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RESUMO

A doencga hepatica refere-se ao quadro em que se observam danos as células,
tecidos, estrutura ou fungéo do 6rgdo. Esse dano pode ser induzido por fatores
bioldgicos (bactérias, virus e parasitas), doencas autoimunes, bem como pela
acao de diferentes substancias quimicas, como a lesdo hepatica induzida por
drogas (DILI), que pode apresentar diferentes graus de lesdes e manifestacdes
clinicas, variando entre a fase assintomatica até quadros mais graves que
evoluem para insuficiéncia hepatica aguda. A medicina apresenta avangos
significativos na busca de novos farmacos; entretanto, a busca por novos
compostos capazes de prevenir completamente lesdes hepéticas ainda é alvo
de grande interesse, sendo os produtos derivados de plantas alternativas
promissoras. O Oleo da polpa da Acrocomia aculeata (bocaiuva) é um fruto rico
em constituintes como &cidos graxos poli-insaturados e carotenoides, providos
de atividade anti-inflamatéria e antioxidante, sugerindo potencial efeito protetor
na lesdo hepatica. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito do éleo da polpa
de bocaiuva (OPB) na prevencdo da lesdo hepética aguda induzida por
acetaminofeno (ACF) em camundongos. Para tanto, foi extraido o éleo da polpa
dos frutos de bocaiuva e posterior caracterizagao fisico-quimica. Camundongos
da linhagem C57 black foram pré-tratados com 50uL de OPB por gavagem
durante sete dias, enquanto os grupos controles receberam solucdo salina no
mesmo volume. No oitavo dia, os animais receberam 300 mg/Kg de
acetaminofeno i.p. O controle negativo recebeu salina 0,9% i.p. Apds 24 horas
da administracdo de ACF, os animais foram eutanasiados, e foi coletado sangue
e figado para as analises. No capitulo 1 trazido como artigo, visa avaliar o efeito
do OPB na prevencdo da lesdo hepatica aguda em camundongos, no qual
obtivemos resultados promissores para 0 seu uso em prevencao de lesdes
hepéticas agudas néo alcoolicas.

Palavras chave: Oleo vegetal, hepatite aguda n&o alcodlica, macauba.



ABSTRACT

Liver disease refers to the condition in which damage to the cells, tissues,
structure or function of the organ is observed. This damage can be induced by
biological factors (bacteria, viruses and parasites), autoimmune diseases, as well
as by the action of different chemical substances, such as drug-induced liver
injury (DILI), which presents different degrees of injury and clinical
manifestations, from asymptomatic to more severe conditions that progress to
acute liver failure. Medicine has made significant advances in the search for new
drugs; however, the search for new compounds capable of completely preventing
liver damage is still a target of great interest, with plant-derived products
promising alternatives. The pulp oil of Acrocomia aculeata (bocaiuva) is a fruit
rich in constituents such as polyunsaturated fatty acids and carotenoids, provided
with anti-inflammatory and antioxidant activity, suggesting a potential protective
effect on liver damage. The present work aimed to evaluate the effect of bocaiuva
pulp oil (OPB) in the prevention of acute liver injury induced by acetaminophen
(ACF) in mice. For this purpose, oil was extracted from the pulp of bocaiuva fruits
and subsequent physicochemical characterization. Mice of the C57 black-6 strain
were pre-treated with 50uL of OPB by gavage for seven days, while the control
groups received saline solution in the same volume. On the eighth day, the
animals received 300 mg/Kg of acetaminophen i.p. The negative control received
0.9% saline i.p. After 24 hours of ACF administration, the animals were
euthanized, and blood and liver were collected for analysis. In chapter 1 brought
as an article, it aims to evaluate the effect of OPB in the prevention of acute liver
injury in mice, in which we obtained promising results for its use in the prevention
of non-alcoholic acute liver injuries.

Keywords: vegetable oil, non-alcoholic acute hepatitis, macaw palm.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte deste trabalho estdo apresentados sob a

forma de artigo.

As primeiras referéncias referem-se somente as citacdes que aparecem

nos itens Introducéo e Reviséo Bibliografica deste trabalho.

As secOes Material e Métodos, Resultados e Discussédo e Referéncias

encontram-se no proprio artigo e representa o objetivo deste estudo.

O item Concluséo, encontrado no final deste trabalho, apresentam as

consideracdes gerais sobre os resultados obtidos.
O artigo esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica a

qual iremos submete-lo.

Artigo 1. Phytomedicine International Journal of Phytotherapy and

Phytopharmacology



1. INTRODUCAO GERAL

O figado é um orgéo vital e desempenha varias fun¢gfes importantes no
organismo, que incluem o processamento e metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, além de regular os niveis sanguineos de glicose e sintetizar
lipidios e proteinas essenciais para o funcionamento do organismo (DYCE et al.,
2004). As disfungbes hepéticas sdo caraterizadas por distlrbios nos niveis de
glicose, lipidios e proteinas no sangue. Isso pode levar a condicbes como
diabetes, dislipidemia e desnutricdo, além do acumulo de substancias nocivas
no organismo e causar danos em outros 0rgaos e sistemas, bem como aumentar
o risco de intoxicagOes (LLOVET et al., 2021).

A lesdo hepatica aguda € reconhecida como um fator iniciador e um
caminho comum para inUmeras doencas hepaticas, que progride para a
insuficiéncia hepéatica terminal, a lesdo hepética de longa duracdo geralmente
leva a fibrose hepatica, cirrose e até cancer de figado, e essas doencas ter um
impacto sério no corpo, pode- se dizer que a lesdo hepéatica ameaca seriamente
a saude (LI et al., 2019).

A hepatite medicamentosa ou lesdo hepatica induzida por drogas (DILI) é
responsavel por grande parte dos quadros de hepatite aguda, causando danos
hepéticos variaveis ocasionado apdés administracdo de um determinado
composto em sua dose habitual, podendo se desenvolver entre um e noventa
dias ap6s a administracao da droga, ocasionando quadros variaveis compostos
por alteracbes de enzimas hepaticas assintomaticas até insuficiéncia hepatica
aguda grave, caracterizada por quadro clinico dramatico, podendo levar a morte
(BARROS et al., 2018). Muitas pesquisas vém utilizando o modelo experimental
de intoxicacdo por acetaminofeno (paracetamol) a fim de estudar novos
compostos. Logo, esse modelo de toxicidade tornou-se um dos métodos mais
populares para o estudo de potenciais agentes hepatoprotetores, especialmente
de alguns produtos naturais (JAESCHKE et al., 2011)

Em animais isso pode ser mais agravado pelo fato de que os sinais
clinicos de doencas hepaticas podem nao ser evidentes enquanto ndo houver o
comprometimento de pelo menos 60 a 80% do parénquima hepatico, e as

principais manifestacbes clinicas observadas geralmente sdo ictericia,
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encefalopatia hepatica, edema, diarreia, constipacdo, fotossensibilizacao,
diatese hemorragica e dor abdominal (RADOSTITS et al., 2002; DAVOUDI et al.,
2013).

Atualmente existem varias abordagens terapéuticas em estudo, porém
nenhuma é definitiva como tratamento ou prevencdo a esse disturbio. Nesse
contexto, a identificacdo de novas substancias ou estratégias para o tratamento
das doencas hepaticas é imperativa. Uma fonte expressiva de novos compostos
sao os de origem vegetal (FALUDI et al., 2017).

Os beneficios dos 6leos vegetais para a saude humana e animal ha muito
tempo é foco de investigacdes, principalmente nas ultimas décadas, devido a
substituicdo de gordura de origem animal na alimentacéo, alguns desses 0leos,
apresentam comprovadas propriedades benéficas para a saide humana, devido
a presenca de compostos antioxidantes, como polifendis, tocoferéis (POVEDA
et al., 2005; COVAS et al., 2006; JU et al., 2010) e acidos graxos como o oleico
e linoleico (ESTRUCH et al., 2006).

O fruto de Acrocomia aculeata (Jacq.) conhecido como bocaiuva é
amplamente consumido, no entanto, suas propriedades terapéuticas ainda ndo
estdo completamente elucidadas. Os frutos da bocaiuva sdo ricos em compostos
antioxidantes como flavonoides, carotenoides e tocoferdis, e o perfil de acidos
graxos do 6leo de polpa de bocaiuva (OPB) é composto principalmente por acido
oleico (COIMBRA & JORGE, 2011; NUNES et al., 2018; COSTA et al., 2020).
Essa composi¢éo sugere que OPB possa ter importantes impactos na prevengao
e tratamento de doencas cardiovasculares, metabdlicas, e de carater
inflamatorio e oxidativo, como as doencas hepéaticas.

Neste contexto ja foi demonstrado que o 6leo da castanha da A. aculeata
apresenta efeitos hipoglicemiantes, diminuicdo do ganho de peso, reducao dos
niveis séricos de colesterol e da deposi¢céo de &cidos graxos de cadeia média no
tecido adiposo epididimal em ratos diabéticos, sugerindo que o Oleo de A.
aculeata € uma promissora fonte de energia em dietas para pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (ARENA et al., 2018; NUNES et al., 2018; DA SILVA, et
al., 2019). Estudos realizados também ja revelaram que o OPB é provido de
propriedades  anti-inflamatérias, antimutagénicas e  quimioprotetores,
provavelmente associadas a acdo antioxidante do OPB, explicada por sua

constituicdo fitoquimica, como &cidos graxos, em especial o acido oleicos e
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compostos como 0s carotenoides, visto que as doencas hepaticas estédo
associadas ao estresse oxidativo, respostas inflamatérias exacerbadas e
comprometimento da homeostase metabolismo energético (LI et al., 2017;
ROMUALDO et al., 2021), a propriedades farmacoldgicas do OPB ja descritas
sugerem que este possa representar um importante recurso para a prevengao e
tratamento de lesGes hepaticas.

Assim, o presente projeto propde avaliar o efeito da prevencéo da lesao
hepatica aguda com o uso de OPB em camundongos submetidos a protocolos
de lesdo hepatica aguda induzidos por acetaminofeno. O OPB apresenta
potencial promissor como Oleo vegetal inovador por seu baixo custo,
propriedades farmacoldgicas diversas e propositos nutricionais versateis. Os
resultados deste projeto poderao agregar valor a cadeia produtiva da bocaiuva
no Mato Grosso do Sul, contribuir para o crescimento da bioeconomia local e
estimular a criacdo de produtos inovadores voltados a seguranca alimentar e a

saude humana e animal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial efeito do OPB na prevencdo da lesdo hepatica

aguda néao alcodlica por acetaminofeno em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Obtencao do OPB,;

- Caracterizacao fisico-quimica do OPB (indices de acidez, indices de peroéxido,
indices de iodo);

- Avaliar o efeito do OPB no peso dos camundongos induzidos a lesao hepética
aguda;

- Avaliar o efeito do OPB no peso e na dimenséo do figado de camundongos
induzidos a lesao hepatica aguda;

- Investigar o potencial efeito do OPB na prevencado da lesdo hepética aguda
induzidas por acetaminofeno em camundongos;

- Avaliar os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e glicose em
animais submetidos a lesédo hepéatica aguda e pré tratados com OPB,;

- Avaliar o efeito genotéxico do OPB através do teste de microndcleo em animais
induzidos a lesé@o hepatica aguda,

- Avaliar histologicamente o efeito do OPB sobre o processo inflamatério na lesédo
hepatica aguda em camundongos;

- Avaliar a capacidade do OPB na prevencao dos danos celulares por meio da

quantificacdo da lesdo hepatica.

22



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doencas Hepaticas

O figado € um dos 6érgdos mais importantes do corpo, desempenha papel
fundamental na regulacdo de diversos processos fisioldgicos, como
metabolismo, secre¢cdo e armazenamento. O figado também é o principal
responsavel pela biotransformacgéo de substancias enddgenas e/ou substancias
exdgenas, bem como por sintetizar substancias necessarias as funcdes
organicas (LI et al., 2017; ROWE, 2017).

Além disso, as func¢des do figado incluem a eliminacdo de drogas e
toxinas da circulacdo, metabolismo de carboidratos e gorduras, sintese de
proteinas, bem como catabolismo de imunoglobulina A e insulina, metabolismo
de varios compostos nitrogenados, captacdo e conjuncéo de bilirrubina, acidos
graxos livres e 4acidos biliares e armazenamento de vitaminas e minerais (LEE,
2003). Dada a complexidade e importancia das fungbes do figado, as doencas
hepéticas continuam entre as principais ameacas a saude publica e representam
problema mundial, além de causarem impactos econdmicos substanciais
(BLACHIER et al., 2013; RAMALINGAM et al., 2018).

As células presentes no figado sdo chamadas de hepatdcitos. Essas
células conseguem proliferar ativamente, recebendo estimulos externos ou
regulacdo de fatores humorais, o que contribui para o elevado poder de
regeneracao hepatica. LesGes hepaticas sdo comuns pela propria funcdo do
orgao de filtrar toxinas tanto de origem bacteriana como de origem quimicas,
porém, no caso de lesdes hepaticas crbnicas, os hepatécitos perdem a
capacidade normal de proliferacdo, contribuindo assim para o agravamento da
lesdo (DIVERS, 2015).

As doencas hepaticas podem ser categorizadas em hepatite viral, hepatite
alcoodlica ou nado alcodlica, doencas hepaticas colestaticas, colangiopatias e
doencas autoimunes, que podem em muitos casos evoluir para cirrose,
carcinoma hepatocelular e colangiocarcinoma (SCHNABL & BRENNER 2014;
ROWE, 2017).

A doencga hepatica refere-se a um quadro no qual se observa danos as
células, tecidos, estrutura ou funcdo do 6rgdo, o figado € vulneravel a lesé@o

toxica devido a sua localizacdo estratégica e ao seu papel fundamental na
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biotransformacdo dos medicamentos. Lesdo, degeneracdo e necrose
hepatocelulares resultam dos efeitos citotoxicos do medicamento sobre os
componentes celulares (MATTOS, 2010) esse dano pode ser induzido por
fatores biologicos (bactérias, virus e parasitas), doencas autoimunes (hepatite
imune, cirrose biliar primaria), bem como pela acdo de diferentes substancias
quimicas, como por exemplo, elevadas doses de paracetamol, farmacos
empregados no tratamento da tuberculose, compostos toxicos (tetracloreto de
carbono (CCl4)), tioacetamida, dimetilnitrosamina, D-galactosamina/LPS e
inquestionavelmente, o consumo excessivo de alcool (MADRIGAL-SANTILLAN
et al., 2014). A lesdo hepdtica induzida por medicamentos € considerada a
principal causa de insuficiéncia hepética aguda e morte em individuos com

quadro de hepatite medicamentosa (LEE, 2003).

3.1.1 Doenca hepatica aguda em animais

As doencas hepéticas agudas podem ter variadas causas, incluindo
infeccbes virais, distlrbios autoimunes, intoxicacfes e dietas desequilibradas
(FONTANA 2014; NEVZOROVA et al., 2020). Dentro das doencas hepaticas ndo
alcodlicas, as agudas em particular, sdo definidas como les6es que ocorrem no
tecido hepético normalmente devido a altas doses de drogas como paracetamol
ou envenenamento (ROBLEDO, 2015).

Em animais, esses casos ocorrem mais comumente devido a altas doses
de farmacos, que fazem com que o figado perca repentinamente sua funcéo de
desintoxicacdo. Em cées, normalmente a ingestdo de certos tipos de plantas,
algas ou fungos sao responsaveis pela intoxicacdo por certas toxinas e pelo
desenvolvimento de lesGes hepéaticas. Alguns exemplos séo a ingestédo de Cycad
Palms (sagu-de-jardim) (FERGUSON et al.,, 2011), Microcystis aeruginosa
(cyanobacteria) (DEVRIES et al., 2001), Amanita phalloides (cicuta verde)
(KANTOLA et al.,, 2009) aflatoxinas devido a contaminacdo em ragdes
comerciais para caes (DERESZYNSKI et al., 2008) e até mesmo o xilitol, um
substituto do agucar encontrado em produtos alimenticios humanos que
normalmente causa hipoglicemia em caes (DUNAYER, 2006). Os sintomas das
lesbes hepaticas agudas podem variar de acordo com o tipo de toxina que a

causa, mas em geral 0s mais comuns sao 0s sintomas neurologicos que incluem
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tremores e convulsbes, assim como vOmitos, diarreia, hipoglicemia e dor
abdominal (DEVRIES et al., 2001; FERGUSON et al., 2011; MILEWSKI & KHAN,
2006; PUSCHNER et al., 2007).

O desenvolvimento de doencas hepaticas agudas também é
relativamente comum em animais de grande porte, como cavalos e potros,
devido ao envenenamento pela pastagem Panicum coloratum (CORNICK et al.,
1998; JOHNSON et al., 2006), por plantas que contenham a substancia quimica
alcaldide de pirrolizidina como Ageratum conyzoides (erva de Séo Joao); Emilia
sonchifolia (flor pincel); Heliotropium indicum (cravo de urubu) (CURRAN et
al.,1996; LAST-MMEDVET, 2021; RUCKERT et al., 2019), em situacGes mais
raras podem acontecer quadros de insuficiéncia hepética aguda causada pela
doenca de Theiler (RAMSAUER et al, 2021; ELLERO et al., 2021; GARCIA et
al., 2022) entre outras.

Em ruminantes a hepatite ocorre comumente devido a intoxicacdo por
alcaloides pirrolizidinicos (WACHENHEIM et al.,1992; WIEDENFELD & EDGAR,
2011) e outras plantas com compostos toéxicos como a Pteridium esculentum
(samambaia do campo), Cestrum nocturnum (dama-da-noite), Senecio
brasiliensis (Maria mole); Pteridium aquilinum (Samambaia); Palicourea
marcgravii (Cafezinho) entre outras, além da ingestédo de certos minerais (cobre,
ferro, zinco) (ENSLEY, 2020; OTT et al.,, 1966) ou deficiéncia (cobalto)
(GONZALEZ-MONTANA et al., 2020; MILLS, 1981). Além disso, a ingestdo de
substéancias toxicas por meio da ingestdo de plantas ou algumas algas também
pode estar relacionada a hepatite aguda (CLAYTON et al., 2020; WITTE et al.,
1990).

Em camelideos como lhamas e alpacas, as causas mais comuns de
desenvolvimento de doenca hepatica agudas séo as infeccbes bacterianas como
colangiohepatite bacteriana causada por Salmonella spp, Escherichia coli,
Listeria spp, Clostridium spp (BJORKLUND et al., 2019) e podem ocorrer
também devido a infestacGes por parasitas hepaticos (ALSTEDT et al., 2022).

O diagnostico das doencas hepéticas pode ser feito por meio de exames
de sangue, porém, a avaliacdo da concentracdo de enzimas hepaticas néo
costuma ser um parametro para delimitar uma doenca aguda de uma doenca

crdnica, em muitos casos, animais com altos graus de disfuncéo hepatica crénica
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podem apresentar valores normais de enzimas hepaticas no sangue, diferente
dos casos agudos (MARYCZ et al., 2019).

A doenca aguda pode ser detectada pela analise de sangue, onde séo
medidos os niveis de bilirrubina, a concentracdo sérica de enzimas hepéticas e
o tempo de protrombina que mede a capacidade de coagulacdo do sangue
(CORNELIUS, 2020; KALUGNIY et al., 2021; SATUE et al., 2022). Os
tratamentos em animais dependem da sua causa, podem ser utilizados desde a
administracdo de carvao ativado que reduz a absorcdo de drogas no trato
gastrointestinal (TOLEDO-PEREYRA, 1985) ou tratamento com N-acetilcisteina
utilizada para casos de altas doses de paracetamol e outras toxinas (AKAKPO
et al., 2021). Na grande maioria medicamentos comerciais a com efeitos
antitoxicos e hepatoprotetores sao utilizados com frequéncia (RADOSTITS et al.,
2002). Caso a lesao hepatica aguda seja de origem desconhecida, é necessaria
uma bidpsia para analisar o tecido hepatico e determinar o agente causador da
lesdo (JERICO, 2015).

O manejo clinico das doencas hepéticas ainda € um grande desafio
devido ao diagndstico tardio, serem de natureza progressiva, limitagcdes na
compreensao de sua patogénese e também devido a disponibilidade limitada de
estratégias terapéuticas (LI et al.,, 2017; LLOVET et al., 2021). Estudos
demonstram que as doencas hepaticas estdo associadas ao estresse oxidativo,
respostas inflamatérias exacerbadas e comprometimento da homeostase
metabolismo energético, que podem induzir dano e morte celular (LI et al., 2017,
LLOVET et al., 2021).

Apesar dos expressivos avan¢os na medicina moderna, ainda ndo ha
farmacos completamente eficazes capazes de estimular a funcdo do figado,
oferecer protecdo completa ao 6rgdo ou auxiliar na regeneracdo de células
hepéticas (GIORDANO et al., 2014). Diante desse cenario, a identificacdo de
novas substancias ou estratégias para o tratamento das doencas hepaticas é
imperativa, nesse contexto, o uso de compostos de origem vegetal desempenha

papel fundamental na assisténcia médica.

3.1.2 Leséo hepéatica induzida por drogas (DILI)
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A leséo hepatica induzida por medicamentos, também conhecida como
hepatite medicamentosa, ou DILI (Drug Induced Liver Injury), € uma doenca
comum do figado que vem manifestar-se geralmente entre um e noventa dias
apos a administracdo do medicamento, o quadro clinico da doencga € variavel, e
pode ocorrer desde a transitoria alteracdo das enzimas hepaticas até a
insuficiéncia hepatica fulminante, levando ao 6bito (TAJIRI & SHIMIZU, 2008).

Muitos medicamentos empregados rotineiramente na clinica médica
podem provocar como reacgdo colateral indesejavel, a agressdo ao figado,
limitando seu uso e os beneficios esperados (GU & MANAUTOU, 2012).

A lesdo hepatocelular apos a ingestdo de drogas € o evento critico
subjacente a DILI (STURGILL & LAMBERT,1997). As principais vias de
sinalizagdo que medeiam a DILI tém sido dificeis de estudar em pacientes,
devido a rapida progressdo da doenca no momento do diagndstico.
Consequentemente, a maior parte do conhecimento mecanicista da DILI sdo
provenientes de estudos com cultura celular e estudos em animais usando
paracetamol, por ser um dos poucos medicamentos aprovados que causam
leséo hepatica em animais (KAPLOWITZ, 2005; HAN et al., 2010 e 2013; CHEN
et al., 2015).

Nos EUA e na China as lesdes hepaticas decorrentes da DILI séo
responsaveis por cerca de 11 a 14% dos casos de faléncia hepatica aguda,
normalmente esses casos sao atribuidos ao uso indiscriminado de antibiéticos,
medicamentos e suplementos dietéticos, agentes cardiovasculares e farmacos
antidepressivos (CHALASANI et al., 2015; GANGER et al., 2018; SHEN et al.,
2019). Na Francga e na Islandia, a DILI ocorre com uma incidéncia anual de cerca
de 14-19 por 100.000 habitantes (BJORNSSON et al., 2013; SGRO et al., 2002).
Em um estudo realizado no Brasil, a maioria dos casos de insuficiéncia hepatica
aguda foi ligada a etiologia indeterminada, a DILI e a hepatite autoimune. A DILI,
por sua vez, foi a causa mais comum de faléncia hepatica aguda em alguns
estados do Brasil, especialmente nas regides Sul e Sudeste (SANTOS et al.,
2021). Segundo o sistema nacional de informagfes toxico-farmacolégicas, a
intoxicagdo por medicamentos representa quase 30% de todos os casos de

intoxicacdo humana e animal (SINTOX, 2020), tabela 1.
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Tabela 1: Casos registrados de intoxicacdo humana e de intoxicacdo animal e

de solicitacao de informacao por agente toxico no Brasil.

Vitima Humana Animal Informacao '.l.' otal

’\9'3“7-9 nn n" n’1 n° %
Medicamentos 20637 134 631 21402 26,79
Agrotéxicos/Uso Agricola 2548 64 94 2706 3,39
Agrotéxicos/Uso Doméstico 831 €6 74 971 1,22
Produtos Veterinarios 709 11 51 871 1,09
Raticidas 1151 84 47 1282 1,60
Domissanitarios 4652 K7 75 4761 596
Cosméticos 1067 4 24 1095 1,37
Produtos Quimicos Industrials 2878 a5 69 2992 3,75
Metas 55 1 10 66 0,08
Drogas de Abuso 2743 7 27 2777 348
Plantas 821 7 58 950 1,19
Alimentos 472 3 16 491 0,61
Animais Pe¢./Serpentes 3070 47 173 3290 412
Animais Peg./Aranhas 5956 18 246 6220 7,79
Animais Peg./Escorploes 11679 S 258 11943 14,95
Outros Animais Peg./Venenosos 6130 21 288 6439 8,06
Animais n3o Pegonhentos 5050 2 330 5402 6,76
Desconhecido 1004 54 63 1121 1,40
Outro 4662 54 385 5101 6,39

Total 76115 846 2919 79880 100
Y% 95.29 1,06 3,65 100

Fonte: Adaptado de SINTOX, 2020.

A hepatotoxicidade medicamentosa tem recebido grande atencdo nos
altimos anos e ocorre devido ao uso indiscriminado de medicamentos,
principalmente aqueles de venda livre (WILLIAMS et al., 2002).

Os metabdlitos de certos farmacos podem lesar diretamente o figado ou
induzirem rea¢des imunes potencialmente lesivas (imunomediadas), além disso,
algumas medicacBes levam a morte celular pois interferem na sua fungéo
mitocondrial, reduzindo sua oxidacdo de gordura e/ou produgcdo energética, a
necrose ou apoptose celular causadas pela abertura do poro de transicdo de
permeabilidade da mitocondria representa outra fonte de dano envolvido na
patogénese dessa doenca (ANDRADE et al., 2008). A hepatotoxicidade causada
por farmacos pode ocorrer de duas formas: direta através de metabdlitos ou
radicais livres que causam peroxidagéo lipidica na membrana, com os sintomas

surgindo em um curto periodo; e a idiossincratica, geralmente associada a
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reacoes autoimunes e ndo dependendo da dose administrada, ocorre de forma
inesperada com sintomas que surgem apés um maior periodo de tempo (BLATT
et al., 2016).

Com isto, essa patologia pode variar de quadros assintomaticos, muitas
vezes autolimitados, com alteracbes apenas nos testes laboratoriais, até
quadros mais graves de insuficiéncia hepatica aguda, e raramente, desenvolver
doencga hepética crénica (DEVARBHAVI, 2012). A principal forma clinica é
semelhante a uma hepatite viral aguda, devido a lesdo dos hepatocitos que
culmina em falha funcional e ictericia, levando a quadros de mal-estar, anorexia,
nauseas e dor abdominal (ANDRADE et al., 2008).

Deve-se considerar que € possivel a ocorréncia de DILI em individuos
com doenca de figado pré-existente, como uma patologia sobreposta, além
disso, doencas concomitantes como infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana, alcoolismo, diabetes e obesidade devem ser valorizadas, pois podem
comprometer negativamente a evolucado (DEVARBHAVI, 2012).

A notificacdo da DILI € relativamente baixa, razdo pela qual os
mecanismos de toxicidade hepatica de alguns medicamentos ainda sao
desconhecidos. O motivo da subnotificacdo pode estar relacionado a dificuldade
de identificacdo e diagndstico, visto que este depende de um elevado grau de
suspeita por parte dos profissionais de saude e ampla investigacdo de outros
diagnésticos diferenciais (TESCHKE & ANDRADE, 2016; DANAN & TESCHKE,
2019).

3.1.3 Leséo hepética induzida por acetaminofeno (paracetamol)

O acetaminofeno, também conhecido como paracetamol, derivado do
paminofenol, é o metabolito ativo da fenacetina, responsavel pelo efeito
analgésico do composto (JUNIOR et al.,, 2013). A molécula do paracetamol
apresenta um fenol caracterizado pelo grupamento hidroxila ligado a um
benzeno e uma amida caracterizada pelo nitrogénio derivado do grupamento
NH3 ligado a um radical de acila (figura 1) (SHINODA et al., 2010). Esse
composto pertence a classe dos analgésicos e antipiréticos, tendo uma acao
analgésica e alta acdo antipirética, tem o mecanismo de acao que inibe a ciclo-

oxigenase 2 (COX-2), e possui menos efeitos adversos sobre o trato
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gastrintestinal (LOPES & MATHEUS, 2012). E indicado para alivio de dores leve
a moderada, como cefaleia e mialgia (KATZUNG, 2010).

H
N

O
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Figura 1: Estrutura do paracetamol formada por um grupo grupamento hidroxila
ligado a um benzeno e uma amida ligado a um radical acila (SHINODA et al., 2010).

O paracetamol um farmaco relativamente seguro quando usado de forma
consciente segundo as doses terapéutica. Entretanto, seu uso generalizado e
sem orientacdo adequada pode levar o usuéario desenvolver sérios problemas de
saude, como quadros de intoxicacdo e dano hepatico (LOPES et al., 2012). Os
primeiros relatos de hepatotoxicidade por paracetamol em seres humanos
surgiram na literatura na década de 1960, desde entdo, as altas dosagens estao
entre a causa mais comum de insuficiéncia hepética aguda na maioria dos
paises ocidentais (MCGILL et al., 2012).

O paracetamol é um medicamento de facil acesso e o desconhecimento
da populacdo sobre seus efeitos nocivos ao organismo tém aumentado
significativamente o nimero de intoxicagcdes por esse farmaco, podendo causar
a principio sintomas como nauseas, cefaleia, vomitos, sudorese intensa e
ictericia (ROWDEN et al., 2005). O uso prolongado de paracetamol pode
acometer o figado com insuficiéncia hepatica aguda e os rins com insuficiéncia
renal, levando até ao 6bito, segundo alguns estudos, a insuficiéncia hepatica
aguda é causada, em 50% dos casos, pela hepatotoxicidade proveniente de
farmacos, incluindo o paracetamol (MEIRA et al., 2013). Na administracdo de
doses toxicas, as vias tradicionais de metabolizacdo saturam e a via do

Citocromo P-450 assume a biotransformacdo do paracetamol, ocasionando
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maior formacéo de metabdlito toxico e radicais livres, conduzindo a necrose dos
hepatocitos (HEUBI, 1998).

Em humanos, o quadro clinico de intoxica¢ao por paracetamol apresenta
geralmente trés periodos bem definidos. Nas primeiras 24 horas, o paciente se
apresenta assintomatico ou com leve mal-estar, vomitos, nauseas, palidez e
epigastralgia (MCGILL & JAESCHKE, 2013). Entre 24 e 72 horas, 0 paciente
pode seguir assintomatico ou apresentar sintomatologia leve, semelhante ao
primeiro periodo e, ou com dor no hipocdndrio direito. A alteracdo caracteristica
€ 0 aumento nos niveis sorologicos de alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato transaminase (AST), hiperbilirrubinemia e alguns pacientes podem
desenvolver nefrotoxicidade, além da hepatotoxicidade (HINSON et al., 2010;
YOON et al., 2016). O periodo de 72 horas a cinco dias é de maxima expressao
da hepatotoxicidade, podendo evoluir para faléncia hepatica aguda (SEBBEN et
al. 2010). As intoxicacdes causadas por doses elevadas (acima de 4g/dia) de
paracetamol podem ocasionar também distdrbios cardiovasculares,
neuroldgicos, gastrointestinais e enddcrinos (SEBBEN et al., 2010).

A hepatotoxicidade também pode ser observada em roedores. Os ratos
demonstram certa resisténcia, ao contrario de camundongos e hamsters que sdo
modelos experimentais extremamente sensiveis. Histologicamente, pode ser
observada a perda de glicogénio e a vacuolizacdo de hepatécitos
centrolobulares nas primeiras 2 horas, modificacdes nucleares e células
picnoéticas na regido centrolobular em 3 horas e vasta necrose na mesma regiao
em 6 horas. Sabe-se que, nesse modelo, as células morrem majoritariamente
por necrose. O numero de células com caracteristicas morfolégicas que
determinam a apoptose € inferior a 1% em todo o parénquima e os niveis de
caspase 3 nao se encontram aumentados em figado de camundongos
intoxicados com APAP (MALHI et al., 2006; KON et al., 2007).

Modelos experimentais que utilizam intoxicagao por paracetamol tém sido
amplamente utilizados para avaliar hepatoprotecdo de drogas e compostos
vegetais (LITOVITZ, 2000).

3.2 Produtos de origem vegetal na prevencéo e tratamento da doenca
hepatica
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Produtos de origem vegetal tém sido amplamente utilizados em todo o
mundo na alimentacdo e na terapia. O consumo de plantas medicinais e
alimentos funcionais vém sendo aceito como alternativa aos farmacos
convencionais, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
(OLIVEIRA et al.,, 2011). Devido a diversidade de plantas e seus efeitos
biolégicos no organismo humano, essas sdo potenciais alvos de estudos de
novas moléculas ativas. Isso ocorre, principalmente, com as plantas superiores,
as quais tém sido fontes de novos compostos com atividades farmacoldgicas
(REYES-GARCIA, 2010).

Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial empregue a
medicina tradicional para cuidados de saude, que se baseia predominantemente
em materiais vegetais (YUNES et al., 2001). No Brasil, plantas medicinais vém
sendo avaliadas quanto a seus efeitos hepatoprotetores e antioxidantes
(GAMBERINI et al., 1991; GONZALEZ et al., 1993; PANIZZA et al., 1998; SILVA
et al., 2014). Entretanto, a quantidade de medicamentos que sao utilizados no
tratamento de doencas hepaticas e que apresentam resultados expressivos em
seres humanos e animais ainda ndo é suficiente para manter o mercado
(MURIEL & RIVERA-ESPINOZA, 2008).

Plantas com potencial na prevencao ou tratamento das lesdes hepaticas
tém sido descritas, em particular aquelas com propriedades antioxidantes (LI et
al., 2019). Muitas dessas espécies contém em sua composicado fitoquimica
compostos como fendis, cumarinas, ligninas, 6leos essenciais, monoterpenos,
glicosideos, alcaloides, carotenoides, flavonoides, acidos organicos e xantinas.
Foi demonstrado que o extrato Caryocar brasiliense Cambess. (pequi), que além
das propriedades anti-inflamatorias, cicatrizante e analgésicas (SARAIVA et al.,
2011), o pré-tratamento de animais submetidos a leséo hepatica com tetracloreto
de carbono (CCL4) foi capaz de reduzir os niveis séricos de alanina
aminotransferase (ALT) e de aspartato aminotransferase (AST) além de limitar
os danos hepatico devido a sua acéo anti-inflamatéria e antioxidante (TORRES
et al., 2016). Essas acbes parecem estar associadas ao seu contetdo de 6mega
em média 9 acidos graxos monoinsaturados e outros componentes fitoquimicos
(DE OLIVEIRA et al., 2010).

Também foi descrito que a Cynara scolymus L. (alcachofra) exerce efeito

hepatoprotetor e anti-apoptoético, associado a redugdo do estresse oxidativo
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quando testado em ratos induzidos a lesdo hepatica por paracetamol,
(HEIDARIAN & RAFIEIAN-KOPAEI, 2013). Enquanto os efeitos
hepatoprotetores da Silybum marianum (cardo mariano) e Curcuma longa
(cdrcuma) parecem estar associados a acdo anti-inflamatéria dessas espécies
(LEE etal., 2010; WU et al., 2010; MILAGRES et al., 2020; FREITAS et al., 2015).
Estes dados corroboram com o potencial de produtos de origem vegetal na
prevencao e tratamento das doencgas hepaticas agudas e cronicas (MILAGRES
et al., 2020).

3.2.1 Acrocomia aculeata (Jacq) (Bocaiuva)

A regido Centro-Oeste € caracterizada majoritariamente pela vegetacao de
cerrado, considerada a segunda maior formacao vegetal brasileira, com vasta
biodiversidade, compreendendo cerca de 10 mil espécies vegetais (RUSSELL,
2004). Muitas das espécies nativas tém potencial alimentar, madeireiro,
agroindustrial, forrageiro e medicinal. Dentre a riqueza vegetal, as palmaceas
oleaginosas despertam interesse no setor produtivo (AQUINO et al., 2004). A
espécie A. aculeata pertence a familia Arecaceae, e € genericamente conhecida
como palmeira, apresentando grande distribuicdo geogréfica, povoando desde o
sul do México até o sul do Brasil, Paraguai e Argentina (LORENZI & MATOS,
2006). A bocaiuva é considerada uma das espécies de palmaceas que mais se
destaca no Brasil, cresce naturalmente em grandes populacfes, tanto em areas
degradadas ou conservadas, sendo bem adaptada a diferentes ecossistemas
(MOTTA et al., 2002; RATTER et al., 2003).

O tronco possui diametro em média de 20 a 30 centimetros, com a presenca
de nds e espinhos pretos afiados com cerca de 10 centimetros de comprimento
(Figura 12). As raizes podem ser subterraneas ou aéreas (Miranda et al., 2001;
Lorenzi, 2006). O estipe pode ser coberto pelas bases dos peciolos, que
permanecem aderidas a este por muitos anos. Sao solitarios ou cespitosos e
raramente escandentes, aéreos ou subterraneos. Quando aéreo, pode
apresentar-se liso ou densamente coberto por espinhos. As folhas sdo verde-
escuro de forma palmada, pinadas e inteiras, com bainhas abertas ou fechadas e
peciolos curtos ou longos.

Geralmente consiste entre 20 e 30 folhas no topo, com comprimento
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variando de 4 a 5 metros e apresentando aproximadamente 130 foliolos de cada
lado e espinhos na regido central (MISSOURI, 2005; FRUITS, 2005; LORENZI,
2006).
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Figura 2: Palmeiras de A. aculeata. Fonte: arquivo pessoal.

No Brasil, estende-se desde os estados de S&do Paulo e do Rio de Janeiro,
passando por Minas Gerais e por todo o Centro-Oeste, Nordeste e Norte, é
considerada a mais frequente espécie de palmeira de porte arbéreo em areas de
pastagens (LORENZI & MATOS, 2006). A bocaiuva € um exemplo de planta
oleaginosa tipica de areas de cerrado com grande potencial de aplicagdo no setor
industrial. Atualmente, a A. aculeata € amplamente utilizada como fonte de
alimento, porém, suas propriedades terapéuticas ainda sdo pouco conhecidas
(LORENZI & MATOS, 2006).

No cenario brasileiro, existem perspectivas de que a bocaiuva se torne a
palmeira oleaginosa mais importante comercialmente, com valor econémico

relevante, dada a possibilidade de seus frutos fornecerem 5 % de farinha
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comestivel, 35 % de tortas forrageiras, 35 % de combustivel de grande poder
calorico, e a expectativa de transformar de 30 a 50% do peso da castanha em
Oleo (SILVA et al., 2019). Foi demonstrado que em condi¢des favoraveis, uma
planta pode produzir de 3 a 6 cachos de frutos, pesando de 10 a 12 kg cada
cacho com aproximadamente 400 a 500 frutos por cacho, representando 4000 a
5000 kg de oleo/ hectare, superando em 10 vezes o rendimento do 6leo de soja
(NUCCI, 2007; CHUBA et al., 2008; RAMOS et al., 2008).

Vale ressaltar que além do 6leo, os frutos tem aproveitamento total (casca,
polpa, castanha e améndoa) e a porcdo comestivel composta pela polpa e
améndoa mostram bom rendimento nas preparacfes culinarias e possuem
mercado potencial, inclusive para outros estados brasileiros (RAMOS et al.,
2008; SALAS-SALVADO et al., 2008).

Energia
= Aditivos
Adsorvente

Biochar
Carvdo Ativado

Torta de extracdo
+
Oleo vegetal
BOCAIUVA
Mutricdo Animal
EXTRATIVISMO  |[~* —®  Nutrico Humana
Bioetanol
CULTIVO Energia Bioguerosene

Biodiesel
Cosméticos

Produtos de limpeza

Torta de extracdo
+

Oleo vegetal

Figura 3: Partes da bocaiuva e suas aplica¢des. Fonte: Portal macauba, 2018.

Associado a alta produtividade, a bocaiuva € rica em constituintes quimicos
na sua polpa e améndoa, a qualidade nutricional da polpa da bocaiuva, é cerca
de 1,7% de minerais totais, 17% de lipideos, 2% de proteinas, 22,8% de
carboidratos totais, 13,76% de fibra e valor energético estimado em 167,67
Kcal/100g de polpa umida (RAMOS et al., 2008). As améndoas apresentam alto
teor lipidico, (51,7%), proteinas em torno de 17,6% e fibras 15,8% (HIANE et al.,
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2006). Também sdo encontrados nos frutos quantidade expressiva de
carotenoides, como o B-caroteno, além de altos teores de tocoferois (RAMOS et
al., 2008; COIMBRA & JORGE 2011), além de ser rica em cobre, zinco e potassio
(RAMOS et al., 2008).

Eplicarpo (casca)

Endocarpo

Castanha

Mesocarpo (polpa)

Figura 4: Estruturas do fruto da bocaiuva. Fonte: adaptada de Hilst, 2015.

A bocaiuva pode fornecer dois tipos de 6leos, o da polpa que é mais
aproveitado na industria de cosméticos e como biodiesel e o da améndoa,
considerado mais nobre e destinado a culinaria (ARISTONE & LEME 2006). O
Oleo produzido pela polpa é de grande interesse para as industrias brasileiras
por produzir 6leo vegetal de alta qualidade, sendo comparado ao 6leo de oliva.
(HIANE et al.,2005; PENHA, et al., 2015).

3.2.2 Oleo da polpa de bocaiuva

A polpa da bocaiuva na forma natural é consumida pela populacéo local ou
nas preparacdes da culinaria regional, tais como sorvetes, bolos, podendo
enriquecer a dieta como fonte complementar de nutrientes essenciais, a polpa
mostrou-se rica em lipideos totais, carboidratos e fibras (RAMOS et al., 2008).

O OPB tem caracteristicas favoraveis para a industria de alimentos e para
a producdo de biodiesel, devido ao perfil de acidos graxos ser composto
majoritariamente do acido oleico (NUNES et al., 2015). Uma importante
alternativa é a revitalizagdo do uso do 6leo de macauba como 6leo de cozinha

dado sua similaridade com o azeite de oliva (RAMOS et al., 2008).
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O perfil de acidos graxos do OPB é composto por em média doze acidos
graxos, a maioria acidos graxos insaturados, sendo o acido oleico o mais
abundante (72%), seguido por 16% de acido palmitico (LESCANO et al., 2015;
TILAHUN et al., 2019; COSTA et al., 2020). A composi¢do do OPB é comparavel
ao azeite de oliva (NISSENSOHN et al., 2016), e o consumo dessa fonte de 6leo
pode estar associado a reducdo de fatores de risco para doenca coronariana,
em especial, melhora do perfil lipidico, inibicdo da oxidacdo de lipidios e DNA,
diminuicdo da resisténcia a insulina e inflamacdo (ESTRUCH et al., 2006;
GILLINGHAM et al., 2011; CALDER, 2017).

Alguns estudos ja demonstraram que o OPB é provido de importante
atividade anti-inflamatéria, sendo capaz de inibir a migracdo de leucécitos para
o foco inflamatorio e que essa acao possivelmente é mediada por compostos
fendlicos e acidos graxos, que sdo capazes de reduzir mediadores inflamatorios
como citocinas e oOxido nitrico (WIKTOROWSKA-OWCZAREK et al., 2015;
VENTRO et al., 2017), bem como a produc¢do de radicais livres por macréfagos
(GUIDONI et al., 2019).

Além de seus efeitos anti-inflamatorios, foi demonstrado que o OPB
possui efeito antigenotoxico, sendo capaz de prevenir a ocorréncia de danos ao
DNA (SILVA et al., 2019; COSTA et al., 2020), provavelmente decorrente da
presenca de acdo antioxidante do OPB, visto que em estudos prévios realizados
por nosso grupo e corroborado por outros pesquisadores, foi demonstrado que
o OPB contém altas compostos antioxidantes como os carotenoides (SANJINEZ-
ARGANDONA & CHUBA 2011; COSTA et al., 2020), a-tocoferol (COIMBRA &
JORGE 2011; SCHEX et al., 2018). Estudos mostraram que o [-caroteno é
capaz de suprimir a liberacdo de citocinas como a IL-1B3, IL-6 e TNF-a pela
inibicdo das vias de sinalizacdo NF-kB, JAK2/STAT3 e JNK/p38 MAPK em
macréfagos (LI et al., 2019). Em relacdo a mutagénese, foi demonstrado que a
suplementagao com a-tocoferol e B-caroteno pode proteger o DNA contra danos
oxidativos, apoiando a hipotese de que Oleos vegetais, ricos nestes
antioxidantes, podem ter propriedades antimutagénicas (ANTER et al., 2010).

Também foi demonstrado que o OPB é capaz de reduzir o peso, acimulo
de gordura no tecido adiposo e niveis séricos de glicose em ratos no modelo de
diabetes tipo 2 (NUNES et al., 2018), sugerindo que o consumo desta fonte de

O0leo pode estar associado a redugdo de fatores de risco para doenga

37



coronariana, melhora do perfil lipidico, inibicdo da oxidacdo de lipidios e DNA,
diminuicdo da resisténcia a insulina e inflamacdo (ESTRUCH et al., 2006;
GILLINGHAM et al., 2011; CALDER, 2017).

Visto que as doencas hepaticas estdo associadas ao estresse oxidativo,
respostas inflamatérias exacerbadas e comprometimento da homeostase
metabolismo energético (LI et al., 2017; ROMUALDO et al., 2021), as
propriedades farmacologicas do OPB j& descritas sugerem que este possa
representar um importante recurso para a prevencao e tratamento de lesdes
hepaticas. Assim, o presente projeto propde avaliar o efeito de incorporacéo do
OPB na dieta de camundongos submetidos a protocolos de lesao hepéatica aguda
e cronica induzidos por xenobibticos.

O OPB apresenta potencial promissor como 6leo vegetal inovador por seu
baixo custo, propriedades farmacoldgicas diversas e propdsitos nutricionais
versateis. Os resultados deste projeto poderdo agregar valor a cadeia produtiva
da bocaiuva no Mato Grosso do Sul, contribuir para o crescimento da
bioeconomia local e estimular a criacdo de produtos inovadores voltados a

seguranca alimentar e a saude humana e animal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao dos frutos de A. aculeata

Os frutos maduros foram coletados na regido norte da cidade de Campo
Grande/MS, na fazenda estancia Catijo, estado de Mato Grosso do Sul, nas
coordenadas geogréficas 22° 14 'S e 54°55'W, com altitude média de 446
metros. As coletas foram realizadas entre os meses de outubro de 2021 e janeiro
de 2022.

Os frutos utilizados para obtencdo da polpa foram selecionados,
desprezando aqueles que apresentavam injurias, rachaduras e presenca de
fungos, e apds a selecdo foram devidamente acondicionados em sacos plasticos

e congelados em freezer a -20°C. O peso da matéria prima total foi de 15,5kg.

Figura 5: Obtencado dos frutos de bocaiuva; a- Palmeiras utilizadas para colheita do
fruto de bocaiuva; b- selecdo dos frutos, seta representa fruto ideal.

4.2 Obtencéo do 6leo da polpa da bocaiuva (OPB)

Os frutos selecionados e congelados foram descongelados a temperatura

ambiente e logo apos despolpados manualmente com o auxilio de faca sobre
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uma bancada higienizada, separando a casca, polpa, améndoa e endocarpo,
apos isso o material foi pesado aonde obtivemos o rendimento de 4kg de polpa,
esta foi acondicionada em embalagens de plastico e armazenadas em freezer a
-20°C. As amostras foram mantidas congeladas até o momento da secagem.
Para a secagem as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e em seguida levadas a estufa com circulacdo de ar a
aproximadamente 60 °C por 24 horas. As amostras secas foram trituradas em
um liquidificador industrial (Vitalex, modelo EV402) na velocidade de 12000 RPM

e novamente foram congeladas até o momento da extragao.

Figura 6: Obtencdo da polpa de bocaiuva; a- despolpamento manual do fruto de
bocaiuva; b- secagem da polpa em estufa.

A extracdo do 0leo da polpa foi realizada utilizando como solvente o hexano

e como equipamento, o Soxhlet, que se trata de um extrator de refluxo de
solvente, cuja extracdo € intermitente, evitando a alta temperatura de ebulicdo
do solvente e por consequéncia evita também sua decomposicao (CECCHI,
2003). Os cartuchos de papel de filtro preenchidos com a amostra triturada foram
confeccionados de forma a serem incorporados aos reboilers do aparelho
extrator. Adicionou-se em média 500 ml de hexano nos reboilers, acoplou os
condensadores aos mesmos, ligou-se a agua de refrigeracédo e o aquecimento,
dando inicio ao processo de extracdo com controle de tempo e temperatura, no
qual se deu em torno de 6-8 horas em aproximadamente 75°C para cada
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amostra.

O solvente foi removido em rotoevaporador a 40°C, conforme descrito por
Costa e colaboradores (2012).

Apés a separacdo, o 6leo foi armazenado em vidro ambar de 500 mL,
recoberto com papel aluminio para evitar possiveis oxidacfes e mantido
resfriado em geladeira a aproximadamente 10 °C até o momento das analises

gualitativas e quantitativas, a quantidade total de OPB obtido foi de 1,5 litros.

Figura 7: Obtencgé&o do 6leo da polpa de bocaiuva; a- extragédo do 6leo realizada pelo
Soxhlet; b- remocao do solvente pelo rotoevaporador; c- 6leo bruto da polpa de
bocaiuva.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica do OPB

Para a caracterizacdo e avaliacdo de qualidade do OPB foi realizada a
metodologia oficial da AOCS (American Oil Chemists' Society) que incluiu os
indices de acidez, peroxido e iodo (AOCS, 2004). Para este estudo foram
analisados os testes de qualidade através do indice de acidez e perdxido e

identidade através do indice de iodo.

4.3.1 indices de acidez

41



O indice de acidez é definido como o nimero de miligramas de hidroxido
de potassio necessarios para neutralizar os acidos graxos livres de um grama de
amostra. Revela o estado de conservacdo do Oleo. A decomposicdo dos
glicerideos é acelerada pelo aguecimento e pela luz e a rancidez é quase sempre
acompanhada de acido graxo livre.

O indice de acidez foi determinado pela metodologia que utiliza como
solucéo titulante, o hidroxido de sédio 0,1N e fenolftaleina como indicador de
acordo com a técnica do Instituto Adolfo Lutz segundo WALKYRIA et al.,1976 e
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), (1990) e o resultado foi
expresso em % de acido oleico (m/m).

Objetivo: Definir e padronizar o procedimento para a determinacdo do
indice de acidez através da conversao da porcentagem do &cido oleico (acido
graxo livre) existente na amostra em “mg de KOH” necessario para neutralizar
1(um) grama da amostra (MAPA, 2012).

Materiais: Frasco de Erlenmeyer de 125 ml, proveta de 50 mL, bureta de
25mL.

Reagentes: solucdo de éter alcool (2+1) neutra, solucdo alcodlica de
fenolftaleina a 1% e solucéo de hidroxido de potassio 0,1N.

Procedimentos: Pesar 0,4 gramas de amostra em um frasco Erlenmeyer
de 125ml, adicionar 5ml de solucdo éter/alcool (2+1). Agitar. Adicionar duas
gotas de indicador fenolftaleina. Titular com solu¢do de hidroxido de potassio
0,1N até a coloracgéao résea.
indice de acidez =v x f x 5,61 / p, dado em mg KOH/g

Acidez em acido oleico por cento p/p = (vg —vb) x fx Nx 28,2 /p
v=n° de ml de solucao de hidréxido de potassio 0,1N gasto na titulacéo.
vg= n° de ml de solucdo de hidroxido de potassio gasto na titulacdo da

amostra.

vb= n° de ml de solucéo de hidroxido de potassio gasto na titulacdo do
branco.

f= fator da solucéo de hidroxido de potéssio.

N= normalidade do KOH

p= n° de gramas da amostra.

5,61 e 28,2 sdo relativos ao peso molecular do KOH e acido oleico

respectivamente.
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4.3.2 indices de perdxido

O indice de peroéxido indica o grau de oxidacao do 6leo. Nao constitui um
indice infalivel das caracteristicas de conservacao, porém indica até que ponto
a oxidacao progrediu. Geralmente € elevado quando a coloracdo da reacéo de
Kreis (método colorimétrico que se baseia na reacdo, em meio acido, do
floroglucinol com epoxialdeidos ou 0s seus acetais) é intensa (coloracdo
vermelha). E a medida do oxigénio reativo, em termos de miliequivalentes de
oxigénio por 1000 gramas de amostra. Sao todas as substancias que oxidam o
iodeto de potassio e sdo consideradas como sendo perdoxidos ou produtos
similares provenientes da oxidacdo de gorduras. O indice de peréxidos foi
determinado, segundo a AOAC (1990), pela capacidade da amostra em oxidar
iodeto de potassio, e os resultados foram expressos em miliequivalentes.

Objetivo: Determinar todas as substancias que oxidam o lodeto de
Potassio (KI) sob as condicbes de teste. Estas substancias sdo geralmente
consideradas como peréxidos ou outros produtos similares da oxidagdo de
gorduras (MAPA, 2012).

Materiais: frasco de Erlenmeyer de 125 ml com tampa esmerilhada,
proveta de 50 ml, bureta de 20ml.

Reagentes: solucao de acido acético cloroférmio (3:2), solucéo saturada
de iodeto de potassio (71,4286 g/ml de solucédo), solucéo de tiossulfato de sodio
divalente 0.1N (24,8199/1000ml de solucao) e solucédo de amido a 1% (fervida
por 1 minuto).

Procedimentos: Pesar 5 gramas da amostra em frasco Erlenmeyer de
125ml. Adicionar 30ml de solucdo de acido acético: cloroférmio (3:2), agitar o
frasco até a dissolucdo da amostra. Adicionar 0,5ml de solucdo saturada de
iodeto de potassio, deixar em repouso por exatamente 1 minuto. Adicionar 30ml
de agua destilada. Titular com solugédo de tiossulfato 0,01N, com agitagéao.
Prosseguir com a titulacdo até que a coloragdo amarelada tenha quase
desaparecido. Adicionar 0,5ml de solugcdo de amido a 1%e prosseguir com a
titulacédo até o ponto final, quando ocorre o desaparecimento da coloracdo azul.
Preparar uma prova em branco nas mesmas condicoes.

Calculo= indice de peroxido, em milequivalentes, por kg da amostra.

(A-B)xNx1000/p
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A =n°de ml da solucdo de Tiossulfato 0,01N gasto na titulacdo da amostra

B = n° de ml da solucéo de Tiossulfato 0,01N gasto na titulacdo da prova
em branco.

N = Normalidade real da solucao de tiossulfato de sodio;

P = Peso da amostra, em gramas.

4.3.3 indices de iodo

O indice do iodo € mensurado pelo grau de insaturacéo de um 6leo ou de
uma gordura. Na pratica é determinado pela quantidade de halogénio absorvido
e, convencionalmente, € expresso como peso de iodo absorvido por 100 gramas
de amostra. O indice de iodo do 6leo de polpa de bocaiuva foi determinado
seguindo a técnica descrita pelas normas do Instituto Adolfo Lutz segundo
WALKYRIA et al.,1976 e AOAC (1990), utilizando titulacdo com a solucao de
Wijs.

Materiais: vidro de reldgio, provetas de 10 e 100ml, frasco Erlenmeyer de
500ml com boca esmerilhada, pipetas de 20 e 25 ml, bureta de 25ml.

Reagentes: solucédo de iodeto de potassio a 15%, solucdo de tiossulfato
de sédio a 0,1N, solucdo de amido a 0,5%, tetracloreto de carbono, solucao de
Wijs.

Procedimentos: pesar 0,25g da amostra, em vidro de relégio, transferir
cuidadosamente para um frasco Erlenmeyer de 500ml, usando 10ml de cloreto
de carbono, com o auxilio de uma pipeta volumétrica. Adicionar com o auxilio de
uma bureta, 20 ml da solugcdo de Wijs. Agitar cuidadosamente por rotacao.
Deixar em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura de 25°C
aproximadamente. Adicionar 10 ml da solucdo de iodeto de potassio a 15%, e
100ml de agua recentemente fervida e fria. Titular com o tiossulfato de sédio
0,1N, adicionando-o lentamente e, com agitacdo constante, até observar uma
fraca coloracdo amarela. Adicionar entdo de 1 a 2 ml da solugdo de amido e
continuar a titulacdo até que a coloracdo azul desapareca. Colocar a rolha no
frasco e agitar fortemente, neste final de titulacdo. Preparar uma determinacéo
em branco, para cada grupo de amostras, realizando-a simultaneamente com as
amostras.

Célculo= (B - A) fx 1,27 / p = indice de iodo.
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A =n°de ml da solucdo de Tiossulfato 0,01N gasto na titulacdo da amostra
B = n° de ml da solugéo de Tiossulfato 0,01N gasto na titulacdo da prova
em branco.

f = fator da solucédo de tiossulfato de sodio 0,1N.

p = n°de g da amostra.

Figura 8: Analise das amostras; a- pesagem da amostra para caracteriza¢ao; b-
analise titulométrica das amostras.

4.4 Ensaios Bioldgicos com OPB

4.4.1 Animais

No total foram utilizados 21 camundongos isogénicos da linhagem C57
Black-6, machos, com oito semanas em média, pesando 18-22g, para separacao
dos grupos amostrais e ensaios biolégicos Os animais foram provenientes do
biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, mantidos em condicdes
de temperatura (23-25°C) e o ciclo claro/ escuro controlados, com livre acesso a
racdo e agua. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normativas
do CONCEA e aprovados pela CEUA-UCDB N°003/2022.
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4.4.2 Divisdo dos grupos amostrais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, grupo 1
animais grupo controle negativo contendo 5 animais, grupo 2 animais induzidos
a lesé@o hepatica aguda e pré-tratados com OPB contendo 8 animais e grupo 3
animais induzidos a lesdo hepatica aguda e ndo pré-tratados (tratados com
salina) contendo 8 animais. Na figura 9 estd disposta a representacao

esquematica da divisdo dos grupos amostrais.

mmm G1 GRUPO CONTROLE NEGATIVO

o7 dias de solugdo salina VO - 82 dia solugao salina ip

e G2 GRUPO LESAO + PRE TRATAMENTO COM OPB

o7 dias de OPB VO - 82 dia acetaminofeno (300mg/kg) ip

= 03 GRUPO LESAO NAO PRE TRATADOS

7 dias de solugdo salina VO - 82 dia acetaminofeno (300mg/kg) ip

Figura 9: Representacdo esquematica da divisdo dos grupos amostrais.

4.5 Inducéo dalesdo hepatica aguda

Foi utilizado no estudo o modelo de lesdo hepética aguda induzida por
acetaminofeno. Os camundongos foram submetidos a jejum alimentar e hidrico
por 16 horas. ApdOs isso 0s animais receberam intraperitonealmente (i.p.) o
acetaminofeno 300 mg / kg ou veiculo (PBS 1X). O acetaminofeno foi diluido em
PBS 1X, aquecido a 60°C até completa solubilizacéo e resfriado lentamente a
30-37°C para administragdo aos animais. O livre acesso a 4gua e alimentos foi
imediatamente restabelecido apds os tratamentos. Apos 24 horas os animais

foram eutanasiados para coleta das amostras bioldgicas (SOUZA et al., 2021).

4.6 Delineamento Experimental
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4.6.1 Avaliacéo do efeito do OPB na prevencéao da lesdo hepatica aguda

Os 21 camundongos utilizados para esse ensaio receberam 50uL de OPB
por gavagem por 7 dias consecutivos, respeitando o mesmo horario de
aplicacdo. No 8° dia os camundongos foram submetidos ao protocolo de lesdo
hepatica aguda e apos 24 horas foram eutanasiados a as amostras biolégicas
coletadas para analise. Os animais controles receberam 50pL de solugéo salina

no mesmo periodo e horéario.

4.6.3 Coleta de amostras bioldgicas

As coletas das amostras biolégicas foram realizadas 24 horas apos as
inducdes das lesdes hepdaticas agudas em seus respectivos grupos. Para isso
0os camundongos foram pesados e anestesiados com xilazina 7,5mg / Kg e
cetamina 150 mg / Kg via intraperitoneal, a coleta de sangue foi realizada pelo
meétodo de puncéao cardiaca em seringa heparinizada. O sangue foi centrifugado
por 10 min a 1500 RPM, e o soro reservado para posterior analise bioquimica. O
figado de cada animal foi retirado, pesado e fotografado, os fragmentos foram
parte fixados em formalina tamponada com fosfato a 10% e parte congelados

em nitrogénio liquido com armazenamento a -80 °C.

4.7 Determinacao do impacto da prevencédo com OPB sobre o peso dos
animais

Para a determinacdo do peso, os camundongos foram pesados
individualmente no primeiro e no oitavo dia do experimento, utilizando uma

balanca de precisdo modelo Bel S2202H.

4.8 Determinacao do impacto do OPB sobre o peso e dimensao do figado

de animais submetidos a lesdo hepatica induzida por acetaminofeno.

Apoés o término do periodo experimental e posterior coleta do material
bioldgico, o figado de cada animal foi colhido, pesado (peso figado) e fotografado
para analise macroscoépica. O peso relativo do figado foi calculado através da
formula: "Peso relativo (%) = "Peso do figado (g)” /” Peso corpdreo (g)x100".
Fragmentos de figado foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer -80°C. Outros fragmentos foram fixados em solugéo de
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formol 10%, durante 24 horas, posteriormente trocados para alcool 96 % e

processados histologicamente.

4.9 Anadlises séricas da alanina aminotransferase (ALT)

Para a realizagdo das andlises séricas foi utilizado o soro dos
camundongos, realizou-se a dosagem de alanina aminotransferase (ALT), por
meétodo enzimatico colorimétrico com o uso de kits comerciais (BioClin, Brasil)
em um analisador automatico (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray Medical
International Limited, China).

4.10 Analises Bioldgicas para Determinacdo do impacto do OPB sobre a

arquitetura e funcéo hepatica

4.10.1 Avaliacéao histopatologica e quantificacdo da leséo hepética

Para essa etapa, apds a eutanasia, o figado foi removido, lavado em
solucdo fisiologica (NaCl 0,9%), Em seguida, amostras representativas dos lobos
lateral esquerdo, medial direito e caudado foram fixadas em formol 10% por
24horas e, depois, transferidas para alcool 95% e rotineiramente processadas e
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes histolégicos com 5 um de espessura
para coloragdo em Hematoxilina e Eosina (HE).

As areas de necrose produzidas pela administracdo do acetaminofeno
foram fotografadas em aumento de 100x (objetiva de 10x) pela camera Leica
ICC50W acoplada ao microscopio LEICA DM 750. Foram obtidas aleatoriamente
5 imagens de cada amostra de figado, a analise morfométrica foi realizada com
auxilio do sistema de analise de imagem computadorizado Image Pro-Plus
(Media Cybernetics Inc), versdo 4.5. O limite de cada éarea necrética foi
determinado manualmente e o valor numérico indicado pelo sistema. A area total
de cada imagem também foi mensurada. Estas areas foram separadamente
somadas por animal para célculo da porcentagem de area lesada em relacao a

area total analisada.
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4.11 Analise da glicemia

A glicemia dos camundongos foi aferida no 1° e no 9° dia de
experimentacdo. Para a aferigdo de glicose no 1° dia foi coletada uma gota de
sangue da cauda dos animais, preferencialmente no mesmo horario, em capela
de fluxo laminar, a gota de sangue foi colocada em fitas ACCU-Check Active
(Roche, Basileia, Suica), e inseridas no medidor ACCU-Check Active (Roche)
para leitura. Os dados foram coletados e anotados para andlises posteriores.
Para a afericdo de glicose no 9° dia uma gota de sangue da seringa em que foi
coletado o sangue por puncao intracardiaca foi colocada em fitas ACCU-Check
Active (Roche, Basileia, Suica), e inseridas no medidor ACCU-Check Active
(Roche) para leitura. Os dados foram coletados e anotados para analises

posteriores.

4.12 Teste do micronucleo em eritrécitos

Os micronucleos foram analisados a partir dos eritrécitos do sangue de
camundongos coletados por puncdo intracardiaca. Duas laminas foram
preparadas desenhando uma gota de sangue sobre a lamina para formar um
esfregaco fino, que foi seco ao ar por 24 h, fixado em metanol por 10 min e
corado por 40 min com corante Giemsa a 5% (p/v). De acordo com Ribeiro et al
(2003), a coloracao serve para diferenciar eritrocito policromatico (PCE) de
eritrécito normocromatico (NCE). Eritrdcitos policrométicos (PCE) ou jovens se
coram de azul claro e eritrécitos normocroméaticos se coram de vermelho-telha.
Com os ajustes necessarios concluidos, em cada lamina, verificou-se a presenca
de micronucleo e de alteragcdes morfologicas nucleares em 2.000 eritrécitos por
lamina (Nikon® Eclipse 80i, lente de imersdao em 0leo, 100/1,25). Para a
pontuacdo de micronucleos, os critérios de Al-Sabti & Metcalfe (1995) foram
adotados. Foi anotado o numero de micronudcleos e de alteracbes morfolégicas

nucleares por lamina, para analise estatistica.

4.13 Analise Estatistica

O teste de analise de variancia (ANOVA) foi utilizado para comparar as
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diferencas entre as analises. Em todos os casos, comparac¢des individuais foram
realizadas por meio do pos-teste de Bonferroni (comparacdes multiplas). Os
resultados foram expressos como media + EPM e as diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
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RESUMO

O figado é o principal 6rgdo envolvido no processo de metabolizacdo de
xenobidticos, desta forma qualquer disturbio relacionado a sua absorcao e/ou
excrecdo podem levar a uma série de lesdes, de carater agudo ou crénico.
Dentre as causas da hepatite aguda destaca-se a doenca hepatica aguda
induzida por medicamentos, responsavel por amplo espectro de danos
hepaticos, que clinicamente, podem se apresentar nas mais variadas formas,
variando entre quadros leves de cefaleia e nduseas até quadros graves de
insuficiéncia hepética aguda com necessidade de transplante. Considerando a
alta prevaléncia e a gravidade da doenca hepatica em todo o mundo, e a falta de
alternativas pré e pés clinicas, a busca de novas substancias com potencial
protetivo se faz necessario. A A. aculeata conhecida popularmente como
bocaiuva, tanto a polpa quanto a castanha possuem inimeros compostos com
atividades bioldgicas, dentre elas pode-se citar sua atividade anti-inflamatoria e
antioxidante. Dessa maneira o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo
da polpa de bocaiuva (OPB) na prevencdo da lesdo hepatica aguda em
camundongos. Para tanto foram utilizados 21 animais que foram divididos em
trés grupos amostrais, um grupo de animais pré tratados com 50uL de OPB por
gavagem durante sete dias, enquanto dois grupos controles receberam solucao
salina no mesmo volume. No oitavo dia, os animais receberam 300 mg/Kg de
acetaminofeno i.p. O controle negativo recebeu salina 0,9% i.p. Apds 24 horas
0s animais foram pesados e eutanasiados para coleta das amostras biologicas.
Foi realizada a biometria e avaliacdo macroscopica dos figados, além das
analises histopatolégicas determinacdo dos niveis séricos da enzima alanina
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aminotransferase (ALT) como marcados de necrose hepatica, glicemia e
frequéncia de micronucleos em eritrécitos. Os resultados obtidos demonstram
gue o OPB se encontra dentro das especificacdes da legislacdo brasileira para
Oleos brutos, com parametros de qualidade de 2,62 g/100g para indice de acidez,
7,29 meqO2/kg para indice de peréxidos e 86,65 g/100g para o indice de iodo.
Ao analisar o peso dos animais notou-se uma reducgéo de aproximadamente 10%
de peso em todos os grupos. As andlises de biometria dos figados nos trés
grupos experimentais apresentaram diferencas significativas entre si, os figados
do grupo controle ndo pré tratado pesaram em média 0,17g a mais comparado
ao grupo pré tratado com OPB. Ao analisar os niveis séricos de ALT, observou-
se reducdo significativa nos animais pré tratados com o OPB (60U/mL)
comparados com o grupo controle ndo pré tratado (130U/mL) indicando efeito
protetor do OBP. Essa diferenca também foi evidente nas avaliacdes
macroscopicas e histopatoldgicas, que revelaram a reducéo das areas de leséo
hepéatica nos animais pré tratados com o OPB, conservando a morfologia
macroscopica do 6rgdo, microscopicamente o OPB parece ter prevenido o tecido
frente lesdo hepatica causada pelo acetaminofeno, preservando em sua maior
parte sua arquitetura normal, na analise quantitativa foi observada areas
necroticas nos figados dos animais pré tratados com OPB. Houve reducdo no
nivel glicémico no oitavo dia de administracdo do OPB, no mesmo modo foi
observado aumento desses niveis do grupo controle negativo nao pré tratado ao
oitavo dia. No teste de micronucleos de eritrocitos foi observado uma reducéo
média de 15% de micronucleos no grupo pré tratado com OPB. Esses achados
sugerem que o 6leo da polpa de bocaiuva apresenta propriedades promissoras
na protecdo contra lesdes hepéticas agudas, podendo representar uma
alternativa terapéutica valiosa para o tratamento e prevencao dessas condi¢des.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar completamente o0s
mecanismos de a¢ao e o potencial terapéutico do OPB nesse contexto.

Palavras chave: Oleo macauba, hepatite ndo alcodlica, acetaminofeno,
hepatoprotetor.

ABSTRACT

The liver is the main organ involved in the process of metabolizing xenobiotics,
so any disturbance related to its absorption and/or excretion can lead to a series
of injuries, either acute or chronic. Among the causes of acute hepatitis, drug-
induced acute liver disease stands out, responsible for a wide spectrum of liver
damage, which clinically can present in the most varied forms, ranging from mild
headaches and nausea to severe liver failure. acute in need of transplantation.
Considering the high prevalence and severity of liver disease worldwide, and the
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lack of pre- and post-clinical alternatives, the search for new substances with
protective potential is necessary. A. aculeata popularly known as bocaiuva, both
the pulp and the chestnut have numerous compounds with biological activities,
among which we can mention its anti-inflammatory and antioxidant activity. Thus,
the objective of this work was to evaluate the effect of bocaiuva pulp oil (OPB) in
the prevention of acute liver injury in mice. For this purpose, 21 animals were
divided into three sample groups, one group of animals pre-treated with 50uL of
OPB by gavage for seven days, while two control groups received saline solution
in the same volume. On the eighth day, the animals received 300 mg/Kg of
acetaminophen i.p. The negative control received 0.9% saline i.p. After 24 hours
the animals were weighed and euthanized for collection of biological samples.
Biometrics and macroscopic evaluation of the livers were performed, in addition
to histopathological analyzes and determination of serum levels of the enzyme
alanine aminotransferase (ALT) as markers of hepatic necrosis, glycemia and
frequency of micronuclei in erythrocytes. The results obtained demonstrate that
OPB is within the specifications of the Brazilian legislation for crude oils, with
quality parameters of 2.62 g/100g for acid value, 7.29 meqO2/kg for peroxide
value and 86.65 g /100g for iodine value. When analyzing the weight of the
animals, a reduction of approximately 10% in weight was observed in all groups.
The liver biometry analyzes in the three experimental groups showed significant
differences between them, the livers of the non-pretreated control group weighed
an average of 0.17g more compared to the group pretreated with OPB. When
analyzing the serum levels of ALT, a significant reduction was observed in
animals pre-treated with OPB (60U/mL) compared with the non-pretreated
control group (130U/mL), indicating a protective effect of OBP. This difference
was also evident in the macroscopic and histopathological evaluations, which
revealed a reduction in the areas of liver damage in animals pre-treated with
OPB, preserving the macroscopic morphology of the organ. , mostly preserving
its normal architecture, in the quantitative analysis necrotic areas were observed
in the livers of animals pretreated with OPB. There was a reduction in the
glycemic level on the eighth day of OPB administration, in the same way an
increase in these levels was observed in the non-pretreated negative control
group on the eighth day. In the erythrocyte micronucleus test, an average
reduction of 15% of micronuclei was observed in the group pretreated with OPB.
These findings suggest that bocaiuva pulp oil has promising properties in
protecting against acute liver injury, and may represent a valuable therapeutic
alternative for the treatment and prevention of these conditions. However, further
studies are needed to fully elucidate the mechanisms of action and therapeutic
potential of OPB in this context.

Keywords: macauba oil, non-alcoholic hepatitis, acetaminophen, antitoxic

INTRODUCAO

As doencas hepaticas representam um grande desafio tanto na medicina
humana quanto veterinaria, devido a sua natureza progressiva, a compreensao
limitada de sua patogénese e a disponibilidade limitada de estratégias
terapéuticas (LI et al., 2017; LLOVET et al., 2021). Estudos tém demonstrado
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que as doencas hepdaticas estdo associadas ao estresse oxidativo, respostas
inflamatorias exacerbadas e comprometimento da homeostase do metabolismo
energeético, os quais podem induzir danos e morte celular (LLOVET et al., 2021).
Dentre as causas da hepatite aguda destaca-se a hepatite medicamentosa,
acidental ou intencional, responsavel por levar a quadros de hepatotoxicidade
grave e necrose hepatica em seres vivos, especificamente em humanos
(KAPLOWITZ, 2005).

Apesar dos avangos significativos na medicina moderna, ainda n&o
existem farmacos completamente eficazes capazes de estimular a funcao
hepatica, oferecer protecdo completa ao 6rgédo ou auxiliar na regeneracdo das
células hepaticas (GIORDANO et al., 2014). Diante desse cenério, a
identificacdo de novas substancias ou estratégias para o tratamento das
doencas hepaticas torna-se imperativa. Nesse contexto, o uso de compostos de
origem vegetal desempenha um papel fundamental na assisténcia médica.

Plantas com potencial na prevencao ou tratamento das lesdes hepaticas
tém sido descritas, em particular aquelas com propriedades antioxidantes (LEE
et al., 2003). A espécie A. aculeata pertence a familia Arecaceae, genericamente
conhecida como bocaiuva e € rica em constituintes quimicos na sua polpa e
améndoa. Alguns estudos ja demonstraram que o 6leo da polpa de bocaiuva
(OPB) é provido de importante atividade anti-inflamatéria, sendo capaz de inibir
a migracao de leucdcitos para o foco inflamatorio e que essa acao possivelmente
€ mediada por compostos fendlicos e acidos graxos, que sdo capazes de reduzir
mediadores inflamatérios como citocinas e oOxido nitrico (WIKTOROWSKA-
OWCZAREK et al., 2015, VENTRO et al., 2017), bem como a producdo de
radicais livres por macrofagos (GUIDONI et al., 2019).

Além de seus efeitos anti-inflamatorios, foi demonstrado que o OPB
possui efeito antigenotdxico (DA SILVA et al., 2019, COSTA et al., 2020), altas
compostos antioxidantes como os carotenoides (SANJINEZ-ARGANDONA &
CHUBA 2011, COSTA et al., 2020), a-tocoferol (COIMBRA & JORGE 2011,
SCHEX et al., 2018). Outros estudos mostraram gue o B-caroteno é capaz de
suprimir a liberacédo de citocinas como a IL-1B, IL-6 e TNF-a pela inibicdo das
vias de sinalizacdo NF-kB, JAK2/STAT3 e JNK/p38 MAPK em macroéfagos (LI et
al., 2019). Emrelacdo a mutagénese, foi demonstrado que a suplementacéo com

a-tocoferol e B-caroteno pode proteger o DNA contra danos oxidativos, apoiando
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a hipétese de que Oleos vegetais, ricos nestes antioxidantes, podem ter
propriedades antimutagénicas (ANTER et al., 2010).

Dessa maneira o OPB apresenta potencial promissor como 0leo vegetal
inovador por seu baixo custo, propriedades farmacolégicas diversas e propositos
nutricionais versateis. Portanto esse trabalho teve como objetivo a avaliacdo do
efeito do OPB na prevencéao da lesdo hepatica aguda induzida por xenobioticos

em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e caracterizacéo do 6leo da polpa de bocaiuva (OPB)

Os frutos maduros foram coletados na regido norte da cidade de Campo
Grande/MS, na fazenda estancia Catijo, estado de Mato Grosso do Sul, nas
coordenadas geogréficas 22° 14 'S e 54°55'W, com altitude média de 446
metros.

A extracdo do 6leo da polpa foi realizada utilizando como solvente o
hexano e como equipamento, o Soxhlet, que se trata de um extrator de refluxo
de solvente, cuja extracao € intermitente, evitando a alta temperatura de ebulicdo
do solvente e por consequéncia evita também sua decomposi¢do (CECCHI,
2003). Para a caracterizacéo e avaliacdo de qualidade do OPB foi realizada a
metodologia oficial da AOCS (American Oil Chemists' Society) que incluiu o
indice de acidez, indice de peroxido, perfil de acidos graxos e carotenoides totais
(AOCS, 2004). Para este estudo foram analisados os testes de qualidade através

do indice de acidez e peréxido e identidade através do indice de iodo.

Animais

Camundongos isogénicos da linhagem C57 Black-6, machos, com oito
semanas em media, pesando 18-22g, para separacdo dos grupos amostrais e
ensaios bioldgicos Os animais foram provenientes do biotério da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, mantidos em condi¢cdes de temperatura (23-

25°C) e o ciclo claro/ escuro controlados, com livre acesso a racdo e agua. Os
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experimentos foram conduzidos de acordo com as normativas do CONCEA e
aprovados pela CEUA-UCDB N°003/2022.

Divisao dos grupos amostrais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, grupo 1
animais grupo controle negativo contendo 5 animais, grupo 2 animais induzidos
a lesdo hepatica aguda e pré tratados com OPB contendo 8 animais e grupo 3
animais induzidos a lesdo hepatica aguda e ndo pré tratados (tratados com

salina) contendo 8 animais.

Inducao da lesdo hepatica aguda

Foi utilizado no estudo o modelo de lesdo hepética aguda induzida por
acetaminofeno. Os camundongos foram submetidos a jejum alimentar e hidrico
por 16 horas. ApoOs isso 0s animais receberam intraperitonealmente (i.p.) o
acetaminofeno 300 mg / kg ou veiculo (PBS 1X). O acetaminofeno foi diluido em
PBS 1X, aquecido a 60°C até completa solubilizacdo e resfriado lentamente a
30-37°C para administracdo aos animais. O livre acesso a agua e alimentos foi
imediatamente restabelecido apds os tratamentos. Apos 24 horas os animais

foram eutanasiados para coleta das amostras biolégicas (SOUZA et al., 2021).

Avaliacao do efeito do OPB na prevencédo da lesdo hepatica aguda

Os 21 camundongos utilizados para esse ensaio receberam 50uL de OPB
por gavagem por 7 dias consecutivos, respeitando o mesmo horario de
aplicacao. No 8° dia os camundongos foram submetidos ao protocolo de lesdo
hepatica aguda e apos 24 horas foram eutanasiados a as amostras bioldgicas
coletadas para analise. Os animais controles receberam 50pL de solugéo salina

no mesmo periodo e horario.

Coleta de amostras bioldgicas
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As coletas das amostras biolégicas foram realizadas 24 horas apos as
inducdes das lesdes hepaticas agudas em seus respectivos grupos. Para isso
os camundongos foram pesados e anestesiados com xilazina 7,5mg / Kg e
cetamina 150 mg / Kg via intraperitoneal, a coleta de sangue foi realizada pelo
meétodo de puncéao cardiaca em seringa heparinizada. O sangue foi centrifugado
por 10 min a 1500 RPM, e o soro reservado para posterior analise bioquimica.
Os figados foram retirados, pesados e fotografados, os fragmentos foram parte
fixados em formalina tamponada com fosfato a 10% e parte congelados em

nitrogénio liquido com armazenamento a -80 °C.

Determinacao do impacto da prevencdo com OPB sobre o peso dos
animais

Para a determinacdo do peso, os camundongos foram pesados
individualmente no primeiro e no oitavo dia do experimento, utilizando uma

balanca de precisdo modelo Bel S2202H.

Determinacao do impacto do OPB sobre o peso e dimenséo do figado de

animais submetidos a lesdo hepatica induzida por acetaminofeno.

Apés o término do periodo experimental e posterior coleta do material
bioldgico, os figados dos animais foram colhidos, pesados (peso figado) e
fotografados para analise macroscopica. O peso relativo do figado foi calculado
através da férmula: "Peso relativo (%) = "Peso do figado (g)” /” Peso corporeo
(g)x100". Fragmentos de figado foram rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer -80°C. Outros fragmentos foram fixados em
solucdo de formol 10%, durante 24 horas, posteriormente trocados para alcool

96 % e processados histologicamente.

Andlises séricas da alanina aminotransferase (ALT)

Para a realizacdo das andlises séricas foi utilizado o soro dos
camundongos, realizou-se a dosagem de alanina aminotransferase (ALT), por

método enzimatico colorimétrico com o uso de kits comerciais (BioClin, Brasil)
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em um analisador automatico (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray Medical

International Limited, China).

Analises Bioldgicas para Determinacdo do impacto do OPB sobre a

arquitetura e funcao renal

Biometria, e avaliagdo macroscopica do figado

Apoés o término do periodo experimental e posterior coleta do material
bioldgico, os figados dos animais foram colhidos, pesados (peso figado),
mensurados (dimensédo) e fotografados para andlise macroscépica. O peso
relativo do figado foi calculado através da férmula:

Peso relativo (%) = Peso do figado (g) / Peso corporeo (g)x100
Fragmentos de figado foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer -80°C.

Avaliacao histopatolégica e quantificacdo da lesdo hepatica

Para essa etapa, ap0s a eutanasia, o figado foi removido, lavado em
solucéo fisiologica (NaCl 0,9%), Em seguida, amostras representativas dos lobos
lateral esquerdo, medial direito e caudado foram fixadas em formol 10% por
24horas e, depois, transferidas para alcool 95% e rotineiramente processadas e
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes histolégicos com 5 um de espessura
para coloragdo em Hematoxilina e Eosina (HE).

As areas de necrose produzidas pela administracdo do acetaminofeno
foram fotografadas em aumento de 100x (objetiva de 10x) pela camera Leica
ICC50W acoplada ao microscopio LEICA DM 750. Foram obtidas aleatoriamente
5 imagens de cada amostra de figado, a analise morfométrica foi realizada com
auxilio do sistema de analise de imagem computadorizado Image Pro-Plus
(Media Cybernetics Inc), versdo 4.5. O limite de cada éarea necrética foi
determinado manualmente e o valor numeérico indicado pelo sistema. A area total

de cada imagem também foi mensurada. Estas areas foram separadamente
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somadas por animal para célculo da porcentagem de area lesada em relacao a

area total analisada.

Analise da glicemia

A glicemia dos camundongos foi aferida no 1° e no 9° dia de
experimentacdo. Para a afericdo de glicose no 1° dia foi coletada uma gota de
sangue da cauda dos animais, preferencialmente no mesmo horéario, em capela
de fluxo laminar, a gota de sangue foi colocada em fitas ACCU-Check Active
(Roche, Basileia, Suica), e inseridas no medidor ACCU-Check Active (Roche)
para leitura. Os dados foram coletados e anotados para andlises posteriores.
Para a afericdo de glicose no 9° dia uma gota de sangue da seringa em que foi
coletado o sangue por puncao intracardiaca foi colocada em fitas ACCU-Check
Active (Roche, Basileia, Suica), e inseridas no medidor ACCU-Check Active
(Roche) para leitura. Os dados foram coletados e anotados para analises
posteriores.

Teste do micronucleo em eritrécitos

Os micronucleos foram analisados a partir dos eritrécitos do sangue de
camundongos coletados por puncdo intracardiaca. Duas laminas foram
preparadas desenhando uma gota de sangue sobre a lamina para formar um
esfregaco fino, que foi seco ao ar por 24 h, fixado em metanol por 10 min e
corado por 40 min com corante Giemsa a 5% (p/v). De acordo com Ribeiro et al
(2003), a coloracdo serve para diferenciar eritrécito policromatico (PCE) de
eritrocito normocromatico (NCE). Eritrécitos policromaticos (PCE) ou jovens se
coram de azul claro e eritrécitos normocromaticos se coram de vermelho-telha.
Com os ajustes necessarios concluidos, em cada lamina, verificou-se a presenca
de micronucleo e de alteragcdes morfologicas nucleares em 2.000 eritrocitos por
lamina (Nikon® Eclipse 80i, lente de imersdao em 0leo, 100/1,25). Para a
pontuacdo de micronucleos, os critérios de Al-Sabti & Metcalfe (1995) foram
adotados. Foi anotado o numero de microndcleos e de alteracbes morfolégicas

nucleares por lamina, para analise estatistica.
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Andalise Estatistica

O teste de andlise de variancia (ANOVA) foi utilizado para comparar as
diferencas entre as andlises. Em todos os casos, comparag¢des individuais foram
realizadas por meio do pos-teste de Bonferroni (comparacdes multiplas). Os
resultados foram expressos como meédia + EPM e as diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.

RESULTADOS

Caracterizacéo fisico-quimica do OPB.

No teste de qualidade e identidade foram analisados os indices de acidez os
indices de perdéxido e os indices de iodo, 0s quais sdo descritos como parametros
de qualidade em oOleos vegetais (ANVISA, 2021). Como resultados obtivemos a
meédia dos indices de acidez de 2,62%, indices de peroxidos 7,29 meqO2/ kg e
indices de iodo 86,659g/100g, conforme a tabela 1, todos os indices se mostraram
dentro dos padrBes aceitaveis para 6leos brutos (ANVISA, 2021).

Tabela 1 Parametros de qualidade e identidade do OPB.

indice Valores?
indice de acidez (em &cido oleico g/100g) 2,62+0,18
indice de peréxidos (meq/kg) 7,29+0,46
indice de iodo (g/100g) 86,65+4,17

10s valores sdo expressos como média + EPM ou DP.

Determinacdo do impacto da prevencdo com OPB sobre o peso dos

animais

Para a determinacdo do peso, os camundongos foram pesados
individualmente no primeiro e no oitavo dia do experimento, utilizando uma
balanca de precisédo Bel S2202H. Os resultados revelaram uma perda de peso

de aproximadamente 10% em todos 0s grupos experimentais no oitavo dia, em
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comparacao com o primeiro dia de avaliacdo. No entanto, ndo foram observadas

diferencas entre os grupos no oitavo dia (Figura 1).
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Figura 1: Efeito do OPB no peso dos camundongos. O efeito hepatoprotetor do OBP
foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB
(50uL/gavagem) por 7 dias antes da lesdo induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p).
Os controles negativos receberam salina 0,9% (50pL i.p). Os animais foram pesados no
primeiro e oitavo dia do experimento. Os resultados estdo expressos em gramas (g)
(media tEPM) # p<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle negativo). ANOVA
seguida de pos teste de Bonferroni.

Determinacdo do impacto do OPB sobre o peso e dimensao do figado de

animais submetidos a lesé@o hepatica induzida por acetaminofeno.

Foram realizadas avaliagbes das dimensdes (mm) e peso (g) dos figados
dos animais submetidos a lesdo hepatica induzida por acetaminofeno, com e
sem tratamento com o OPB. Os figados foram pesados individualmente e as
medicbes de dimensdes foram feitas com um paquimetro digital de aco
inoxidavel. Para isso, tragou-se uma linha horizontal conectando os pontos de

uma extremidade a outra do figado. Os resultados obtidos revelaram um

aumento significativo no peso e nas dimensfes dos figados nos animais
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submetidos a lesdo hepatica sem tratamento em comparacdo com 0s animais

tratados com o OPB ou aqueles sem lesdo hepéatica (Figura 2, painel A e painel
B).
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Figura 2: Efeito do OPB no peso e dimenséo do figado de camundongos. O efeito
hepatoprotetor do OBP foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao
pré-tratamento com OPB (50uL/gavagem) por 7 dias antes da lesdo induzida por
acetaminofeno (300mg/kg, i.p). Os controles negativos receberam salina 0,9% (50uL
i.p). Apos 24 horas os animais foram eutanasiados os figados foram retirados pesados
(figura a) e mensurados (figura b). Os resultados estdo expressos em gramas e
milimetro (mm) (media tEPM) # p<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle

negativo). * <0,05 quando comparado ao grupo com leséo e néo tratados. ANOVA
seguida de pos teste de Bonferroni
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Determinacao do impacto do OPB sobre as anélises séricas (ALT)

Como marcador da les@o hepatica foram avaliados os niveis séricos de
ALT no soro dos camundongos submetidos a lesdo hepatica por acetaminofeno,
tratados ou ndo com OPB. Foi observado que o OPB foi capaz de reduzir os
niveis de ALT (média 60U/mL) quando comparados com o grupo néo tratado e
controle negativo (média de 130U/mL), afirmando ainda a eficacia do modelo de
inducdo de lesdo hepatica aguda com acetaminofeno realizada no grupo nao

tratado. (Figura 3).
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Figura 3: Efeito do OPB nos niveis séricos de ALT na lesdo hepética em
camundongos. O efeito hepatoprotetor do OBP foi avaliado em camundongos C57BL-
6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB (50uL/gavagem) por 7 dias antes da
lesd@o induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p). Os controles negativos receberam
salina 0,9% (50uL i.p). ApOs 24 horas os animais foram eutanasiados e quantificados
0s niveis séricos da alanina aminotransferase (ALT). Os resultados estdo expressos em
U/dL (media £EPM) # p<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle negativo).
ANOVA seguida de pos teste de Bonferroni.

Determinacdo do impacto da prevencdo com OPB sobre a arquitetura
hepatica
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Para avaliar o efeito do OPB sobre a morfologia do figado foi realizada a
analise macroscopica (Figura 4). Os resultados demonstram que 0s animais
submetidos a lesdo hepatica e ndo tratados com OPB apresentaram aspecto
difusamente palido, com areas hemorragicas (e) ictéricas, com evidenciacdo do
padrao lobular, bordos levemente arredondados (Figura 4, painéis E e F). Por
outro lado, no figado dos animais tratados com OPB foram observados discreta
evidenciacdo do padrao lobular, sem regides ictéricas ou hemorragicas (Figura
4, painéis A, B, C e D).

Figura 4: Efeito do OPB na arquitetura hepéatica. O efeito hepatoprotetor do OBP foi
avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB
(50uL/gavagem) por 7 dias antes da lesdo induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p).
Os controles negativos receberam salina 0,9% (50uL i.p). Apés 24 horas 0s animais
foram eutanasiados e os figados foram retirados para analise macroscépica. As fotos
foram capturadas com camera Canon. As setas representam: figura d: discreta
evidenciacao do padrao lobular; figura e: regies hemorragicas; figura f: areas ictéricas
com evidenciagao do padréo lobular.

Determinacdo do impacto da prevencdo com OPB sobre microscopia
hepatica, analise histopatoldgica e quantificacao da lesao

A analise dos efeitos do OPB na prevencao da les@o hepatica induzida pelo

acetaminofeno foi realizada também por meio quantificacdo das areas de
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necrose. Na figura 5 demonstra cortes histolégicos do figado dos animais dos
trés grupos: controle negativo (a), lesédo pré tratados com OPB (b) e lesdo néao
tratados (c). Observa-se evidente diferenca entre a figura 5 a quando comparado
as figuras 5 b e 5 c. O grupo controle negativo apresenta a arquitetura de um
tecido saudavel sem alteracbes no parénquima e hepatécitos, com formato
poliédrico representando tecido normal. Por outro lado, o tecido hepatico dos
leséo nao tratados (c) apresentaram areas de necrose. porém observa-se que a
figura (b) manteve mais areas com tecido integro, com morfologia e ndcleos
preservados, ja na figura (c) a morte macica de hepatécitos ao redor da veia
centro lobular € mais evidente, formando extensas manchas necroticas, as
quais, na coloracdo em HE estdo identificadas pela coloracédo rosa. As areas
necréticas encontradas no grupo lesdo nao pré tratados foram evidenciadas na
figura 6, aonde aleatoriamente dois figados foram escolhidos para representar
através do software Image J a evidenciacao da area necrotica, representada pela

coloracao branca.
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Figura 5: Efeito do OPB na microscopia hepética. O efeito hepatoprotetor do OBP foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-
tratamento com OPB (50pl/gavagem) por 7 dias antes da lesé@o induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p). Apds 24 horas os animais foram eutanasiados
e porc¢des dos figados foram preparadas para analise histol6gica; a- grupo controle negativo, morfologia normal do tecido hepéatico; b- grupo lesdo hepatica
+ pré tratamento com OPB, desorganizacao trabecular difusa com vacuolizagéo citoplasmatica moderada dos hepatdcitos (setas) com arquitetura hepatica
preservada; c- grupo lesdo hepatica nao pré tratados, acentuada necrose hepatica centrolobular com pontes centro-centrais (setas). (HE, 100x, barra 100
pm).
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Figura 6: Efeito do OPB na fotomicrografia hepatica. O efeito hepatoprotetor do OBP
foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB
(50ul/gavagem) por 7 dias antes da lesdo induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p).
Apbs 24 horas os animais foram eutanasiados e por¢des dos figados foram preparadas
para analise histoldgica; a e b- grupo lesdo sem pré tratamento, necrose hepatica difusa
evidenciada nas &reas brancas das imagens a direita avaliadas por meio do software
Image J.

Para quantificar a lesdo hepatica observada nas analises histolégicas,
foram realizadas as comparacfes entre as areas lesadas dos grupos lesdo
tratado com OPB e lesdo nado tratados (Figura 7). Estas éareas foram
separadamente somadas por animal para célculo da porcentagem de éarea
lesada em relacdo a area total analisada. Os dados demonstram que houve

diferenca significativa quando comparados 0s grupos, tratados ou ndo com OPB.
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FIGURA 7: Efeito do OPB na quantificacdo da lesdo hepética. O efeito
hepatoprotetor do OBP foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao
pré-tratamento com OPB (50ul/gavagem) por 7 dias antes da lesdo induzida por
acetaminofeno (300mg/kg, i.p). Apos 24 horas os animais foram eutanasiados e por¢des
dos figados foram preparadas para analise histolégica. Os resultados estao expressos
em porcentagem de area de necrose (media tEPM) # p<0,05 quando comparado ao
grupo salina (controle negativo). * p<0,05 quando comparado ao grupo com lesao e nédo
pré tratados. ANOVA seguida de poés teste de Bonferroni.

Determinacao do impacto do OPB sobre a glicemia

A concentracdo de glicose na circulagdo sanguinea aumentou
significativamente (P < 0,05) nos animais que receberam pré tratamento com
OPB comparados ao grupo lesdo nao pré tratados com OPB, que néo

ultrapassou a média de 90mg/dL no 8° dia de tratamento.
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FIGURA 8: Efeito do OPB na glicemia dos animais. O efeito hepatoprotetor do OBP
foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB
(50ul/gavagem) por 7 dias antes da leséo induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p).
A glicemia dos animais foi mensurada no primeiro e oitavo dia do experimento. Os
resultados estéo expressos em miligramas por decilitro (mg/dL) (media tEPM) # p<0,05
quando comparado ao grupo salina (controle negativo). ANOVA seguida de pés teste
de Bonferroni.

Determinacao do impacto do OPB teste de micronucleo

O teste de microndcleo (MN) rotineiramente é realizado para se obter
parametro de toxicidade de um composto, pois ele permite a identificacdo do
aumento da frequéncia de mutacdes em células que sdo expostas a uma
quantidade variada de agentes genotoxicos. Nossos resultados apontam que 0s
animais submetidos a lesdo hepatica néo tratados com o OPB apresentaram
aumento no numero de hemacias policromaticas em relacdo aos animais pré
tratados e grupo controle negativo (Figura 9, painel a). Por outro lado, quando
foi avaliada frequéncia de eritrocitos micronucleados, os animais com lesao
hepatica ndo pré tratados com o OPB apresentam numero de micronucleos
menor em relacdo aos animais que receberam o 6leo e o grupo controle negativo
(Figura 9, painel b).
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FIGURA 9: Efeito do OPB no teste de micronucleo. O efeito hepatoprotetor do OBP
foi avaliado em camundongos C57BL-6 (n=8) submetidos ao pré-tratamento com OPB
(50ul/gavagem) por 7 dias antes da leséo induzida por acetaminofeno (300mg/kg, i.p).
O teste de micronucleo foi analisado a partir de laminas confeccionadas com uma gota
de sangue periférico dos camundongos. Os resultados estdo expressos em gramas e
milimetro (mm) (media tEPM) # p<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle
negativo). * <0,05 quando comparado ao grupo com lesdo e nao pré tratados. ANOVA

seguida de pos teste de Bonferroni.
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DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial beneficio da utilizagédo
no OPB na prevencado da lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofeno em
camundongos, para isso o0 primeiro passo do trabalho foi a confeccdo e analises
fisico-quimicas do OPB.

No Brasil, 0 MAPA fiscaliza as regras e o comércio de 6leos vegetais
brutos e refinados para consumo humano (MAPA, 2006; MAPA, 2021), porém o
Oleo bruto da polpa de bocaiuva ainda ndo tem padrfes estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no entanto seu padrdo se assemelha
aos padrdes internacionais descritos pelas Normas do Codex Alimentarius para
gorduras e Oleos de fontes vegetais (CODEX ALIMENTARIUS, 1999; ANVISA,
1999).

As analises fisico-quimicas sao aquelas que fornecem informacdes sobre
as propriedades quimicas ou fisicas dos constituintes de uma amostra ou sobre a
propria amostra. As técnicas instrumentais, baseadas em determinados principios
fisicos e quimicos desempenham importante papel avaliador da qualidade e
seguranca dos alimentos (FAO, 2019; CECCHI, 2003). O indice de acidez € um
valor que revela a quantidade de acidos graxos livre advindos dos processos de
hidrélise dos triacilglicerdis, um elevado indice de acidez pode indicar que o 6leo
estd sofrendo quebras nas cadeias de triglicerdis, liberando seus constituintes
principais, e por esse motivo, o calculo desse indice é de extrema importancia na
avaliacdo do estado de deterioracao (rancidez hidrolitica) do 6leo (SANTOS, 2010).
Os valores obtidos neste trabalho para o 6leo bruto atendem as especificacdes da
legislacd@o brasileira para 6leos brutos e pode ser comparado com outros 6leos
brutos comestiveis, seu indice de acidez (2,62%) se encontra inferior ao limite
regulamentar de 4% (ANVISA, 2021; FAO, 2019), isso indica que os frutos da
bocaiuva, utilizados para a obtencdo do OPB, estavam no ponto correto de
maturagéo, bem como seu adequado armazenamento. O indice de peréxidos (IP)
(7,29 meqO2/ kg) apresentou abaixo do limite recomendado para éleos, que seria
de 15 meqO:2/ kg para 6leos brutos e 10 meqO:z/ kg para 6leos refinados (LIMA &
GONCALVES, 1994; RAMESH, 1995, FAO, 2019; ANVISA, 2021), assim
viabilizando seu uso para nosso estudo. A elevacdo do indice de peroxido

demonstra 0 aumento da oxidacgéo térmica e lipidica, formando hidroperdxidos que
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podem comprometer o aroma, cor e sabor dos 06leos, culminando no processo de
rancificacdo do 6leo (SILVA et al., 2018), os valores encontrados nesta pesquisa
indicam baixa possibilidade de deterioracdo oxidativa, confirmando a qualidade dos
mesmos e a eficacia do tempo e temperatura empregados no processo produtivo e
0 adequado armazenamento do 6leo.

O indice de peroxidos (IP) (7,29 meqO2/ kg) apresentou abaixo do limite
recomendado para 6leos, que seria de 15 meqO:2/ kg para 6leos brutos e 10
meqO2/kg para 6leos refinados (LIMA & GONCALVES, 1994; RAMESH, 1995,
FAO, 2019; ANVISA, 2021), assim viabilizando seu uso para nosso estudo. A
elevacdo do indice de peréxido demonstra 0 aumento da oxidacdo térmica e
lipidica, formando hidroperéxidos que podem comprometer o aroma, cor e sabor
dos 6leos, culminando no processo de rancificacdo do 6leo (SILVA et al., 2018), os
valores encontrados nesta pesquisa indicam baixa possibilidade de deterioracéo
oxidativa, confirmando a qualidade dos mesmos e a eficacia do tempo e
temperatura empregados no processo produtivo e o adequado armazenamento do
Oleo. O indice de iodo de um 6leo correlaciona-se com o grau de insaturacdo dos
acidos graxos constituintes, sendo definido como a quantidade, em gramas de iodo,
gue sdo adicionados em 100 g de amostra (RIBEIRO, 2007), o indice de iodo do
OPB (86,659/100g) se encontrou dentro dos parametros aceitaveis, uma vez que
comparando esse indice com os indices do azeite de oliva (75 a 94 g/100g), seus
valorem se encontram abaixo do maximo permitido dentro da norma Codex
Alimentarius (FAO, 2019), segundo Cecchi (2003), quanto maior a insaturacdo dos
Oleos, consequentemente maior sera o indice de iodo e maior sera também a
possibilidade de rancidez por oxidagao, esta determinacéo é relevante ndo sé para
a classificacdo de Oleos e gorduras, mas também para alguns tipos de
processamento.

Desta forma podemos considerar que o 6leo extraido a partir da polpa de
bocaiuva apresentou resultados para as propriedades fisico-quimicas dentro dos
padrées recomendados pelos 6rgéos de identidade e qualidade de Oleos vegetais.

De modo geral foi possivel observar uma tendéncia de modificagdo do
peso corporeo dos animais no 1° e no 8° dia, em média reducdo de 10% do peso
corpOreo em cada grupo, porém sem diferenca significativa entre os grupos. A
perda de peso pode ser explicada pela manipulacéo diaria e a troca de ragao que

esses animais sofreram, submetendo-os a situacéo de estresse, de acordo com
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Jeong et al (2013) a perda de peso € um indicador de estresse em modelos animais
(ratos e camundongos). Neste caso, percebe-se que a administracdo do
paracetamol e a introducdo do pré tratamento com OPB ndo exerceu efeito
diferencial no peso dos animais.

O modelo experimental utilizado em nosso estudo para verificar a
atividade hepatoprotetora do OPB € bastante efetivo e tem sido utilizado com a
mesma finalidade para o estudo de diversos extratos vegetais como o de
Trichosanthes lobata (RAJASEKARAN & PERIYASAMY, 2012), de Cyathea
gigantea (KIRAN et al., 2012), de Cnidoscolus aconitifolius (OYAGBEMI &
ODETOLA, 2010), de Clitoria ternatea (NITHIANANTHAM et al., 2011), de 6-
Gingerol (SABINA et al.,, 2011) e de Polyalthia longifolia e Cassia spectabilis
(JOTHY et al., 2012). Em todos estes trabalhos citados foi realizado um periodo de
pré-tratamento, sendo o mais frequente de sete dias e o periodo pos-administracao
da inducédo da lesdo hepatica com paracetamol até a eutanasia dos animais foi de
24h, corroborando com o protocolo seguido em nossa pesquisa.

Em relacdo ao peso dos figados e suas dimens&es foi observado uma
diferenca significativa no grupo lesdo ndo pré tratados, aonde nota-se aumento
tanto no peso quanto no tamanho desse érgdo corroborando com Elgarawany et al
(2019), aonde induziu lesdo hepéatica em camundongos com 300 mg/kg de
acetaminofeno, e foi observado alteracdo no tamanho e peso dos 6rgaos (0,6 g de
aumento) para o grupo nao tratado em comparagao ao grupo tratado com extrato
de silimarina, o que foi explicado pela overdose de acetaminofeno a qual induziu
toxicidade hepatica e degeneracéo hidropica e necrose difusa, portanto, esperava-
se que causasse um aumento no peso do figado, Yaha et al (2013) e Mahmood et
al (2014) também observaram em seu estudo aumento do figado de ratos induzidos
a hepatite aguda por acetaminofeno (3g/kg) o que foi relacionado com acumulo de
proteina da matriz extracelular e colageno no tecido hepatico.

A ALT é uma enzima citoplasmatica que pode facilmente extravasar para
0 sangue apoOs a ruptura da membrana dos hepatdcitos, tornando-a um
biomarcador mais sensivel e especifico de lesdo hepatica (SABIU et al., 2015;
SALWE et al., 2017), nas diversas ocasifes de dano celular ela é liberada na
corrente circulatoria (TIMBRELL, 2008), portanto com o aumento significativo dessa
enzima podemos sugerir dano celular, necrose e degeneracdo hepatica. A leséo

hepatica induzida por acetaminofeno é bem estabelecida na literatura, variando
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muito entre concentracdo do medicamento utilizado, tempo de analise da leséo e
niveis seéricos observados, porem para 0 modelo estabelecido nesse estudo o
esperado é que os niveis séricos de ALT se elevem no sangue de animais induzidos
a leséo, principalmente devido a alteragdes na permeabilidade da membrana das
células hepaticas (GIANNINI et al., 2005; VARGAS-MENDOZA et al., 2014). Varios
pesquisadores relataram elevacfes em enzimas hepaticas séricas (ALT e AST)
apos a administracao de doses toxicas de acetaminofeno em ratos e camundongos
(RANDLE et al., 2008; DAS et al., 2011; ZHAO et al., 2011; KISAOGLU et al., 2014;
UYSAL et al., 2016; PAUL et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Como observado nesse estudo os niveis de ALT do grupo lesédo nao pré
tratados com niveis préximos a 130U/mL, conseguiram representar os danos
hepéticos causados pelo acetaminofeno, por sua vez o grupo leséo pré tratado com
OPB apresentou niveis nao superiores a 60U/mL. Similarmente aos dados
descritos acima, a Melia azedarach L., conhecida como cinamomo, utilizada para o
tratamento da hanseniase e processos inflamatérios, foi objeto de estudo de Ahmed
e colaboradores (2011), o seu extrato metandlico (500 mg/kg v.0) administrado em
ratos durante sete dias, seguida da administracdo de paracetamol no quinto dia
apresentou atividade hepatoprotetora, reduzindo os niveis de AST, ALT e fosfatase
alcalina. Varios estudos demonstram que a silimarina reduziu os niveis de AST e
ALT em modelos de lesdo hepética com acetaminofeno (HAU et al., 2010; DAS et
al., 2011; EESHA et al., 2011; GALAL et al., 2012; TSAIl et al., 2015; NI & WANG,
2016; GHOSH et al., 2016; BEKTUR et al., 2016; SILVA et al., 2017; WANG et al.,
2018). De acordo com Xu et al (2021) a linhagem de camundongos C57 black
possui ALT entre 50 e 70 U/mL, elevacao nos niveis de ALT sugere a instalacédo de
hepatite aguda, entretanto elevagcdes menos expressivas podem estar relacionadas
a doenca hepatocelular crbnica, cirrose, neoplasia ou hepatopatia por parasitas
(TENNANT, 1997). Desta forma podemos afirmar que neste estudo o pré
tratamento com OPB resultou em atividade hepatoprotetora contra danos frente a
hepatite aguda induzida por acetaminofeno.

Para avaliar o efeito do OPB sobre a macroscopia hepética (imagens
macroscopicas) apos a retirada dos figados eles foram lavados com solucéo salina
e fotografados, a analise macroscopica revelou que a inducéo da hepatite aguda
(acetaminofeno 300mg/kg) levou a lesdo grave do tecido hepatico no grupo nao pré

tratados, enquanto 0os animais do grupo controle negativo e 0os animais pré tratados
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com OPB nao apresentaram evidencias de hepatotoxicidade na analise
macroscopica do 6rgao.

Holt et al (2008) também observaram em seus estudos que a
administracao i.p. de acetaminofeno (400 mg/kg) resultou no desenvolvimento de
hepatotoxicidade camundongos C57/BL6. Tanto a avaliacdo macroscopica como a
histolégica dos figados demonstraram que a inducdo da lesdo hepatica com
acetaminofeno levou a danos hepaticos graves, quando em comparagdo com
camundongos do grupo controle negativo e grupo pré tratados com OPB. De acordo
com o trabalho de Bauer et al (2000), a administracdo de acetaminofeno
(300mg/kg) em camundongos causou uma notavel congestdo das células do
figado, com ictericia difusa, caracteristicas que conseguimos notar em NoOsSso
estudo, evidenciando a eficacia do modelo e acima de tudo conseguindo observar
uma melhora expressiva no aspecto macroscopico do figado de animais pré
tratados com OPB, no qual apresentaram apenas discreta evidenciacdo do seu
padrao lobular, sem alteracdes graves.

As alteracdes histopatoldgicas na histoarquitetura do figado forneceram
informacdes substanciais suporte para os resultados descritos anteriormente. O
desarranjo representativo na arquitetura do figado foi observado nos grupos
induzidos a lesé@o hepética aguda, com significativa melhora em animais tratados
com OPB. A morte de hepatdcitos e outros tipos celulares hepaticos é uma das
caracteristicas das doencas hepaticas e ja é bem estabelecido que as lesbes
hepaticas induzidas por farmacos desencadeiam grandes éareas de necrose
tecidual (MALHI et al., 2006). De acordo com a analise histopatoldgica, o OPB
atuou protegendo o figado de uma lesdo ainda maior, o parénquima hepético de
modo geral apresentava-se preservado morfologicamente. Os camundongos
expostos ao acetaminofeno (300mg/kg) demonstraram uma extensa area de
necrose e o pré tratamento com OPB melhorou a aparéncia do parénquima
hepatico, e ndo houve observacdo de areas de necrose. Estudos realizados por
Sant'/Ana et al (2023), relatam a presencga de acido oleico no 6leo da polpa da
bocaiuva, descrevendo a atividade protetora ao sistema cardiovascular, reduzindo
colesterol livre 0 que impacta diretamente na atividade hepéatica. Sabe-se também
que acido oleico atua na atividade antioxidante, anti-inflamatéria (bloqueando o
complexo NF-k por meio da ativagdo de genes responsaveis pela proteina IL-10)

(NI et al.,, 2015), e no estresse oxidativo (inibicho de vias lipogénicas)
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(HERNANDEZ-RODAS et al., 2017; SANT'ANA et al., 2023), esses fatores podem
ser fortes indicadores da acdo hepatoprotetora do OPB observadas em nosso
trabalho.

A glicemia dos camundongos foi mensurada no primeiro e oitavo dia de
experimento, notou-se uma reducao significativa da glicemia dos animais do grupo
lesdo nao pré tratados em relacéo ao grupo leséo pré tratados com OPB no 8° dia
de tratamento. Ainda ndo foram observadas correlacbes de hipoglicemia em
modelos animais utilizando acetaminofeno, justificando mais estudos sobre esse
indicador. De acordo com Caraceni (1995) a hepatite aguda em humanos pode
evoluir de sintomas inespecificos como nauseas, vomitos e desconforto abdominal
para quadros de confusdo mental, sangramento no trato digestorio e hipoglicemia.
Record et al (1975) relataram que aproximadamente 45% dos individuos
acometidos com insuficiéncia hepatica aguda cursam com quadros de hipoglicemia
em funcéo da deplecdo dos estoques de glicogénio nos hepatdécitos e também pela
reducdo da capacidade de gliconeogénese, o que poderia explicar a hipoglicemia
observada no grupo lesao néo pré trados.

O teste do microndcleo de eritrécitos foi realizado com o objetivo de
detectar a alteracdo genotoxicas das células, por se tratar de um teste que avalia a
estrutura de fragmentos do material genético proveniente do nucleo principal, esta
reacao € decorrente da acdo de agentes fisicos, quimicos ou biolégicos sobre o
material genético (JUNIOR, 2011; RAMSDORF, 2011). Fenech (2007) classifica o
teste de micronucleos como um dos testes mais utilizados e aplicaveis para avaliar
a genotoxicidade de um xenobibético in vivo, apresentando alta sensibilidade como
indicador de danos cromossdmicos, na analise de material genético retirado de
tecidos hematopoiéticos e epiteliais de muitos organismos teste.

De acordo com Cammerer et al (2006) o teste do micronutcleo em medula
0ssea de roedores € de grande aceitagdo devido a sua aproximacdo com seres
humanos, visto que evolutivamente sdo organismos correlacionados. Em nosso
estudo conseguimos observar que uma diminui¢ao significativa de microndcleos de
hemacias policromaticas no grupo lesédo pré tratados com OPB (reducdo média de
15%) sugerindo que o pré tratamento com OPB pode atuar na prevenc¢éo do dano
oxidativo do DNA, corroborando com estudos de Evangelista et al (2004) onde
verificaram o efeito anticlastogénico de compostos antioxidantes nos 6leos de oliva

e canola, que podem atuar por inibindo o dano oxidativo induzido por espécies
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reativas de oxigénio (ERO). Alguns estudos in vivo e in vitro jA demostraram que o
0leo da bocaiuva exibiu auséncia de toxicidade aguda e subaguda em termos de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade (SILVA et al., 2019; TRAESEL et
al., 2014; TRAESEL et al.,2015).

95



CONCLUSAO

O presente estudo relata a avaliacdo do efeito do OPB na prevencgéo da
lesdo hepatica ndo alcodlica aguda causada por agentes xenobidticos em
camundongos. Inicialmente, obtivemos um 6leo bruto de polpa de bocaiuva de
alta qualidade, o qual pode ser utilizado em diversos outros ensaios. O modelo
de inducéo de lesé@o hepatica aguda pelo acetaminofeno mostrou-se eficaz para
o estudo e, de acordo com nossa proposta, obtivemos resultados promissores
em relacédo ao efeito do OPB na prevencédo de lesdes hepaticas causadas por
medicamentos. Observamos diferencas significativas tanto na macroscopia
quanto na microscopia hepética, bem como na analise sérica de ALT, um
biomarcador importante no estudo de lesbes hepaticas. No entanto, ainda séo
necessarios estudos adicionais para elucidar o mecanismo de a¢do do OPB em

relacdo a sua atividade hepatoprotetora.
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