atuacdo da ALDH na
mitocondria, ocorrera diminuicdo da razio NAD'/NADH mitocondrial, refletindo na
razdo hidroxibutirato/acetoacetato (CEDERBAUM, 2012).

Quando o piruvato é convertido em lactato, por acdo da lactato desidrogenase, ha
utilizagdo de NADH e formacido de NAD". Essa reacdo ¢é favorecida devido ao déficit

de NAD" no citosol, promovendo actimulo de lactato. Esse actimulo, além de diminuir o
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pH sanguineo, promove a diminuic¢do da excrecdo urinaria de acido Urico, que contribui
ainda mais para a acidose. Também devido ao aumento de NADH, ocorre inibi¢do da
enzima xantina desidrogenase e ativacdo da xantina oxidase, resultando em formacéao de
acido urico e moléculas oxidativas, como o peroxido de hidrogénio (H,O,) e anion
superdxido (O,2") (MIRA e MANSO, 1993; YAMAMOTO et al., 2005). Devido a esses
fatores e ao aumento da degradacéo de purinas, pode ocorrer acimulo de &cido Urico e
formagé&o de cristais de urato, que se precipitam nas articulagdes promovendo o quadro
de gota (SMITH et al., 2007; DALBETH et al., 2014).

A diminuicdo da proporcio NAD'/NADH pode causar hipoglicemia em
individuos em jejum que estiverem ingerindo bebidas alcdolicas e forem dependentes da
gliconeogénese para manter os niveis sanguineos de glicose. A alanina e o piruvato séo
0s principais precursores gliconeogénicos, porém, como ocorre deslocamento para a
formacdo de lactato, o piruvato proveniente da alanina ndo fica disponivel para ser
utilizado na gliconeogénese (KREBS, 1968; STEINER et al., 2015). Além disso, a
menor propor¢do NAD*/NADH impede que outros precursores gliconeogénicos, como
0 oxaloacetato e glicerol, entrem na rota gliconeogénica. Em contrapartida, o consumo
de etanol, concomitante com uma refeicdo, pode resultar em hiperglicemia transitoria,
provavelmente devido a diminuicdo da razio NAD*/NADH, que inibe a glicélise na

etapa da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (SMITH et al., 2007).

Outro prejuizo decorrente da baixa taxa de NAD*/NADH ¢ a inibicdo da oxidagio
de 4cidos graxos, os quais se acumulam no figado. Esses &cidos graxos sdo
reesterificados em triacilglicer6is por combinarem-se com o glicerol 3-P. O aumento
dessa taxa também aumenta a disponibilidade de glicerol 3-P, por promover sua sintese
a partir de intermediarios da glicolise. Os triacilglicerdis sdo incorporados dentro de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), que se acumula no figado promovendo
a doenca hepatica gordurosa alcdolica (KIRPICHI et al., 2016; LIVERO e ACCO,
2016); também passa para 0 sangue, resultando em hiperlipidemia induzida por etanol
(SMITH et al., 2007).

Apbs o consumo de etanol ha aumento da lip6lise e os &cidos graxos que Sao
oxidados sdo convertidos em acetil-CoA e, subsequentemente, em acetoacetato e [3-
hidroxibutirato. Nesse processo de oxidacdo, concomitante com a oxidagéo do etanol, é
formado NADH suficiente para que ndo ocorra oxidacao de acetil-CoA no TCA. Dessa



forma, o oxaloacetato € direcionado para formacdo de malato, uma vez que a enzima
malato desidrogenase utiliza NADH como cofator. Os baixos niveis de oxaloacetato
prejudicam a sintese de citrato pela citrato-sintase, sendo assim, a acetil-CoA passa para
a sintese de corpos cetdnicos em vez do TCA (SMITH et al., 2007). Todas essas

alteracdes metabolicas estdo resumidas na figura 2.
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Figura 2: AlteracOes nas vias metabolicas em funcdo da diminuicdo da razio NAD/NADH.
Devido a diminuico da proporcdo de NAD*/NADH ocorre inibigdo da glicélise; deslocamento
do piruvato para sintese de lactato, com consequente inibicdo da gliconeogénese; acimulo de
lactato e &cido urico, promovendo acidose; inibicdo do ciclo do &cido citrico (TCA) e
deslocamento do acetil CoA para a sintese de corpos cetbnicos (promovendo cetoacidose) e
triacilglicerois (promovendo esteatose hepatica).

Fonte: SMITH et al., 2007.

Muitos dos efeitos tdxicos do consumo crénico do etanol resultam do acimulo de
acetaldeido em decorréncia da diminuicdo da sua oxidagdo, por um mecanismo de
adaptacdo metabolica (CEDERBAUM, 2012). Apos altas doses de etanol, o acetaldeido

acumulado no figado passa para a corrente sanguinea onde se liga covalentemente a
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grupos aminos, sulfidrilas, nucleotideos e fosfolipideos, formando aductos (SORRELL
et al., 1985; SMITH et al., 2007; SETSHEDI et al., 2010; CEDERBAUM, 2012). Esses
aductos sdo amplamente patogénicos, ja que alteram a homeostasia da célula, podendo
promover mutacées no DNA (BROOKS e THERUVATHU, 2005; CENI et al., 2014).

Uma das consequéncias da formacdo de aductos de acetaldeido com aminoacidos
¢ a diminuicdo geral na sintese de proteinas, além da diminuicdo da secrecdo de
proteinas plasméticas, como albumina, fatores de coagulagdo e proteinas
transportadoras para vitaminas, esteroides e ferro. O resultado disso € um acumulo
proteico com afluéncia de agua para dentro dos hepatdcitos e inchaco do figado,
contribuindo para a distor¢do da arquitetura hepatica (TUMA et al., 2003; SMITH et al.
2007).

Durante a intoxicacdo por etanol hd aumento do estresse oxidativo, uma vez que
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas, principalmente pela CYP2EL e
NAPDH oxidase nas células de Kuppfer. Essas ERO juntamente com os aductos de
acetaldeido, promovem peroxidacdo lipidica, formacdo de proteina carbonilada, de
radicais lipidicos e radical 1-hidroxietilo, além de se ligarem a antioxidantes,
principalmente & glutationa, diminuindo a protecdo das células (LU e CEDERBAUM,
2008; HAN et al., 2016). Com o consumo cronico de etanol a mitocondria danifica-se e
a taxa de transporte de elétrons € inibida, dessa forma, a fosforilacdo oxidativa tende a
se tornar desacoplada, diminuindo a oxidacdo do acetaldeido e, também, dos acidos
graxos, que acentua o acimulo de lipideos nos hepatdcitos e contribui para a doenca
hepatica gordurosa alcoolica (SMITH et al, 2007; LIVERO e ACCO, 2016).

2.4. Doenca hepatica gordurosa alcoolica

Doenca hepaética alcoolica (do inglés- Alcoholic Liver Disease (ALD)) é um termo
genérico para as doengas hepéticas induzidas pelo alcool, incluindo a doenca hepética
gordurosa alcdolica, esteatohepatite e cirrose, que podem progredir para carcinoma
hepatocelular (UDOH et al., 2015; KIRPICHI et al., 2016). Sabe-se que
aproximadamente 90% dos bebedores pesados desenvolvem esteatose, mas apenas
alguns deles (~35%) desenvolvem ALD avancada (LIVERO e ACCO, 2016). Isso

mostra que embora se tenha acreditado que a evolucdo dessas doencas fosse dependente
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da dose e da duracdo do consumo de alcool, ja é sabido que se trata de maultiplas
interagBes, como sexo, idade, obesidade, padrfes de consumo, fatores dietéticos e
genéticos, tabagismo, processo inflamatorio, dentre outros (CENI et al., 2014; UDOH et
al., 2015; KIRPICHI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).

A doenca hepatica gordurosa alcoolica (do inglés- Alcoholic Fatty Liver Disease
(AFLD)), também chamada apenas de esteatose, € a primeira e mais comum resposta do
figado a doses moderadas ou grandes de &lcool, incluindo o consumo excessivo e
cronico (CENI et al.,, 2014; BI et al.,, 2015; ANSARI et al., 2016). Geralmente
apresenta-se de forma assintomatica, exceto pela hepatomegalia (LIVERO e ACCO,
2016). E patologicamente caracterizada por acumulo de lipidios micro e
macrovesiculares nos hepatocitos e auséncia de fibrose hepatica (MACSWEEN e
BURT, 1986; Bl et al., 2015). A patogénese da AFLD é complexa e envolve diversos

mecanismos, sendo alguns explicados adiante.

A Proteina Cinase Ativada por Monofosfato de 5'-adenosina (AMPK) hepética é
uma enzima importante na regulacdo da biossintese de &cidos graxos, triacilglicerdis
(TAG) e colesterol. Essa enzima regula os fatores de transcri¢do Proteina-1 de ligacdo
ao elemento regulador do esterol (SREBP-1) e Receptor ativado por proliferador de
peroxissoma o (PPARa). Apos consumo agudo e cronico de etanol a atividade de
AMPK ¢é diminuida, como consequéncia, a atividade transcricional de SREBP-1 fica
elevada e a de PPARa diminuida (BI et al., 2015; ANSARI et al., 2016). Como
resposta, h4 aumento na atividade das enzimas acido graxo sintase (FAS), acil CoA
carboxilase (ACC), ATP citrato liase (ACL), estearil CoA dessaturase e enzimas
malicas, uma vez que elas sdo reguladas pelo fator SREBP-1. Além disso, a diminuicao
da atividade de PPARa promove a supressdo da carnitina palmitoytransferase I (CPT-1),
uma enzima chave na transferéncia de acil-CoA de cadeia longa para dentro da
mitocdndria para que sejam oxidados. O somatorio de todos esses efeitos € um aumento
na sintese de acidos graxos com diminuicdo da sua oxidacdo (YOU et al., 2014,
LOUVET e MATHURIN, 2015; UDOH et al., 2015).

O figado é um dos Orgdos-chave onde SIRT1, uma nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD")- dependente, desempenha um papel fundamental na regulagdo do
metabolismo lipidico e da inflamacé&o através da modificagdo do estado de acetilacéo de

varias moléculas alvo, incluindo histonas, reguladores da transcricdo e seus co-

11



reguladores (AMPK, SREBP-1, PPARa, co-ativador PPARy-1a (PGC-1a), lipina-1,
fator de transcri¢gdo O1 (FoxO1), B-catenina, fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e
células T ativadas com fator nuclear c4 (NFATc4)) (CENI et al., 2014; YOU et al.,
2014; Bl et al., 2015; LIVERO e ACCO, 2016), além de auxiliar no controle do estresse
oxidativo celular (CHUNG et al., 2010; YOU et al., 2014; LOUVET e MATHURIN,
2015; ANSARI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).

Evidéncias sugerem que SIRT1 e AMPK se regulam mutuamente, compartilham
caminhos de sinalizagdo semelhantes e modulam objetivos comuns (como SREBP-1,
PPARa) (RUDERMAN et al., 2010), dessa forma, a desregulacdo do eixo SIRTI-
AMPK pelo etanol representa uma hipéOtese para o sistema de sinalizacdo central
prejudicado na AFLD (YOU et al., 2014). SIRT1 também interage e regula o PGC-1a,
um importante fator que junto com PPARa induzem a expressdo de enzimas de
oxidacdo de &cidos graxos mitocondriais (RODGERS et al., 2008). Diante o uso de
etanol, esse eixo SIRT1-PGC-l1o/PPARa fica prejudicado contribuindo para a
diminuicdo da oxidacdo de acidos graxos (YOU et al., 2014). Além disso, o etanol
diminui os niveis de adiponectina, que € um hormdnio que ativa SIRT1, isso contribui
paraa AFLD (YOU et al., 2014).

Lipina-1 ¢ uma proteina que possui diferentes isoformas, sendo a a presente no
nucleo e a B no citoplasma. No citoplasma, ela medeia a conversao de fosfatidato (PA) a
diacilglicerol (DAG), que serve como substrato para a sintese de TAG, que, em seguida,
é transportada para outros tecidos por associacdo com VLDL. Ja no ndcleo, interage
com receptores como PGC-1a, PPARa e SREBP-1, estimulando os genes mitocondriais
envolvidos na oxidacdo de acidos graxos e suprimindo os genes lipogénicos (YOU et
al., 2014, Bl et al., 2015). O etanol eleva a razdo Lipina-1 p/a, promovendo inibigdo da
secrecdo de VLDL-TAG, aumento da lipogénese de novo, diminui¢do da oxidacdo de
acidos graxos, conduzindo finalmente ao desenvolvimento de esteatose no figado
(CENI et al., 2014; YOU et al., 2014; Bl et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que tanto lipina-1 quanto SIRT1 possuem papel anti-
inflamatorio, uma vez que reprimem a atividade transcricional de NF-kB ¢ NFATc4
(YIN et al., 2014; YOU et al., 2014; Bl et al., 2015). O uso de etanol leva a diminuicdo
de lipina-1 e de SIRT1, promovendo o acimulo e ativacdo de NFATc4 no ndcleo, com

consequente aumento de citocinas pré-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral
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a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (YIN et al., 2014; YOU et al., 2014); além de
aumentar a atividade de NF-«xB, exacerbando a inflamagdo na AFLD (CENI et al.,
2014: ANSARI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).

O processo inflamatério promovido pelo etanol também envolve o aumento de
lipopolissacarideo (LPS) na circulacdo porta-hepatica, uma vez que ha aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal e promocao de dishiose entérica com super
crescimento bacteriano (CENI et al., 2014; HARTMAMM et al., 2015; LOUVET e
MATHURIN, 2015; HAN et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016). O LPS ativa células
de Kupffer, que passam a produzir ERO, moléculas de adesdo, quimiocinas e citocinas
pro-inflamatorias, além de ativar NF-kB (LOUVET ¢ MATHURIN, 2015; HAN et al.,
2016; LIVERO e ACCO, 2016). Em resposta ao aumento de LPS ha recrutamento de
leucécitos que contribui ainda mais para o processo inflamatério (LOUVET e
MATHURIN, 2015; HAN et al., 2016).

Outra via afetada pelo etanol é a autofagia, que é um processo responsavel por
degradar moléculas maiores, como proteinas, acidos nucléicos, hidratos de carbono
complexos, TAG e organelas disfuncionais, em moléculas menores, que sdo ainda
discriminadas para gerar ATP (CZAJA, 2011; DONOHUE e THOMES, 2014). Dessa
forma, esse processo atenua o acimulo de lipidios nos hepatocitos, conferindo protecao
ao figado (LIVERO e ACCO, 2016). Esse mecanismo pode ser controlado por FoxO3a
(que promove a autofagia hepatica) (YOU et al., 2014) que é regulado por SIRT1 (NI et
al., 2013). O consumo agudo de etanol diminui SIRT1, que consequentemente aumenta
a atividade de FoxO3a, promovendo a autofagia (NI et al., 2013). Esse dado indica que
pode haver um mecanismo compensatorio nos estagios iniciais da AFLD (CENI et al.,
2014; LIVERO e ACCO, 2016). Por outro lado, o uso crénico de etanol diminui esse
processo (CENI et al., 2014; LIVERO e ACCO, 2016).

Como mostrado, durante o metabolismo do etanol ocorre um aumento do estresse
oxidativo, ja que ERO sdo produzidas em resposta ao metabolismo propriamente dito e
também pelas células de Kupffer, em resposta ao LPS. Essas ERO, juntamente com a
diminuicdo da razio NAD*/NADH, formagéo de acetaldeido e acetato, inibem SIRT1,
promovendo o aumento da lipogénese e da inflamag&do, concomitante com a diminuigéo
da oxidacéo de &cidos graxos (YOU et al., 2014). Nesse sentido, 0 estresse oxidativo
pode ser considerado como um dos fatores centrais para a AFLD (Figura 3) (CHUNG et

13



al., 2010; CENI et al., 2014; YOU et al.,, 2014; LOUVET e MATHURIN, 2015;
ANSARI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).

Adipose tissue

25is T [ ET I ENT

Alcoholic fatty liver disease

Figura 3: Papel da SIRT1 na patogénese da AFLD. O etanol inibe SIRT1, alterando as vias
AMPK, SREBP-1, lipina-1, PGC-1a, PPARa, FoxO1, NF-kB e NFATc4, no figado. Os efeitos
finais sdo a ativacdo da lipogénese, inibicdo da oxidagdo de &cidos graxos, reducdo da
mobilizacdo de lipidios e inducdo de inflamacdo, promovendo a AFLD. AMPK: Proteina
cinase ativada com monofosfato de 5'-adenosina; SREBP-1: Proteina-1 de ligacdo ao elemento
regulador do esterol; PPARa: Receptor ativado por proliferador de peroxissoma a; PGC-1a: co-
ativador PPARy-10; FoxO1: fator de transcricdo O1; NF-kB: fator de transcrigdo nuclear xB;
NFATCc4: células T ativadas com fator nuclear c4; CPTI: carnitina palmitoytransferase I; SIRT1:
sirtuin 1.

Fonte: YOU etal., 2014.
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2.5. Estresse oxidativo

Estresse oxidativo pode ser definido como um estado em que as espécies
oxidantes excedem o sistema antioxidante, perdendo o equilibrio entre elas
(YOSHIKAWA e NAITO, 2002; KATAKWAR et al., 2016). Esse quadro pode ser
desencadeado por um aumento dos compostos enddgenos e/ou exdgenos que estdo
entrando na auto-oxidagéo acoplada com a producdo de ERO; diminuicdo da reserva de
antioxidantes de baixa massa molecular; inativagdo de enzimas antioxidantes;
diminuicdo da sintese de enzimas antioxidantes e antioxidantes de baixa massa

molecular; ou ainda a combinacao de dois ou mais desses fatores (LUSHCHAK, 2014).

Radicais livres sdo definidos como atomos ou moléculas que possuem numero de
elétrons desemparelhados na ultima camada de valéncia, implicando em alta
instabilidade e reatividade (YOSHIKAWA e NAITO. 2002). Esses radicais podem
atacar moléculas proximas para se tornarem estaveis, enquanto isso, a molécula atacada
pode se tornar um radical livre ao perder seu elétron e iniciar uma cascata de reaces,
causando danos para as células (ARULSELVAN et al., 2016). Adicionalmente existem
outros agentes reativos que nao possuem elétrons desemparelhados e que também sédo
prejudiciais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), portanto, a denominacdo espécies
reativas de oxigénio (ERO) se torna mais abrangente (KATAKWAR et al., 2016).

As ERO podem ser classificadas em radicalares, pertencendo a esse grupo o
radical hidroxila (HO"), superoxido (O, ), peroxila (ROQO), alcoxila (RO), éxido
nitrico (NO"), dioxido de nitrogénio (NO,") e peroxinitrito (ONOO). Ja o oxigénio
singleto (O,), 0 ozbnio (O3), o0 perdxido de hidrogénio (H,O;), o &cido hipocloroso
(HOCI) e o cloreto de nitrila (NO,CI), sdo classificados como ndo radicalares
(VASCONCELOS et al, 2007).

Em baixos niveis, as ERO desempenham papel fundamental no organismo,
podendo atuar como moléculas sinalizadoras durante a ativacdo de proteinas cinases,
como a proteina cinase C (PKC) e proteina cinase ativada por mitdgeno (MAP), que
participam de diversas funcbes celulares (YOSHIKAWA e NAITO. 2002); séo
produzidas por neutrofilos auxiliando na protecdo do organismo contra microrganismos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997); participa da homeostasia vascular (CHEN et al.,
2015); regula muitos processos metabolicos e celulares incluindo proliferagdo, migragéo
e expressao génica (NOORI, 2012); dentre outras funcdes. No entanto, quando em
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niveis mais elevados pode desencadear 0 estresse oxidativo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; YOSHIKAWA e NAITO, 2002; KATAKWAR et al., 2016).

Segundo Lushchak (2014) o estresse oxidativo pode ser divido em basal (BOS),
de intensidade baixa (LOS), intermediéria (I0S) e alta (HOS). Na BOS a quantidade de
estresse € minima, jA que se trata das ERO produzidas em condicGes fisiologicas,
exemplificada pela enzima NADPH oxidase (BORDT e POLSTER, 2014); pela xantina
oxidase (YAMAMOTO et al., 2005); pelo citocromo P450 oxidase (RIBEIRO et al.,
2005); pela 6xido nitrico sintase (SILVA et al., 2011); pela lipoxigenase e cicloxigenase
(HALLIWEL, 2009) e pela cadeia transportadora de elétrons (DAY, 2014).

Altos niveis de ERO podem induzir a LOS, que é caracterizada por inativacdo das
enzimas antioxidantes e enzimas associadas, e até mesmo inibicdo da sintese dessas
enzimas. Essas alteracGes podem ser detectadas por técnicas laboratoriais rotineiras. Ja
na 10S, o nivel de componentes oxidativamente modificados é bastante elevado,
enquanto os componentes induzidos e sensiveis por ERO estdo diminuidos. Na HOS
ambas as funcdes sdo atingidas, isto €, virtualmente todos os substratos potenciais
disponiveis sdo oxidados nesta situacdo o que resulta no desenvolvimento de uma
resposta quase maxima (LUSHCHAK, 2014).

Esses prejuizos podem ser exemplificados pelo radical hidroxila, que ganha
destaque devido a sua alta reatividade, podendo provocar lesdes direta ou indiretamente.
De forma direta, ha peroxidacdo lipidica, alteracdo da permeabilidade vascular,
alteracdo da estrutura de proteinas, lipideos, acidos nucléicos e carboidratos, alteraces
oxidativas em moléculas de longa duracdo, tais como o colageno e a elastina,
degradacédo oxidativa de glicosaminoglicanos. Por outro lado, as lesfes indiretas estédo
relacionadas com o calcio intracelular, que devido a perda na sua homeostase encontra-
se elevado, provocando ativacdo da fosfolipase A2 (envolvida com a cascata do acido
araquiddnico) e da xantina oxidase (que ativa a cascata da hipoxantina) (RODRIGUES,
1998). Além disso, 0 organismo ndo possui mecanismo de defesa enzimatica que
neutralize esse radical (VASCONCELOS et al, 2007; KATAKWAR et al., 2016).

Devido a perda do equilibrio redox varias condi¢cdes patologicas tém sido
descritas na literatura, como a associagdo entre o estresse oxidativo e cancer, malaria,
infeccdo pelo HIV, doencas cardiacas, aterosclerose, isquemia (PANTH et al., 2016),
diabetes, Glcera gastrica (ELMASTAS et al., 2006; LIVERO et al., 2016-a), obesidade,
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transtornos neurodegenerativos (BARBOSA et al., 2008), doencas renais, lesdes de
pele, disfuncdo pulmonar, catarata (GIADA e MANCINI FILHO, 2006), processos
inflamatorios (BORDT e POLSTER, 2014), doenca hepatica gordurosa alcéolica
(LIVERO et al., 2016-b), entre outras.

2.6. Defesa antioxidante

Devido & exposicdo do organismo as ERO foram desenvolvidos mecanismos de
defesa, sendo estes representados pelos antioxidantes. Entende-se como antioxidante
qualquer substancia que possa sequestrar as ERO, ou ainda que sejam capazes de inibir
ou retardar a oxidacdo de substratos oxidaveis (DAY, 2014), podendo ser enzimaticos
ou ndo enziméticos (AITKEN e ROMAN, 2008). Como defesa enzimatica podem ser
citadas as enzimas superédxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) (NOORI, 2012). A defesa ndo enzimatica engloba a
vitamina C e E, o tripeptideo redox glutationa reduzida (GSH), carotenoides, compostos
fendlicos, dentre outros (CHEN et al., 2015; HAN et al., 2016).

A SOD é uma enzima que pode se apresentar de trés formas, mas todas catalisam
a conversdo do anion superoxido (O,") em H,0,. A forma SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-
SOD) esté presente principalmente no citoplasma e nos fluidos extracelulares; a forma
SOD-manganés (Mn-SOD) esta localizada principalmente nas mitocondrias; enquanto a
forma SOD extracelular é exclusiva dos fluidos extracelulares (MARKLUND et al.,
1982). Uma vez formado, o H,O, pode ser convertido em agua por acdo da CAT ou da
GPx (NAUDI et al., 2011).

A CAT é uma hemoproteina citoplasmatica que atua principalmente nos
peroxissomos, catalisando a conversdo do H,O, em &gua, e possui atividade dependente
de NADPH. E encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rins e figado (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997). Geralmente atua de forma mais ativa a medida que a
concentracdo de H,O, aumenta no interior da célula, isso ocorre porque a afinidade da
GPx por esse composto é cerca de 10 vezes maior que o da CAT (POWERS et al.,
1999).
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A GSH ¢ o tiol de baixa massa molecular mais abundante, possuindo papel central
na biotransformagdo e eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o
estresse oxidativo. Esse peptideo é oxidado a glutationa oxidada (GSSG) em duas
situacOes: 1- quando a GPx converte o H,O, em agua; e 2- quando a glutationa oxidase
catalisa a conversdo de O, em H,0,. Para que o sistema continue operante é necessario
que a GSSG seja reduzida novamente, quem promove essa reducdo é a GR (Figura 4)
(HUBER e ALMEIDA, 2008).

Figura 4: Atuacdo das enzimas antioxidantes. A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a
conversdo do anion superoéxido (O,) em peroxido de hidrogénio (H,O,). Enquanto a glutationa
oxidase (GO) converte o oxigénio em H,0,. O H,0, formado pode ser neutralizado a agua
(H20) por acédo da catalase (CAT) ou da glutationa peroxidase (GPx). Tanto GPx, quanto GO
utilizam glutationa reduzida (GSH) durante suas catalises, promovendo sua oxidagdo e
formacéo de glutationa oxidada (GSSG). Para que o sistema continue operante € necessaria a
reducdo da GSSG em GSH, quem catalisa essa reacdo é a glutationa redutase (GR).

H,0

As enzimas antioxidantes sdo reguladas principalmente pelo Fator nuclear-
eritroide relacionado ao fator-2 (Nrf-2) (LUSHCHAK, 2014; CHEN et al., 2015;
GONZALES et al., 2015). Normalmente, esse fator encontra-se no citoplasma celular
associado a proteina tipo célice associada-ECH (Keap-1), que atua como um
“adaptador” para a ubiquitina¢do e degradacdo proteossomal de Nrf2, mediada por Cul3
(CHEN et al., 2015). No entanto, na presenca de estresse oxidativo sdo promovidas
alteracdes conformacionais na proteina Keapl, blogueando a ubiquitinacdo e a
degradagio de Nrf-2 (GONZALES et al., 2015). Em seguida, ocorre uma separagio
entre Keapl e Nrf-2, que se transloca para o nucleo e liga-se as pequenas proteinas Maf,
que juntamente se ligam ao elemento de resposta antioxidante (ARE), promovendo a
transcricdo de genes alvo, incluindo genes que codificam enzimas antioxidantes,

18



enzimas de detoxificacdo, proteinas antiapoptoticas e enzimas anti-inflamatorias (Figura
5) (LUSHCHAK, 2014; CHEN et al., 2015; GONZALES et al., 2015; KIM e KEUM,
2016).

Proteasome
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Figura 5: Mecanismo de atuacdo do Fator nuclear-eritroide relacionado ao fator-2 (Nrf-2). Em
condi¢Bes normais, Nrf2 encontra-se no citoplasma celular associado a proteina tipo célice
associada-ECH (Keap-1), que permite que Nrf2 seja marcado com ubiquitina para sofrer
degradacdo proteassomal. Na presenca de estresse oxidativo, ha dissociacdo de Keap-1 e Nrf-2,
gue migra para o nucleo e se liga a ao elemento de resposta antioxidante (ARE), promovendo a
transcricdo de genes alvo, como enzimas antioxidantes (catalase e superoxido dismutase
(SOD)).

Fonte: CHEN et al., 2014.

Além dos antioxidantes enzimaticos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de
grande importancia e o consumo de frutas e vegetais esta relacionado com a diminuicéo
do risco do desenvolvimento de doencas associadas ao acimulo de radicais livres, ja
que nesses alimentos podem ser encontradas substancias que atuam em sinergismo na
protecdo das células e tecidos (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Dentre os compostos
mais encontrados podem ser citadas as vitaminas C e E, minerais e compostos fenolicos
(BARBOSA et al., 2010; ARRIGO et al., 2015).

O é&cido ascorbido, conhecido como vitamina C, é um antioxidante hidrofilico,
podendo neutralizar diretamente as ERO (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) e inibir a
formagdo de metabdlitos nitrosos carcinogénicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Geralmente € consumido em grandes doses pelos seres humanos e é absorvido de forma
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rapida e eficiente por um processo dependente de energia (BIANCHI e ANTUNES,
1999). No entanto, essa vitamina pode ndo ser capaz de inibir os radicais livres que
propagam as reagdes de peroxidacdo lipidica em meios lipofilicos (BARBOSA et al.,
2010).

A vitamina E pode ser encontrada na natureza em quatro formas diferentes a, 3, y
e d-tocoferol, sendo o a-tocoferol a forma antioxidante amplamente distribuida nos
tecidos e no plasma. A vitamina E dietética é absorvida sob a forma néo esterificada no
intestino delgado, incorporada a quilomicrons e secretada na circulagdo intestinal
(JORDAO et al., 1998). Essa vitamina é considerada um dos micronutrientes mais
importantes que inibem ERO, promovendo protecdo as células contra os danos
oxidativos. Além disso, existe uma interacdo entre a vitamina E e a vitamina C, que cria
uma "reciclagem da vitamina E", pela qual a funcdo antioxidante da vitamina E oxidada

é continuamente restaurada por outros antioxidantes (ARRIGO et al., 2015).

Minerais como selénio, cobre, zinco, manganés e ferro, também desempenham
um importante papel na protecdo antioxidante, ja que podem atuar como cofatores das
enzimas antioxidantes (BJYRKLUND E CHIRUMBOLO, 2016). O selénio, por
exemplo, age como cofator da GPx e tem um papel protetor contra lesdes peroxidativas
e disfuncdo mitocondrial. J& 0 magnésio esta envolvido em reagdes mediadas por ATP,
sendo gue sua deficiéncia na dieta reduz a atividade da GR e resulta na geracdo de ERO

e aumento da susceptibilidade a peroxidacéo lipidica (ARRIGO et al., 2015).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios das plantas envolvidos no sistema de
defesa, incluindo a protecdo contra radiagfes ultravioletas (UV) e agentes patogénicos.
Até a data, mais de 8000 compostos fendlicos ja foram identificados nas plantas
(HUSSAIN et al., 2016). Tipicamente, os polifendis sdo ingeridos e depois
desglicosilados e absorvidos através do epitélio intestinal, podendo atuar no organismo
(SARIC e SIVAMANI, 2016). Os polifentis tém sido descritos com propriedades
antioxidantes (NOORI, 2012; HUSSAIN et al., 2016), sendo que 0S mecanismos
envolvidos incluem a supressdo da formacdo de ERO por inibicdo de enzimas
envolvidas na sua producdo, eliminacdo de ERO e protecdo de defesas antioxidantes,
como a ativagao do fator de transcricdo Nrf2, que desempenha um papel fundamental na

protecdo celular contra o estresse oxidativo (HUSSAIN et al., 2016).
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Dentre os polifendis, os flavonoides sdo os mais estudados como antioxidantes
(CERQUEIRA et al.,, 2007), sendo exemplificados pelos flavonois, flavonas,
isoflavonas, entre outros (NOORI, 2012). Esses compostos apresentam um ndcleo
fundamental de 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis em sua estrutura, sendo
dois anéis fenolicos substituidos e um pirano acoplado a um dos anéis fenolicos. Esta
estrutura quimica os permite doar hidrogénio ou elétrons aos radicais livres, o que 0s
confere a caracteristica antioxidante (PIETTA, 2000). Dentre os flavonoides mais
estudados podemos destacar a quercetina, que é encontrada abundantemente em frutos,
folhas de vegetais, chas, vinho tinto, dentre outros (CERMAK et al. 1998). A quercetina
possui efeito antioxidante, propriedade esta bastante difundida na literatura (Figura 6)
(KESSLER et al. 2003; OLIVEIRA et al., 2007; SAK, 2014; JIMENEZ et al., 2015;
ALMAGHRABI, 2015; de ARAUJO et al.,, 2016), por apresentar capacidade de
diminuir a producdo de ERO (de ARAUJO et al., 2016) e aumentar os niveis de Nrf2
(KIM et al., 2015).

Figura 6: Estrutura da quercetina

Fonte: http://www.infoescola.com/farmacologia/quercetina/

2.7. Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de aliviar ou curar
enfermidades e tém tradi¢do de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade.
Para usa-las, deve-se conhecer a planta e saber onde colher e como prepara-la. Quando
qualquer parte dessas plantas passa por um processo de industrializacdo para formacéo
de um medicamento passa a ser denominado fitoterapico (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA, 2004).
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A utilizacdo de plantas medicinais constitui uma das praticas mais antigas para
tratamento, cura e prevencédo de doengas (RODRIGUES et al., 2011), sendo que alguns
registros apontam que o inicio da sua utilizacao foi em 2800 a.C (FIRMO et al., 2011).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), até o ano de 2006 aproximadamente
85% da populacdo de paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais e
dos medicamentos fitoterapicos para a atencdo primaria (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

Mesmo nos dias atuais, o interesse do publico nas terapias complementares tem
aumentado enormemente nos paises em desenvolvimento, isso pode ser atribuido aos
obstaculos enfrentados pela populacdo para obtencdo de medicamentos convencionais e
também pela facilidade na obtencdo de plantas medicinais (JUNIOR e PINTO, 2005).
Além disso, sabe-se que estas desempenham um papel importante para a pesquisa
farmacoldgica, ndo sé quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese ou modelos para
compostos farmacologicamente ativos (FILHO, 1998). Na medicina Ocidental ja
existem mais de 120 moléculas derivadas de plantas, tais como a forscolina, o taxol, a
emetina, a colchicina, a codeina, dentre outras, reforcando a importancia das mesmas
como possibilidades de tratamento (CALIXTO, 2000).

Diante a importancia dessas plantas e também como forma de incentivo para a
utilizacdo segura das mesmas, em 1978 a OMS reconheceu oficialmente o uso dos
fitoterapicos (ANVISA, 2010). Ja em 2006, o Ministério da Saude aprovou a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares do SUS (PNPIC) e o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que garante a populacdo o0 acesso a
plantas medicinais e fitoterapicas de forma segura e eficaz, ampliando as opcbes
terapéuticas e fortalecendo o complexo produtivo e o uso sustentavel da biodiversidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a
20% do total mundial (ALMEIDA, 2011). Além disso, é detentor de rica diversidade
cultural e étnica que resultou em um acumulo consideravel de conhecimentos
tradicionais, passados de geracdo a geragdo, destacando-se 0s conhecimentos sobre
manejo e uso de plantas medicinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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Diante o arsenal de plantas no pais, a maioria das espécies possui utilizacdo
apenas de forma empirica, existindo poucos estudos que permitem a elaboracdo de
monografias completas e modernas. Existem cerca de 50.000 espécies vegetais
superiores catalogadas (BRASIL, 2016), mas apenas 8% foram estudadas para
pesquisas de compostos bioativos e 2% das espécies foram avaliadas em suas
propriedades medicinais (GUERRA et al.., 2001). Dessa forma, ha uma lacuna entre a
oferta de plantas e as pesquisas de validagdo, necessitando, portanto, de respaldo

cientifico que comprove a eficacia e seguranca terapéuticas (FOGLIO et al., 2006).

2.8. Baccharis trimera

Baccharis trimera é uma planta amplamente distribuida na América do Sul,
pertencente a familia Asteraceae, e popularmente conhecida como carqueja (Figura 7)
(BONA et al., 2005). Essa planta é utilizada popularmente como hipoglicemiante,
protetora géstrica, vasorelaxante da musculatura lisa, hepatoprotetora, anti-inflamatoria,
analgésica e antioxidante (BORELLA et al., 2006; KARAM et al., 2013).

Figura 7: Baccharis trimera.

Fonte: http://www.wikiwand.com/es/Baccharis_trimera

Os compostos mais frequentemente encontrados na B. trimera sdo os flavondides,
como rutina, hispidulina, eupatorina, quercetina, luteolina, nepetina, apigenina,
kaempferol, cirsimaritina, cirsiliol, eriodictiol, 5-hidroxi-3’, 4°,6,7-tetrametoxiflavona,

3-0-metilquercetina, genkwanina, 7,4’-di-0-metilapigenina e os terpenoides, como
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monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos. Contudo, os flavonoides estdo
entre 0s metabdlitos secundarios encontrados em maior quantidade e que apresentam
maior atividade terapéutica (VERDI et al., 2005).

Algumas das propriedades dessa espécie ja foram comprovadas cientificamente,
como nos estudos realizados por Dias et al. (2009), que demonstraram reducdo da area
total de lesdo ulcerativa quando ratos Wistar foram tratados com extrato bruto
liofilizado de B. trimera. Milanesi et al. (2009) demonstraram a inibi¢do parcial no
crescimento do fungo Colletotrichum gloeosporioides quando estes foram expostos ao
extrato aquoso de B. trimera. Também foi encontrado efeito anti-inflamatorio do extrato
aquoso de B. trimera num modelo de pleurisia induzida por carragenina em ratos
(PAUL et al., 2009).

Em 2012, Oliveira et al. observaram que no extrato etandlico de B. trimera foi
encontrado uma grande quantidade de compostos fendlicos e atividade anti-
inflamatdria. De Oliveira et al. (2012) observaram que o Oleo essencial da carqueja
possui atividade contra Shistosoma mansoni, causando a destruicdo do tegumento nos
ovos das fémeas. Foi demonstrado por Livero et al. (2016-a) que o0 extrato
hidroetandlico de B. trimera possui efeito gastroprotetor em modelo de Ulcera induzida
por etanol e acido acético. Ainda foi demonstrado por Livero et al. (2016-b) que o

mesmo extrato melhora a doenca hepatica gordurosa alcdolica.

A investigacdo das propriedades terapéuticas de B. trimera no nosso laboratorio
iniciou-se em 2010, quando Péadua et al. trataram com o extrato hidroetanolico de B.
trimera ratos Fisher intoxicados com paracetamol (APAP). Foi observado que houve
reducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio nos neutréfilos desses animais
(PADUA et al., 2010).

Em 2013, foi demonstrado efeito antioxidante do extrato hidroetandlico de B.
trimera em um modelo de inflamagdo induzido por APAP. Nesse estudo, a carqueja
inibiu a expressdo génica das subunidades da NADPH oxidase (gp91°™ e p47°"™) e da
enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), o que poderia justificar a reducdo na

producio de ERO e 6xido nitrico nos neutrofilos desses animais (PADUA et al., 2013).

No ano seguinte, Padua et al. (2014) confirmaram o efeito hepatoprotetor de B.
trimera em um modelo de inflamacdo induzido por APAP, onde foi observado no

figado desses animais um aumento na atividade das enzimas antioxidantes, como SOD,
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CAT e GR, e uma diminuicdo nos biomarcadores de dano oxidativo, como TBARS e

proteina carbonilada.

de Araujo et al. (2016) caracterizaram o extrato hidroetanolico de B. trimera, onde
foram identificados nove acidos fenolicos e cinco flavonoides. Ainda nesse trabalho, foi
investigado o efeito do extrato hidroetandlico de B. trimera na via PKC/NADPH
oxidase, sendo observada uma diminui¢do tanto na atividade quanto na expressdo da
PKC. Além disso, houve diminuicdo da fosforilacdo da subunidade p47°" da enzima
NADPH oxidase em células SK Hep-1.

Analisando os estudos cientificos anteriores, onde sdo identificados varios
flavonoides nos extratos de B. trimera e, sabendo-se que estes compostos possuem
diferentes atividades biologicas em organismos vivos, dentre elas atividade
antioxidante, o presente estudo iniciou-se em 2015, com o intuito de avaliar o efeito dos
extratos aquoso e hidroetandlico de B. trimera em um modelo de hepatotoxicidade

induzida com etanol.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliar o efeito protetor de Baccharis trimera em modelo de hepatotoxicidade induzida

com etanol.

3.2. Objetivos especificos:

* Em células de hepatocarcinoma humano (HepG2) avaliar:
A citotoxicidade dos extratos aquoso e hidroetanélico de Baccharis trimera;
A producdo de ERO e NO;

A atividade do fator de transcricdo Nrf2.

* Em soro e figado de ratos intoxicados com etanol submetidos ou ndo ao tratamento

avaliar:

A funcéo hepética e renal,

O perfil lipidico e glicemia;

A defesa antioxidante (SOD, CAT, GSH, GPx, GR);

Os marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteina carbonilada);
A atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2);

A presenca de esteatose hepatica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

O meio de cultura DMEM, os reagentes dimetil sulféxido (DMSO), 3- (4,5
dimethyazol-2yi) -2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT), a solugdo de antibidticos
(composto por penicilina, estreptomicina e anfotericina B), a gelatina, a vitamina C, o
kit para dosagem de glutationa redutase, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). O soro fetal bovino (SFB), o kit para quantificacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species) € para
quantificacdo de 6xido nitrico (NO) (DAF-FM diacetato-4-amino), a lipofectamina,
além dos Kits para as dosagens de colesterol total, triacilglicerideos, albumina, glicose,
creatinina, ureia, HDL e proteinas totais foram adquiridos da Invitrogen. Os kits para
dosagem de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram
adquiridos da Bioclin. O plasmideo pRL-TK e o kit Dual Luciferase assay System

foram adquiridos da Promega.

4.2. Coleta do material botanico

As partes aéreas da planta Baccharis trimera foram coletadas na cidade de Ouro
Preto e identificadas pela professora Viviane R. Scanlon, sendo a espécime armazenada
no Herbarium José Badini da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com a
excicata nimero OUPR 22.127. Apo6s a identificacdo, as partes aéreas foram secas em
estufa ventilada (30° C) por cinco dias e, em seguida, pulverizadas em moinho

mecanico e armazenadas em frascos plasticos.

4.3. Preparo dos extratos da planta

Para o preparo do extrato aquoso 100 g da planta foram maceradas com agua
durante 24 horas. Ja para a obtencdo do extrato hidroetanolico 100 g da planta foram
maceradas com etanol 70% e agua (na proporcdo de 1:1) durante 24 horas. O recipiente
contendo a planta com o solvente (aquoso ou hidroetanolico) foi agitado manualmente

duas vezes e, em seguida, realizada filtragdo a vacuo e evaporacdo do solvente em
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rotavapor (37° C). O extrato bruto foi diluido em meio de cultura DMEM, para obtencao
das concentrages de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 e 600 pg/mL, que foram utilizadas nos
ensaios in vitro. Para 0s ensaios in vivo, os extratos foram diluidos em agua, obtendo-se
a dose de 600 mg/Kg de peso (PADUA et al., 2010; PADUA et al., 2013; PADUA et
al., 2014; de ARAUJO et al., 2016).

4.4. Ensaios in vitro

Além dos extratos de Baccharis trimera utilizados nos ensaios in vitro, também
utilizamos a quercetina como controle positivo, por ser um flavonoide com efeito
antioxidante bastante difundido na literatura (KESSLER et al. 2003; OLIVEIRA et al.,
2007; SAK, 2014; JIMENEZ et al., 2015; ALMAGHRABI, 2015; de ARAUJO et al.,
2016). As doses de 10 e 50 uM foram selecionadas tanto pelos resultados encontrados
no ensaio com MTT quanto por serem concentracdes ja trabalhadas em estudos prévios
do nosso laboratorio (Laboratério de Bioquimica Metabdlica) (de ARAUJO et al.,
2016).

4.4.1. Cultivo celular

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepGz2) foi adquirida do Banco
de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e, para seu cultivo, foram
colocadas em frascos estéreis de crescimento de 75 cm2 contendo o meio DMEM, que é
composto por uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros componentes
essenciais para o crescimento celular, além de antibiético (10 mL/L). Ao meio de
cultura previamente preparado foram adicionados 10% (v/v) de SFB. As garrafas foram
incubadas em estufa a 37°C umidificada com 5% de dioxido de carbono (CO,). O meio
foi substituido a cada dois ou trés dias, de acordo com a confluéncia da monocamada
celular, e os subcultivos (passagens) foram realizados quando as células apresentaram

100% de confluéncia.

4.4.2. Contagem das células com azul de trypan
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O fundamento desse método baseia-se na observacdo microscopica de que células
viaveis sdo impermeaveis ao corante, enquanto que as células ndo vidveis apresentam
permeabilidade, devido a formacao de poros na membrana, isso permite a penetracéo do
corante azul (KONOPKA et al., 1996).

Quando as garrafas atingiram 80% de confluéncia o meio foi aspirado e a
monocamada celular lavada com PBS. Posteriormente, para o descolamento da
monocamada celular, foram utilizados 4 mL de solugéo de Tripsina (solucéo de tripsina
0,20% e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,02%). Apos o descolamento, as
células foram retiradas do frasco e colocadas em tubo tipo Falcon, completando o
volume com 5mL de DMEM e centrifugadas em 1500 rpm por 5 minutos. Apos a
centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante e o pellet ressuspendido em 1mL de meio
DMEM. Em seguida, foram utilizados 10 pL da suspenséo celular e 90 pL de azul de
trypan (0,3%), sendo uma gota colocada na camara de Neubauer e levada ao

microscopio para realizar a contagem.

4.4.3. Ensaio de citotoxicidade com MTT

A técnica de MTT é um ensaio quantitativo, colorimétrico e de facil execucdo. O
método baseia-se na reducdo do tetrazolio MTT a cristais de formazana, através da acdo
de enzimas mitocondriais, como a succinato desidrogenase, fornecendo entdo uma
medida da funcdo mitocondrial. A quantidade de cristais de formazana formadas é

diretamente proporcional ao numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células foram plaqueadas (1 x 10° células) em microplacas de 96 pogos com
meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB, totalizando volume final de
160 pL e incubadas por 24 horas em estufa umidificada com CO, 5% a 37°C, para
adesdo das células. Apos 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio
DMEM e os compostos de interesse em diferentes concentracbes (extratos
hidroetandlico e aquoso, quercetina e etanol), sendo que os controles receberam apenas
meio. Uma nova incubacéo foi realizada nos tempos de 12 ou 24 horas. Ap6s o periodo
de incubacdo, o sobrenadante foi retirado e o0s pocos lavados com PBS.
Posteriormente, foram adicionados 200 uL por pog¢o de uma solucgdo contendo 5 mg/mL
de MTT em DMEM e incubadas por 1 h a 37 °C. A solucdo de MTT foi entdo removida
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e 100 uL de DMSO foram adicionados a cada pogo. A absorbancia foi lida em leitor de
ELISA a 570 nm.

Para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi utilizada a férmula abaixo,
no qual se atribuiu 100% de viabilidade ao controle.

absorbancia das células tratadas

% de viabilidade celular = ( ) x 100

absorbancia do controle

4.4.4. Quantificacdo de ERO

Para a quantificacdo de ERO nas células HepG2 foi utilizado o kit Image-iT™
LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®), que baseia-se no uso de um
marcador fluorogénico ndo fluorescente 5 - (e-6) -carboxi-2 ', 7'-diacetato
diclorodiidrofluoresceina (carboxi-H2DCFDA), que é convertido em uma forma verde
fluorescente quando os grupos acetilados sdo removidos por esterases intracelulares néo

especificas ou oxidados pela a¢do das ERO.

O ensaio foi realizado em placa branca de 96 pocos, onde 2,5 x 10* células foram
plaqueadas com meio DMEN sem soro fetal bovino, perfazendo um volume final de
200 pL. A placa foi incubada em estufa umidificada com CO,, por 1 hora e, em seguida,
0 meio foi descartado e os pocos lavados com solugdo de HANKS 1x. Os extratos
hidroetandlico e aquoso, assim como a quercetina, foram adicionados nos seus
respectivos pocos, de modo a obter as concentracdes de 10 e 50 ug.mL™ e 10 e 50 mM,
respectivamente. A placa foi incubada em estufa por 3 horas e, em seguida, 0 meio foi
descartado e os pocos lavados novamente com solu¢cdo de HANKS 1x. Foram
adicionados 100 pL de etanol 200 mM e 100 puL do marcador carboxi-H2DCFDA 50
UM, perfazendo um volume final de 200 pL. A placa foi incubada em estufa por 24
horas e, decorrido o tempo, o meio foi retirado e os pocos lavados com HANKS 1x. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de HANKS 1x em todos os poc¢os e, apds 30
minutos, foi realizada a leitura no leitor de placas Victor, utilizando o coeficiente de
excitacdo de 485 nm e o coeficiente de emissdo de 535 nm.

4.4.5. Quantificacdo de NO
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Para a quantificacdo de oxido nitrico (NO) foi utilizado o marcador DAF-FM
diacetato-4-amino (Life-technologies®) que, ao ser clivado por esterases intracelulares,
é convertido na forma fluorescente sendo, portanto, detectado.

Para a realizacéo do teste foi utilizada placa branca de 96 pocos, onde 2,5 x 10*
células foram plaqueadas com meio DMEN sem soro fetal bovino, perfazendo um
volume final de 160 pL. A placa foi incubada em estufa umidificada com CO,, por 1
hora e, em seguida, 0 meio foi descartado e os pogos lavados com solugdo de HANKS
1x. Os extratos hidroetanolico e aquoso, assim como a quercetina, foram adicionados
nos seus respectivos pocos, de modo a obter as concentracdes de 10 e 50 pg.mL™ e 10 e
50 mM, respectivamente. A placa foi incubada em estufa por 3 horas e, em seguida, o
meio foi descartado e os pocos lavados novamente com solucdo de HANKS 1x. Foram
adicionados 100 pL de etanol 200 mM e 100 pL do marcador DAF-FM 10 pM,
perfazendo um volume final de 200 pL. A placa foi incubada em estufa por 24 horas e,
decorrido o tempo, 0 meio foi retirado e os pogos lavados com HANKS 1x. Logo apos,
foram adicionados 100 pL de HANKS 1x em todos 0s pocos e, decorridos 30 minutos,
foi realizada a leitura no leitor de placas Victor, utilizando o coeficiente de excitacdo de

485 nm e o coeficiente de emissdo de 535 nm.

4.4.6. Ensaio da luciferase

Nesse ensaio é empregado o sistema de gene reporter, que codifica proteinas que
sdo facilmente detectadas, quantificadas e diferenciadas das proteinas enddgenas. Para
tal, emprega-se um plasmideo que contenha o gene para luciferase e a sequéncia
promotora para o fator de transcricdo de interesse, no caso o Nrf2. Dessa forma, a
quantidade de enzima expressa, assim como sua atividade, mostra 0 quéo ativo esta o
promotor. A deteccdo da expressao enzimatica é possivel devido a enzima repérter, que
catalisa a reacdo de transferéncia de energia do ATP para o substrato luciferina,
formando oxiluciferina com liberacdo de ATP, CO, e luz. A reacdo é detectada em
lumindmetro a 580 nm e a atividade enzimatica é medida pela quantidade de luz emitida
em RLU (unidade relativa de luz). Portanto, quanto maior a producdo de enzimas
reporter (maior RLU), maior sera a atividade do fator de transcri¢do (LIN e BARBOSA,
2002).
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Resumidamente, 1.5x10° de células HepG2 foram plaqueadas em placa de 24
pocos, perfazendo volume final de 500 pL. A placa foi incubada por 24 horas e em
seguida lavada com PBS 1x. O sobrenadante foi descartado e adicionado meio DMEM
High Glicose (HG) sem SFB e incubada por mais 24 horas. Decorrido o tempo, foi
realizada a transfeccdo com lipofectamina e a co-transfeccdo com o plasmideo pRL-TK
(expressa a Rennila luciferase, servindo como um controle interno de promotor
constitutivo) (Anexo A) e o plasmideo pPGL37 (contem o gene para a luciferase e para
0 promotor ARE) (Anexo B). Para esse processo de transfeccdo foram colocados num
tubo (A) 38 pL de pRL-TK, 332 pL de pGL37 e 2130 puL de meio HG. Em outro tubo
(B) foram adicionados 104 pL de lipofectimaina e 2395 pL de meio HG. Apos 5
minutos, os tubos A e B foram misturados e esperados 20 minutos. Apds esse tempo,
100 pL do mix foram gotejados em cada poco da placa. Foi realizada uma incubacéo de
6 horas e, em seguida, o sobrenadante descartado e adicionados 500 yL de meio com
5% de SFB. Apos 1 hora, o meio foi retirado e foram adicionados 10 e 50 pg/mL de
extrato hidroetandlico e aquoso de B. trimera, ou 10 e 50 uM de quercetina. Houve uma
nova incubacao de 3 horas e, logo apds, o meio foi descartado e adicionado 200 mM de
etanol. Foi realizada uma nova incubacdo por 12 ou 24 horas. Decorrido o tempo, foi
realizada a lise celular, onde o meio foi retirado e feito uma lavagem com PBS 1x. Em
sequida, foram adicionados 100 pL de tampdo de lise (fornecido pelo kit) por pogo,
ficando por 15 min sob agitacdo, e com o auxilio de uma ponteira dobrada foi realizada
a lise mecanica das células. Em seguida, o conteido de cada pocinho foi passado para
um eppendorff e centrifugado por 4 min a 10000 rpm. O sobrenadanete foi coletado e a
leitura realizada no luminémetro. Para tal, foram adicionados 15 pL do sobrenadante e
35 pL de reagente de luciferase Il (LAR II), que gera um sinal luminescente (Net A).
Logo apds, foram adicionados 50 pL de Reagente Stop & Glo®, onde a primeira reagdo
é finalizada e a reacdo da luciferase de Renilla é iniciada, fornecendo a segunda leitura
(Net B). Os calculos foram realizados com a razdo Net A/Net B dividido pela média do
grupo etanol, ja que queriamos comparar 0s grupos controle e tratados com o grupo

etanol.

4.5. Ensaios in vivo
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Nos ensaios in vivo utilizamos a vitamina C como controle positivo, por ser um
composto hidrossoltvel e com efeito antioxidante (CHEN et al., 2001; HIPOLITO et
al., 2015). A dose de 250 mg/Kg foi baseada nos estudos de Cetin et al. (2008).

45.1. Animais

Nos experimentos foram utilizados ratos machos, da linhagem Fisher, pesando
aproximadamente 250 g, provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental da
UFOP. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, que foram dispostas em
ambiente com temperatura, umidade e luminosidade controladas. Além disso, foi
fornecido racdo comercial de rato (Labina) e &gua ad libbitum. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas de protecdo ao animal, tendo sido aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOP (n°. 2016/01).

4.5.2. Padronizacdo do tempo entre a Gltima dose de etanol e a eutanésia

Existem varios delineamentos descritos na literatura para o modelo de
hepatotoxicidade e esteatose induzida pelo etanol, inclusive tempos distintos entre a
ultima dose de etanol e a eutanasia. EI-Naga (2015) realizou a eutanasia dos animais 1 h
apos a ultima dose de etanol; Tang et al. (2012) realizaram a eutanasia apds 4 horas;
Han et al. (2015) eutanasiaram 9 h apds a Ultima dose; j& Livero et al. (2016) fizeram
apos 12 h; alguns autores realizaram a eutanasia apos 24 horas (WIESER et al., 2016;
SONG et al.,, 2016; POURBAKHSH et al., 2014). Com base nessas diferencas,
escolhemos eutanasiar 0s animais do experimento agudo 24 horas apds a ultima

gavagem com etanol.

Embora o foco do trabalho tenha sido avaliar os efeitos promovidos pelo etanol e
os tratamentos com B. trimera no figado, tinhamos interesse em futuramente analisar o
estdmago. Dessa forma, durante a eutanasia dos animais avaliamos macroscopicamente
0 estdmago, ja& que os relatos da literatura evidenciam a presenca de Ulcera hemorragica
(BOLIGON et al., 2014; EL-NAGA; 2015; RIBEIRO et al., 2016). Porém, quando o
orgdo foi aberto e limpo com solucéo salina, ndo observamos diferencas visiveis entre

esse grupo e o controle (Figura 10-Painel B). Além disso, durante os dois dias de
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tratamento aproximadamente 50% dos animais do grupo etanol foram a dbito,
mostrando a “agressividade” do modelo, que ndo foi observada na mesma intensidade

nos parametros avaliados (Figura 10-Painel A).

Diante disso, nos surgiu 0 questionamento de como poderia ocorrer uma
“recuperagao” de forma efetiva o suficiente para minimizar os danos macroscopicos e
ainda assim manter a alta taxa de mortalidade. Isso nos levou a imaginar que a eutanasia
deveria ser antecipada, para que os efeitos promovidos pelo etanol pudessem ser
observados com mais intensidade. Sendo assim, um novo grupo foi tratado com etanol
por dois dias e a eutandsia realizada 8 horas ap0s a ultima dose de etanol. Quando os
orgdos foram retirados, foi possivel observar que o estdbmago apresentava intensa

hemorragia (Figura 10-Painel B).

Laminas histolégicas do figado foram realizadas para os animais do grupo
controle, etanol 24 h e 8 h, para que fossem observadas a integridade do tecido e a
presenca de esteatose. Como pode ser observado na figura 10 (Painel C), ambos os
grupos tratados com etanol apresentaram esteatose quando comparados ao grupo
controle. Porém, € evidente que os animais do grupo etanol com a eutanésia de 8 h
tiveram uma perda da integridade tecidual maior e apresentaram mais vesiculas
esteatosicas (grau 3), quando comparados ao grupo etanol 24 horas (maior percentual de

grau le 3).

Frente aos achados, optamos por realizar a eutanasia dos animais do experimento
crébnico 12 horas ap6s a ultima dose de etanol, uma vez que 0s danos seriam
intermediarios. Além disso, como seriam realizadas dosagens para observar o perfil
lipidico, era necessario que 0s animais estivessem de jejum por aproximadamente esse

tempo.
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Figura 8: Efeitos macro e microscopicos observados em animais 8 e 24 h apds dois dias
recebendo etanol absoluto (5 mL/Kg). A: Curva de sobrevida, onde pode ser observado que
aproximadamente 50% dos animais dos grupos etanol (8 e 24 h) foram a o6bito. B: Imagens
demonstrativas do estbmago, ressaltando a presenca de Ulcera hemorrégica no grupo etanol 8 h.
C: Analise histoldgica do figado, onde o grupo etanol 8 h apresentou maior perda da arquitetura
hepética e maior grau de esteatose, quando comparado ao grupo etanol 24 h.

4.5.3. Delineamento do experimento agudo
No experimento agudo, 32 animais foram divididos em seis grupos, de acordo
com o tratamento recebido, sendo administrados por gavagem:
Grupo 1: controle (C), no qual recebeu apenas agua;
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Grupo 2: etanol (E), que recebeu agua e, 1 hora ap6s, uma dose de 5 mL/Kg de peso de
etanol P.A (EL-NAGA et al., 2014);

Grupo 3: extrato hidroetandlico de B. trimera (He), que recebeu uma dose de 600
mg/Kg de peso de extrato hidroetandlico (PADUA et al., 2010) e, 1 hora apds, uma
dose de 5 mL/Kg de peso de etanol P.A;

Grupo 4: extrato aquoso de B. trimera (AqQ), que recebeu uma dose de 600 mg/Kg de
peso de extrato aquoso (PADUA et al., 2010) e, 1 hora ap6s, uma dose de 5 mL/Kg de

peso de etanol P.A;

Grupo 5: vitamina C (Vit C), que recebeu uma dose de 250 mg/Kg de peso de vitamina
C (CETIN etal., 2008) e, 1 hora ap6s, uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol P.A;

Os tratamentos foram administrados durante 2 dias consecutivos e a eutanasia foi
realizada 24 horas ap0s a Ultima dose (Figura 11). Os animais ficaram em jejum por 12
h e anestesiados com isoflurano. O sangue foi coletado atraves da veia localizada no
plexo braquial até sangria total. O plasma e o soro, assim como o figado, foram

armazenados em freezer -80°C, ou em formol 10%, para as analises posteriores.

Ratos Fisher

Controle (C) Etanol (E) Baccharis trimera Baccharis Vitamina C (Vit C)
(h=7) (n=5) hidroetanolico (He)  trimera aquoso
n= = =
| | (n=1) (Aq) y f
v \/
1mLagua 1mL agua _ Extrato Extrato aquoso Vitamina C
hidroetandlico 600 mg/Kg 250 mg/Kg

‘ 600 mg/Kg |

\l/ 1 h ap6s os tratamentos

Etanol absoluto (5 mL/Kg)

\l/ Apos 2 dias

Eutanasia

Figura 9: Delineamento do experimento agudo. Ratos machos Fisher foram divididos em 5
grupos experimentais, sendo: C: controle; E: etanol; He: B. trimera hidroetandlico; Aq: B.
trimera aquoso; Vit C: vitamina C.
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Como pode ser observado na figura 12, no experimento crénico 28 animais foram
divididos em seis grupos, de acordo com os tratamentos recebidos, sendo administrados
por gavagem:

Grupo 1: controle (C), no qual recebeu apenas agua;

Grupo 2: etanol (E), que recebeu agua e, 1 hora apds, uma dose de 5 mL/Kg de peso de

etanol diluido em agua;

Grupo 3: extrato hidroetanélico de B. trimera (He), que recebeu uma dose de 600
mg/Kg de peso de extrato hidroetanolico e, 1 hora apds, uma dose de 5 mL/Kg de peso

de etanol diluido em agua;

Grupo 4: vitamina C (Vit C), que recebeu uma dose de 250 mg/Kg de peso de vitamina

C e, 1 hora apds, uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido em agua.

A diluicdo do etanol foi realizada de modo a obter concentracdes de 20%, 40% e
60% de etanol em agua (v/v), sendo que, a concentracdo aumentava a cada semana de
tratamento. Portanto, na primeira semana os animais receberam 20%, na segunda

semana 40%, e na terceira e quarta semana 60%.

Os animais foram tratados por 28 dias e a eutanasia ocorreu 12 horas apos a
ultima dose. Para tal, foram deixados em jejum e anestesiados com isoflurano. Os
materiais de interesse foram retirados e armazenados em freezer -80°C, ou em formol

10%, para as analises posteriores.
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Ratos Fisher

Controle (C) Etanol (E) Baccharis trimera  Vitamina C (Vit C)
(n=6) (n=10) hidroetandlico (He) (n=5)
(n=7)
, | v |
1 mL agua 1 mL &gua Extrato Vitamina C
hidroetandlico 250 mg/Kg

‘ 600 mg/Kg

\l/ 1 h apo6s os tratamentos
{ 1% semana: 20%

2% semana; 40%

Etanol 5 mL/Kg 32 ¢ 42 semana: 60%

\L Apos 28 dias
Eutanasia

Figura 10: Delineamento do experimento cronico. Ratos machos Fisher foram divididos em 4
grupos experimentais, sendo: C: controle; E: etanol; He: B. trimera hidroetandlico; Vit C:
vitamina C.

4.5.5. Andlise dos parametros bioquimicos do soro e plasma

O plasma foi utilizado para a dosagem de glicose e 0 soro para as dosagens de
colesterol total, HDL, triacilgligerois, creatinina, albumina, proteinas totais, ureia, ALT
e AST. Todas as dosagens foram realizadas por Kits comerciais dos laboratorios
LABTEST® (Lagoa Santa, MG, Brasil) e BIOCLIN® (Belo Horizonte, MG, Brasil),

sendo os protocolos disponibilizados pelos fornecedores.

45.6. Andlise das defesas antioxidantes
4.5.6.1. Superoxido dismutase (SOD)

Nesse método a enzima SOD compete com o radical superdxido, formado pela
auto-oxidacdo do pirogalol, que é responsavel pela reducdo do MTT a cristais de
formazana, como observado abaixo. Dessa forma, ndo tem como avaliar diretamente a
atividade ou a concentracdo da enzima, sendo utilizada a quantificagdo em unidades

relativas (MARKLUND and MARKLUND, 1974).
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Pirogal ol ——— &) H,0,
auto-oxidacao

/\

MTT MTT
oxidado reduzido
(cristais de formazana)

Resumidamente, 100 mg de tecido foram homogeneizados em 1 mL de tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,2. Em seguida, 0 homogenato foi centrifugado a 12000 rpm, por 10

minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e utilizado para a dosagem.

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, onde 30 pL da amostra (diluida 20
vezes) foram utilizados. Em seguida, foi adicionado tampéo fosfato (0,1M, pH 7,2),
MTT (1,25 mM) e pirogalol (1000 uM), conforme tabela abaixo:

Amostra (uL) Tampéo (uL) MTT (uL) Pirogalol (uL)
Branco - 144 6 -
Padréao - 129 6 15
Amostra 30 (ja diluida) 99 6 15

A placa foi incubada em estufa a 37°C, por 5 minutos, e a reacdo foi interrompida
apos adicdo de 150 pL de DMSO. A leitura foi realizada a 570 nm, em leitor de ELISA.

Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina, onde uma unidade
de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da reducgéo
do MTT.

4.5.6.2. Catalase

A técnica baseia-se na capacidade da catalase converter o perdxido de hidrogénio
em &gua e oxigénio molecular, fornecendo, assim, a atividade enzimética. Para tal, 100
mg de tecido foram homogeneizados em 1 mL de tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2. Em
seguida, o homogenato foi centrifugado a 12000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, e o

sobrenadante foi coletado.
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Em um tubo de polipropileno foram adicionados 990 pL do mix de peroxido de
hidrogénio (25 pL do perdoxido 6% e 4975 pL de tampéo fosfato), em seguida, a reagdo
foi iniciada com a adicdo de 10 pL do sobrenadante. As absorbancias foram
determinadas a cada 30 segundos, durante 3 minutos, a 240 nm, tendo como branco o

tampdo fosfato.

Para os calculos foi utilizada a seguinte formula:

AA * diluicao
V * £ * mg de proteina

Catalase (U/mg de proteina) =

Onde:
AA: variagdo da absorbancia
e: Coeficiente de extingdo molar (0,071mM™ x cm ™/ 1U)

V: volume da amostra (mL)

4.5.6.3. Glutationa total, oxidada e reduzida

Resumidamente, 100 mg de tecido foram homogeneizados em 1 mL de tampdo de
acido sulfossalicilico (SSA) 5%. Logo apo6s, as amostras foram centrifugadas a 10000

rpm, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a dosagem.

Para a dosagem da glutationa total foi utilizada placa de 96 pocos, onde 150 pL de
mistura de trabalho [glutationa redutase (6 unidades/mL), DTNB (1,5 mg/mL) e tampao
de SSA (5%)] foram adicionados em 10 pL de amostra. A placa foi incubada por 5
minutos a temperatura ambiente e, logo em seguida, a reacdo foi iniciada com a adicao
de 50 pL de solucdo de NADPH (0,16 mg/mL). As leituras das absorbancias foram
realizadas a cada minuto, durante 5 minutos, a 405 nm, em leitor de placa de ELISA.

O procedimento para a dosagem da glutationa oxidada é o mesmo da glutationa
total, porém a amostra bioldgica passa por uma etapa de derivatizacdo antes da
dosagem. Nesse processo, 100 pL do homogenato sdo utilizados e neles adicionados 2

pL de vinilpiridina e 5 uL de TEA, para que o pH fique entre 6 e 7. Apds esse periodo,
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10 pL dessa amostra foram utilizados para reagir com a mistura de trabalho, como

descrito anteriormente.

As concentracgdes da glutationa total e oxidada foram obtidas a partir da equagéo
da reta gerada, onde foram utilizados padrées com concentracdo de 10 mM e suas
diluicbes. A concentracdo da glutationa reduzida foi obtida pela subtracdo da

concentracdo da glutationa total pela oxidada.

4.5.6.4. Glutationa peroxidase (GPx)

Para essa dosagem foi utilizado o kit da ABCAM, onde 100 mg de tecido foram
homogeneizados em 200 pL de tampdo (proveniente do kit). Logo apos, houve
centrifugacdo a 10000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e

utilizado para a dosagem.

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, onde foram utilizados 50 pL de
amostra e 40 puL de mix de reacdo (tampao, glutationa, glutationa redutase e NADPH),
por pogo. A placa foi incubada por 15 minutos e, sem seguida, foram adicionados 10 pL
de hidréxido de cumeno, iniciando a reacdo. As absorbancias foram mensuradas durante

cinco minutos, com intervalos de um minuto, em leitor de placa de ELISA, a 340 nm.

Para os célculos foi utilizada uma curva padrdo, onde a concentracdo foi obtida e

gerou o valor de “B”. Em seguida esse valor foi aplicado a féormula:

Atividade de GPx (nmol/min/mL) = * Diluicao da amostra

B
(T1-T5)*V

Onde:
T1: tempo da primeira leitura (A1) (min).
T5: tempo da quinta leitura (A5) (min).

V: volume da amostra adicionada ao po¢o (ml).

4.5.6.5. Glutationa redutase (GR)
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A atividade da enzima glutationa redutase foi determinada utilizando o Kit
“Glutathione Reductase Assay kit” (Sigma, Missouri, EUA). Resumidamente, 50 mg de
tecido foram homogeneizados em 500 pL de tampéo proveniente do kit. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi

coletado e utilizado como amostra biologica.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado placa de 96 pocos, sendo que cada poco
recebeu 125 puL de 2 mM glutationa oxidada, 40 puLL de tampdo de ensaio proveniente do
kit, 10 pL de amostra para os testes, padrdo de glutationa redutase para o controle
positivo, e tampao de ensaio para 0 branco. Em seguida, foram adicionados 62,5 uL de
3 mM DTNB e a reagao foi iniciada ao adicionar 12,5 pL de 2 mM NADPH em todos
0S pocos. As absorbancias foram imediatamente detectadas em leitor de placa de ELISA
a 412 nm, sendo realizadas 11 leituras com intervalos de 10 segundos.

Para o célculo da atividade de glutationa redutase na amostra foi utilizada a

seguinte formula:

(AA amostra — AA branco) * diluicdo
14,15*V

Atividade de GR (U/mL) =

Onde:
A: diferenca das leituras 1 e 11

V: volume da amostra (mL)

4.5.7. Andlise dos marcadores de estresse oxidativo
4.5.7.1. Proteina carbonilada

O método permite a deteccdo de derivados carbonilicos formados em decorréncia
da oxidacdo de proteinas por ERO. Para tal, emprega-se a 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) que reage com os grupos carbonilicos gerando a hidrazona correspondente, a

qual pode ser detectada espectrofotometricamente (LEVINE et al., 1994).

Para a dosagem, 200 mg de tecido foram homogeneizados em 1,5 mL de tampéo
KPE (0,1 M de tampéo fosfato de potassio e 5 mM de sal dissodico EDTA, pH 7,5). Em

42



seguida, o homogenato foi centrifugado a 10000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, e 0

sobrenadante coletado e utilizado como amostra bioldgica.

Em um tubo de polietileno, 500 pL de amostra e 500 uL de &cido tricloroacético
(TCA) 10% foram agitados e, em seguida, centrifugados a 500 rpm por 10 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e, no precipitado, foram adicionados 500 uL de 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM e 2M de &cido cloridrico (HCI). Os tubos foram
incubados no escuro por uma hora, sendo que, a cada 15 minutos foram agitados.
Decorrido o tempo, foram adicionados 500 pL de TCA 10% e centrifugados a 500 rpm,
por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL
da mistura de etanol/acetato de etila (1:1 v/v), em seguida, centrifugados por 10
minutos, a 500 rpm, a 4°C. Essa Ultima etapa foi realizada novamente e, logo apdés, o
precipitado foi dissolvido em 1 mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) 6%. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm, a 4°C. As absorbancias dos

sobrenadantes foram determinadas a 370 nm, utilizando SDS como branco.

Para os calculos foi utilizada a seguinte formula:

Proteina carbonilada (nmol/mL) = (absorbancia/¢) * (1000000/VA)

proteina total (mg/mL)

Onde:
&: Coeficiente de extingdo molar 22000 M.L™*.cm™

VA: volume da amostra

4.5.7.2. Acido tiobarbitarico (TBARS)

O acido tiobarbitarico (TBA) é capaz de se ligar a lipidios oxidados, permitindo a
quantificacdo de TBARS por método espectrofotométrico (BUEG e AUST, 1978).
Resumidamente, 100 mg tecido foram homogeneizados em 1ml de tampéo Tris HCI
(pH 7,4) e centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi

coletado e utilizado como amostra bioldgica.
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Em um tubo de polietileno foram adicionados 500 uL de amostra, 250 pL de
TCA, 250 pL de &cido tiobarbitarico (TBA) e 125 pL de butil hidroxitolueno (BHT).
Os tubos foram agitados e incubados por 15 minutos em termobloco, a 95°C. Em
seguida, foram colocados por 5 minutos em banho de gelo e centrifugados por 10
minutos a 13000 rpm, a 4°C. Foram retirados 200 pL do sobrenadante e colocados em

placa de 96 pocos. A leitura foi realizada em leitor de placa de ELISA, a 535 nm.

A concentracdo de TBARS foi determinada baseada na equagéo da reta, segundo a
lei de Lambert Beer, onde foi utilizado 2,2,6,6-Tetramethilpiperidina (TMP) como

padréo.

4.5.8. Zimografia

No ensaio, 50 mg de tecido foram homogeneizados em 200 pL de tampédo RIPA
(150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1% IGEPAL, 0,5% deoxicolato de sédio, 0,1% SDS, 1
pL/mL de inibidor de protease em pH 8,0). Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm, a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e
utilizado como amostra biologica. As concentracfes de proteinas totais foram dosadas
pelo método de BCA, descrito adiante, fornecendo a quantidade necesséria de cada
amostra para que fossem obtidos 30 g de proteina por canaleta. A essa quantidade,
ainda foram adicionados tampéao RIPA (sem inibidor de protease) e tampdo de amostra
para SDS-PAGE. Posteriormente, as amostras foram colocadas no banho-maria a 37°C
por 2 minutos e, em seguida, aplicadas no gel, sendo que, o gel de largada continha
poliacrilamida 5% (w/v) e o gel de corrida poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo
gelatina de pele suina na concentragdo de 2 mg/mL. A corrida de eletroforese foi

realizada durante 120 minutos a 100 V.

Apbs a corrida, os géis foram lavados trés vezes em solucdo de 2.5% Triton X-
100, por 20 minutos. Foi realizada uma incubacéo, a 37°C, de 36 horas com o substrato
contendo 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,, 0.05% NaN3 (pH 7,5). Em seguida,
os geis foram corados com solucdo de Coomassie Brilliant blue 0.05% G-250 por 3
horas e descorados com solucdo descorante (4% metanol, 8% &cido acético e agua). Os
géis foram escaneados e as bandas quantificadas com o auxilio do software Quantity
One (BioRad) utilizando uma estacdo de captura de imagem (Carestream 4000 MM Pro
Image Station) e do software ImageJ.
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4.5.9. Dosagem de proteinas totais pelo método BCA

A dosagem foi realizada no mesmo homogenato da zimografia, como descrito
anteriormente. Para tal, foi utilizada placa de 96 pogos, onde cada pogo recebeu 10 pL
de amostra e 200 pL do mix de reacdo (196 UL de BCA (reagente A) e 4 uL de sulfato
de cobre (reagente B)). A placa foi incubada a 37°C, por 30 minutos e, em seguida, a

absorbéancia foi detectada em leitor de placa de ELISA, em 562 nm.

Para os célculos foi utilizada a curva de calibragdo, onde foi utilizado como
padrdo uma solucéo estoque de 1 mg/mL, com sucessivas dilui¢des.

4.5.10. Dosagem de proteinas totais pelo método de Lowry

O método foi aplicado para a obtencdo de proteinas totais nos homogenatos
utilizados para a dosagem de SOD, catalase, proteina carbonilada e TBARS, para
fornecer os dados necessarios para os calculos. Portanto, as quantidades de tecido e de
tampdo que foram utilizados estdo representadas nos respectivos topicos das dosagens.

Inicialmente s&o preparadas as solugdes de trabalho conforme descrito abaixo:

- Reagente A: dissolve-se 0,25g de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de s6dio em
100 mL de agua destilada. A solucdo deve ser armazenada, no escuro, em temperatura

ambiente.

- Reagente B: dissolve-se 5g de carbonato de sédio e 1g de hidroxido de sédio

em 250mL de &gua destilada. Deve ser armazenada a temperatura ambiente.

- Reagente C: adiciona-se 1 mL do reagente A em 50mL do reagente B. Deve

ser preparado na hora do teste.

- Reagente D: dissolve-se 1 mL de Folin-Ciocateau em 1mL de agua destilada.

Deve ser preparado na hora do teste.

Resumidamente, em um tubo de polietileno foram adicionados 100 puL de amostra

acrescida de 1 mL de reagente C. Os tubos foram incubados por 15 minutos e,
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posteriormente, adicionados 100 pL de reagente D. Uma nova incubacéo foi realizada,

por 30 minutos no escuro, e as absorbancias foram detectadas em 660 nm.

Os célculos basearam-se na equacdo da reta obtida, onde uma solucdo de
albumina 2 mg/mL, e as respectivas dilui¢des, forneceram os pontos da curva.

4.5.11. Analise histoldgica

Ao término dos experimentos agudo e cronico o figado foi processado, parafinado
e seccOes de 4 um foram montadas em laminas e coradas com hematoxilina e eosina
(H&E). Foram obtidas 11 imagens de cada lamina, utilizando o aumento de 40x, em
microscopio Optico Leica acoplado a camera digital DM5000, com o software de
analises Leica Aplication Suite. Para a semi-quantificacdo, dez campos foram
examinados em cada uma das imagens e o grau de infiltracdo de lipidios refletiu a
percentagem de hepatdcitos contendo goticulas lipidicas. Foram atribuidos os graus 0-3,
onde: 0: nenhum; 1: 1-33%; 2: 33-66%; 3:> 66%, como descrito por Brunt et al. (1999).

4.5.12. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Todos
os dados apresentaram distribuicdo normal e foram analisados através da analise de
variancia univariada One-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Os dados
foram expressos em média + erro padrao e os valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Todas as analises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 para
Windows.
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5. RESULTADOS

5.1. Rendimento dos extratos

Ap0s o preparo dos extratos foi realizada a pesagem dos mesmos para determinar
o rendimento. O extrato aquoso obteve rendimento de 11,92%, enquanto o extrato

hidroetandlico obteve rendimento de 17,65%.

5.2. Invitro
5.2.1. Ensaiocom MTT

Para avaliarmos a citotoxicidade dos extratos hidroetandlico e aquoso de
Baccharis trimera, assim como da quercetina (usada como controle positivo) e do
etanol, foi utilizado o teste de viabilidade com MTT, nos tempos de 12 e 24 horas, e 0sS
resultados foram expressos como % de células vivas. Como pode ser observado na
figura 11 (painel A e B), quando as células da linhagem HepG2 foram incubadas por 12
horas com as concentragdes de 10; 25; 50; 100; 200; 400 e 600 pg/mL do extrato
hidroetandlico e 5; 10; 25; 50; 100; 200; 400 e 600 pg/mL do extrato aquoso de B.
trimera a viabilidade celular foi diminuida significativamente, quando comparada ao
grupo controle (C). Porém, segundo a 1SO2009-10993-5, um extrato € considerado
citotoxico quando a viabilidade celular € menor ou igual a 70%. Sendo assim, podemos
inferir que nenhuma das concentracfes avaliadas apresentou citotoxicidade, uma vez
que a viabilidade celular foi superior a 70% tanto para o extrato hidroetandlico quanto

para o extrato aquoso.

Na figura 11 (painel C), podemos observar que houve diminuicdo da viabilidade
quando as células foram incubadas com as concentrac@es de 50; 100; 200; 400 e 600
MM de quercetina, em relacdo ao controle. No entanto, essa diminuicdo foi mais
acentuada a partir da concentracdo de 200 uM. Como a quercetina foi diluida em 0,6%
de DMSO, também foi testada a viabilidade das células na presenca desse solvente.
Apo6s 12 horas de incubagcdo com DMSO, houve diminuicdo da viabilidade celular
quando comparada ao controle, no entanto a vialibidade manteve-se superior a 88%,

mostrando que o solvente ndo é responsavel pela citotoxicidade da quercetina.
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E possivel observar que houve diminuicio da viabilidade quando as células foram
incubadas com etanol nas concentragdes de 10; 50; 100; 200; 400; 600 e 800 mM,

quando comparadas ao controle, por 12 horas. Porém, a viabilidade foi inferior a 70%

apenas a partir de 100 mM (Figura 11-painel D).

MTT 12 horas
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Figura 11: Viabilidade celular 12 horas. Células HepG2 foram incubadas por 12 horas com
extrato hidroetandlico (A) e aquoso de Baccharis trimera (B), quercetina (C) e etanol (D),
utilizando o teste de MTT. Os ensaios foram realizados em sextuplicata, sendo que para cada
composto foi realizado um controle (C) (células ndo tratadas) e para este atribuido 100% de
viabilidade celular. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Foi realizado teste
ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde diferencas foram consideradas

quando p<0.05.

Na figura 12 (painel A) é possivel observar que quando as células HepG2 foram

incubadas por 24 horas com o extrato hidroetanolico de B. trimera, nas concentracdes
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de 200; 400 e 600 pg/mL, houve diminuicdo significativa na viabilidade celular. Porém,
a viabilidade foi inferior a 70% apenas na concentracdo de 600 pg/mL, inferindo que
apenas nessa concentragcdo houve citotoxicidade. J& no painel B (figura 12), pode ser
observado que houve diminuicdo na viabilidade quando as células foram incubadas com
50; 100; 200; 400 e 600 pg/mL do extrato aquoso de B. trimera. Porém, nenhuma
viabilidade foi inferior a 70%, sugerindo que nenhuma concentracdo foi citotoxica. J&
na figura 12 (painel C), notamos que quando as células foram incubadas com 100; 200;
400 e 600 puM de quercetina houve diminuicdo da viabilidade celular, quando
comparada ao controle. No entanto, as viabilidades se mantiveram acima de 70% em

todas as concentragdes. Além disso, quando as células foram incubadas com DMSO a
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viabilidade se manteve acima de 90%, mostrando que nao ha citotoxicidade decorrente
do solvente. Pode ser observado no painel D, que houve diminuigdo da viabilidade
quando as células foram incubadas por 24 horas com etanol nas concentra¢fes de 200;
300; 400; 500; 600; 700 e 800 mM, sendo que nessas concentracOes as viabilidades se

mantiveram abaixo de 70%.
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Figura 12: Viabilidade celular 24 horas. Células HepG2 foram incubadas por 24 horas com
extrato hidroetandlico (A) e aquoso de Baccharis trimera (B), quercetina (C) e etanol (D),
utilizando o teste de MTT. Os ensaios foram realizados em sextuplicata, sendo que para cada
composto foi realizado um controle (C) (células ndo tratadas) e para este atribuido 100% de
viabilidade celular. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Foi realizado teste
ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde diferencas foram consideradas
quando p<0.05.

5.2.2. Quantificacdo de ERO

Apos o ensaio com MTT foram definidas as concentragdes dos compostos para
serem utilizados na quantificacdo de ERO, dessa forma, para os extratos hidroetandlico
e aquoso de B. trimera foram escolhidas as concentracdes de 10 e 50 pg/mL, uma vez
que ndo apresentaram citotoxicidade, além de serem concentra¢Bes ja utilizadas em
ensaios prévios do laboratério. Para a quercetina foram escolhidas as concentracGes de
10 e 50 pM, também por ndo apresentar citotoxicidade. Em relacdo ao etanol, foi
selecionada a concentracdo de 200 mM, uma vez que essa foi a primeira concentracédo a

ter diferenga significativa, quando comparada ao controle, no tempo de 24 horas.

Para o ensaio de quantificacio de ERO foi utilizado o marcador carboxi-
H2DCFDA, onde as células foram incubadas com os extratos de B. trimera ou
quercetina, por 3 horas €, em seguida, foram estimuladas com etanol por 24 horas. Os
resultados foram expressos como intensidade meédia de fluorescéncia (IMF). Como pode
ser observado na figura 13, houve aumento de ERO no grupo estimulado apenas com
etanol, quando comparado ao grupo controle. Em relacdo aos tratamentos, podemos
observar que os extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera nas concentracGes de 10
e 50 pg/mL promoveram diminuicdo nos niveis de ERO. A quercetina também
promoveu diminuicdo significativa nos niveis de ERO, tanto na concentracdo de 10

quanto de 50 pM.
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Figura 13: Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), utilizando o marcador
carboxi-H2DCFDA. Células HepG2 foram incubadas com o extrato hidroetanélico (He) e
aquoso (Aq) de Baccharis trimera nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL ou com quercetina nas
concentragdes de 10 e 50 uM, por 3 horas. Em seguida, foram estimuladas com etanol 200 mM
por 24 horas. Os resultados foram expressos como intensidade média de fluorescéncia (IMF).
Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pds-teste de Bonferroni, onde todos os
grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram consideradas significativas quando
p<0.05.

5.2.3. Quantificacdo de NO

Para a quantificacdo de NO foi utilizado o marcador DAF-FM, onde as células
foram incubadas com os extratos de B. trimera nas concentracfes de 10 e 50 pg/mL ou
quercetina 10 e 50 puM, por 3 horas e, em seguida, foram estimuladas com etanol 200
mM por 24 horas. Os resultados foram expressos como intensidade média de
fluorescéncia (IMF). Na figura 14 pode ser observado que o grupo que foi estimulado
apenas com etanol apresentou aumento de NO, quando comparado ao grupo que nao
recebeu nenhum estimulo (controle). Os extratos hidroetanélico e aquoso nas
concentragdes de 10 e 50 pg/mL foram capazes de diminuir esse parametro, assim como

0 controle positivo (quercetina) nas concentracfes de 10 e 50 M.
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Figura 14: Quantificacdo de Oxido nitrico (NO), utilizando o marcador DAF-FM. Células
HepG2 foram incubadas com o extrato hidroetanolico (He) e aquoso (Aq) de Baccharis trimera
nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL ou com quercetina nas concentragdes de 10 e 50 uM, por 3
horas. Em seguida, foram estimuladas com etanol 200 mM por 24 horas. Os resultados foram
expressos como intensidade média de fluorescéncia (IMF). Foi realizado teste ANOVA-
oneway, seguido pelo pés-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao
grupo etanol. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.

5.2.4. Avaliacéo do fator de transcricdo Nrf2

Para a avaliacdo do efeito dos extratos de B. trimera sob o fator de transcrigédo
Nrf2, foi utilizada a técnica de luciferase. Para tal, células HepG2 foram incubadas
durante 3 horas com o0s extratos hidroetan6lico e aquoso de B. trimera nas
concentracdes de 10 e 50 pg/mL, ou quercetina 10 e 50 uM e, em seguida, com 200
mM de etanol por 12 ou 24 horas. Como pode ser observado na figura 15 (Painel A), no
tempo de 12 horas houve um aumento na atividade transcricional de Nrf2 do grupo
etanol, quando comparado ao grupo controle. Os grupos tratados com 0s extratos e com
a quercetina, em ambas as concentracBes, ndo tiveram diferenca significativa na
atividade transcricional de Nrf2 em relacdo ao grupo etanol. Ja no tempo de 24 horas,
podemos observar que ndo houve diferenca significativa na atividade transcricional de
Nrf2 no grupo etanol, quando comparado ao grupo controle. O grupo tratado com
quercetina na concentracdo de 10 pM apresentou aumento significativo na atividade de
Nrf2, quando comparado ao grupo etanol, enquanto 0s outros tratamentos nao

promoveram nenhum efeito (Figura 15- Painel B).
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Figura 15: Avaliacdo do fator de transcricdo Nrf2 pela técnica de luciferase. Células HepG2
foram incubadas com o extrato hidroetanélico (He) e aquoso (Aq) de Baccharis trimera nas
concentragdes de 10 e 50 pg/mL ou com quercetina nas concentragdes de 10 e 50 pM, por 3
horas. Em seguida, foram estimuladas com etanol 200 mM por 12 horas (Painel A) ou 24 horas
(Painel B). Os resultados foram expressos como unidades relativas. Foi realizado teste
ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram
comparados ao grupo etanol. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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5.3. Invivo

5.3.1. Experimento Agudo

5.3.1.1. Dosagens bioquimicas

Ratos machos foram pré-tratados com extrato hidroetanolico (He) ou aquoso (AQ)
de Baccharis trimera na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit
C) na concentragdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora apés, receberam uma dose de 5
mL/Kg de peso de etanol absoluto. O grupo etanol (E) recebeu dgua e uma hora ap06s
etanol absoluto (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas agua.
Apbs dois dias de tratamento os animais foram eutanasiados e foram avaliadas as

funcdes renal e hepética, glicemia e perfil lipidico.

Na tabela 1 pode ser observado que 0s parametros ureia e creatinina foram
utilizados para avaliar a funcdo renal. Em relacdo a creatinina, podemos observar que 0s
animais do grupo etanol apresentaram aumento significativo, quando comparados ao
grupo controle. Os tratamentos com extrato hidroetanolico e aquoso, assim como
vitamina C ndo modificaram esse pardmetro, quando comparados ao grupo etanol. Em
relagdo a dosagem de ureia, ndo foi observada diferenca significativa em nenhum dos

grupos.

Para a avaliacdo da funcdo hepatica foram utilizadas as dosagens de ALT, AST e
proteinas totais. Como pode ser observada na tabela 1, ndo houve diferenca significativa
na dosagem de ALT entre o grupo etanol e grupo controle; mas foi observada uma
diminuicdo desse pardmetro nos grupos tratados com o extrato aquoso de B. trimera e
vitamina C. Nenhuma diferenca foi notada entre os grupos quando o parametro avaliado
foi AST. As proteinas totais foram reduzidas no grupo etanol quando comparadas ao
grupo controle, e ndo houve diferenca entre os grupos He, Aq e Vit C em relacdo ao
grupo etanol. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos quando avaliada

a glicemia.

O perfil lipidico foi avaliado utilizando as dosagens de colesterol total, HDL,
fracdo ndo HDL e triacilglicerdis. O grupo etanol apresentou um aumento de colesterol
total, quando comparado ao grupo controle, mas nenhum tratamento (He, Aq e Vit C)

diminuiu esse pardmetro, em relacdo ao grupo etanol. O extrato hidroetanolico
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promoveu um aumento nos niveis de HDL, quando comparado ao grupo etanol, mas
ndo houve diferenga significativa entre os outros grupos. Em relacdo a fracdo ndo HDL
foi observado um aumento desse parametro no grupo etanol quando comparado ao
grupo controle; porém, ndo houve diferenca entre os tratamentos e o grupo etanol. Né&o

foi observada diferenca significativa entre os grupos em relacao aos triacilglicerois.

55



Tabela 1: Dosagens séricas do experimento agudo para avaliar as fun¢des renal e hepatica, glicemia e perfil lipidico. Ratos machos foram pré-tratados com
extrato hidroetanélico (He) ou aquoso (Aq) de Baccharis trimera na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250
mg/Kg de peso. Uma hora ap6s, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol absoluto. O grupo etanol (E) recebeu 4gua e uma hora ap6s etanol
absoluto (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas dgua. Apés dois dias de tratamento os animais foram eutanasiados. Foi realizado teste
ANOVA-oneway, seguido pelo poés-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram consideradas

significativas quando p<0.05.

Parametros Grupos experimentais (AGUDO)

bioquimicos C E He Aq Vit C
Ureia (mg/dL) 635+ 4.17 7184553 725+ 4.26 709+6.11 68.0 + 8.36
Creatinina (mg/dL) 0375+0000° 0736+ 0.086° 0.618 +0.050° 0.572 +0.080° 0.731 +0.079°
ALT (U/mL) 19.0 £ 1.40° 21.8+2.02° 17.0 4 2.67° 12.0+0.654" 115+ 1.08"
AST (U/mL) 37.0+3.85 37.8+352 27.2+2.46 275+ 2.68 25.8 +3.43
Proteinas totais (mg/dL) ~ 5.98 +0.651° 411+0171° 3.63+0.139° 462 +0.40° 3.72£0.207°
Glicose (mg/dL) 100.6 +5.78 1085 + 6.70 112.2 + 8.40 1102+ 11.1 102.0 +7.30
Colesterol total (mg/dL)  97.2:+2.67" 202.8 +35.0° 196.3+9.17° 170.1 +15.2° 1532 +13.2°
HDL (mg/dL) 438+ 4.05° 35.8 £ 0.306° 5994570 429+ 118" 415+ 4.59°
Fragio ndo HDL (mg/dL) ~ 58.8 £ 10.6° 162.9 + 30.8° 134.0+13.3° 100.0 + 25.8° 115.0 + 16.1°
Triacilgliceris (mg/dL)  63.9 +12.7 53.9 £ 6.50 673115 53.2+12.8 629+ 7.14
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5.3.1.2. Defesa antioxidante

5.3.1.2.1. SOD e catalase

E possivel observar na figura 16 (painel A) que o extrato hidroetandlico de B.
trimera promoveu um aumento na atividade da superdxido dismutase (SOD), quando
comparada ao grupo etanol; ao passo que nao houve diferenca entre 0s outros grupos. Ja
no painel B, percebemos que houve diminui¢cdo na atividade da catalase no grupo
vitamina C quando comparada ao grupo etanol, e ndo houve diferenca entre os outros
grupos.
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Figura 166: Efeito de Baccharis trimera sobre a atividade da superdxido dismutase (SOD) (A)
e catalase (B), no experimento agudo. Ratos machos foram pré-tratados com extrato
hidroetandlico (He) ou aquoso (Aq) de Baccharis trimera na concentragdo de 600 mg/Kg de
peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentragdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora apo0s,
receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol absoluto. O grupo etanol (E) recebeu &gua e
uma hora apo6s etanol absoluto (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas
agua. Apos dois dias de tratamento os animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-
oneway, seguido pelo pés-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao
grupo etanol. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.

5.3.1.2.2. Glutationa total, oxidada, reduzida, peroxidase e redutase

Na figura 17 (painel A), pode ser observada uma diminuicdo na concentracdo de
glutationa total no grupo etanol quando comparado ao grupo controle. Ndo houve
diferenca entre nenhum dos tratamentos quando comparados ao grupo etanol. No painel
B, é possivel observar que houve uma diminuicdo de glutationa oxidada no grupo
etanol, quando comparado ao grupo controle, e todos os tratamentos (He, Aq e Vit C)
promoveram aumento desse parametro, quando comparado ao grupo etanol. Em relagédo
a glutationa reduzida néo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos (Painel C).

Ja em relagdo a atividade da glutationa peroxidase podemos observar que houve
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diminuicdo da sua atividade no grupo etanol quando comparado ao grupo controle, e um
aumento na sua atividade nos grupos He, Aqg e Vit C, quando comparados ao grupo
etanol (Painel D). J& no painel E, podemos observar que ndo houve diferenga

significativa entre nenhum dos grupos.

58



400~
’g a
S 3001 %
£
g ]
g 20
©
&
= 100+
b=
U]
C T
c
. 250-
3 T
g 2001
£
8 1501
N
3
© 1001
©
c
S 50-
©
3
o ol
C

Glutationa redutase (U/mL)

Agq Vit C
0.4
0.3
-
L
0.2
0.1
0.0 T
C

1007 a
ﬁ a a a
e 84 T
g T
[1+] 604
B
S
x
40
o b
5
% 20-
=
o C T
C E He Aq Vit C
a
S oos{ °© c b
(]
2 | T
< 0064[ L
S d
2 0.04-
©
c
S 0.021
©
=
© 0.00 T
C E He Aq Vit C

He Aq Vit C

Figura 1717: Efeito de Baccharis trimera sobre glutationa total (A), glutationa oxidada (B),
glutationa reduzida (C), glutationa peroxidase (D), glutationa redutase (E), no experimento
agudo. Ratos machos foram pré-tratados com extrato hidroetandlico (He) ou aquoso (Aq) de
Baccharis trimera na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na
concentracdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora ap6s, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso
de etanol absoluto. O grupo etanol (E) recebeu agua e uma hora ap6s etanol absoluto (5
mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apos dois dias de tratamento
o0s animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de
Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram

consideradas significativas quando p<0.05.
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5.3.1.3. Marcadores de dano oxidativo
5.3.1.3.1. TBARS e proteina carbonilada

Podemos observar na figura 18 (Painel A), que houve aumento significativo de
TBARS no grupo etanol, quando comparado ao grupo controle, e 0s grupos tratados
com os extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera, assim como a vitamina C,
promoveram a diminui¢do desse pardmetro. Em relagdo a proteina carbonilada, €
possivel observar que houve aumento no grupo etanol, quando comparada ao grupo
controle, e apenas o grupo tratado com vitamina C teve diminuicdo desse parametro,

quando comparada ao grupo etanol (Figura 18-Painel B).
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Figura 1818: Efeito de Baccharis trimera sobre TBARS (A) e proteina carbonilada (B). Ratos
machos foram pré-tratados com extrato hidroetandlico (He) ou aquoso (Aqg) de Baccharis
trimera na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentragdo de
250 mg/Kg de peso. Uma hora apds, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol
absoluto. O grupo etanol (E) recebeu agua e uma hora ap6s etanol absoluto (5 mL/Kg),
enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apos dois dias de tratamento os
animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de
Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0.05.

5.3.1.4. Atividade da MMP-2

A atividade da MMP-2 foi avaliada pela técnica de zimografia, onde podemos
observar no painel A (Figura 21) a imagem representativa do gel contendo as bandas
(em branco) de metalopreoteinase 2 (MMP-2). Nesse ensaio, células de fibrosarcoma
humano (HT1080) foram utilizadas como controle positivo, uma vez que possuem uma

atividade alta de MMP-2, que é uma gelatinase responsavel por degradar a matriz
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extracelular durante o processo de invasdao tumoral (BAE et al., 2015). No painel B da
figura 19, podemos observar o grafico quantitativo da atividade MMP-2, onde houve
um aumento da sua atividade no grupo etanol, quando comparado ao grupo controle.
Em relacdo aos tratamentos, apenas a vitamina C promoveu diminuicdo da atividade

desta metaloproteinase quando comparada ao grupo etanol.
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Figura 19: Efeito de Baccharis trimera sobre a atividade de MMP-2, pela técnica de
zimografia. A: figura representativa do gel, onde células HT1080 foram utilizadas como
controle positivo. B: grafico quantitativo da atividade de MMP-2. Ratos machos foram pré-
tratados com extrato hidroetandlico (He) ou aquoso (Aq) de Baccharis trimera na concentracdo
de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso.
Uma hora ap0s, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol absoluto. O grupo etanol
(E) recebeu agua e uma hora ap6s etanol absoluto (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle
(C) recebeu apenas agua. Ap6s dois dias de tratamento os animais foram eutanasiados. Foi
realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pds-teste de Bonferroni, onde todos os grupos
foram comparados ao grupo etanol. Diferengas foram consideradas significativas quando
p<0.05.

5.3.1.5. Analise histoldgica

A analise histoldgica do figado pode ser observada na figura 20 (painel A), onde
as imagens representativas de cada grupo experimental nos mostra a presenca de
microesteatose no grupo etanol (E), quando comparada ao grupo controle (C). Os

animais tratados com os extratos hidroetanolico (He) e aquoso (Aq) de B. trimera e com
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vitamina C (Vit C) tiveram uma reducdo dessas microvesiculas de gordura, quando
comparadas ao grupo etanol. No painel B esta representada a semi-quantificagdo dessas
vesiculas, sendo possivel observar que o grupo etanol teve prevaléncia de
microesteatose grau 1 e 3, engquanto que nos animais do grupo controle prevaleceu
microesteatose grau 1. Os animais tratados com os extratos He e Ag, assim como com a
Vit C tiveram maior percentual de microesteatose grau 1, sendo eficazes, portanto, em

diminuir o grau de esteatose microvesicular.
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Figura 20: Secc¢des do figado de ratos tratados com Baccharis trimera. Foram atribuidos os
graus de 0-3, onde: 0: nenhum; 1: 1-33%; 2: 33-66%; 3:> 66%. Ratos machos foram pré-
tratados com extrato hidroetandlico (He) ou aquoso (Aq) de Baccharis trimera na concentracdo
de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso.
Uma hora apos, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol absoluto. O grupo etanol
(E) recebeu agua e uma hora ap6s etanol absoluto (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle
(C) recebeu apenas agua. Ap6s dois dias de tratamento os animais foram eutanasiados. Foi
realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pés-teste de Bonferroni, onde todos 0s grupos
foram comparados ao grupo etanol. Diferengas foram consideradas significativas quando
p<0.05.
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5.3.2. Experimento cronico

5.3.2.1. Dosagens bioquimicas

Ratos machos foram pré-tratados com extrato hidroetandlico (He) de Baccharis
trimera na concentragdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na
concentracdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora apds, receberam uma dose de 5 mL/Kg
de peso de etanol diluido. A diluicdo foi realizada em agua, de modo que a concentragdo
de etanol fosse aumentando ao longo do experimento, sendo assim, na primeira semana
0s animais receberam 20% (v/v); na segunda 40% e na terceira e quarta 60%. O grupo
etanol (E) recebeu agua e uma hora apds etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o
grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apos vinte e oito dias de tratamento os animais
foram eutanasiados e foram avaliadas as func@es renal e hepatica, glicemia e perfil
lipidico.

Podemos observar na tabela 2 que houve um aumento de ureia e creatinina no
grupo etanol, quando comparados ao grupo controle. Os grupos tratados com extrato
hidroetandlico de B. trimera e com vitamina C tiveram uma diminuicdo de ambos 0s
parametros, quando comparados ao grupo etanol. Em relacdo a funcdo hepaética,
podemos observar que houve aumento na atividade de ALT no grupo etanol, quando
comparado ao grupo controle, e ambos os tratamentos (He e Vit C) promoveram
diminuicdo da sua atividade, quando comparado ao grupo etanol. Nao houve diferenca
significativa na atividade de AST do grupo etanol e do controle, mas tanto o grupo
tratado com o extrato He, quanto a vitamina C, promoveram diminui¢cdo da sua
atividade. E possivel observar que houve diminuicio de albumina no grupo etanol, em
relacdo ao controle, mas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e o
grupo etanol. As proteinas totais estdo diminuidas no grupo etanol, em relagdo ao grupo
controle, mas ambos os tratamentos (He e Vit C) promoveram aumento nesse
parametro. No grupo etanol houve uma diminui¢do de HDL, quando comparado ao
grupo controle, porém nenhuma diferenca foi observada nos tratamentos, em relacdo ao
grupo etanol. Houve um aumento de triglicérides no grupo etanol, em relagcdo ao grupo
controle, e diminuicdo desse parametro apenas no grupo tratado com o extrato
hidroetanolico. N&o foi observada diferenca significativa em nenhum dos grupos em

relacdo a glicose, colesterol total e fracdo ndo HDL.
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Tabela 2: Dosagens séricas do experimento cronico para avaliar as fungdes renal e hepética, glicemia e perfil lipidico. Ratos machos foram pré-tratados com
extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (He) na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso.
Uma hora apds, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A diluicdo foi realizada em agua, de modo que a concentracdo de etanol fosse
aumentando ao longo do experimento, sendo assim, na primeira semana os animais receberam 20% (v/v); na segunda 40% e na terceira e quarta 60%. O grupo
etanol (E) recebeu 4gua e uma hora apds etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas dgua. Ap6s 28 dias de tratamento 0s
animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo
etanol. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.

Parametros Grupos experimentais (CRONICO)

bioguimicos C E He Vit C
Ureia (mg/dL) 52.76 + 1.23" 61.5 +3.22° 45.6 +1.90° 44.6 +1.01°
Creatinina (mg/dL) 0.435 + 0,024 0.822+0.109°  0.202+0.016°  0.493 £ 0.039"
ALT (U/mL) 16.37 £ 1.25° 20.2 +0.571° 17.3+0.614° 11.5 +0.70°
AST (U/mL) 32.41+1.10° 39.6 + 4.61° 27.9+2.26° 19.7 +0.810°
Albumina (mg/dL) 2.76 + 0.063% 252 +0.052" 2.62+0.021° 2.65 + 0.054°
Proteinas totais (mg/dL) 6.49 £0.117° 6.01 % 0.035" 6.5 +0.107° 6.51 +0.11°
Glicose (mg/dL) 128.0+9.93 156.1 + 13.2 114.0 £ 14.7 147.2 £12.2
Colesterol total (mg/dL) 78.1+4.18 71.6 £2.64 82.6 £5.01 76.1+4.33
HDL (mg/dL) 35.5+2.30° 28.6 + 0.950” 32,0+ 185" 31.8+ 237
Frac&o n&o HDL (mg/dL) 44.0 +2.43 42.3 +0.805 47.6 +3.05 44.3 +3.56
Triacilglicerdis (mg/dL) 89.2 +18.1° 131.0+9.75° 71.3+10.3° 94.3 + 4.28°
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5.3.2.2. Defesa antioxidante
5.3.2.2.1. SOD e catalase

Podemos observar na figura 21 (painel A), que ndo houve diferenca significativa
na atividade de SOD entre os grupos experimentais. Ja no painel B (figura 21), houve
uma diminuicdo da atividade de catalase no grupo etanol, quando comparada ao grupo
controle, e ndo houve diferenca entre os grupos tratados com o extrato de B. trimera e

vitamina C, quando comparada ao grupo etanol.
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Figura 21: Efeito de Baccharis trimera sobre a atividade da superéxido dismutase (SOD) (A) e
catalase (B), no experimento cronico. Ratos machos foram pré-tratados com extrato
hidroetandlico de Baccharis trimera (He) na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com
vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora apds, receberam uma
dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A diluicdo foi realizada em agua, de modo que a
concentragdo de etanol fosse aumentando ao longo do experimento, sendo assim, na primeira
semana o0s animais receberam 20% (v/v); na segunda 40% e na terceira e quarta 60%. O grupo
etanol (E) recebeu agua e uma hora apds etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o0 grupo
controle (C) recebeu apenas adgua. Apos 28 dias de tratamento os animais foram eutanasiados.
Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde todos os
grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferengas foram consideradas significativas quando
p<0.05.

5.3.2.2.2. Glutationa total, oxidada, reduzida, peroxidase e redutase

Podemos observar que houve diminui¢do de glutationa oxidada no grupo etanol,
quando comparada ao grupo controle. Porém, ndo foi observada diferenca significativa
nos grupos tratados (He e Vit C) em relacdo ao grupo etanol (Figura 22- painel B). Na
figura 22, painéis A, C, D e E, observamos que ndo houve diferenca significativa em
nenhum dos grupos experimentais em relacdo aos parametros glutationa total, glutationa

reduzida, atividade de glutationa peroxidase e glutationa redutase, respectivamente.
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Figura 22: Efeito de Baccharis trimera sobre glutationa total (A), glutationa oxidada (B),
glutationa reduzida (C), glutationa peroxidase (D), glutationa redutase (E), no experimento
crénico. Ratos machos foram pré-tratados com extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (He)
na concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250
mg/Kg de peso. Uma hora ap6s, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A
diluicdo foi realizada em &gua, de modo que a concentragdo de etanol fosse aumentando ao
longo do experimento, sendo assim, na primeira semana 0s animais receberam 20% (v/v); na
segunda 40% e na terceira e quarta 60%. O grupo etanol (E) recebeu dgua e uma hora apds
etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas 4gua. Apos 28 dias
de tratamento os animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido
pelo poés-teste de Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo etanol.
Diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.

67



5.3.2.3. Marcadores de dano oxidativo
5.3.2.3.1. TBARS e proteina carbonilada

Na figura 23 (painel A) pode ser observado que ndo houve diferenca significativa
no parametro TBARS entre 0s grupos experimentais. Também podemos perceber que
houve aumento de proteina carbonilada no grupo etanol, quando comparada ao grupo
controle, e ndo houve diferenga nos grupos que receberam os tratamentos He e Vit C,

em relacédo ao grupo etanol (Figura 23-painel B).
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Figura 23: Efeito de Baccharis trimera sobre TBARS (A) e proteina carbonilada (B). Ratos
machos foram pré-tratados com extrato hidroetan6lico de Baccharis trimera (He) na
concentracdo de 600 mg/Kg de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracédo de 250 mg/Kg
de peso. Uma hora ap6és, receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A diluicdo
foi realizada em agua, de modo que a concentracdo de etanol fosse aumentando ao longo do
experimento, sendo assim, na primeira semana os animais receberam 20% (v/v); na segunda
40% e na terceira e quarta 60%. O grupo etanol (E) recebeu dgua e uma hora ap6s etanol diluido
(5 mL/Kg), enquanto que o grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apds 28 dias de tratamento
0s animais foram eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pds-teste de
Bonferroni, onde todos os grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0.05.

5.3.2.4. Atividade da MMP-2

Pode ser observado no painel A (Figura 24) uma imagem representativa do gel
com as bandas de MMP-2, sendo utilizadas como controle positivo células HT1080. O
gréafico do painel B (figura 24) mostra a atividade da MMP-2, onde pode ser notado que
houve aumento da atividade no grupo etanol em relagdo ao grupo controle, e ambos 0s

tratamentos (He e Vit C) promoveram diminuigédo dessa atividade.
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Figura 24: Efeito de Baccharis trimera sobre a atividade de MMP-2, pela técnica de
zimografia. A: figura representativa do gel, onde celulas HT1080 foram utilizadas como
controle positivo. B: gréafico quantitativo da atividade de MMP-2. Ratos machos foram pré-
tratados com extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (He) na concentracdo de 600 mg/Kg
de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora ap0s,
receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A diluicdo foi realizada em agua, de
modo que a concentragdo de etanol fosse aumentando ao longo do experimento, sendo assim, na
primeira semana 0s animais receberam 20% (v/v); na segunda 40% e na terceira e quarta 60%.
O grupo etanol (E) recebeu agua e uma hora ap6s etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o
grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apo6s 28 dias de tratamento os animais foram
eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo p6s-teste de Bonferroni, onde
todos o0s grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram consideradas
significativas quando p<0.05.

5.3.2.5. Analise histoldgica

Na figura 25 (painel A) pode ser observada a analise histoldgica do figado, onde
as imagens representativas de cada grupo experimental nos mostra a presenca de
microesteatose no grupo etanol (E), quando comparada ao grupo controle (C). J& nos
animais tratados com os extratos hidroetanolico (He) de B. trimera e com vitamina C
(Vit C) houve reducdo dessas microvesiculas de gordura quando comparada ao grupo
etanol. A semi-quantificacdo dessas vesiculas pode ser observada na figura 25 (painel
B), sendo que o grupo etanol apresentou um maior percentual de microesteatose grau 1

e 2, além disto aproximadamente 20% das microvesiculas observadas neste grupo foi de
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grau 3, enquanto que nos animais do grupo controle prevaleceu microesteatose grau 0.
Os animais tratados com os extratos He e Ag, assim como com a Vit C tiveram maior

percentual de microesteatose grau 0 e 1 e nenhuma microesteatose grau 3 foi observada,

promovendo, assim, a diminuicdo do grau de esteatose microvesicular.
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Figura 25: Secc¢des do figado de ratos tratados com Baccharis trimera. Foram atribuidos os
graus de 0-3, onde: 0: nenhum; 1: 1-33%; 2: 33-66%; 3:> 66%. Ratos machos foram pré-
tratados com extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (He) na concentracdo de 600 mg/Kg
de peso; ou com vitamina C (Vit C) na concentracdo de 250 mg/Kg de peso. Uma hora ap0s,
receberam uma dose de 5 mL/Kg de peso de etanol diluido. A diluicdo foi realizada em agua, de
modo que a concentracdo de etanol fosse aumentando ao longo do experimento, sendo assim, na
primeira semana os animais receberam 20% (v/v); na segunda 40% e na terceira e quarta 60%.
O grupo etanol (E) recebeu adgua e uma hora ap6s etanol diluido (5 mL/Kg), enquanto que o
grupo controle (C) recebeu apenas agua. Apos 28 dias de tratamento os animais foram
eutanasiados. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde
todos os grupos foram comparados ao grupo etanol. Diferencas foram consideradas
significativas quando p<0.05.
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6. DISCUSSAO

Inicialmente, os sintomas de doencas hepéticas decorrentes da ingestao abusiva de
bebidas alcoolicas eram atribuidos exclusivamente a deficiéncias nutricionais. No
entanto, os estudos comecaram a apontar a acdo pré-oxidativa do etanol nas células
hepéticas, sugerindo que além da inducdo de deficiéncia nutricional também havia
mecanismos direto de injaria celular (LIEBER, 1993). Hoje em dia, sabemos que, de
fato, o consumo de alcool pode ser diretamente responsavel pelo desenvolvimento de
doencas ou contribuir de forma indireta para o aparecimento e progressdo de outros
disturbios, sendo que mais de 200 condigdes de salde tém sido associadas ao consumo
de alcool, dentre elas, a doenga hepética gordurosa alcodlica (AFLD) (LIVERO e
ACCO, 2016).

Com o passar do tempo muitos dos efeitos envolvidos com os prejuizos celulares
e teciduais decorrentes do metabolismo do etanol comecaram a ser esclarecidos
(CEDERBAUM, 2012). Atualmente, sabemos que o estresse oxidativo induzido pelo
metabolismo do etanol parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento e
na progressao da AFLD (LU e CEDERBAUM, 2008; CENI et al., 2014; HAN et al.,
2015; LIVERO e ACCO, 2016). Nesse sentido, muitos estudos tém se concentrado no
uso de antioxidantes para prevenir o dano oxidativo e melhorar a funcdo hepatica (HAN
etal., 2015; LIVERO e ACCO, 2016).

Desde os tempos mais remotos que as plantas sdo utilizadas por diferentes
civilizagbes para aliviar os males da humanidade. A utilizagcdo de plantas com fins
medicinais foi influenciada pela cultura indigena, africana e europeia, constituindo a
base da medicina popular que vem sendo retomada (ERAS et al., 1998). Baccharis
trimera, popularmente conhecida como carqueja, € uma planta amplamente distribuida
na América do Sul e apresenta varios componentes bioativos, como flavonoides, que
sdo capazes de sequestrar os radicais livres, exercendo, assim, uma funcéo antioxidante
(PADUA et al., 2010; PAIVA et al., 2015; de ARAUJO et al., 2016; LIVERO et al.,
2016). Nesse contexto, o nosso trabalho se prop6s a avaliar o efeito protetor dos
extratos aquoso e hidroetanolico de B. trimera em um modelo de hepatotoxicidade

induzida pelo etanol.
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A quercetina € um flavonoide amplamente encontrado em legumes, frutas, ervas,
folhas, sementes, vinhos, chéas e café. Estudos relatam que esse flavonol apresenta acao
antioxidante (ALAM et al., 2014; EL-SHAFEY et al., 2015; de ARAUJO et al., 2016).
Baseado nisso, utilizamos esse composto como controle positivo para 0s ensaios in

vitro, que foram realizados com células de hepatocarcinoma humano (HepG2).

A ampliacdo das opcdes terapéuticas ofertadas aos individuos com garantia de
acesso a plantas medicinais € uma importante estratégia com vistas a melhoria da
atencdo a salde da populacdo. Porém, muitas pessoas acreditam que por se tratar de
substancias naturais, estas ndo fazem mal algum e as utilizam de forma indiscriminada,
mas algumas substancias podem oferecer acdo toxica, mutagénica e até carcinogénica
(SCHENKEL et al., 1985). Dessa forma, se torna necessario avaliar a toxicidade das
plantas para estabelecer seu uso seguro. Além disso, o conhecimento das plantas,
geralmente transmitido pela cultura oral, corre o risco de se perder caso nao seja

sistematizado em estudos académicos.

Baseado nessas informacdes, 0 nosso primeiro passo foi avaliar a citotoxicidade
dos extratos aquoso e hidroetandlico de B. trimera, da quercetina e do etanol. Para tal,
celulas HepG2 foram incubadas com diferentes concentracGes dos compostos por 12 e
24 horas. Nossos resultados demonstraram que o extrato hidroetanélico e aquoso de B.
trimera, no tempo de 12 horas, ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentracdes testadas. Ja no tempo de 24 horas, o extrato hidroetanélico na
concentracdo de 600 pg/mL foi citotoxico (50% de viabilidade), enquanto o extrato
aquoso ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentragdes. de Araujo et al.
(2016) encontraram uma diminuicdo da viabilidade quando células SK Hep-1 foram
incubadas por 12 horas com 100 pug/mL do extrato hidroetandlico de B. trimera, no
entanto, nenhuma concentracdo apresentou citotoxicidade. Ainda nesse estudo, foi
observado que as células quando expostas ao extrato hidroetandlico por 24 horas, em
concentragdes acima de 25 pug/mL, foi capaz de reduzir a viabilidade das células SK
Hep-1 para valores abaixo de 65% (de ARAUJO et al., 2016). Padua et al. (2014), néo
observaram reducédo da viabilidade em células HepG2 incubadas por 24 horas com o
extrato hidroetanolico de B. trimera, no entanto, a concentracgao utilizada foi menor do
gue nos nossos estudos. O extrato aquoso de B. trimera nédo foi citotoxico para células
da medula Ossea em nenhuma das concentracBes testadas (500-2000 pg/mL)
(RODRIGUES et al., 2009). Dados ainda nao publicados do nosso laboratorio também
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demonstraram que células SK Hep-1 incubadas com o extrato aquoso de B. trimera, por
12 e 24 horas, ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentracgdes testadas, o
que estd de acordo com 0s nossos resultados. Muita das diferencas encontradas em
relacdo a citotoxicidade se deve ao modo de preparo dos extratos e das caracteristicas da
planta, que podem sofrer influéncia da época da colheita, do ritmo circadiano, da
temperatura, da disponibilidade hidrica, da altitude, da radiacdo ultravioleta, de
nutrientes, dentre outros fatores (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Além disso, a
resposta pode ser tecido, tempo e dose-dependente (NOGUEIRA et al., 2011).

Ainda em relacdo a citotoxicidade, observamos que quando as células foram
incubadas com altas concentracfes de quercetina a viabilidade celular foi reduzida,
especialmente no tempo de 12 horas. de Araujo et al. (2016) demonstraram que células
SK Hep-1 expostas a quercetina por 12 horas apresentaram viabilidade superior a 80%,
ao passo que em 24 horas a viabilidade celular diminuiu em altas concentracdes do
composto. Fernandez-Blanco et al. (2016) ndo encontraram diminui¢do da viabilidade
de células Caco-2 incubadas com quercetina por 24 horas, no entanto em 48 horas
houve redugdo significativa nas concentragdes mais elevadas (100 pg/mL). Esses dados
sugerem que a diminuicdo da viabilidade celular é dependente do tempo de exposicédo e
da concentracdo utilizada. Nossos dados mostraram que a partir de 100 mM de etanol
houve reducdo da viabilidade celular para menos de 70%, no tempo de 12 horas. Ja em
24 horas, o etanol a partir de 200 mM promoveu uma diminuicdo da viabilidade de
maneira dose-dependente. Kumar et al. (2012) encontraram uma reducdo da viabilidade

guando células HepG2 foram expostas ao etanol a partir de 100 mM, por 24 horas.

A viabilidade celular dos extratos aquoso e hidroetandlico de B. trimera, da
quercetina e do etanol foi realizada para melhor determinar a concentracao ideal destes
compostos para a utilizacdo nos ensaios subsequentes. Sendo assim, selecionamos
concentragdes que nao foram citotoxicas para os extratos (10 e 50 pg/mL) e para a
quercetina (10 e 50 uM). Ja para o etanol selecionamos a primeira concentragdo que

apresentou diminuicdo da viabilidade celular (200 mM).

Trés mecanismos tém sido propostos para as injurias hepaticas promovidas pelo
etanol: 1- O acetaldeido, que é um subproduto altamente reativo e tdxico para 0s
hepatocitos que pode contribuir para lesdes teciduais (NASSIR e IBDAH, 2014); 2-
Geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou exposicdo ao estresse oxidativo; 3-
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Inducdo da resposta imune que causa estresse oxidativo nos hepatécitos (HAN et al.,
2016).

Diante disso, avaliamos a produgdo de ERO e de 6xido nitrico (NO). Para isso,
células HepG2 foram incubadas com etanol ou pré-tratadas com os extratos de B.
trimera e quercetina. Nossos resultados demonstraram que o grupo estimulado com
etanol teve uma producdo de ERO e NO maior que o grupo controle. Haorah et al.
(2011) também encontraram aumento de ERO e NO em células endoteliais tratadas com
etanol. Esse aumento pode ser explicado pelo fato de que o principal metabdlito do
etanol, o acetaldeido, ativa NADPH oxidase e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS),
isso leva a um aumento na producdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio (RNS),
causando danos oxidativos (HAORAH et al., 2008; RUMP et al., 2010; ALIKUNJU et
al., 2011).

As células pré-tratadas com os extratos de B. trimera e com a quercetina, em
ambas as concentragcdes, promoveram uma diminuicdo na producdo de ERO e NO.
Padua et al. (2013) encontraram diminuicdo de NO quando neutréfilos intoxicados com
paracetamol foram incubados com o extrato hidroetandlico de B. trimera. Oliveira et al.
(2012) também demonstraram uma diminuicdo na producdo de NO, quando ratos
Wistar foram pré-tratados com B. trimera, num modelo de inflamacéo. de Araujo et al.
(2016) encontraram diminuicdo de ERO em células SK Hep-1 incubadas com o extrato
hidroetandlico de B. trimera. Os antioxidantes podem atuar de forma direta, através da
eliminacdo de ERO e ERN, ou de forma indireta, através da modulacdo de vias de
sinalizacdo (PAIVA et al., 2015). Estudos demonstram que Baccharis trimera possui
capacidade de sequestrar radicais (OLIVEIRA et al., 2012; PADUA et al., 2013;
LIVERO et al., 2016), sendo assim, podemos inferir que a diminuicdo de ERO e NO se
deve, a0 menos em parte, a neutralizacdo de forma direta promovida pela carqueja.
Além disso, também inferimos que essa diminuicdo pode ser atribuida a atuacdo indireta
de B. trimera, uma vez que ja foi demonstrado que ela é capaz de diminuir a
fosforilacdo da subunidade p47°"* da enzima NADPH oxidase (de ARAUJO et al.,
2016) e diminuir a expressdo de iINOS (PADUA et al., 2013). Estes resultados sugerem
que os extratos possuem potencial antioxidante e podem ser eficazes na prevencao da
hepatotoxicidade induzida pelo etanol. Em relagdo a quercetina também j& foi
demonstrado que ela é capaz de diminuir a ativacdo de NADPH oxidase (de ARAUJO
et al., 2016), além de promover aumento da atividade das enzimas SOD, catalase e GPx
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em animais intoxicados com etanol, contribuindo para a diminuicdo de ERO (MOLINA
et al., 2003).

Visto que a producéo de ERO é um processo natural e persistente, varios sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos foram desenvolvidos pelo organismo para
proteger as células e tecidos (LIVERO e ACCO, 2016). A remocéo de ERO intracelular
é realizada, pelo menos em parte, por varias enzimas citoprotetoras de fase Il, incluindo
heme oxigenase-1 (HO-1), NAD[P]H: quinona oxidoredutase-1 (NQO1), glutationa S-
transferase (GST) e ligase y-glutamilcisteina (y-GCS). E amplamente aceito que a
transcricdo destas enzimas é regulada pelo elemento de resposta antioxidante (ARE),
uma sequéncia de DNA presente no promotor dos genes que codificam essas enzimas
(KIM e KEUM, 2016). O Fator de transcricdo Nrf2 encontra-se ligado a proteina
citosolica Keapl, no qual é ubiquitinado para sua degradacdo por proteasomas. Por
outro lado, quando ha um aumento de ERO ocorrem mudancas conformacionais na
proteina Keapl, blogueando a ubiquitinacdo e a degradacdo proteossdmica de Nrf-2.
Em seguida, Nrf-2 se transloca para o nucleo e liga-se a regido ARE, promovendo a
transcricdo de enzimas antioxidantes (como catalase e SOD) e enzimas de detoxificacdo
de fase Il (MORALES-GONZALEZ et al., 2015).

Fundamentado nessas informacdes, nosso proximo passo foi avaliar o papel de
Baccharis trimera na modulacao do fator de transcricdo Nrf2. Para isso, células HepG2
foram pré-tratadas com os extratos de B. trimera ou com a quercetina e, em seguida,
estimuladas com etanol por 12 ou 24 horas. Nossos resultados mostraram que quando as
celulas foram estimuladas com etanol durante 12 horas houve aumento na atividade
transcricional de Nrf2 no grupo etanol. No entanto, no tempo de 24 horas ndo houve
diferenca, sugerindo que a inducdo de Nrf2 é um mecanismo compensatorio nas
primeiras horas, porém é perdido ao longo do tempo. Gong e Cederbaum (2005)
observaram que em hepatdcitos isolados de ratos houve um aumento de Nrf2,
provavelmente isso se deve a inducdo de CYP2E1 promovida pelo etanol, que leva ao

aumento na producdo de ERO, com consequente ativacdo de Nrf2.

Em relagdo ao tratamento com os extratos de B. trimera ndo observamos
diferenca na atividade transcricional de Nrf2 em relagdo ao grupo etanol em nenhum
dos tempos avaliados. Livero et al. (2016) demonstraram que o extrato hidroetamdlico
de B. trimera promoveu aumento de Nrf2 na AFLD, no entanto, esse experimento foi
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conduzido em animais que receberam tratamento durante duas semanas. Sabe-se que 0s
processos fisioldgicos sofrem influéncia de varios fatores que estdo envolvidos na
inducdo de uma resposta adaptativa, como a dose, o tempo, 0 composto envolvido e o
momento da exposicdo (STHIJNS et al., 2016). Isso pode explicar o fato de que o
tratamento com os extratos de Baccharis, nesse caso, ndo ter promovido diferencas em
relagdo ao grupo etanol. Estes resultados reforgam ainda mais a nossa hipdtese de que o
extrato de B. trimera exerce um efeito inibitério sobre a producdo de espécies reativas
através da modulacéo de enzimas responsaveis pela producdo destas espécies, tais como
NADPH oxidase e oxido nitrico sintase e ndo pela regulacdo transcricional de enzimas

antioxidantes.

Nossos resultados ainda mostraram que no tempo de 12 horas ndo houve aumento
na atividade transcricional de Nrf2 quando as células foram expostas a quercetina. Ja em
24 horas, houve aumento de Nrf2 quando as células foram pré-tratadas com baixa dose
de quercetina, ao passo que isso ndo foi observado na dose mais elevada. Li et al. (2016)
encontraram aumento na atividade de Nrf2 quando ratos foram tratados com quercetina.
Arredondo et al. (2010) também encontraram aumento de Nrf2 quando células
neuronais foram tratadas com quercetina. De fato, a quercetina tem demonstrado
protecdo contra o estresse oxidativo através da ativacdo da via Nrf2-ARE (COSTA et
al., 2016). O termo “hormesis” ¢ utilizado quando uma célula ou organismo responde a
uma baixa dose de um composto, gerando uma resposta adaptativa que induz
mecanismos de protecdo (STHIINS et al., 2016). Esse mecanismo pode ter ocorrido no

nosso experimento, justificando o aumento de Nrf2 apenas em baixa concentracéo.

Os estudos in vitro sdo, obviamente, de grande importancia e auxiliam de forma
significativa nas pesquisas cientificas. No entanto, apresentam limitacGes, ja que em um
organismo vivo ocorrem indmeros outros processos que podem interferir na acdo de
determinada substancia, tais como absor¢do, metabolismo e biodisponibilidade. Dessa
forma, nosso préximo passo foi confirmar o efeito protetor dos extratos de B. trimera
em animais. Para tal, ratos machos da linhagem Fisher foram pré-tratados com B.

trimera durante 2 dias (experimento agudo) ou 28 dias (experimento cronico).

A vitamina C, assim como a quercetina, tem sido descrita como antioxidante
(CHEN et al., 2001; HIPOLITO et al., 2015; HANACHI e NAGHAVI, 2016). Portanto,

optamos por utilizar a vitamina C como controle positivo nos ensaios in vivo, uma vez
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que se trata de um composto hidrossoltvel, de facil e rapida absorcdo (BIANCHI e
ANTUNES, 1999). O que difere da quercetina, que possui baixa biodisponibilidade
oral, dificultando sua aplicacdo em experimentos com animais (MORENO et al., 2017).

Uma pequena parcela do etanol é metabolizada nos rins, no entanto, esse 6rgéo
contribui de forma significativa para a eliminagdo de metabélitos (SONMEZ et al.,
2012). Sendo assim, avaliamos a funcdo renal através das dosagens de ureia e
creatinina. No experimento agudo, nossos resultados demonstraram um aumento de
creatinina no grupo intoxicado com etanol, mas ndo houve diferenca na ureia. A ureia é
o principal metabolito nitrogenado derivado da degradacéo de proteinas pelo organismo,
no entanto, € um fraco preditor da taxa de filtracdo glomerular, pois 40%-70% retornam
para o plasma por um processo de difusdo passiva, que € dependente do fluxo urinério.
Sua determinacio parece ter mais valor clinico quando associada & creatinina (SODRE
et al., 2007). Em roedores, a creatinina € mais sensivel e especifica para avaliar o
funcionamento renal (GONZALEZ e SILVA, 2003). Nossos resultados sugerem que a
exposicdo aguda ao etanol tem potencial para prejudicar a funcdo renal, no entanto
apenas com a alteracdo de um parametro ndo podemos fazer essa afirmacgédo. Os
tratamentos com os extratos de B. trimera e com a vitamina C ndo alteraram esses
parametros. Livero et al. (2016) também ndo encontraram diferenca nesses parametros
qguando ratos foram tratados com o extrato hidroetanolico de B. trimera. Cetim et al.
(2008) também ndo encontraram diferenca nos niveis de ureia e creatinina em animais
tratados com vitamina C. Esses resultados demonstram que na intoxicagdo aguda esses

compostos ndo sdo eficazes na protecdo renal.

O metabolismo do etanol ocorre principalmente no figado e induz danos aos
hepatécitos (LIVERO e ACCO, 2016). Dessa forma, avaliamos a funcdo hepética a
partir da dosagem das enzimas séricas ALT, AST e proteinas totais. Nossos resultados
mostraram que o grupo tratado com etanol apresentou diminuigdo nas proteinas totais,
no entanto ndo houve diferenca entre ALT e AST. Na prética clinica, a liberacdo de
enzimas hepaticas pode ser indicativa de lesdo hepatica, mesmo que as atividades dessas
enzimas permanecam normais, pois a liberagdo dessas enzimas depende, em grande
parte, das alteracdes hemodinamicas no figado. Além disso, um aumento dréstico nas
atividades séricas desses marcadores hepaticos ndo reflete necessariamente na morte das
células do figado (CONTRERAS-ZENTELLA e HERNANDEZ-MUNOZ, 2016). O
acetaldeido formado durante o metabolismo do etanol pode formar aductos com
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aminoéacidos, refletindo na diminuicdo geral da sintese de proteinas e na diminuicao da
secrecdo de proteinas plasmaticas (SMITH et al. 2007). Esse fato pode explicar a
diminuicdo de proteinas totais no grupo tratado com etanol. Os tratamentos com o
extrato aquoso de B. trimera e com a vitamina C promoveram uma diminuicdo na
atividade de ALT, mas ndo alteraram outros marcadores bioquimicos, assim como o
extrato hidroetanolico. Ja foi demonstrado que os &cidos clorogénicos possuem efeito
hepatoprotetor (JHO et al., 2013; YILMAZ et al., 2016). Como na caracterizagdo do
extrato aquoso (ANEXO C) houve uma maior diversidade de acidos clorogénicos do
que o extrato hidroetandlico talvez isso possa justificar a diminuicdo de ALT apenas no

grupo aquoso exposto de forma aguda ao etanol.

Em relacdo a glicose, notamos que ndao houve diferenca entre 0s grupos
experimentais. Estudos indicam que a administracdo aguda de alcool pode levar a uma
reducdo ou ndo alterar a concentracdo de glicose. Essa diferenca pode ser explicada pelo
estado nutricional no momento em que o alcool é administrado. Por exemplo, em seres
humanos em jejum durante a noite o &lcool ndo altera a concentracdo de glicose
sanguinea. Do mesmo modo, a euglicemia é mantida em ratos e camundongos em jejum
durante a noite ap6s intoxicacdo aguda por alcool. Além disso, ha pouca evidéncia de
hipoglicemia aguda induzida por alcool quando a nutri¢do estd adequada (STEINER et
al., 2015).

Durante o metabolismo do etanol ocorre uma diminuicdo da taxa de
NAD*/NADH, o que pode acarretar em inibigdo da oxidagdo de acidos graxos, os quais
se acumulam no figado. Esses 4&cidos graxos podem ser reesterificados em
triacilgliceréis (TAG), que sdo incorporados dentro de VLDL, que podem se acumular
no figado e promover a doenca hepatica gordurosa alcoolica (AFLD), e/ou passar para a
corrente sanguinea resultando em hiperlipidemia induzida pelo etanol (SMITH et al.,
2007; KIRPICHI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).

Fundamentado nisso, nosso proximo objetivo foi avaliar o perfil lipidico através
dos marcadores bioquimicos colesterol total, HDL, fracdo ndo HDL e TAG, além de
avaliar a histologia hepéatica. Nossos resultados mostraram um aumento de colesterol
total e da fracdo ndo HDL no grupo etanol, indicando hiperlipidemia nesses animais. A
hiperlipidemia pode ser produzida por uma producéo/liberacdo excessiva de lipideos

para circulacdo; por remocdo deficiente no sangue; ou por combinagdo destes
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mecanismos. Uma das maneiras de retirar o colesterol da corrente sanguinea é
encaminhando-o para a sintese de sais biliares, no entanto apds a administracdo aguda
de etanol pode ocorrer diminuicdo na sintese desses sais, muito provavelmente por
inibicdo da 7-a-hidroxilase (BARAONA e LIEBER, 1979). Esse fato pode estar
contribuindo para o aumento de colesterol nos animais tratados com etanol do nosso
experimento. Apds consumo agudo de altas doses de etanol os niveis séricos de TAG
podem aumentar, diminuir ou permanecer normal, no entanto, o fluxo total que é
absorvido pelo figado é aumentado devido aos efeitos estimuladores do etanol sobre o
fluxo sanguineo hepéatico (BARAONA e LIEBER, 1979). Além disso, o etanol pode
promover o acumulo de lipidios nos hepatocitos, principalmente TAG, na forma de
micro e/ou macrovesiculas (BARAONA e LIEBER, 1979; LIVERO e ACCO, 2016).
Esses dados estdo de acordo com o0s nossos resultados do experimento agudo, onde o
grupo tratado com etanol ndo apresentou alteracdes nos niveis séricos de TAG, além de

apresentarem microvesiculas de lipidios nos hepatdcitos.

As vesiculas de lipideos podem ser convertidas em mediadores potencialmente
toxicos que desempenham um papel importante no dano hepatico. Assim, a eliminacao
destas goticulas € uma forma crucial de preservar a integridade do tecido (SCHWABE e
MAHER, 2012). No nosso estudo, 0s tratamentos com os extratos de B. trimera e com a
vitamina C promoveram a diminuicdo das microvesiculas de gordura, conferindo
protecdo hepéatica. Além disso, o extrato hidroetandlico de B. trimera promoveu
aumento de HDL, uma lipoproteina importante que promove o efluxo celular e o
transporte reverso do colesterol, além de exercer funcbes protetoras como atividade
antioxidante, devido a sua ligacdo e remocdo de moléculas oxidativas (LORE
SCHRUTKA et al., 2016). Um dos mecanismos que pode estar envolvido com o efeito
protetor do extrato hidroetandlico de B. trimera € o fato dele diminuir a expressao do
gene Scdl (Livero et al., 2016). Esse gene codifica a enzima estearoil-CoA desaturase-
1, importante na biossintese de gorduras monoinsaturadas. Essa enzima introduz uma
ligacdo dupla em seus substratos palmitico e acido estedrico para gerar os produtos
palmitoleico e acido oleico, que sdo os &cidos graxos mais abundantes encontrados nos
TAG, ésteres de colesterol e fosfolipidios (COHEN et al., 2003). Ja foi demonstrado
que peixes alimentados com uma dieta rica em vitamina C tiveram um aumento de
carnitina palmitoiltransferase com consequente aumento na oxidacdo de &cidos graxos,
diminuindo o acumulo de lipideos hepaticos (NAKAGAWA et al., 2000). Podemos
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inferir, assim, que a oxidacdo dos lipideos pode estar contribuindo para a diminuicéo

das microvesiculas promovidas pela vitamina C.

A maioria do &lcool ingerido é absorvido e transportado para o figado para sua
metabolizacdo, no entanto esse processo provoca estresse oxidativo com consequente
aumento nos niveis de ERO. Diante disso, a defesa antioxidante atuando de forma
integrada na neutralizacdo dessas espécies é de grande importancia para a protecdo do
organismo. A enzima superdxido dismutase (SOD) converte 0 anion superéxido em
peroxido de hidrogénio; a glutationa peroxidase (GPx) é responsavel pela conversdo do
peréxido em agua; a glutationa redutase (GR) reduz a glutationa oxidada em reduzida; a
catalase (CAT) também pode converter o peroxido em agua. (LIVERO e ACCO, 2016).
Dessa forma, nosso proximo objetivo foi avaliar a defesa antioxidante representada pela
SOD, CAT, GPx, GR e glutationa reduzida/oxidada.

Nossos resultados do experimento agudo demonstraram que as alteragdes no
sistema glutationa foram mais significativas em relacdio a SOD e CAT. Como a
conversdo de H,O, a dgua € dependente da acdo da CAT e da GPx, e 0 grupo tratado
com etanol teve uma diminuicdo na atividade de GPx, podemos inferir que nesses
animais provavelmente houve acimulo de H,0O, contribuindo para o estresse oxidativo.
Pinto et al. (2014) encontraram aumento de H,O, em animais tratados por 7 dias com
etanol. Durante o metabolismo do etanol, além do aumento de ERO, pode ocorrer
diminuicdo dos reservatorios antioxidantes nos hepatdcitos (PARK et al. 2013), o que
vai de acordo com a diminui¢do de GPx encontrada no nosso estudo. A diminuigdo na
atividade de GPx frente a intoxicacdo com etanol também foi demonstrada em outros
estudos (PARK et al. 2013; LI et al., 2014; YAN et al., 2014). Hipolito et al (2015)
também ndo encontraram diferenca na atividade de SOD e CAT nos animais tratados

com etanol.

E relatado que a restauracio nos niveis de glutationa poderia melhorar a
hepatotoxicidade induzida pelo alcool através da reducdo do estresse oxidativo (YAN et
al.,, 2014). O tratamento com 0s extratos aquoso e hidroetanolico de B. trimera
promoveu aumento da atividade de GPx, favorecendo uma resposta adaptativa ao
estresse. Padua et al. (2014) ndo encontraram diferenca na atividade de GPx em animais
pré-tratados com o extrato hidroetandlico de B. trimera e intoxicados com APAP, no
entanto, Baccharis promoveu aumento na atividade de CAT, contribuindo para a
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protecdo antioxidante. Muito provavelmente o mecanismo de atuacao dos extratos de B.
trimera depende do tipo de injaria ao qual o animal foi exposto. Concomitante com o
aumento de GPx, o extrato hidroetandlico promoveu o aumento na atividade de SOD,
diferente do extrato aquoso que nao alterou esse pardmetro. Provavelmente essa
diferenca se deve a composicdo dos extratos, jd& que o hidroetanolico possui mais
compostos fenolicos do que o aquoso (ANEXO D). De fato, os mecanismos envolvidos
na capacidade antioxidante dos polifendis incluem a supresséo da formacao de ERO por
inibicdo de enzimas envolvidas na sua producdo; eliminacdo direta de ERO; ou
regulacdo positiva na defesa antioxidante (HUSSAIN et al., 2016). Esse resultado esta
de acordo com os estudos conduzidos por Livero et al. (2016), que também encontraram
aumento na atividade de SOD, quando os animais foram pré-tratados com o extrato
hidroetandlico de B. trimera. A vitamina C promoveu diminuicdo na atividade de CAT,

no entanto, houve aumento na atividade de GPx, mantendo a protecdo antioxidante.

Embora todas as organelas e compartimentos da célula produzam ERO, a geracao
mitocondrial de H,O, é geralmente considerada como a principal fonte de oxidantes. Na
presenca de ferro o H,O, sofre a reacdo de Fenton e produz radical hidroxila, que é
altamente reativo e rapidamente abstrai &tomos de hidrogénio de biomoléculas ao seu
redor. Os fosfolipidios de membrana e os triacilglicerdis sdo os principais alvos para o
ataque desses radicais e formacdo de radicais lipidicos. Tais radicais sdo oxidados
rapidamente levando a peroxidagdo lipidica. Em condi¢Bes normais, existem varias
classes de enzimas metabolizadoras que auxiliam na remocdo dos aldeidos lipidicos
antes que eles promovam danos oxidativos as células. No entanto, em condicdes
elevadas de estresse oxidativo eles podem se acumular. Nesse sentido, as enzimas
antioxidantes, como a GPx, que desintoxicam hidroperoxidos e aldeidos lipidicos sdo
criticamente importantes para a regulacdo da carbonilacdo e prevencdo de danos
oxidativos a célula (HAUCK e BERNLOHR, 2016). O fato dos animais tratados de
forma aguda com o etanol terem uma diminuicdo na atividade de GPx e, provavelmente
acumulo de H,0,, pode explicar o aumento de TBARS e proteina carbonilada. Outros
estudos também encontraram aumento desses marcadores em animais tratados com
etanol (YANARDAG e OZSOY-SACAN, 2007; LI et al., 2014; PINTO et al., 2014).
Os tratamentos com os extratos de B. trimera e com a vitamina C foram eficazes na
diminuicdo de TBARS, muito provavelmente porque elevaram a atividade de GPx,
promovendo protecdo antioxidante. Esse dado esta de acordo com os estudos de Livero
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et al. (2016) que também demonstraram que o extrato hidroetandlico de B. trimera
diminui a peroxidacdo lipidica. No entanto, apenas a vitamina C foi capaz de diminuir
proteina carbonilada, muito provavelmente porque cada antioxidante tem um
mecanismo de acdo diferente (KURUTAS, 2016).

A fibrose hepéatica € uma importante caracteristica histoldgica associada a
progressdo da doenca hepética alcoolica, sendo caracterizada pelo aumento da
deposicdo de componentes da matriz extracelular (ECM). O evento chave na
fibrogénese hepética é a ativacdo das células estreladas hepaticas (HSC), que sdo uma
das principais fontes de ECM no figado (CENI et al., 2014; LASEK, 2016). O
acetaldeido é um dos principais mediadores da fibrogénese induzida pelo alcool, ja que
pode estimular a sintese de colagenos fibrilares e glicoproteinas estruturais de ECM. O
acetaldeido ainda pode promover a remodelacdo da ECM por regulacdo positiva da
metaloproteinase (MMP) -2 (CENI et al., 2014). Além disso, o H,O, decorrente do
estresse oxidativo pode ativar MMP-2 (HOPPS et al., 2015). Esse fato explica o
aumento na atividade de MMP-2 encontrado nos animais tratados com etanol no nosso
experimento. O tratamento com a vitamina C promoveu a diminuigdo da atividade de
MMP-2, no entanto os extratos de B. trimera ndo tiveram o mesmo efeito.
Possivelmente ndo houve tempo suficiente para o extrato de B. trimera modular este
parametro, ja que no experimento cronico o extrato foi capaz de diminuir a atividade de
MMP-2. Tao-Shang et al. (2014) encontraram diminuicdo tanto da atividade de MMP-2
quanto no mRNA, quando animais foram tratados com vitamina C num experimento de

aneurisma da aorta abdominal induzido por elastase.

Nossos resultados demonstraram um perfil de acdo do extrato diferente no
experimento crénico. Quando os animais foram expostos ao etanol por 28 dias o dano
renal foi maior, uma vez que houve aumento tanto de creatinina quanto de ureia. A
exposicdo cronica ao etanol pode resultar em doenca renal aguda e crbnica, muito
provavelmente por inducdo de estresse oxidativo e inflamacdo (PINTO et al., 2014).
Shirpoor et al. (2016) também encontraram aumento de ureia e creatinina em ratos
tratados por 6 semanas com etanol. Visto que o estresse oxidativo pode estar envolvido
nesse processo, a terapia com antioxidantes pode trazer efeitos benéficos aos rins,
figado e outros tecidos (PINTO et al., 2014). Os tratamentos com o extrato de B.

trimera e vitamina C diminuiram esses marcadores, melhorando a fungéo renal.
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A exposicdo cronica dos animais ao etanol promoveu aumento de ALT, mas nao
alterou AST. ALT é originada principalmente dos hepatécitos, enquanto AST também é
abundante no coracdo, tecido muscular esquelético, rins e cérebro. Assim, a ALT sérica
tem sido considerada um marcador mais especifico de afeccdo hepatica, enquanto que a
AST apresenta frequentemente atividades aumentadas devido a razdes extra-hepaticas
(NIEMELA, 2016). Como o metabolismo do etanol ocorre principalmente no figado,
provavelmente o dano também é maior nesse 6rgdo, o que pode justificar o aumento
apenas de ALT nos aninais do grupo etanol. Nos animais do grupo etanol crénico do
nosso experimento ainda foi encontrado diminuicdo de proteinas totais e de albumina.
Sabe-se que ap0s ingestdo crénica de etanol pode ocorrer restauracdo ou até mesmo
aumento na sintese proteica, mas a liberacdo para a corrente sanguinea pode estar
prejudicada (BARAONA e LIEBER, 1979). Concomitante com isso pode ocorrer
aumento da degradacdo das proteinas com consequente aumento de ureia
(YANARDAG, R. e OZSOY-SACAN, 2007). Os tratamentos com o0 extrato de B.
trimera e vitamina C promoveram melhora na funcdo hepatica, uma vez que
diminuiram ALT e AST e aumentaram proteinas totais. Nossos resultados concordam
com Livero et al. (2016) que também encontraram diminuicdo de ALT e AST em

animais tratados com o extrato hidroetanolico de B. trimera.

Nossos resultados também demonstraram que a glicose ndo se alterou entre 0s
grupos experimentais cronico. Cha et al. (2000) demonstraram que animais que
receberam uma dieta com quantidade suficiente de proteina e uso crénico de etanol ndo
tiveram alteracdo na glicose plasmatica, ao passo que animais que receberam dieta
pobre em proteina tiveram uma diminuicdo na glicose, mostrando que a ingestdo
cronica de éalcool influencia o metabolismo da glicose de acordo com o estado
nutricional. Sendo assim, podemos inferir que os animais tratados com etanol ndo
tiveram diferenca na glicose porque o estado nutricional provavelmente estava normal,
uma vez que os animais foram alimentados com racdo padrdo nutricionalmente
equilibrada durante todo o experimento. Ap6s consumo cronico de etanol pode ocorrer
diminuigéo de lipoproteinas na corrente sanguinea, ndo devido a sintese, mas sim por
uma deficiéncia na secre¢do. Além disso, apos consumo cronico de etanol o fluxo biliar
fica inalterado (BORENA et al., 1979). Isso pode explicar, a0 menos em parte, o fato de
termos encontrado diminuicdo de HDL e inalteracdo no colesterol. Sabemos que durante
0 metabolismo do etanol ocorre uma diminuicio da taxa de NAD*/NADH, o que pode
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acarretar em inibicdo da oxidacdo de acidos graxos. Esses acidos graxos podem ser
reesterificados em TAG e incorporados dentro de VLDL, que se acumulam no figado
e/ou passam para a corrente sanguinea resultando em hiperlipidemia induzida pelo
etanol (SMITH et al., 2007; KIRPICHI et al., 2016; LIVERO e ACCO, 2016).
Provavelmente por isso 0s animais tratados com etanol tiveram aumento nos niveis
séricos de TAG e aumento de microvesiculas lipidicas nos hepatécitos. Lu e Cederbaum
(2008) também relataram um aumento nos niveis de TAG e acumulo de gordura
hepatica quando animais foram expostos ao etanol por 4 semanas. O tratamento com o
extrato hidroetanolico de B. trimera promoveu diminuicdo nos niveis séricos de TAG,
além de diminuir as microvesiculas de gordura hepética. Segundo Shao et al. (2016) os
compostos fenolicos tém sido descritos para diminuir TAG, o que corrobora com nossos
achados. Livero et al. (2016) também encontraram esse resultado quando animais com
AFLD foram tratados com o extrato hidroetandlico de B. trimera. A vitamina C néo
diminuiu TAG, no entanto diminuiu as vesiculas gordurosas no figado, conferindo

protecdo hepatica.

O uso cronico de etanol alterou de forma mais proeminente a atividade de CAT do
que o sistema glutationa. Como encontramos diminuicdo na atividade de CAT, podemos
inferir que nesses animais pode ter ocorrido um aumento de H,O,, contribuindo para o
estresse oxidativo nesses animais. Sabe-se que o etanol pode ser oxidado a acetaldeido
pela catalase nos peroxissomos e que 0 uso cronico pode inibir essa enzima (DAS e
MUKHERJEE, 2010), o que justificaria a diminuigdo de CAT encontrada nos animais
tratados com etanol em nosso experimento. Livero et al. (2016) também encontraram
uma diminuicdo na atividade de CAT em animais tratados com etanol. Nossos
resultados demonstraram que a exposi¢cdo cronica ao etanol nédo alterou a atividade de
GPx nem de GR, nem os niveis de glutationa reduzida (GSH), no entanto promoveu a
diminuicdo de glutationa oxidada (GSSG). A glutationa oxidada pode ser formada em
decorréncia da acdo da GPx ou da glutationa oxidase (GO) (HUBER et al., 2007). Dessa
forma, podemos inferir que a diminuicdo de GSSG pode ser em decorréncia da
diminuicdo da atividade de GO, no entanto teriamos que fazer essa dosagem para
confirmar nossa hipotese. Os tratamentos com o extrato hidroetanolico de B. trimera e

com a vitamina C ndo promoveram nenhuma alteracao nesses parametros.

No experimento crénico observamos um aumento de proteina carbonilada no
grupo tratado com etanol. No entanto ndo houve diferenca nos niveis de TBARS nos
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animais tratados com etanol, indicando que provavelmente ndo houve peroxidagédo
lipidica no figado, possivelmente devido a inalteragdo de praticamente todas as enzimas
antioxidantes. Corroborando com isso, ja foi demonstrado que a peroxidacdo lipidica é
dependente da dose, do tempo e do local analisado (SCHLORFF et al., 1999). Muniz et
al. (2015) demonstraram que ndo houve aumento de TBARS no corpo cavernoso de
animais ap6s o consumo de etanol 20% por 7 semanas, no entanto no plasma TBARS
manteve-se elevado. Isso ocorreria porque o tecido analisado teria capacidade de
“expulsar” o malondialdeido (MDA) para a corrente sanguinea, como uma forma de
protecdo adaptativa. Talvez o figado possa ter essa capacidade, o que poderia contribuir
para os niveis de TBARS nos animais tratados de forma cronica com etanol fosse
semelhante ao do grupo controle. Porém, teriamos que dosar TBARS no plasma para
verificar essa hipotese. Os tratamentos com o extrato de B. trimera e vitamina C néo
alteraram os niveis de proteina carbonilada e TBARS, nos fazendo inferir que esses

compostos ndo foram eficazes na protecdo contra os danos oxidativos cronicos.

Nossos resultados do experimento cronico, assim como no agudo, demonstraram
um aumento na atividade de MMP-2 nos animais tratados com etanol. 1sso porque o
acetaldeido pode promover a remodelacdo da ECM por regulacdo positiva da
metaloproteinase (MMP) -2 (CENI et al., 2014), além do H,O, que também poder ativar
MMP-2 (HOPPS et al., 2015). Os tratamentos com o extrato hidroetandlico de B.
trimera e com a vitamina C promoveram diminuicdo na atividade dessa gelatinase. Ja
foi demonstrado que os &cidos cafeoilquinicos tém atividade inibidora de MMP-2
(BENEDEK et al., 2007). A caracterizacdo do extrato hidroetanélico de B. trimera
demonstrou a presenca de acidos cafeoilquinicos, o que poderia explicar a diminuicéo
de MMP-2.

Como podemos observar, o perfil encontrado no experimento agudo e no cronico
foi bem diferente. As principais alteracGes agudas foram em relacdo a GPx e aos
marcadores de dano oxidativo, sendo que os tratamentos com os extratos de B. trimera e
com a vitamina C promoveram melhora nesses parametros. Ja no experimento cronico
as principais alteracbes foram em relacdo as dosagens séricas, onde observamos que o
etanol promoveu maior dano hepatico e renal. Os tratamentos com o extrato de B.
trimera e vitamina C promoveram melhora nesses pardmetros. Tanto no experimento
agudo quanto no crénico observamos aumento de MMP-2, de microvesiculas hepaticas
e hiperlipidemia nos animais intoxicados com etanol. Os tratamentos com o extrato de
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B. trimera e vitamina C promoveram diminuicdo das microvesiculas tanto no
experimento agudo quanto no cronico, no entanto o extrato de Baccharis diminuiu a

atividade de MMP-2 apenas no experimento cronico.

Durante os estagios iniciais de lesdo hepatica a hiperlipidemia alcodlica envolve
maior liberacdo de lipoproteinas sericas, como uma forma de evitar o acumulo de
lipideos no figado. No entanto, a retencdo de lipoproteinas pode resultar se o aumento
da producdo nédo for acompanhado por secrecdo eficiente (BARAONA e LIEBER,
1979). Por outro lado, a baixa taxa de NAD*/NADH inibe a oxidac&o de acidos graxos,
os quais se acumulam no figado e/ou no sangue (KIRPICHI et al., 2016; LIVERO e
ACCO, 2016). Isso pode explicar o fato da hiperlipidemia nos animais do grupo etanol
agudo ter sido observada pelo aumento de colesterol, enquanto no cronico ter sido pelo
aumento de TAG.

Sabe-se que a ureia sanguinea elevada estd correlacionada com um aumento do
catabolismo proteico em mamiferos e/ou a conversdo de aménia em ureia como
resultado de uma sintese aumentada da enzima arginase envolvida na producédo de ureia
(YANARDAG, R. e OZSOY-SACAN, 2007). Verificamos que no nosso experimento
agudo ndo houve aumento de ureia, no entanto houve diminuicdo de proteinas totais.
Podemos inferir que na exposicdo aguda a diminuicdo de proteinas esta mais
relacionada com a deficiéncia na secrecdo dessas proteinas pelo figado, do que pelo
catabolismo. O perfil no experimento crénico foi diferente, pois observamos aumento
de ureia e diminuicdo de proteinas totais. Talvez na exposicao cronica a diminui¢do das
proteinas esteja relacionada com sua maior degradacdo. No entanto a diminuicdo da
secrecdo hepatica como um possivel mecanismo nao esté excluida, pelo contrario, pode

estar corroborando para esse resultado.

E importante salientar que a atividade de enzimas antioxidantes na intoxicacao
induzida pelo etanol pode variar dependendo do tempo de exposi¢cdo e do tecido
analisado (HAORAH et al., 2011). De fato percebemos no nosso trabalho que a
exposicao aguda ao etanol foi capaz de alterar a GPx, que esta envolvida ndo sé com o
sistema antioxidante, mas também com a prote¢do aos danos oxidativos (KURUTAS,
2016). Muito provavelmente isso fez com que os danos oxidativos fossem mais
acentuados nesses animais do que nos animais do experimento cronico, que tiveram

alteracdo apenas na CAT.
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Também observamos as diferencas dos animais tratados no experimento agudo e
crénico com os extratos de B. trimera. No experimento agudo os extratos de B. trimera
foram mais efetivos na protecdo contra os danos oxidativos e também no
restabelecimento da GPx, conferindo protecdo antioxidante. Ja no experimento crénico
0 extrato de B. trimera estava mais envolvido com o restabelecimento dos marcadores
séricos, além da diminuicdo de MMP-2. Esses resultados nos mostram o quéo complexo
sdo os efeitos promovidos tanto pelo etanol quanto pelos extratos de B. trimera,
permitindo a infericdo da multifatoriedade envolvida, como dose, tempo e compostos

utilizados.
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7. CONCLUSOES

Analisando os resultados (resumidos na figura 28) podemos perceber que o
tratamento com os extratos de Baccharis trimera teve um potencial antioxidante mais
proeminente nos ensaios in vitro do que in vivo. Ainda podemos observar que o0s
extratos de B. trimera possuem um mecanismo de protecdo dependente do tempo, da
intensidade e do tipo de dano promovido pelo etanol. Tudo isso em conjunto com 0S
experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa nos faz acreditar que os extratos de
Baccharis trimera atuam principalmente através da inibicdo das espécies reativas de
oxigénio e pela inibigdo das fontes de formagdo de ERO (como NADPH oxidade e
INOS) do que pela modulagéo das enzimas antioxidantes.

In vitro

\ NAD* NADH: + Ht
AT NAD* | NADH'+ H* Ve
Catalase d —» 1 NO

I/ Consumo de etanol

ETANOL ACE'I;ALDF.IDO iDIH ACETATO

-
CYP2EY/  Nif2
NADPH + H* +20, NADE* + H,0 In vivo
AGUDO CRONICO
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Figura 26: Resumo dos resultados dos experimentos in vitro e in vivo. O etanol in vitro
promoveu aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), oxido nitrico (NO) e do fator de
transcricdo Nrf2. O tratamento com Baccharis trimera (Bt) promoveu diminuicdo de ERO e
NO. No experimento in vivo AGUDO o etanol promoveu aumento de creatinina, colesterol
total, fracdo ndo-HDL, TBARS, proteina carbonilada e MMP-2, além de diminuir a atividade de
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa oxidada (GSSG). B. trimera promoveu aumento de
HDL, SOD, GPx, GSSG e diminuiu TBARS. No experimento crbénico o etanol promoveu
aumento de ureia, creatinina, ALT, triacilglicerois (TAG), proteina carbonilada e MMP-2,
também diminuiu HDL, catalase e GSSG. B. trimera foi capaz de diminuir ureia, creatinina,
ALT, AST, TAG e MMP-2.
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C- Caracterizacao dos extratos

Os extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis trimera foram previamente
caracterizados e os resultados publicados em um estudo anterior do laboratério (de
ARAUJO et al., 2016). No entanto, achamos plausivel apresenta-los a fim de facilitar a
visualizacdo do leitor, j& que durante a discussdo dos resultados foram abordadas as
diferencas dos compostos encontrados. Para a caracterizacdo, os extratos foram
submetidos a tratamento em cartuchos de extracdo em fase solida (EFS C-18), onde
foram eluidos com MeOH/H,O (9:1). Para a analise em CLAE-DAD-EM foram
injetados 20,0 uL da amostra (2 mg/mL), sendo utilizada como fase moével agua (A) e
acetonitrila (B) ambos com 0,1% de acido formico. As amostras foram eluidas com
gradiente linear de 5 a 95% de B em 11 minutos. A faixa de massa analisada foi de 100

a 1500 m/z para o modo positivo e negativo.

No extrato hidroetandlico de Baccharis trimera foram identificados nove acidos
fenolicos e cinco flavonoides, como mostrado na tabela 3 e figura 27. Os espectros de
massas obtidos foram comparados com os resultados descritos na literatura. As buscas
foram realizadas nas bases de dados disponiveis pela razdo massa/carga (m/z) obtida nos

espectros.
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Tabela 3: Compostos identificados no extrato hidroetandélico de B. trimera

Pico Compostos RT UV (nm) LC-MS [M - H] (m/z)
(min) (Fragmentagdo m/m)
1 | Acido 1.39 315 337.51
Cumaroilquinico (191.3; 173.1; 163.3; 118.9)
2 | Acido 1.41 316 337.82
Cumaroilquinico (191.2; 173.2; 136.8; 118.9)
3 | 5-O-Acido 1.95 322 367.37
feruloilquinico (192.9; 173.4; 149.3; 133.9; 117.1)
4 | 3-0-Acido 2.03 323 367.42
Isoferuloilquinico (193.1; 173.1: 136.8; 133.9)
5 | Acido 2.04 314 337.56
Cumaroilquinico (191.1; 173.2: 163.1; 118.9)
6 | 5-O-Acido 2.43 321 367.52
Isoferuloilquinco (191.3; 176.5; 155.4; 133.5; 127.2)
7 | 6(8)-C-furanosil- 260 | 274;331 563.37
flgcﬁéhexosn' (545.0: 503.0; 472.9; 453.9: 383.2; 359.9; 323.3:
295.9)
8 | 6(8)-C-hexosil-8(6)- | 2.74 | 273;326 563.31
C-furanosil-flavona (473.1: 442.7; 383.2; 353.1; 325.0; 282.0)
9 | 34-di-0-Acido 2.81 324 515.26
cafeoilquinico (353.2; 191.1; 178.9; 172.8; 161.1; 154.8; 136.0)
10 | 3,5-di-O-Acido 2.93 323 515.0
cafeoilquinico (323.2; 190.7; 178.6; 172.8; 161.1; 154.7; 135.0)
11 | 4,5-di-O-Acido 3.20 325 515.07
cafeoilquinico (352.9; 191.1; 178.8; 173.1; 135.1)
12 Quercetina 3.82 255; 369 301.23
(283.0; 255.3; 227.3; 191.4; 183.3; 181.1; 174.2;
150.7143.0; 120.8)
13 | 3°,5-dihidroxi-4’,7- | 532 | 282;329 313.09
dimetoxiflavona (298.0: 282.7; 270.6; 254.7; 183.0; 129.1; 99.2)
14 | 3°,5-dihidroxi- 550 | 275;340 343.31
4.6,7-

trimetoxyflavona

(328.1; 313.2; 297.9; 285.0; 269.8; 255.0)

TR (min): tempo de retencdo em minutos, UV (nm): ultra violeta em nandmetros, LC-MS [M-
H](m/z): cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo negativo, razéo
massa/carga.
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Figura 27: Perfil do extrato hidroetandlico de B. trimera. Condigdes: CHS130 100 RP-18 de
coluna (1,7 mm, 50 x 3 mm) id. A eluig&o foi realizada com um gradiente linear de 4gua 0,1% de
acido férmico (A) e acetonitrilo 0,1% de acido férmico (B) (a partir de 5% a 95% de B, em 11
min) e as impressdes digitais UPLC foram registradas em um aparelho Waters Acquity com um
detector UV-DAD (Waters 2996). Parametros de funcionamento do espectrdmetro de massa
foram: temperatura capilar 320-C; voltagem da agulha de spray fixada em 3.50kV; ES tensdo
capilar 3 e - 47V para polaridade positiva e negativa, respectivamente; e lente do tubo
deslocamento 0 e -25V para polaridade positiva e negativa, respectivamente. Usou-se nitrogénio
como gas de bainha com um fluxo de 50 unidades arbitrarias. Analise de massa foi realizada no
modo de varrimento total 100-1,500 amu, tanto no modo positivo e negativo.

No extrato aquoso foram identificados doze acidos fendlicos e trés flavonoides,
por CLAE-EM (Tabela 4 — Figura 28).
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Tabela 4: Compostos identificados no extrato aquoso de B. trimera

Pico Compostos RT UV (nm) LC-MS [M - H] (m/z)
(min) (Fragmentagdo m/m)
1 3-O-Acido feruloilquinico 1.73 321.1 367.29
(193.0; 155.2; 148.9; 134.0)
2 4-0-Acido cafeoilquinico 1.74 320.1 353.38
(191.0; 178.9; 135.1)
3 5-0-Acido cafeoilquinico 1.75 323.1 353.38
(191.2; 179.1; 135.1)
4 3-0O-Acido cafeoilquinico 1.86 323.1 353.38
(190.8; 179.0; 137.0)
5 4-0-Acido feruloilquinico 1.88 323.1 367.36
(193.2; 172.8; 149.1; 134.0)
6 5-0-Acido feruloilquinico 1.96 320.1 367.38
(192.7; 172.7; 149.2; 134.2)
7 Apigenina-6,8-di-C- 2.12 269.1; 321.0 593.42
glucopiranosidio (547.1; 503.0: 472.9; 431.1)
8 3-0-Acido Isoferuloilquinico 2.25 318.1 367.59
(193.1; 172.8; 149.1; 133.8)
9 5-0-Acido Isoferuloilquinico 2.47 323.1 367.17
(191.2;172.8; 149.1; 134.1)
10 6(8)-C-furanosil-8(6)-C- 2.36 271.1;331.1 563.48
hexosil-flavona (515.1; 473.1; 443.0; 383.1)
11 6(8)-C-hexosyl-8(6)-C- 250 | 271.3;333.2 563.20
furanosil-flavona (515.1; 472.9; 442.9; 383.2)
12 3,4-di-O-Acido cafeoilquinico 2.81 282.1; 320.5 515.20
(190.0; 162.9; 134.7)
13 3,5-di-O-Acido cafeoilquinico 293 | 283.1;321.2 515.17
(191.0; 163.0; 135.0)
14 4,5-di-0-Acido cafeoilquinico 2.95 | 286.1;320.3 515.40
(190.7; 163.0; 143.2; 127.0)
15 4-0-Acido Isoferuloilquinico 3.46 322.1 367.22

(190.6; 163.0; 148.0)

TR (min): tempo de retencdo em minutos, UV (nm): ultra violeta em nandmetros, LC-MS [M-
H](m/z): cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo negativo, razéo
massa/carga.
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Figura 28: Perfil do extrato aquoso de B. trimera. Condi¢cdes: CHS130 100 RP-18 de coluna
(1,7 mm, 50 x 3 mm) id. A eluicéo foi realizada com um gradiente linear de 4gua 0,1% de &cido
formico (A) e acetonitrilo 0,1% de acido férmico (B) (a partir de 5% a 95% de B, em 11 min) e
as impressbes digitais UPLC foram registradas em um aparelho Waters Acquity com um
detector UV-DAD (Waters 2996). Pardmetros de funcionamento do espectrémetro de massa
foram: temperatura capilar 3200C; voltagem da agulha de spray fixada em 3.50kV; ES tensdo
capilar 3 e - 47V para polaridade positiva e negativa, respectivamente; e lente do tubo
deslocamento 0 e -25V para polaridade positiva e negativa, respectivamente. Usou-se nitrogénio
como gas de bainha com um fluxo de 50 unidades arbitrarias. Analise de massa foi realizada no
modo de varrimento total 100-1,500 amu, tanto no modo positivo e negativo.

D- Compostos fenolicos

Também foi realizado em estudo prévio do laboratorio a quantificacdo dos
compostos fendlicos. A quantificacdo foi realizada segundo o método proposto por
George et al. (2005). Em suma, 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu foram
adicionados a 500 pL de amostra, acido galico (nas concentragdes para a curva padrao)
e agua (branco). Apds 2 minutos, 2mL de carbonato de sddio (7,5%) foram adicionados.

Em seguida, as amostras foram incubadas a 50°C em banho maria por 15 minutos e
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posteriormente alocadas em um banho de gelo. A absorbancia foi quantificada a 760nm.
Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico/grama da amostra

em base seca.

Na figura 29 observamos que o extrato hidroetandlico de B. trimera possui
quantidades significativamente maiores de compostos fendlicos em relacdo ao extrato
aquoso, sugerindo diferenca entre os compostos que sdo extraidos durante a obtencéo

dos extratos.

0.0444

Fendlicos totais (mg GAE/100g)

Aguoso Hidroetandlico

Extrato de Baccharis trimera

Figura 27: Avaliacdo de compostos fenolicos totais. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo, p< 0.0010 comparando os dois grupos entre si. O total de compostos fenélicos é
expresso como equivalente de acido galico (mg) por 100 g dos extratos de B. trimera. Os dados
foram expressos como média + erro padrao, foram analisados por teste T.
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