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RESUMO

A lesdao hepatica aguda (LHA) ¢ uma condigdo caracterizada pelo acometimento abrupto e
grave da fungio hepatica. E considerada uma das situagdes clinicas mais graves em pacientes
e ¢ comumente induzida por medicamentos. Dentre os mecanismos propostos para a LHA,
destaca-se a producdo de metabolitos reativos tdxicos, que causam estresse oxidativo e,
consequente, morte de hepatocitos. As limitadas opgdes terapéuticas para o tratamento de
pacientes com LHA sao voltadas a induzir o aumento dos estoques de moléculas antioxidantes
no tecido hepatico. Assim ¢ relevante a pesquisa de novas moléculas hepatoprotetoras,
especialmente que possuam atividade antioxidante. O (-)-alfa-Bisabolol ¢ um dalcool
sesquiterpeno, monociclico, lipofilico e de baixo peso molecular, obtido, principalmente, da
Camomila (Matricaria recutita) e que apresenta muitas bioatividades, dentre elas efeito
nefroprotetor, antioxidante e gastroprotetora. Dessa maneira, o presente estudo objetivou
avaliar o efeito hepatoprotetor do (-)-alfa-Bisabolol em modelo animal de lesdo hepatica
aguda. Camundongos swiss machos (10 animais por grupo) foram tratados com (-)-alfa-
Bisabolol por cinco dias consecutivos nas doses de 1, 5 e 10 mL/Kg. Duas horas apos a tltima
administracdo, a hepatotoxicidade foi induzida (com excecdao do grupo controle, que recebera
azeite de oliva) via i.p. com CCls (0,01 mL/Kg de uma solugdo a 0,2% em azeite de oliva).
Salina foi utilizada no grupo controle negativo e silimarina, como controle positivo. 24 horas
apos inducdo, amostras de sangue e tecido hepatico foram coletadas para a realizagdo das
andlises. Foi realizada a dosagem da atividade plasmatica de AST, ALT e FAL, além da
concentragdo de albumina. Além disso, fragmentos do tecido hepatico foram homogeneizados
para determinagdo da concentracao de glutationa reduzida. Além disso, o tecido foi fixado em
lamina, corado e submetido a analise histologica. A indu¢do com CCls foi capaz de causar a
les@o hepatica, o que foi observado através do aumento da atividade plasmatica de ALT e AST,
a reducao de GSH hepatico e a observacao de alteragdes histoldgicas. O Bisabolol foi capaz
de prevenir o aumento das aminotransferases e a reducdo de GSH. Além disso, foi observado
reducdo do dano tecidual nos grupos tratados com a substancia em estudo. Em conclusdo, os
resultados demonstram que o alfa-Bisabolol apresenta efeito hepatoprotetor. Novos estudos
podem ser realizados para identificar os mecanismos envolvidos nesse efeito, permitindo o

desenvolvimento de novos farmacos e ferramentas farmacologicas.

Palavras-chave: Lesdao Hepatica Aguda. (-)-alfa-Bisabolol. Hepatoprotegao.



ABSTRACT

Acute liver injury (LHA) is a condition characterized by abrupt and severe impairment of
liver function. It is considered one of the most serious clinical hypotheses in patients and is
commonly induced by drugs. Among the mechanisms proposed for an LHA, the production of
toxic reactive metabolites, which cause oxidative stress and, consequently, death of
hepatocytes, stands out. The limited therapeutic options for the treatment of patients with
LHA are aimed at inducing an increase in the stocks of antioxidant molecules in the liver
tissue. Thus, it is relevant to search for new hepatoprotective molecules, especially those that
have antioxidant activity. The (-)-alpha-Bisabolol is a sesquiterpene, monocyclic, lipophilic
and low molecular weight alcohol, mainly from Chamomile (Matricaria recutita) and which
has many bioactivities, including nephroprotective, antioxidant and gastroprotective effects.
Thus, the present study aimed to evaluate the effect of the hepatoprotective of (-)-alpha-
Bisabolol in an animal model of acute liver injury. Male Swiss mice (10 animals per group)
were treated (-)-alpha-Bisabolol for five consecutive days in doses of 1, 5 and 10 mL/kg. Two
hours after the last administration, hepatotoxicity was induced (with the exception of the
group control, which had received olive oil) via ip with CCls (0.01 mL/Kg of a 0.2% solution
in olive oil). Saline was used in the negative control group and silymarin, as a positive control.
24 hours after induction, blood and liver tissue were collected for analysis. Plasma activity of
AST, ALT and FAL was measured, in addition to the concentration of albumin. In addition,
fragments of the liver tissue were homogenized to determine the reduced glutathione
concentration. In addition, the tissue was fixed in a slide, stained and submitted to histological
analysis. Induction with CCls was able to cause liver damage, which was observed by
increasing the plasmatic activity of ALT and AST, the reduction of hepatic GSH and the
observation of histological changes. Bisabolol is able to prevent an increase in
aminotransferases and a reduction in GSH. In addition, a reduction in tissue damage was
observed in the groups treated with the test substance. In conclusion, the results demonstrate
that alpha-Bisabolol has a hepatoprotective effect. New studies can be carried out to identify
the elements involved in this effect, allowing the development of new drugs and

pharmacological tools.

Keywords: Acute Liver Injury. (-)-alpha-Bisabolol. Hepatoprotection.
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1 INTRODUCAO

A lesdao hepatica aguda (LHA) ¢ considerada uma das situagdes clinicas mais
graves que acomete a fung¢do hepatica de maneira abrupta e grave (VELAZQUEZ, 2001). O
figado compreende 2,5 a 4,5% da massa corporal total dos individuos e apresenta um peso
médio de, aproximadamente, 1500g, sendo considerado o maior 6rgdo do corpo humano
(MARTINS, 2012). Além de ser um o6rgao de alta complexidade, realiza diversas fungdes
vitais para o metabolismo e funcionamento do organismo, ¢ muitas outras que ainda ndo sao
tdo compreendidas e necessitam ser estudadas.

A hepatotoxicidade ¢ caracterizada por alteragdes no desempenho e lesdo hepatica,
podendo acarretar algum dano a este 6rgdo. Geralmente, estd associada a inalagdo, ingestao
ou administragdo de agentes, que podem ser classificados como farmacoldgicos ou quimicos,
e que acabam desencadeando nos individuos determinadas reagdes, como por exemplo, a
diminui¢do ou disfuncdo da atividade do figado, podendo evoluir para um quadro clinico
grave rapidamente (ARAUJO et al. 2018).

Segundo dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX), foram registrados no Brasil em 2017 cerca de 76.115 casos de intoxicagdo
humana. Nesse mesmo ano, a intoxicagdo causada por farmacos totalizou 20.637 dos casos,
ou seja, aproximadamente 27% das intoxicagdes humanas foram ocasionadas pelo seu uso
inadequado. Na regido nordeste foram registrados 672 casos de intoxicagdes por
medicamentos, dos quais 2 destes culminaram em oObito. Dentre os principais causadores de
danos hepaticos e, consequentemente, desencadeantes de manifestagdes clinicas podemos
citar o pacetamol, o dissulfiram, a fluoxetina e as estatinas (BERTOLAMI, 2005).

Dessa forma, a lesdo hepatica induzida por medicamento (DILI) ¢ bastante
frequente em casos de LHA. Esta pode passar despercebida até o aparecimento da ictericia,
que ¢ a causada pelo excesso de bilirrubina no sangue provocando a pigmentacdo amarelada
da pele (DEVARBHAVI, 2012). A DILI pode ser classificada de acordo com a sua
manifestagdo clinica, podendo ela ser: hepatocelular, colestatica ou mista. (TAJIRI; SHIMIZU,
2008). E, dependendo desta classificagdo, apresentar alteracdes bioquimicas indicativas do
dano, das quais estdo relacionadas com os niveis séricos algumas enzimas, como por exemplo,
da alanina aminotransferase (AST), da aspartato aminotransferase (AST), da fosfatase alcalina
(FAL); da albumina (ALB) e da glutationa reduzida (GSH), além de alteragdes
histopatologicas (BERTOLAMI, 2005).

Existem determinados alimentos e farmacos especificos que podem diminuir ou
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até mesmo reverter os danos pelos quais o figado possa vir a sofrer. Dentre estes podemos
citar o café (AGUILAR, 2016), a melantonina, a n-acetilcisteina (ROSA, 2013), a dieptanoina,
a trieptanoina (SILVA et al., 2008) etc. Fitoterapicos também sao utilizados no tratamento
dessa patologia. Estudos recentes t€ém revelado a importancia e a utilizacdo de plantas em
quadros de danos hepaticos e a sua atividade protetora (MARMITT et al., 2016).

O (-)-alfa-Bisabolol ¢ classificado como um sesquiterpeno, monociclico, volatil,
lipofilico e de baixo peso molecular, da classe dos bisabolanos. Essa substancia ¢ bastante
conhecida e utilizada, pois estudos relevaram a sua capacidade anti-inflamatoria,
gastroprotetora, antinociceptiva (ROCHA, 2009), neuroprotetora (FERNANDES, 2015),
antifungica (ROCHA et al., 2015), e anti-tumoral (LIANG et al., 2014), antioxidante e
protetora (SAMPAIO et al., 2016). Estad presente na composi¢do de plantas e apresenta
resultados positivos e animadores para o tratamento de diversas enfermidades que acometem
a saude da populagdo (SOUZA; OLIVEIRA FILHO, 2017).

Dessa maneira, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade protetora
do (-)-alfa-Bisabolol em modelos de lesdo hepatica relacionados ao estresse oxidativo, haja
vista que apesar da sua potencial atividade protetora, raros sdo os estudos nesta vertente.

Visando, portanto, a busca por novas alternativas farmacologicas com efeito hepatoprotetor.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito hepatoprotetor do (-)-alfa-Bisabolol em modelo animal de

lesdao hepatica aguda (LHA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Avaliar o efeito do Bisabolol sobre a liberagao de marcadores laboratoriais de

dano hepatico;

e Investigar as alteragdes bioquimicas induzidas pelo tetracloreto de carbono

(CCla) e o efeito protetor do Bisabolol;

e  Analisar o efeito do Bisabolol na reducao do estresse oxidativo induzido por

CC14;

e  Analisar a protecdo do Bisabolol sobre as alteracdes histologicas induzidas por

CCl4 no tecido hepatico.
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3 RERENCIAL TEORICO
3.1 FIGADO E FUNCOES HEPATICAS

O figado ¢ um 6rgdo de extrema importancia para a manuten¢do das fungdes vitais
do organismo (JESUS et al., 2014). As suas principais fungdes sdo a sintese de proteinas, o
armazenamento de ferro e vitaminas (A, B2, D, E, K), a degradacdo hormonal ¢ a inativagao e
excre¢ao de drogas e toxinas, o metabolismo de diversos nutrientes, além da atuagdo na
circulagdo sanguinea, recebendo cerca de vinte e cinco por cento do débito cardiaco (NUNES
et al., 2006; RITTER et al., 2006).

No processo de digestdo, o figado realiza a secrecdo da bile responséavel por
converter a bilirrubina indireta ou ndo conjugada, oriunda do catabolismo das hemo-proteinas,
em bilirrubina conjugada através da ligacdo com moléculas de acido glicuronico, dando

origem aos monos e diglucoronideos de bilirrubina (SCHINONI, 2008), como na figura 1.

Figura 1 — Processo de conversdo da bilirrubina
BILIRRUBINA INDIRETA
OU NAO CONJUGADA
b;:» BILE l Glicoronil transferase
BILIRRUBINA DIRETA
OU CONJUGADA
-glicuronidase
b8 / l Acdo da bactérias
BILIRRUBINA INDIRETA UROBILINOGENIO
OU NAO CONJUGADA ESTERCOBILINA
CIRCULACAO "
ENTEROHEPATICA EACRECAD

Fonte: a Autora.
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O figado tem um papel importante no metabolismo energético, por atuar no
metabolismo de proteinas, carboidratos, glicose e corpos cetonicos (NUNES; MOREIRA,
2006). Por exemplo, quando o organismo se encontra em estado de hipoglicemia, o figado ¢
responsavel por ativar vias metabolicas alternativas para compensar a deficiéncia de energia;
em contrapartida, na hiperglicemia é capaz de captar e armazena-la na forma de moléculas de

glicogénio (Figura 2).

Figura 2 — Armazenamento de glicose

GLICOSE
“CH, OH

Glicogendlise

Glicogénese

Fonte: a Autora.

Durante a atividade anabdlica, esse Orgdo sintetiza diversas proteinas, como a
albumina, os transportadores de hormonios, os fatores de coagulacdo e fibrinoliticos, os
fatores de crescimento e as globulinas. As reacdes hepaticas catabolicas de importancia
incluem a degradagdo de aminodcidos (NUNES; MOREIRA, 2006; SCHINONI, 2008;
JESUS et al., 2014). Além disso, possui importante fun¢do no armazenamento do ferro, na
ativacdo de hormodnios e vitaminas e na excrecao de hormonios esteroides, os quais possuem
amplas funcdes no organismo humano (NUNES; MOREIRA, 2006). O figado tem ainda um
papel central no metabolismo de drogas e toxinas, podendo gerar metabolitos inativos, ativos
e, até¢ mesmo, toxicos (SCHINONI, 2008).

Além disso, ele ¢ considerado o oOrgdo responsdvel pela manutencdo da
hemostasia do colesterol (NUNES; MOREIRA, 2006) (Figura 4). Atua diretamente na via
metabolica de eliminagdo desse lipidio, na qual o colesterol sintetizado pelo organismo
através da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril Coa redutase (HMG-CoA) ¢ convertido a acidos

biliares através da 7-alfa-hidroxilase.



20

Figura 3 — Processo de excregao do colesterol

! HMG - CoA redutase
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EXCREGAO

Fonte: a Autora.

3.2 LESAO HEPATICA AGUDA E AVALIACAO LABORATORIAL DO DANO
HEPATICO

A lesdo hepatica aguda (LHA) possui numerosas etiologias, podendo ser
classificada como infecciosa, imunoldgica, metabolica, maligna, vascular ou relacionada a
drogas/toxinas (SUCHY; SOKOL; BALISTRERI, 2014). Segundo Strauss et al. (2011), a
LHA leva a deficiéncia funcional grave do figado, com alteragdo de todo o seu metabolismo. A
capacidade de metabolizacdo de substancias endogenas como hormdnios, bilirrubinas,
vitaminas e mesmo medicamentos encontra-se depletada, necessitando de extrema precaucao
na prescricdo de farmacos para estes pacientes, principalmente, aqueles dependentes de
passagem e metaboliza¢do hepatica ou potencialmente hepatotoxicos. O quadro clinico dessa
patologia pode ser insidioso ou rapido e progressivo, levando a insuficiéncia de multiplos
orgdos e sistemas. Os primeiros sintomas nao sdo especificos, tais como, ndusea, mal-estar e
fadiga. O sintoma mais relevante ¢ a encefalopatia, que pode aparecer antes ou depois da
ictericia.

E uma condi¢io complexa, com muitas etiologias possiveis, podendo ser um
desfecho comum de diversas situacdes. Deve ser identificada rapidamente visando a
abordagem precoce das causas trataveis, o manejo das complicacdes e a indica¢do do
transplante no tempo adequado. Ainda hoje, apesar dos avangos envolvendo o cuidado
intensivo e as técnicas de transplante hepatico, os resultados, em geral, permanecem ruins,
com alta mortalidade (STURM; LEXMOD; VERKADE, 2015).

Devido as inumeras e relevantes fungdes que o figado desempenha de forma

direta e indireta no organismo, foram desenvolvidas vdrias técnicas para mensurar o
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desempenho, bem como apontar possiveis lesdes neste 6rgao (BATISTA, 2016). Para Thrall et
al. (2015), os exames laboratoriais hepaticos devem ser divididos em testes que mensuram
lesdao nos hepatocitos, que detectam colestase e, por fim, os que avaliam a fungao hepatica.
Segundo Batista (2016), a mensuracao se da através das enzimas séricas liberadas
do rompimento celular hepatico, fornecendo informagdes da extensdo, magnitude e curso
(aguda ou cronica) da lesdo. A detec¢do da colestase ocorre através do extravasamento das
células biliares, quando fluxo biliar fica comprometido de forma parcial ou total, que liberam
algumas enzimas que podem ser detectadas na corrente circulatéria no decorrer. A avaliagdao
da funcao hepatica ¢é realizada através da mensuragdo de metabolitos séricos de forma direta
ou indireta, que sao normalmente produzidos e ou excretados pelo 6rgdo. Para cada exame

laboratorial realizado existem os marcadores especificos (tabela 1).

Tabela 1 — Marcadores bioquimicos hepaticos

Marcadores de lesdo nos hepatocitos ~ Marcadores de colestase Marcadores de fungao

Bilirrubina; Acidos
gama-glutamil biliares; Amonia; Ureia;
transferase (GGT); Albumina; Globulinas;
Fosfatase alcalina (FAL) Glicose; Colesterol;
Fatores de Coagulacao

ALT (alanina aminotransferase); AST
(aspartato aminotranferase); DH
(sorbitol desidrogenase); GLDH

(glutamato desidrogenase)

Fonte: a Autora.

Alguns marcadores hepaticos sdo, relativamente, bastante importantes e utilizados
na triagem bdasica da disfuncdo hepatica, dos quais podemos citar: a aspartato
aminotransferase (AST), a alanina aminotransferase (ALT), a gama-GT (GGT), a fosfatase
alcalina (FAL) e a albumina (ALB) (JESUS et al. 2014).

O AST e o ALT sdo enzimas intracelulares, e estdo presentes na mitocondria e no
citoplasma, respectivamente. Quando ha algum tipo de lesdo ou danos celulares, estas
enzimas extravasam para a circulacdo sanguinea, sendo possivel a sua intercorrelacdo, a
depender da gravidade do dano. Elas sdo responsaveis por catalisar a conversao de aspartato e
alanina em oxalacetato e piruvato, respectivamente, que sdo pardmetros da avaliagdo do dano
hepatico altamente especificos (MOTTA, 2009; ISOLANI, 2013)

A GGT ¢ responsavel por avaliar a fungdo hepatobiliar, tendo em vista que ela se

eleva em casos onde ha uma obstru¢do dos ductos biliares intra-hepaticos. A sua principal



22

funcdo ¢ catalisar a transferéncia de aminoacidos catalisar a transferéncia de aminoacidos e
peptideos através das membranas celulares, mas também ¢ capaz de realizar sintese proteica e
peptidica e regulacao dos niveis teciduais de glutationa encontrada no figado, rim, intestino,
prostata, pancreas, cérebro e coracdo. Os casos de obstrucao hepatica sao relatados quando a
sua elevacdo esta correlacionada com a elevagdo da FA, porém ela pode se elevar em outras
desordens do figado (ANDRADE et al.,1992; MOTTA, 2009).

A FAL também avalia a funcao hepatobiliar, mas de maneira inespecifica, devido
a presenca de isoenzimas que também estdo presentes em outros 6rgaos, como por exemplo,
nos 0ssos ¢ na placenta. Por isso, a necessidade de dosa-la juntamente com a GGT (NUNES;
MOREIRA, 2006; MINCIS; MINCIS, 2007).

A ALB ¢ a proteina mais abundante do plasma e tem como principal fungao a
manutengao do volume plasmatico circulante, devido ao seu peso relativamente baixo € a sua
alta concentragdo. Camilo (1995) relata que os niveis desse marcador se normaliza quando ha
uma diminui¢ao ou cura do dano hepatico.

Normalmente, niveis altos de bilirrubina indicam danos hepaticos relacionados a
metabolizacdo ou excrecdo, impossibilitando a funcionalizagdo do hepatocito (JESUS et al.
2014). Ela ¢é oriunda do catabolismo das hemaécias, e origina a bilirrubina indireta que ¢
carreada pela albumina até o figado, onde se transforma em direta apds a conjugacao de duas
moléculas de &cido glicur6nico, uma molécula hidrossolivel e excretavel (NUNES;
MOREIRA, 2006).

Costa e Oliveira (2021) explicam que apesar dos avangos da industria
farmacéutica, ainda ndo foi possivel a obtencdo de farmacos que, além de garantir sua
eficacia, possam oferecer também uma completa protecao ao figado e auxiliar na regeneragao
e estimulacdo hepatica. Além disso, alguns medicamentos podem induzir severos efeitos
colaterais. Assim, se faz necessario identificar alternativas terapéuticas mais eficazes € menos

toxicas para o tratamento de doencas hepaticas.

3.3 FARMACOS HEPATOTOXICOS E MECANISMOS DE HEPATOTOXICIDADE
INDUZIDA POR FARMACOS

A lesdo hepatica induzida por medicamentos, conhecida também por Drug
Induced Liver Injury (DILI), ¢ uma doenca que acomete o figado e se manifesta, geralmente,
em até trés meses apOs a administracdo de medicamentos. O aparecimento dos sintomas

depende, diretamente, do tempo de uso de alguns farmacos, da dose utilizada e, também, das
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caracteristicas individuais do paciente exposto. A sintomatologia ¢ comum a diversas doengas,
compreendendo o aparecimento de febre, de nauseas, vomitos entre outros. Logo, ela pode
passar despercebida até o aparecimento da ictericia, que ¢ a causada pelo excesso de
bilirrubina no sangue provocando a pigmentagao amarelada da pele (DEVARBHAVI, 2012).

A lesdo causada pelos farmacos se d4, principalmente, através da peroxidacao dos
lipideos de membrana causada pelos radicais livres ou metabdlitos oriundos da metabolizagao
destes. A toxicidade hepatica induzida por medicamentos pode se manifestar através de,
basicamente, dois mecanismos: reagdes diretas ¢ idiossincrasicas. As reagdes diretas sao
bastantes previsiveis e dose-dependente e se desenvolvem em curto periodo de tempo apos
exposicdo. As reacgdes idiossincrasicas se manifestam tardiamente, até trés meses apds a
administracao do medicamento (DEVARBHAVI, 2012) e ndo possuem mecanismo elucidado.
De acordo com os dados presentes na literatura acerca da incidéncia de DILI, algumas classes
farmacoldgicas e medicamentos (tabela 2) sdo bastante relatadas na literatura como suspeitas
de estarem envolvidas no seu aparecimento.

A DILI pode também ser classificada em hepatocelular, colestatica ou mista, a
depender da sua manifestacdo clinica. O primeiro e o terceiro sdo caracterizados pelos
elevados niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), em até duas vezes maior que o
limite superior. J4 o segundo € caracterizado pelos elevados niveis elevados de fosfatase
alcalina (FAL), em até duas vezes maior que o limite superior. A lesdo hepatocelular ¢
considerada mais grave, quando se comparada aos outros tipos, principalmente, quando os

valores de bilirrubina também se encontram elevados (TAJIRI; SHIMIZU, 2008).

Tabela 2 — Principais classes farmacoldgicas e medicamentos relatadas na literatura por suspeita de estarem

envolvidas na lesdo hepatica induzida por medicamentos (DILI)

Classe farmacologica Medicamentos CEitSXZSSIﬁ
Antimicrobianos Amoxicilina-clavulanato; Azitromicina 105
Anti-inflamatoério Paracetamol; Diclofenaco 98
Tuberculostatico Isoniazida; Rifampicina; e Pirazinamida 62
Outros Fitoterapicos 31
Antineoplasico Flutamida; Metotrexato 21

Anticonvulsivante Carbamazepina; Acido valproico 18
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Anticoagulante Ticlopidina 14
Antilipémico Atorvastatina; Fenofibrato 13
Imunossupressor Azatioprina 11

Fonte: Adaptado de LUNARDELLI et al., 2016.

Dentre os medicamentos causadores de lesdo hepatica, destaca-se o paracetamol.
Este farmaco ¢ considerado no Reino Unido e nos Estados Unidos o maior causador de
insuficiéncia hepatica aguda. O efeito toxico ocorre devido a agdo do seu metabolito N-acetil-
p-benzoquinoneimina (NAPQI). Em doses terapéuticas, este ¢ conjugado e detoxificado pela
conjugacdo com a glutationa (BRENT, 2005). Em casos de superdosagem, quando os
estoques de glutationa estdo reduzidos, inicia o processo de dano hepatico, o qual o NAPQI
livre se liga rapidamente aos hepatdcitos ocasionando a lesdo hepatica (NELSON et al., 2011).

Diante das complicacdes ocasionadas por estes farmacos, alguns estudos
experimentais tém sido desenvolvidos para avaliar o potencial antioxidante e hepatoprotetor
in vivo de substancias bioativas (VIEIRA, 2014).

O CCla4 ¢ considerado um potente indutor de lesdo hepatica aguda, amplamente
utilizado para investigacdo de hepatotoxicidade, citotoxicidade e, principalmente, estresse
oxidativo, tanto para estudos in vivo quanto in vitro (PINTO et al., 2012). E metabolizado no
figado onde o as enzimas CYP2EI, CYP2B1 e CYP2B2 do citocromo Piso, das quais,
possivelmente, a CYP3A, o transformam no radical livre triclorometila (CCls®). Na presenca
do oxigénio (O2), este radical € convertido a triclorometila peroxila (CCl:0Q¢), que se liga a
lipideos da membrana dos hepatocitos, provocando peroxidacio e lise celular e,
consequentemente, a liberagcdo de enzimas hepaticas e ions célcio (Ca?") no meio extracelular,
agravando ainda mais a lesdo hepatica (PORUBSKY; MENEELY; SCOTT, 2008). Apesar de
ndo ser um farmaco, o CCls tem sido usado classicamente em modelos animais e in vitro de
indugdo de DILI, pois a lesdo tecidual observada e os mecanismos celulares envolvidos sao

semelhantes aos observados para farmacos (MCGILL; JAESCHLE, 2019).
3.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DO DANO HEPATICO
Os principais farmacos hepatoprotetores disponiveis sdo a betaina, a colina, a L-

ornitina, a metionina ¢ a vitamina Bs (piridoxina). Alguns fitoterapicos também podem ser

utilizados para o tratamento agudo do dano hepatico (COSTA; OLIVEIRA, 2021). Em casos
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graves e cronicos, no qual o tratamento farmacoldgico ndo ¢ possivel, a indicacdo clinica ¢ o
transplante do érgao (JUNIOR et al., 2002).

Segundo Araujo et al. (2014) a betaina ¢ considerada um hepatoprotetor por agir
na reducdo de gordura no parénquima hepatico, resultando na diminuicdo de processos
inflamatoérios cronicos. Além disso, atua controlando a osmolaridade celular ¢ a desnaturacao
proteica. Ela pode ser oriunda da dieta, suplementos alimentares, mas também, pode ser
sintetizada de maneira endogena através da oxidacao da colina (LOPES et al., 2015).

A colina ¢ responsavel pela metabolizagao e transporte de lipidios hepaticos,
sintese da acetilcolina, transmissdo de impulsos nervosos, diminui¢do do risco cardiaco por
meio do metabolismo da homocisteina, e como precursor da biossintese de fosfatidilcolina,
um fosfolipidio responsavel pela estruturagdo de membranas celulares. Contudo, ela ¢
produzida em pequenas quantidades, o que pode vir a comprometer o funcionamento de
alguns orgdos, incluindo o figado. Devendo esta ser ingerida através da suplementagdo ou
proveniente de alimentos (MACIEL; TERRAZZAN, 2017).

A L-ornitina ¢ utilizada para reduzir os sintomas da encefalopatia hepatica
associada a casos de cirrose, um estdgio mais grave da doenca, e atenua¢do dos niveis de
amonia na circulagdo sanguinea. Atua como antioxidante, pois age diretamente no Ciclo da
Ureia, o qual ¢ responsavel pelo processo de desintoxicacao do figado (KOKUBO et al,
2015).

A metionina em associacdo com a colina sdo fundamentais para eliminagdo
hepatica de triglicerideos, na forma de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) para os tecidos
periféricos (SUGA et al., 2019). Ademais, quando metabolizada, ela d4 origem a S-adenosil-
L-metionina (SAM), sua forma ativa, que € responsavel por regular processos proliferativos
de hepatdcitos, diferenciagdo e morte celular em processos fisiologicos hepaticos (MORA et
al., 2018).

A vitamina Bs age indiretamente como antioxidante, participando como coenzima
na sintese da glutationa, além de ser estimulante da produgdo da bile hepatica, enzimas
metabolizantes e desintoxicantes de acidos biliares/bilirrubina, que sdo capazes de inibir a
obstrucdo de vias biliares ou inibicdo da bomba de exportacdao de sais biliares (NASSAN et
al., 2018). Estudos recentes demonstraram ainda que ela ¢ capaz de aumentar a sintese de
glutationa e provocar a eliminacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) em danos

causados pelo paracetamol exercendo, entdo, fung¢do hepatoprotetora (ROH et al. 2018).

3.5 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE SUBSTANCIAS HEPATOPROTETORAS
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Desde a antiguidade as plantas representam a forma mais antiga e conhecida para
tratar e curar enfermidades (SANTOS et al. 2011), e até os dias atuais, mesmo com as
modernizagdes, elas continuam contribuindo para desenvolvimento de novos farmacos
(BOLZANI et al., 2012), devido a grande diversidade bioldgica e de compostos quimicos
bastante promissores (YANG et al., 2016). Além de outras vantagens extremamente
importantes, em especial, para a industria, das quais podemos citar: o baixo custo, o facil
acesso e uma menor incidéncia de efeitos colaterais (RIBEIRO et al., 2018).

O Brasil possui uma grande variedade de flora e fauna ainda ndo investigada, e
que podem apresentar um grande potencial terapéutico na descoberta de novos farmacos
(MANDER; LIU, 2010). Elas estdo compreendidas dentro de um vasto territorio, e sdo
denominadas e agregadas em biomas, sdo eles: a Floresta Amazonica, o Pantanal, o Cerrado, a
Caatinga, a Mata atlantica entre outros (NEWMAN, 2017).

Estudos desenvolvidos pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) mostraram
que cerca de 80% da populagcdo mundial em desenvolvimento utiliza medicamentos de origem
vegetal, e 25% das substancias ativas sao derivados de produtos bioldgicos de mesma origem
(AZIZ et al., 2018; SANTOS et al., 2018), ou seja, as plantas e seus derivados possuem um
papel importante na producao e fabricagdo de novos ativos farmacolégicos.

Tendo em vista os problemas enfrentados na atencdo primdria, em especial a
dificuldade de acesso aos medicamentos, o uso de plantas medicinais representa um papel
importante para driblar essa dificuldade (CARVALHO et al., 2011), pois através da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) existem normas para o uso seguro desses produtos no Sistema
Unico de Satde (SUS).

Existem intmeros componentes ativos que incluem metabodlitos secundarios,
como alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas € compostos
fenodlicos (EDEOGA et al., 2005), de acordo com Cirilo (1993) ¢ a diversidade de compostos
farmacologicamente ativos presentes nas plantas que representa o seu potencial para a
obteng¢ao de novos farmacos.

Alguns fitoterapicos possuem atividade hepatoprotetora conhecida, dos quais
podemos citar: a Centella asiatica (Linn) Urban, a Calotropis procera (Aiton) W. T. Ainton, a
Silybum marianum (L.) e a Curcuma longa L. (COSTA; OLIVEIRA, 2021).

A C. asiatica é considerada um triterpenoide asiaticosideo, o qual ¢ conhecido por

prevenir e tratar lesdes hepaticas causadas por farmacos hepatotdxicos. Além disso, o seu
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mecanismo de acdo estd relacionado a sua capacidade antioxidante e a agdo neutralizadora
sobre os radicais livres originados do processo de metabolizagdo (SILVA et al., 2014).

A Calotropis procera (Aiton) W. T. Ainton possui alguns componentes
responsaveis por sua atividade hepatoprotetora, sdo eles: glicosideos, triterpenos, taninos e
polifendis. Usualmente, sdo utilizadas as folhas e o latex desta espécie, contudo, assume-se
que o seu mecanismo de acgdo esteja relacionado a capacidade antioxidante do latex, pois ele €
constituido de basicamente de substancias como cardenolideos, lignanas e flavonoides, que
sdo capazes de capturar as espécies reativas de oxigénio, contendo os radicais livres (COSTA
etal., 2015).

A Silybum marianum (L.) tem como principal ativo a silimarina, um
hepatoprotetor bastante utilizado em danos hepaticos por necrose ou falha funcional. A sua
atividade estd relacionada a capacidade antioxidante e de combater radicais livres, que
ocorrem por inibicdo da deposi¢do de fibras de coldgeno, aumento da concentragdo de
glutationa celular e estimulagdo da DNA polimerase, este ¢ capaz de aumentar a producao de
RNA ribossomico e causar a reconstrucao das células hepaticas (BAHMANI et al., 2015).

A Curcuma longa L., conhecida popularmente como acafrdo, também possui
atividade hepatoprotera conhecida (MARCHI et al., 2016), que esta diretamente relacionada a
presenca de curcumina em sua composi¢do, um polifenol com atividade antioxidante,
antitumoral e hepatoprotetora (TUNG; HAI; SON, 2017). Estudos demonstraram que ela ¢
capaz de exercer atividade hepatoprotetora em lesdes hepéticas induzidas por tetracloreto de
carbono (CCls), pois apdés a sua administracdo foi possivel observar a restauracdo do
parénquima hepatico e diminui¢cdo dos niveis enzimaticos de ALT, AST e FAL. Tendo em
vista que os danos causados pelo CClas sdo de peroxidacao lipidica, com a liberagao de agentes

pro-inflamatdrios que causam fibrinogénese e lesdo nos hepatdcitos (SALDANA et al. 2017).

3.6 ALFA-BISABOLOL

Os oleos essenciais sdo substancias de origem vegetal que se destacam por possuir
grande utilidade biotecnoldgica, e por isso, sdo bastante visados pela industria quimica e
farmacéutica. Por possuirem propriedades aromadticas podem ser amplamente utilizados na
producao de cosméticos. Ademais, por serem facilmente encontrados em uma grande
quantidade de espécies de plantas, bem como possuirem propriedades e atividades
farmacoldgicas, eles sdo de bastante interesse comercial (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014).
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Os terpenos sdo 6leos aromaticos que podem ser chamados de isoprendides, sendo
derivados do 4cido mevaldnico, mas também, podendo ser produzidos a partir do piruvato e
do gliceraldeido-3-fosfato. E constituido basicamente de estruturas de isopreno de 5 carbonos,
e sao classificados em: a) hemiterpenos, contendo 5 carbonos; b) monoterpenos, com 10
carbonos; ¢) sesquiterpenos, com 15 carbonos; d) os diterpenos, que contém entre 20 e 40
atomos de carbono; e e) os triterpenos, contendo 30 carbonos (BREITMAIER, 2006).

Estudos revelaram que as plantas utilizadas tradicionalmente pelo conhecimento
popular certamente detém potencial farmacoldgico. Dessa maneira, os sesquiterpenos
apresentaram efeitos anti-inflamatério (MAURYA et al.,, 2014), anticolinesterasico
(MAKWANA et al., 2015), antimicrobiano, antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al.,
2015) e anticancerigeno (FRIKECHE et al., 2015).

O (-)-alfa-Bisabolol (figura 4) ¢ um 4dlcool classificado como sesquiterpeno,
monociclico, volatil, lipofilico e de baixo peso molecular (massa molar de 222,37 g/mol), da
classe dos bisabolanos, denominado de alfa,4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-
I-metanol, também pode ser chamado de levomenol. Ele pode ser obtido a partir da
hidrodestilacdo do 6leo essencial de algumas espécies, como a camomila alema (Matricaria
chamomilla), salvia (Salvia runcinata), candeeiro (Vanillosmopsis arborea), arnica (Arnica
chamissonis) e Myoporum grassifolium (BUITRAGO et al., 2015). Contudo, inicialmente, ele
foi extraido das flores e folhas de camomila, e corresponde a aproximadamente 50% do
contetdo total do seu Oleo essencial. Ele estd presente na natureza em quatro
formas estereoisoméricas, das quais o isomero (+)-a-Bisabolol raramente encontrado, € o (-)-
a-Bisabolol em maior incidéncia (MCKAY; BLUMBERG, 2006).

E uma substincia bastante conhecida e utilizada, pois estudos relevaram a sua
capacidade antimicrobiana (ROTTINI et al., 2015; VILA et al., 2010), antineoplasica (CHEN
et al., 2010; COSTARELLI et al., 2010; DA SILVA et al., 2010; LIANG et al., 2014; RIGO;
VINANTE, 2016; SEKI et al., 2011; UNO et al., 2016), anticolinesterasica (DE SIQUEIRA
et al., 2014), anti-inflamatoria (ZARGARAN et al., 2014), nefroprotetora (SAMPAIO et al.,
2016), antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2015) e gastroprotetora (BEZERRA et
al., 2009; ROCHA et al, 2010). Ademais, ainda pode ser utilizado como excipiente em

formulacdes topicas, por aumentar a permeagao transdérmica de farmacos (KIM et al., 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica do (-)-alfa-Bisabolol.


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBD_pt-PTBR885BR885&sxsrf=ALeKk01zr7pVrZcAjG7Jm6Q-axcN7l5zoA:1613000844871&q=formas+estereoisom%C3%A9ricas&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwi4yYWzwODuAhWZDrkGHVM0DewQkeECKAB6BAgEEDU
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Fonte: CAVALIERI et al., 2004.

Para mais, alguns estudos in vivo demonstram que ele possui baixa toxicidade e
boa absor¢do, indicando que ¢ substancia aplicavel a ensaios in vivo (ROCHA et al., 2010;
SAMPAIO et al., 2016). No entanto, apesar de diversos estudos mostrarem suas potenciais
atividades e ter-se uma elevado indice para sua acdo e aplicagdo hepatoprotetora, correlatos
nessa area ainda sdo escassos. Sendo, portanto, necessarios ¢ relevantes, os estudos que

buscam determinar, caracterizar e propor mecanismos para tal substancia.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTUDO DA ATIVIDADE HEPATOPROTETORA DO (-)-ALFA-BISABOLOL

4.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss machos, com 7 a 8 semanas de idade,
pesando 20 + 2g, mantidos em um ciclo claro/escuro de 12/12h a 22 + 2 °C e umidade relativa
de 55 £ 10%, com livre acesso a dieta e dgua. Os animais foram provenientes do Biotério
Setorial Professor Eduardo Torres (FAMED) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Todos
os esforgos foram realizados para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais utilizados.

Os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) antes do inicio
dos experimentos (CEUA no. 9790260819) (Anexo A).

4.1.2 Obtencao do (-)-alfa-Bisabolol

O (-)-alfa-Bisabolol pode ser extraido como 6leo essencial de diversas plantas,
tendo sido isolado inicialmente das flores e folhas de camomila (Matricaria chamomilla).
Tendo em vista o seu potencial terapéutico, ele ¢ extraido e comercializado por grandes
industrias. Sendo assim, o (-)-alfa-Bisabolol utilizado no experimento em questdo foi obtido

da empresa Sigma-Aldrich®, e possui as especificacdes descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Especificagdes comerciais do (-)-alfa-Bisabolol

Numero do CAS 23089-26-1
Formula empirica CisH260
Peso molecular 222,37
Numero EC 208-205-9
Volume SmL

Fonte: Merk, Sigma-Aldrich.
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4.2 ENSAIO DE HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA POR TETRACLORETO DE
CARBONO

4.2.1 Grupos experimentais
O efeito hepatoprotetor do Bisabolol foi avaliado em modelo animal de
hepatotoxicidade aguda induzido por tetracloreto de carbono (CCls) previamente descrito

(WANG et al., 2019). Para tal, foram utilizados inicialmente 60 camundongos, os quais foram

divididos em 6 grupos (n=10), conforme a tabela 4.

Tabela 4 — Grupos experimentais no modelo animal de hepatotoxicidade aguda

Grupo Tratamento Inducao
Controle negativo Solugdo salina v.o. Azeite de oliva i.p.
Modelo Solugio salina v.o. CCls (0,2%) i.p.
Controle positivo Silimarina (100 mg/Kg) v.o. CCls (0,2%) i.p.
BIS I mL/Kg Bisabolol (10 mg/Kg) v.o. CCl4 (0,2%) 1.p.
BIS 5 mL/Kg Bisabolol (50 mg/Kg) v.o. CCl4 (0,2%) 1i.p.
BIS 10mL/Kg Bisabolol (100 mg/Kg) v.o. CCl4 (0,2%) 1.p.

Fonte: a Autora.

As doses de BIS foram selecionadas com base em trabalhos prévios, que
utilizaram doses semelhantes sem observacdo de toxicidade (BEZERRA, 2009). Os grupos
experimentais foram tratados com BIS, salina ou silimarina por cinco dias consecutivos, por
via oral (v.0.), e duas horas (2h) ap6s a ultima administracao, a hepatotoxicidade foi induzida
em todos os animais (com exce¢dao do grupo controle) através da administragdo i.p. de CCla
(0,01 mL/Kg de uma solucdo a 0,2% em azeite de oliva). Os animais do grupo controle

receberam o mesmo volume de azeite de oliva por via intraperitoneal (i.p.).

4.2.2 Eutanasia e coleta das amostras

Vinte e quanto horas (24h) apo6s a Ultima inducdo por CCls, 0s animais foram
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anestesiados pela administracdo de cetamina (250 mg/Kg) e xilazina (25mg/kg) por via
intraperitoneal. Em seguida, foi realizada a coleta de sangue pela veia cava inferior, e o tecido
hepatico retirado para a realizagdo de andlises bioquimicas e histologicas. As carcagas dos

animais foram armazenadas em freezer (-20°C) para posterior incineragao.

4.3 AVALIACAO BIOQUIMICA

4.3.1 Preparo das amostras de plasma

O sangue obtido dos camundongos foi centrifugado a 3000rpm por 15 minutos a
4 °C, e o plasma foi cuidadosamente coletado e armazenados a -20°C para posterior realizacao
das andlises. As amostras foram utilizadas para avaliacdo dos seguintes marcadores: atividade
das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL) e albumina (ALB). Todas as analises foram realizadas utilizando Kkits

comerciais e respeitando as orientagdes dos fabricantes.

4.3.2 Avaliacao dos marcadores bioquimicos de fun¢ao hepatica

4.3.2.1 Determinagdo da Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST)

A ALT ¢ responsavel por catalisar a especificamente a transferéncia do grupo
amina da alanina para o cetoglutarato, formando glutamato e piruvato ao final da reacdo. O
piruvato €, entdo, reduzido pela lactato desidrogenase (LDH) a lactato, e a coenzima NADH ¢
oxidada a NAD. A AST, por sua vez, catalisa a transferéncia do grupo amina do acido
aspartico para o cetoglutarato, formando glutamato e oxalacetato ao final da reacdo. O
oxalacetado ¢, entdo, reduzido pela malato desidrogenase (MDH) a malato, e a coenzima
NADH ¢ oxidada a NAD.

A medigdo da atividade dessas enzimas no plasma dos animais foi realizada por
reacdo espectrofotométrica. Para isso, foram utilizados kits comerciais (Roche), onde a
atividade da enzima ¢ diretamente proporcional a velocidade de oxidacdo da NADH. A leitura
foi realizada em analisador bioquimico automatizado Cobas cl11 (Roche) a 340 nm e os

resultados foram expressos em U/L (LabTest®, 2012; 2014).

4.3.2.2 Determinagdo da Fosfatase alcalina (FAL)
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A FAL presente no soro ¢ capaz de hidrolisar a timolftaleina monofosfato a
timolftaleina, que possui a coloragdo azul em meio alcalino. Essa coloracao foi mensurada em

espectrofotometro a 590 nm utilizando kit comercial (LabTest®, 2009)

4.3.2.3 Determinagdo da Albumina (ALB)

A albumina plasmatica foi medida por reagdo colorimétrica com o verde de
bromocresol. Esta promove um desvio no pico de absortividade do corante, permitindo que a
cor resultante possa ser medida por espectrofotometria. A reagdo foi realizada utilizando kit

comercial e cor formada foi medida em espectrofotometro em um intervalo de 600-640 nm

(LabTest®, 2013)

4.4 ANALISE BIOQUIMICA NO TECIDO HEPATICO

4.4.1 Preparo dos homogenatos

As amostras de tecido hepdatico coletas foram armazenadas a -80 °C. Para
realizacdo da andlise, elas foram entdo, descongeladas e homogeneizadas em fosfato de
potassio 150 mM, pH 7,4 (10% m/v). Logo ap6és os homogenatos serem centrifugados
(11000xg por 15 minutos a 4°C), os sobrenadantes foram coletados e usados para avaliagao de

mediadores envolvidos no modelo experimental.

4.4.2 Determinacio dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Para a determinacdo da concentragdo de GSH, foi utilizado o sobrenadante do
homogenato do tecido a 10% em EDTA 0,02 M. Foi retirado 500 pL deste e adicionado 200
uL de 4gua destilada. O material foi agitado e centrifugado (3000xg por 15 minutos a 4°C).
Posteriormente, foi recolhido 200 pL do sobrenadante e a ele adicionado 400 pL de tampao
Tris-HC1 0,4 M (pH 8,9) ¢ 10 uL de DTNB 0,01 M (Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico).
Apés 1 minuto da reagdo, foi realizada a leitura da coloragdo em 412 nm, em
espectrofotometro, e a concentracdo da glutationa reduzida expressa em ng de GSH/g de

tecido, conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1988).
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4.5 ANALISE HISTOLOGICA

Os lobulos do tecido hepatico foram fixados em paraformaldeido a 4% por 24
horas. Em seguida, foram desidratados e armazenados. Para a confec¢do das laminas, foi
realizada a coloragdo de Hematoxilina de Harris & Eosina (H&E). A hematoxilina, por ser
uma base, cora, preferencialmente, componentes acidos das células em um tom azulado
escuro. Como os componentes acidos mais predominantes sio o DNA e o RNA, tanto o
nucleo, quanto certas partes do citoplasma, adquirem coloracdo azulada, portanto, sao
basofilos. A eosina, diferente desta, por ser um acido, ¢ capaz de corar as estruturas basicas da
célula de rosa, normalmente, presente no citoplasma e chamadas de acidoéfilas (TIMM, 2005).

As amostras de tecido hepatico foram encaminhadas ao Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard (DPML-UFC) para confec¢ao
das laminas. Posteriormente, em parceria com o Laboratério de Histologia da Universidade
Federal do Ceara (UECE) foi realizada a leitura e a analise destas.

A gravidade do dano tecidual hepatico nos grupos experimentais foi avaliada
utilizando um escore semiquantitativo progressivo, como a seguir: (0) auséncia de necrose; (+)

leve, (++) moderada; (+++) severa (JUNIOR, 2005).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos com média + erro padrdao da média (SEM). Para
comparagao estatistica entre os grupos experimentais, foi utilizado one-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Dunnet. Como critério de significancia foi utilizado p<0,05. As analises

estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0 (EUA).
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5 RESULTADOS

De acordo com as figuras 5 ¢ 6, 0 CCls induziu lesao hepatocelular em todos os
grupos, quando comparado ao grupo modelo. Observou-se o (-)-alfa-Bisabolol apresentou
efeito hepatoprotetor comparavel a Silimarina. Além disso, o tratamento com Bisabolol nas
trés doses utilizadas no experimento foi capaz de proteger o tecido hepatico do aumento de
ALT e AST induzido por CCla. Os resultados obtidos foram significativamente menores do
que os observados para o grupo CCls, ndo havendo diferenga estatistica quando comparados

ao grupo Salina, evidenciando uma potencial atividade protetora do Bis.

Figura 5: Dosagem de Alanina aminotransferase (ALT)

ap<0,05 vs. Salina

1200 P<0.05vs.CCl,

900 a

600

ALT(U/L)

300

Salina CCl4 Silimarina BIS 10 BIS 50 BIS 100

Legenda: Dosagem de Alanina aminotransferase (ALT); U/L — unidades por litro. *p<0,05 em comparagdo ao
grupo salina; °p<0,05 em compara¢do ao grupo CCla. Os resultados foram expressos como porcentagem média +
erro padrdo da média (SEM) utilizando one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnet obtidos através do
software GraphPad Prism 5.0 (EUA).

Fonte: a Autora.

Figura 6: Dosagem de Aspartato aminotransferase (AST)
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3p<0,06 vs. Salina
1200 "P<0,05 vs. CCl,
a

AST(UIL)

Salina  CCl4  Silimarina BIS10  BIS50 BIS 100

Legenda: Dosagem de Aspartato aminotransferase (AST); U/L — unidades por litro. *p<0,05 em comparagdo ao
grupo salina; °p<0,05 em comparagdo ao grupo CCla. Os resultados foram expressos como porcentagem média +
erro padrao da média (SEM) utilizando one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnet obtidos através do
software GraphPad Prism 5.0 (EUA).

Fonte: a Autora.

Em contrapartida, a indugdo por CCls nos grupos experimentais ndo ocasionou
alteracdes dos niveis de fosfatase alcalina (FAL) (Figura 7) e de albumina (ALB) (Figura 8).
Ademais, os resultados obtidos a partir destas dosagens quando comparados ao grupo Salina

foram significativamente semelhantes (*p<0,05).

Figura 7: Dosagem de Fosfatase alcalina (FAL)

300

250

200

Fosfatase alcalina (U/L)

Salina CCIl4 Silimarina BIS 10 BIS 50 BIS 100

Legenda: Dosagem de Fosfatase Alcalina em U/L — unidades por litro. Os resultados foram expressos com
p<0,05, e porcentagem média + erro padrdo da média (SEM) utilizando one-way ANOVA seguido pelo pos-teste
de Dunnet obtidos através do software GraphPad Prism 5.0 (EUA).

Fonte: a Autora.
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Figura 8: Dosagem de Albumina (ALB)

Aloumina (g/dL)

Salina CCl4 Siimarina BIS10 BISS50 BIS 100

Legenda: Dosagem de Albumina; g/dL — gramas por decilitro. Os resultados foram expressos com p<0,05, e
porcentagem média + erro padrdo da média (SEM) utilizando one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Dunnet obtidos através do software GraphPad Prism 5.0 (EUA).

Fonte: a Autora.

Os resultados obtidos através da determinacdo da glutationa reduzida (GSH)
demonstraram que os grupos tratados com o (-)-alfa-Bisabolol apresentaram concentracdes de
GSH semelhantes ao grupo controle positivo (Silimarina). O grupo tratado com apenas com
CCls apresentou deple¢do nos niveis de GSH, evidenciando a lesdo celular e o estresse
oxidativo causado por esta substincia. Os resultados foram expressos em #p<0,05, e

representam diferenca estatistica em comparagao ao grupo modelo (CCla).

Figura 9: Dosagem de Glutationa Reduzida (GSH)

GSH (ug/g proteina)

CT CCl4 Sil 10 50 100

Legenda: Dosagem de Glutationa Reduzida (GSH); pg/g — microgramas por gramas de proteina. *p<0,05 em
comparagdo ao grupo controle e #p<0,05 em comparacdo ao grupo modelo (CCls), em porcentagem média =+ erro
padrio da média (SEM) utilizando one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnet obtidos através do
software GraphPad Prism 5.0 (EUA).

Fonte: a Autora.
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Nas analises histoldgicas algumas alteragdes foram observadas, das quais, a
presenga de vacuolizagdo, de congestdo vascular, de fibrose interlobular, de hemorragia, de
degeneracdo hidropica, de infiltrado inflamatorio e de dilatagdo de sinusdides nos graus
ausentes ou leves. Nao foram observadas células de Kupfer. Para o grupo controle negativo,
observou-se a presenga discreta de vactiolos e de degeneragao hidropica proxima a veia porta
(figura 10: A-I). J4 para o grupo modelo foi possivel visualizar uma leve presenga de edema,
infiltrado perivascular e vasos congestionados dispersos (figura 10: A-II). O grupo controle
positivo apresentou leve tumefacdo dos hepatocitos da perivasculatura central. Os grupos
tratados com (-)-alfa-Bisabolol nas concentra¢des utilizadas apresentaram leve fibrose ou
hialinizacdo proximo a veia portal (figura 10: A-III), bem como a discreta presenga de vasos

congestionados e infiltrado celular (figura 10: A-IV).

Figura 10: Fotomicrografias das analises histologicas

Legenda: A-I (seta amarela) — Grupo controle negativo: vacuolos intracitoplasmaticos ¢ degeneracdo hidropica
proxima a veia porta (+) em aumento de 40x; A-II (seta amarela) — Gupo modelo: discreto edema, vasos
congestionados dispersos e infiltrado perivascular (+) em aumento de 20x; A-III (circunferéncia amarela) —
Grupo Bis 1mL/Kg: fibrose ou hialinizagdo e hemorragia intersticial (+) em aumento de 20x; A-IV
(circunferéncia amarela) — Grupo Bis 5mL/Kg: Vasos congestionados, infiltrado perivascular e hepatdcitos
grande e desnudos (+) em aumento de 20x.

Fonte: a Autora.
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A partir das observagdes histoldgicas realizadas, foram atribuidos escores de
acordo com a extensdo e o tipo de alteracdes observadas. Como mostrado na tabela 5, o
tratamento com Bisabolol foi capaz de reduzir a gravidade das lesdes observadas.

Tabela 5 - Escores atribuidos as alteragdes histopatologicas

Controle Controle Bis Bis Bis
Negativo Modelo Positivo 1 mL/Kg S5ml/Kg 10mL/Kg

Vacuolizagao 0 0 0 0 0 0
Congestao + + + 0 + ++
Fibrose + 0 0 + 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0
Degeneracao hidrépica + 0 0 + + +
Infiltrado inflamatério + + 0 0 0 +
Dilatacao de sinusoides + + 0 0 0 0

Células de Kupfer ndn ndn Ndn ndn ndn ndn

Fonte: a Autora.
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6 DISCUSSAO

O figado ¢ responsavel por diversas fun¢des metabodlicas que visam a manutencao
da homeostase do organismo. Ele ¢ um o6rgdo essencial para os processos de depuragdo de
substancias, sintese de proteinas, metabolismo de carboidratos, lipideos, xenobioticos, entre
outros (STOLZ, 2002). A lesdo hepatica aguda (LHA) pode acarretar em insuficiéncia do
orgao em um curto intervalo de tempo, com perda da funcao metabdlica (BALDO, 2008). A
LHA ¢ caracterizada por uma rapida perda das fung¢des hepaticas e, consequentemente,
sistémicas (POLSON; LEE, 2005). Embora existam diversas inovagdes farmacéuticas e no
manejo clinico dessa patologia, o Unico tratamento eficaz ainda consiste no transplante de
hepatico (MANI; VAN THIEL ef al, 2001). A abordagem terapéutica da LHA estd
relacionada ao tratamento da patologia responsdvel pelo seu aparecimento € o manejo das
complicagdes sist€émicas observadas (GOLDBERG; CHOPRA, 2006).

A lesao hepatica induzida por medicamentos (DILI) ¢ a causa mais comum de
IHA nos EUA. E também ¢ um dos motivos mais comuns para retirada pos-comercializagio
de medicamentos em todo o mundo (MCGILL; JAESCHLE, 2019). Apesar da gravidade
desta patologia, de acordo com Lunardelli (2016), nos paises da América Latina existem
poucos registros na literatura acerca da sua incidéncia. A principal medida terapéutica consiste
na imediata suspensdao do medicamento causador. Além disso, mesmo nas formas cronicas,
ndo existem evidéncias cientificas que comprovem uso de medicamentos, como por exemplo,
corticoides na terapia farmacoldgica da DILI (SOUZA et al., 2016).

Tendo em vista a deficiéncia de terapia medicamentosa para esta patologia, este
estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito hepatoprotetor do (-)-alfa-Bisabolol em
modelo de LHA. Os estudos foram realizados em modelo experimental de hepatotoxicidade
aguda induzida por tetracloreto de carbono (CCla).

O CCl4 € absorvido rapidamente por todas as vias, sejam elas: oral, subcutanea ou
intraperitoneal, e atinge o seu pico de concentragcdo no intervalo de 1 a 6 horas, dependendo
da concentracdo e da dose administrada (MANIBUSAN et al., 2010). Apesar de ser bastante
utilizado para induzir lesdo hepatica em ensaios in vivo, ainda ndo ha uma padronizagdo da
dose dessa substancia a ser administrada para induzir LHA. Contudo, os dados presentes na
literatura acerca da padronizacao da dosagem a ser utilizada indicam que a dose de 0,5 mL/Kg
¢ capaz provocar LHA em ratos (VIEIRA, 2014), e para camundongos, foi observada com
uma concentragdo de 0,2 mL/Kg (em azeite de oliva) via i.p. (ROCHA et al., 2019). Dessa

maneira, no presente estudo foram utilizadas doses de 0,01 mL/Kg de uma solugdo a 0,2% em
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azeite de oliva via intraperitoneal. Estas foram capazes de induzir a LHA em todos os grupos,
tendo em vista os resultados obtidos com baixa observacao de mortalidade.

A dosagem da atividade plasmatica de transaminases ¢ amplamente utilizada para
avaliar dano hepatocelular, sendo ALT importante marcador de morte em lesdes
hepatocelulares ocasionadas por medicamentos (BJIORNSSON; OLSSON, 2005). Os niveis
de AST e ALT superiores 1.000 UI/L normalmente estdo ligados a disfun¢do hepatica e tém
sido utilizados para caracterizar a hepatotoxicidade (CRAIG, DARREN et al., 2011). No
presente estudo, os animais que receberam apenas CCls apresentaram valores de AST e ALT
préoximos de 1000 U/L apos 24 horas da sua administragdo. Em contrapartida, o tratamento
com (-)-alfa-Bisabolol nas doses de 10 mg/Kg, 50 mg/Kg ¢ 100 mg/Kg foi capaz de proteger
o tecido hepatico da alteracao da atividade das aminotransferases.

O extrato das folhas de Cassia auriculata Linn e de Cassia occidentalis
apresentaram resultados satisfatorios quando utilizados no tratamento de doencgas hepaticas.
Foi utilizada a indugdo por etanol, e o efeito protetor atribuido a atividade antioxidante
produzida pela presenca dos flavonoides. De acordo com os resultados obtidos, os niveis
séricos das transaminases foram mantidos (RAJAGOPAL et al., 2003). Demonstrando,
portanto, concordancia com a literatura, pois as enzimas ALT e AST sdo consideradas
hepatoespecifica e elevam-se imediatamente apds lesdo hepatocelular e funcionam como um
marcador sérico (CHOI et al., 2006; PEREIRA,2006).

Outros compostos bioativos também vém sendo utilizados com finalidade
hepatoprotetora, como por exemplo, a Ambrosia maritima (AHMED; KHATER, 2001), a
Trianthema portulacastrum (KUMAR, et al., 2004), a Strychnos potatorum Linn
(SANMUGAPRIYA; VENKATARAMAN, 2006) e a Hedyotis corymbosa (SADASIVAN et
al., 2006).

Dados acerca da atividade hepatoprotetora do Bisabolol ainda ndo foram descritos.
Contudo, de acordo com Solidonio (2009), bioativos oriundos a partir da camomila possuem
atividade hepatoprotetora. Os mecanismos de protecdo estdo relacionados a presenga de
flavonoides, que sdo capazes de afetar o metabolismo de esfingolipidios e células hepaticas
lesionadas por CCls (BABENKO; SHANKOVA, 2006). O presente trabalho acrescenta que o
Bisabolol e, possivelmente, outros terpenos podem também estar associados a esse efeito. De
fato, a atividade hepatoprotetora de terpenos ja foi descrita previamente (COLOMA et al.,
2011).

A albumina sérica € sintetizada de maneira exclusiva pelos hepatocitos, com meia-

vida entre 15 a 20 dias. Assim, ndo ¢ considerada um bom indicador para avaliacdo do dano
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hepatico agudo. Em contrapartida, a hipoalbuminemia ¢ comum nas doencas hepaticas
cronicas, como por exemplo, em quadros de cirrose (NUNES; MOREIRA, 2007). Para Thrall
et al. (2015), a concentragdo de albumina pode ser afetada por outros fatores além da
disfungao hepatica, que compreendem os processos inflamatorios organicos, o parasitismo, o
equilibrio hidroeletrolitico e o nivel nutricional. Dessa forma, o nivel de albumina deve ser
avaliado em associagcdo com outros metabdlitos, para excluir a influéncia de outros fatores em
seus niveis.

A fosfatase alcalina possui meia vida de cerca de 7 dias, e seus valores costumam
estar elevados em casos de disfun¢do hepatica. Eleva-se em 1 a 2 dias ap6s episoédio de
colestase, ou seja, quando ha bloqueio nas vias biliares, permanecendo por varios dias, mesmo
apos a resolugdo da obstrugdo (REICHILING; KAPLAN, 1988). Niveis elevados de fosfatase
alcalina (FAL), em até duas vezes maior que o limite superior (TAJIRI; SHIMIZU, 2008).

Em conjunto, esses marcadores laboratoriais sdo empregados no diagnostico
diferencial do tipo de lesdo hepatica. Reducao nas concentragdes de albumina sérica indicam
lesdo hepatica prolongada ou cronificada, enquanto aumento de FAL estdo relacionadas a
obstrucdo biliar (COUTO et al., 2008). A lesdao hepatocelular aguda, por sua vez, ocorre com
aumento de ALT e AST (Choi et al., 2006) e da razdo ALT/FAL, com valor superior a 5
(BITTENCOURT, 2011). E importante ressaltar que, tendo em vista que o metabolismo 6sseo
pode alterar os valores de FAL (GOMES, 2014), recomenda-se o doseamento e avaliagdo de
outros biomarcadores com atividade no tecido hepdatico associad-la ao dano hepatico. No
presente trabalho, os resultados dos marcadores hepaticos evidenciam que a lesdo induzida
por CCls ¢ de natureza aguda e hepatocelular, o que corrobora com dados previamente
publicados (MCGILL; JAESCHLE, 2019).

O estresse oxidativo ¢ um disturbio do equilibrio pré-oxidante versus antioxidante,
a favor do estado pré-oxidativo. Ele pode ser causado pelo acumulo de produtos do
metabolismo celular normal ou pela acdo de substincias quimicas toxicas. O ciclo da
glutationa reduzida (GSH) € um sistema protetor que minimiza a lesdo celular do estresse
oxidativo. Quanto menor os niveis celulares de GSH, menor sera a defesa celular contra
toxicantes, podendo resultar em morte celular (ROBBINS et al. 2005). Os grupos tratados
com o (-)-alfa-Bisabolol apresentaram concentracdes de GSH semelhantes ao grupo controle
positivo (Silimarina), enquanto o grupo tratado com apenas com CCls apresentou deplecao
nos niveis de GSH, evidenciando a lesdo celular e o estresse oxidativo causado por esta

substancia.
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De acordo com Souza (2014), a atividade antioxidante do Bisabolol esta
relacionada a sua capacidade de combater radicais livres e restaurar o equilibrio redox.
Estudos in vitro de lesdo renal aguda demonstraram que essa propriedade pode estar
relacionada a sua capacidade de inibir a oxidagdo catalitica de NADPH por meio da inibigdo
de NADPH oxidase (SAMPAIO, 2019).

A glutationa €, normalmente, regenerada pelo figado e pelo musculo esquelético
as custas de NADPH+ (nicotinamida adenina dinucleotidio). Este, por sua vez, ¢ utilizado
como substrato pela enzima glutationa redutase, originando como produto a glutationa, o
principal substrato para o sistema glutationa peroxidase (SILVEIRA et al., 2008). Dessa
forma, os niveis de GSH do presente estudo, para os grupos testados com as doses de
Bisabolol, podem estar diratemante relacionados com a atividade antioxidante dessa
substancia através da vida supracitada.

A indugdo por CCls ¢é capaz de causar alteragdes no figado que resultam em
esteatose hepatica, necrose celular, fibrose e cirrose. Essas alteragdes refletem nas analises
histologicas, as quais € possivel observar a presenca de necrose de regido centrilobular,
esteatose microvesicular e forte presenca de infiltrado inflamatério no tecido hepatico
(VIEIRA, 2014).

No presente experimento, a analise histopatologica evidenciou um processo da
alteracdo hepatocelular nos graus ausentes a leves de acordo com os parametros analisados.
Foi possivel observar a presenga, principalmente, de congestdo e infiltrado inflamatorio em
todos os grupos experimentais. Evidenciando, portanto, o dano causado pela indugao por CCla.
Os grupos tratados com Bisabolol demonstraram elementos semelhantes de lesdo hepatica,
quando comparados com o grupo Silimarina. Estes por sua vez foram classificados como
ausentes ou leves.

Um estudo publicado pelo Ministério da Satde (2015), a respeito da potencial
atividade protetora do extrato da camomila, demostrou que este quando utilizado no
tratamento de ratos diabéticos, além de causar reducgdo significativa dos niveis de glicose no
sangue, foram capazes de reduzir as atividades séricas das enzimas hepaticas, incluindo AST,
ALT e ALP. Além disso, o efeito hepatoprotetor deste foi confirmado por observagdo
histologica em tecido hepatico e renal dos ratos diabéticos tratados.

No entanto, a avaliacdo destes parametros observados carece de dados acerca do
tratamento da LHA por Bisabolol em indugdo por CCls. Essas limita¢des se ddo por conta da
escassez de estudos que indiquem os possiveis mecanismos nos resultados obtidos. Ademais,

os resultados apresentados reforcam a necessidade de novas pesquisas com este bioativo,
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objetivando aprofundar e assegurar os resultados apresentados, tendo em vista que a partir do
presente estudo, foi possivel observar uma potencial atividade hepatoprotetora do (-)-alfa-

Bisabolol.
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7 CONCLUSAO

Portanto, o (-)-alfa-Bisabolol apresentou possivel atividade hepatoprotetora em
modelo in vivo de hepatotoxicidade aguda induzido por CCls. No entanto, devido os estudos
nessa area ainda serem bastante limitados, ressalta-se a importancia de estudos posteriores
para melhor elucidagdo da sua atividade, bem com o aprofundamento do conhecimento
cientifico sobre essa molécula, visando a sua utilizagdo como uma alternativa terapéutica mais

eficaz e menos toxicas para o tratamento de doencas hepaticas.
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