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RESUMO

A metabolizacdo de substancias no corpo humano é realizada principalmente pelo figado, porém
algumas substancias quando em excesso, como o Paracetamol, pode levar a toxicidade hepética. A
Chrysobalanus icaco L., planta com potentes metabdlitos antioxidantes, mostra-se promissora no
combate ao desbalango antioxidante e acéo de hepatoprotecéo. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a acdo protetora do extrato aquoso das folhas da C. icaco (EAFCi) contra a hepatotoxicidade induzida
pelo Paracetamol. Para isso, 0 material vegetal foi coletado e o extrato das folhas foi preparado através
de decoccdo em agua destilada (5:100 p/v). Para a avaliacdo in vivo da atividade hepatoprotetora, ratos
Wistar foram divididos em 3 grupos de 5 animais cada os quais foram submetidos a tratamento com
solucdo salina, silimarina e EAFCi na dose de 100 mg/kg (grupos I, 11 e 11, respectivamente). No
sétimo dia de tratamento foi administrado o Paracetamol e, apds doze dias, foi realizada a eutanasia
paraaretirada do figado. Foram entdo avaliados os niveis de glutationa reduzida, a peroxidacao lipidica
e 0 exame histopatolégico. Com a metodologia utilizada, foi observada uma reducdo dos niveis de
MDA e aumento nos niveis de GSH nos grupos que foram administrados a silimarina e a dose de
100mg/kg do EAFCIi, quando comparado com o grupo controle. Ademais, na analise histolégica do
figado foi observado que os animais tratados com silimarina e com a dose de 100mg/kg do EAFCiI
apresentaram morfologia normal do figado, ao contrario do grupo controle negativo, o qual apresentou
alteracdes significativas. Nesse sentido, conclui-se que a administracdo do EAFCi na dose de
100mg/kg em ratos Wistar foi capaz de inibir a hepatotoxicidade induzida pelo Paracetamol através da
diminuicdo do MDA, aumento da GSH e preservacdo da morfologia hepatica.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Estresse oxidativo. Hepatoprotecdo. Extratos vegetais.
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1 INTRODUCAO

O figado ¢ o principal 6rgao humano com a fun¢do de metabolizagdo de substancias endogenas
e xenobioticas (Thompson et al., 2017); além disso, também esta envolvido com a sintese de proteinas
e a metabolizagdo de dacidos graxos (Mohamad et al., 2015). Distarbios nesse processo de
metabolizacdo podem levar a hepatotoxicidade. Algumas substancias podem causar graves danos aos
hepatdcitos como os antibidticos, anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) e consumo excessivo de
Paracetamol, um dos analgésicos mais populares do mundo (Aslmarz et al., 2019).

O alto consumo de Paracetamol (N-acetil-p-aminofenol; 4- hidroxiacetanilida; 4-
acetamidofenol ou N-(4- hidroxifenil) acetamida) causa necrose hepatica, inflamacao e producao de
espécies reativas de oxigénio (Mohamad et al., 2015) mediante reacdo de biotransformagdo via
citocromo P-450 que leva a formacao da N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI), um metabdlito
reativo, que em altas concentragdes ndo consegue ser conjugado com a glutationa reduzida (GSH) por
causa do alto consumo. Niveis elevados de NAPQI ¢ diminuidos de GSH levam a distirbio
mitocondrial, com a produgdo elevada de espécies reativas de oxigénio, além de outras alteragdes que
levam a inflamagao e necrose hepatica, o que eleva os marcadores séricos de hepatotoxicidade como
a alanina (AST) e aspartato aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamil
transferase (y-GT) (Freitag, 2014).

A alta concentracdo de espécies reativas de oxigénio levam a danos oxidativos com
consequente peroxidagdo de lipidios, inibi¢ao de enzimas, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA e ao
RNA. Dessa forma, o seu equilibrio € vital para o controle do estresse oxidativo, sendo os antioxidantes
as principais fontes de protecdo a esses danos. Dntre eles esta a glutationa (GSH), a qual em niveis
maiores indica uma maior resposta ao estresse oxidativo, enquanto seus niveis diminuidos indicam
menor capacidade de destruir radicais livres e EROs (Pedrete, 2020).

Os fitoterapicos sdo considerados tratamentos alternativos eficazes e seguros para a tratar
diversas doencgas. A Silimarina, planta popularmente conhecida no Brasil como cardomariano, cardo-
leiteiro, cardo-de-santa-maria, cardo-branco, cardo-de-nossa-senhora ou cardo-branco ¢é um
fitoterapico ja bem comercializado no Brasil para o tratamento e/ou prevencdo de doengas
hepatobiliares, principalmente devido a seu efeito hepatoprotetor, sendo a droga-padrdo utilizada em
pesquisas. Essa sua propriedade ¢ decorrente do complexo de flavolignanas, tendo a silibina como
composto principal (Freitag, 2014). Nas ultimas décadas, eles tém recebido crescente atencdo como
potenciais agentes terapéuticos para prevenir e tratar doengas hepaticas (Yoon et al., 2016). Os

flavonodides, um tipo de polifenol, sdo oxidados por radicais livres, gerando radicais mais estaveis e
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com menor atividade. Eles ajudam na prote¢do do corpo contra danos mediados pelas espécies reativas
de oxigénio (Aslmarz et al., 2019; Mohamad et al., 2015).

Muitas plantas sdo ricas em componentes antioxidantes como por exemplo a Chrysobalanus
icaco Linnaeus, popularmente conhecida por guajeru, ajuru, baijird, bajuru, guajuru, abajeru. Sua
composicao quimica inclui flavondides derivados de miricetina e quercetina (Ribeiro et al., 2020). O
consumo do ché do C. icaco tem sido amplamente utilizado, na medicina popular, para o controle de
varias doengas (Ferreira-Machado et al., 2004). Estudos farmacolégicos relataram que o extrato
aquoso de folhas de C. icaco apresentam propriedades analgésica, anti-inflamatoria e hipoglicemiante
(White et al., 2016). A sua propriedade anti-inflamatoria ¢ decorrente da inibi¢do da liberagcdo de
mediadores pro-inflamatoérios como 6xido nitrico, histamina e prostaglandinas; através da inibigao de
enzimas pro-inflamatérias como a ciclooxigenase-2, 6xido nitrico sintase e lipoxigenase. Além disso,
algumas pesquisas vém mostrando que a miricetina como principal fitoquimico das folhas da C. icaco,
sendo importante para a sua propriedade antioxidante, além de outros flavondides e terpenos (Onilude;
Kazeem; Adu, 2021).

Devido ampla utilizacdo medicinal da C. icaco e suas caracteristicas fotoquimicas, o objetivo
primordial deste trabalho ¢ investigar a atividade protetora do extrato aquoso das folhas de C. icaco

(EAFCi) contra a hepatotoxicidade induzida por paracetamol.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL BOTANICO

O material boténico utilizado foi coletado no municipio de Itamaracd, em Pernambuco, em
outubro de 2020. As folhas foram secas em estufa a 40°C e trituradas. Posteriormente, 50g do p6 foi
submetido a extracdo por infusdo em 1000 ml de agua destilada a 100°C durante 15 min. Em seguida,
o0 extrato foi filtrado, concentrado em rotaevaporador sob pressdo reduzida e seco em liofilizador. O
extrato foi armazenado a 4°C e solubilizado em solucédo salina nas concentracdes desejadas minutos

antes da realizacéo dos experimentos.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais experimentais foram divididos em trés grupos de cinco ratos cada. Cada grupo
recebeu por via oral durante sete dias 0s seguintes tratamentos: no grupo | (controle negativo), os ratos
receberam veiculo (solucdo salina). No grupo Il (controle positivo), os animais foram tratados com
uma droga de referéncia, a silimarina (50 mg/kg). No grupo 1ll os animais foram pré-tratados com o

extrato aquoso de C. icaco na dose de 100 mg/kg. Apos esse periodo, os animais foram submetidos a
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jejum de 8 horas e em seguida receberam por via oral o Paracetamol na dose de 250 mg/kg. Apos 12
horas, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (8:2; v/v), tendo seus figados coletados

para determinacao da atividade antioxidante e andlise histologica.

2.3 ANALISE HISTOLOGICA

Apbs laparotomia, o figado foi removido, analisado macroscopicamente e pesado. Em
seguida, foi fixado em formalina (formol a 10%), para processamento em técnica histopatologica de
rotina. Posteriormente, os fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de 5,0 um e corados

com hematoxilina-eosina para anélise.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os figados foram homogeneizados em solucdo tampéo de KCI 1,15% com EDTA 3 mM (5
mL/g de tecido) para avaliagdo das atividades antioxidantes através da quantificacdo da peroxidacao
lipidica. A mensuracdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), foi
realizada mediante metodologia descrita por Ohkawa et al. (1979). A absorbancia da fase organica foi
mensurada a 535 nm e o resultado foi corrigido pela concentracdo de proteina do homogenato. Ja a
avaliacdo dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) foi realizada mediante a mensuragdo de
grupamentos sulfidrilas ndo proteicos foi realizada pelo método de Sedlak e Lindsay (1968), sendo 0s
resultados corrigidos pela concentracdo de proteina do homogenato e expressos em pg GSH/mg de
proteina. Em ambos o0s casos a dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Folin (Lowry et al.,

1951), usando albumina de soro bovino (BSA) 0,1% como padrao.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média = desvio padrdo da média (D.P.M). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism 8.0®. A homogeneidade das variancias
foi testada pelo método de Bartlett. Se a variancia foi homogénea, os dados serdo analisados por
ANOVA, seguidos, quando necessario, pelo teste de Dunnett. Quando os dados ndo assumirem
distribuicdo normal serdo empregados os testes ndo-paramétricos de Kruskall-Wallis seguido pelo teste

de Dunn. O nivel de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Doengas hepaticas sao um problema de satide publica mundial, desencadeadas principalmente

por virus, doencas metabdlicas ou componentes quimicos. Em nosso estudo, a atividade
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hepatoprotetora do extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco foi verificada através do modelo
de intoxicacao hepatica induzida por paracetamol em ratos Wistar, um modelo confiavel para o estudo
de fatores hepatoprotetores, que tem sido utilizado em diversas doses intraperitoneais e orais para

inducdo de hepatotoxicidade (Yao et al., 2015).

A peroxidagdo lipidica € um processo no qual radicais livres, como espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), atacam as ligacGes duplas entre carbonos
nos lipidios. Esse mecanismo envolve a remoc¢édo de um atomo de hidrogénio de um carbono e a adi¢do
de uma molécula de oxigénio. O processo resulta em uma diversidade de produtos complexos,
incluindo radicais lipidicos peroxil e hidroperdxidos como subprodutos iniciais, além de compostos
secundarios predominantes, como o malondialdeido (MDA\) e o 4-hidroxinonenal (Tsikas et al., 2017).
O MDA tem sido amplamente utilizado em pesquisas biomédicas como um marcador de peroxidacao
lipidica devido a sua reacdo facil com acido tiobarbitdrico (TBA), sendo o ensaio TBARS (Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbittrico) amplamente aceito como um método eficaz para avaliar os niveis
gerais de estresse oxidativo mediante a oxidacdo de lipidios em uma amostra bioldgica.

A respeito do potencial de inibicdo da formacéo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) do extrato aquoso das folhas da C. icaco (EAFCIi), os resultados mostram que o tratamento
com silimarina e com o EAFCi na dose de 100mg/kg foi capaz de reduzir os niveis de malonialdeido
(MDA) do figado, quando comparados ao grupo controle negativo (Grafico 1).

Grafico 1: Mensuracéo dos niveis de substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS) nos grupos controle negativo
(CN), controle positivo (CP) e nos grupos que receberam as doses de 100 mg/kg do EAFCi.
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Fonte: O autor(2024). Legenda Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 5/grupo). Estatisticamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05; *p<0,01; ***p<0,00).

A glutationa reduzida, também conhecida como GSH, € um componente enddgeno do
metabolismo celular, um tripeptideo composto de glicina, cisteina e &cido glutamico. E parte
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integrante da biotransformacédo de substancias xenobidticas e serve para proteger o corpo de agentes
oxidantes. A conjugacéo da glutationa (facilitada por uma familia de enzimas glutationa transferases)
ajuda a contribuir para a desintoxicacdo ao ligar eletrofilos que poderiam se ligar a proteinas ou
acidos nucléicos, resultando em dano celular e mutagdes genéticas. Quanto maior a sua quantidade,
mais protegido esta o organismo (Pizzorno, 2014). O tratamento com o EAFCi aumentou o nivel de
GSH nos grupos tratados com a silimarina e com o EAFCi na dose de 100 mg/kg, quando comparado
com o controle negativo. Com isso, podemos afirmar que o EAFCi possui uma atividade
antioxidante na concentracao testada neste estudo.

Estudo prévio desenvolvido por Cavalcanti e colaboradores (2023) avaliou a atividade
antioxidante do extrato aquoso das folhas de C. icaco frente aos ensaios dos radicais
difenilpicrilhidrazil (DPPH) e 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS). Foi
verificado que a dose de 62,5 pg/mL do extrato foi capaz de superar o parametro IC50 com 50,60 +
0,26 % no ensaio do DPPH, bem como o ensaio o ABTS apresentou sequestro de 49,31 + 3,45 % do
radical na concentragdo de 500 pg/mL e 65,65 * 6,04 % na concentracgdo de 1000 pg/mL,

evidenciando o bom potencial antioxidante do extrato.

Gréfico 2: Mensuracéo dos niveis de glutationa redutase (GSH) nos grupos controle negativo (CN), controle positivo
(CP) e nos grupos que receberam a doses de 100 mg/kg do EAFCi.
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Fonte: O autor (2024). Legenda: Os valores representam as médias + d.p.m. (n= 5/grupo). Estatisticamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido por Tukey, *p <0,05; **p<0,01)

O dando hepatico induzido pelo paracetamol ja € bem estabelecido na literatura (Aslmarz et
al., 2019). Neste trabalho foi evidenciado que o uso de Paracetamol aumentou o teor oxidante com o
aumento dos niveis de MDA e diminuiu os niveis da glutationa reduzida, um agente antioxidante,
nos animais do grupo controle negativo. Percebe-se, no entanto, que o tratamento com o EAFCi na
dose de 100 mg/kg foi capaz de prevenir os danos causados pelo paracetamol nos figados dos

animais, resultado que pdde ser comprovado no exame histopatoldgico, no qual o figado dos animais
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do grupo tratado com silimarina (controle positivo) e o tratado com 100 mg/kg do EAFCi
apresentaram hepatdcitos de morfologia poligonal, com preservacdo da arquitetura tecidual. Por
outro lado, na analise microscépica do tecido hepatico dos animais do grupo controle negativo foi
encontrado foco hemorragico, presenca de infiltrado inflamatério de polimorfonucleares, hepatdcito

com citoplasma vacuolado, macronucléolo e condensacao de cromatina (Figura 1).

Figura 1: Fotomicrografia dos figados dos grupos experimentais. (A) controle negativo, (B) controle positivo, (C)
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Fonte: O autor (2024). Legenda: Asterisco — Veia com congestdo; seta curta— hepatécitos poliédricos. H.E.

Em relacdao ao potencial de hepatoprotecao, foi observado que existe uma associacdo com a
presenca de compostos bioativos nas plantas, como flavonoides, compostos fenolicos, ligninas e
outros, que desempenham papel fundamental nos efeitos hepatoprotetores atribuidos as espécies
vegetais. Sabe-se que os agentes hepatotdxicos atuam como precursores de moléculas altamente
reativas, com capacidade de causar danos significativos as estruturas biologicas e que a inflamagao
resultante da lesdo pode intensificar substancialmente o estresse oxidativo, o que torna os compostos
bioativos, especialmente aqueles com atividade antioxidante, um foco importante em pesquisas
cientificas. Nesse contexto, as plantas ganham destaque devido a sua composic¢ao fitoquimica (Pereira
etal.,2016). Estudos anteriores demonstraram que fragdes ricas em compostos fenolicos e flavonoides,
provenientes de diversas frutas ou ervas medicinais, além de extratos de proantocianidinas, possuem a
capacidade de prevenir lesoes hepaticas, necrose e apoptose em modelos de camundongos submetidos
a agentes hepatotoxicos (Liu ef al., 2016; Sun et al., 2021; Zhou et al., 2018).

No presente estudo, a silimarina e o extrato de Chrysobalanus icaco demonstraram efeitos
hepatoprotetores semelhantes. O mecanismo potencial de protegdo hepatica atribuido a silimarina esta
relacionado ao seu elevado teor de compostos fendlicos, conhecidos por sua contribuicao significativa
a atividade antioxidante (Dash, 2007). Os resultados obtidos para o extrato sdo consistentes com
estudos prévios sobre a composi¢ao quimica das folhas de C. icaco, na qual os constituintes quimicos
principais analisados por UPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS incluiam predominantemente terpenos,

aglicona e flavondides glicosilados (Ribeiro et al., 2020).
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Dessa forma, ¢ plausivel que o mecanismo de acdo do efeito hepatoprotetor do extrato esteja
associado a sua atividade antioxidante, decorrente de sua elevada concentracdo de flavonoides,
reconhecidos por sua potente capacidade de eliminar radicais livres e reforcar o sistema de defesa
antioxidante. Ademais, o conteudo de esteroides, com propriedades anti-inflamatorias, pode também

exercer um papel relevante na hepatoprote¢ao conferida pelo extrato.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato aquoso das folhas de Chrysobalanus icaco na dose de 100mg/kg tem
propriedade hepatoprotetora contra o dano hepatico induzido por Paracetamol, através do aumento dos
niveis de GSH que tem carater antioxidante, e da diminui¢ao dos niveis de MDA o qual mostra que o
EAFCi na dose de 100mg/kg foi capaz de reduzir a quantidade de substancias resultantes da oxidagao.
Estes resultados corroboram com a anélise histopatoldgica do figado, a qual ndo apresentou alteracao
significativa da morfologia normal no grupo com a administragdo da dose de 100mg/kg do EAFCi.

Esse carater hepatoprotetor ¢ conferido provavelmente pela presenca de flavonoides no EAFCi.
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