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RESUMO

O acetaminofeno (APAP, paracetamol) € um dos analgésicos e antipiréticos mais utilizados
no mundo. Ainda que terapeuticamente seguro, 0 uso abusivo e, normalmente ndo prescrito,
pode ocasionar insuficiéncia hepatica aguda (IHA), o que o torna uma grande preocupacgéo na
pratica clinica. A metabolizacdo de doses excessivas de APAP produz o N-acetyl-p-
benzoquinona-imina (NAPQI) e deplecdo rapida da glutationa (GSH), provocando intenso
estresse oxidativo, principal mecanismo envolvido ao desenvolvimento da necrose
centrobular e IHA. O uso da n-acetilcisteina (NAC) € a Unica opc¢do de tratamento da IHA
induzida pelo APAP, mas, que tem seu uso limitado pelos efeitos adversos. Neste sentido, a
busca por novos agentes terapéuticos se tornou uma necessidade para a prevencdo e/ou
tratamento da IHA. Intensificou-se o estudo de moléculas que possam atenuar o estresse
oxidativo resultantes do metabolismo do APAP, entre 0s quais estdo o0s exopolissacarideos
obtidos dos grdos de kefir. Estudos tem mostrado a utilizacdo do kefir como agente
antioxidante. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da B-glucana (BG) derivada do kefir na
IHA induzida pelo APAP em camundongos. Camundongos (Mus musculus) machos da
linhagem Swiss (30-40g) receberam BG ou salina 0,9%. Posteriormente, todos os animais,
exceto o grupo controle (C), receberam uma dose Unica de APAP (250mg/Kkg, i.p.). 24 horas
apos a intoxicacdo por APAP, os animais foram anestesiados para coleta de sangue e tecido
para quantificacdo de marcadores de dano hepatico. O APAP provocou insuficiéncia hepética
aguda verificada através do aumento dos niveis dos indicadores avaliados, assim como
provocou alteracBes histopatoldgica compativeis a necrose centrolobular. A BG apresentou
efeitos positivos sobre esses parametros.

Palavras-chave: Acetaminofeno. Insuficiéncia hepatica aguda. Estresse oxidativo. Kefir.



ABSTRACT

Acetaminophen (APAP, paracetamol) is one of the most widely used analgesics and
antipyretics in the world. Although therapeutically safe, abusive and usually not prescribed
use can cause acute liver failure (ALF), which makes it a major concern in clinical practice.
The metabolization of excessive doses of APAP produces N-acetyl-p-benzoquinone-imine
(NAPQI) and rapid glutathione depletion (GSH), causing intense oxidative stress, the main
mechanism involved in the development of centrobular necrosis and ALF. The use of n-
acetylcysteine (NAC) is the only treatment option for APAP-induced ALF, but its use is
limited by adverse effects. In this sense, the search for new therapeutic agents has become a
necessity for the prevention and/or treatment of ALF. The study of molecules that can
attenuate oxidative stress resulting from APAP metabolism was intensified, among which are
exopolysaccharides obtained from kefir grains. Studies have shown the use of kefir as an
antioxidant agent. The aim of this study was to evaluate the effect of B-glucan (BG) derived
from kefir in APAP-induced ALF in mice. Male mice (Mus musculus) of the Swiss strain
(30-40q) received BG or saline 0.9%. Subsequently, all animals, except the control group (C),
received a single dose of APAP (250mg/kg, i.p.). 24 hours after APAP poisoning, the animals
were anesthetized to collect blood and tissue to quantify markers of liver damage. APAP
caused acute liver failure by increasing the levels of the evaluated indicators, as well as
caused histopathological changes compatible with centrolobular necrosis. BG had positive
effects on these parameters.

Keywords: Acetaminophen. Acute liver failure. Oxidative stress. Kefir.
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1 APRESENTACAO

A lesdo hepatica induzida por medicamentos (LHIM) é a causa mais comum da
insuficiéncia hepatica aguda (IHA) e uma das grandes preocupacfes na pratica clinica,
sobretudo pelo uso ndo prescrito e/ou abusivo de diferentes farmacos (HELAL; SAMRA,
2020). Além disso, avaliar os efeitos hepatotoxicos a partir de modelos de LHIM in vitro e in
vivo € uma etapa determinante no desenvolvimento de novos farmacos e criteriosamente
monitorado por agéncias governamentais de controle em diferentes paises, inclusive o Brasil
(KUEHN, 2009; KUNA et al., 2018).

Reconhecer a etiologia da LHIM € clinicamente dificil, porém fundamental para o
manejo adequado, prevenindo a IHA e subsequente necessidade de transplante (STINE;
LEWIS, 2016). De acordo com dados registrados entre 1998 e 2019 pelo Grupo de Estudos
para Insuficiéncia Hepéatica Aguda de Adultos nos EUA, o uso abusivo do acetaminofeno
(APAP, N-acetil-p-aminophenol), popularmente conhecido como paracetamol, corresponde a
aproximadamente 50% dos casos (STRAVITZ; LEE, 2019). No Brasil, a segunda causa de
insuficiéncia hepatica aguda é lesdo hepética induzida por medicamentos (MELO; MAIA;
MEIRELLES, 2017), ndo sendo clara a prevaléncia do niumero de casos associados somente

ao acetaminofeno.

O APAP é um dos analgésicos e antipiréticos mais utilizados no mundo, sobretudo por
ndo necessitar de prescricdo médica para aquisicdo em farméacias (JOZWIAK-BEBENISTA;
NOWAK, 2014). Embora seja considerado seguro do ponto de vista terapéutico, bem tolerado
por adultos e criancas, 0 uso abusivo, intencional ou ndo, esta diretamente associado a
intoxicagOes hepaticas principalmente pelo intenso estresse oxidativo e necrose centrolobular

que induzem a IHA, o gque pode causar o 6bito (LEE, 2012).

Visto que a IHA induzida pelo APAP esta, historicamente, associada a tentativas de
suicidio, principalmente na deécada de 1980, o uso abusivo desse farmaco tem recebido
atencdo nos paises desenvolvidos como EUA e Reino Unido, onde estratégias, como a
reducdo na quantidade de comprimidos por cartela, foram criadas no intuito de amenizar
indiretamente a superdosagem intencional, ou ndo (GUNNELL et al., 2013). Além disso, h&
uma crescente preocupacao devido ao uso conjunto de formulagdes farmacéuticas diversas
que trazem em sua composicdo o APAP e sdo amplamente utilizadas pela populacado
(SHIFFMAN et al., 2018).
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No Brasil, essa preocupacdo assume carater ainda mais serio, sobretudo pela
emergéncia das arboviroses como dengue, zika e chikungunya, cuja medicacdo de escolha
para tratamento dos principais sintomas em fase aguda como dor e febre é o paracetamol
(MALAVIGE; FERNANDO; FERNANDO, 2004).

A N-acetilcisteina (NAC) é a alternativa terapéutica preconizada clinicamente para o
tratamento da IHA induzida pelo APAP por melhorar as defesas antioxidantes hepaticas
(HEARD, 2008). Entretanto, o uso clinico da NAC ¢ limitado pela estreita janela terapéutica e
os efeitos adversos tais como reacGes anafilaticas, angioedema, cefaleia, diarreia, nausea,
vomitos e pruridos (HEARD, 2008; SANDILANDS; BATEMAN, 2009; YAREMA et al.,
2018). Por esse motivo, a busca por novas alternativas seguras é essencial na prevencao e/ou
tratamento da hepatotoxicidade aguda induzida pelo acetaminofeno. Neste sentido, produtos
de origem natural, como extrato de plantas e probioticos, sdo alternativas promissoras na

busca por novos recursos terapéuticos para o tratamento desse tipo de intoxicacao.

Entre esses produtos, destaca-se a silimarina, um flavonoide extraido da espécie
vegetal Silybum marianum, que tem apresentado bons resultados, sobretudo pelos efeitos
antioxidantes refletidos na elevacdo dos niveis hepéaticos de glutationa (SURAI, 2015;
TALEB et al., 2018). B-glucanas (BGs), polissacarideos naturais presentes em animais,
plantas, fungos e bactérias, apresentam diferentes efeitos bioldgicos positivos, incluindo a¢es
antioxidantes, imunomoduladoras, anticancer e hepatoprotetoras (CHEN et al.,, 2011,
VETVICKA, 2014; WANG et al., 2014; KAYA et al.,, 2016); Deste modo, este estudo
pretende avaliar os efeitos da -glucana extraida do Kefir na prevencéo e tratamento da IHA

induzida pelo APAP em camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Fisiologia hepéatica

O figado é a maior glandula do corpo, correspondendo a aproximadamente 2% da
massa corporal em um adulto de 70kg. Anatomicamente, estd localizado no quadrante
superior direito parcialmente protegido pela caixa toracica (figura 1); apresenta 4 lobos
assimétricos denominados de lobos direito, esquerdo, quadrado e caudado (ABDEL-MISIH;
BLOOMSTON, 2010; BOGDANOS; GAO; GERSHWIN, 2013). E um 6rgdo que recebe
sangue pela artéria hepética e também pela veia porta-hepética, 0 que o torna um dos tecidos
com maior perfusdo sanguinea do corpo, algo em torno de 1,5 L de sangue por minuto, dos
quais 70 % é drenado pela veia porta e 30% pela artéria hepatica (KAN; MADOFF, 2008).

Figura 1 — Localizacdo anatémica do figado. Rela¢es anatbmicas do figado com a vesicula
biliar, estbmago, duodeno e pancreas.

Esofago
Lobo
/esquerdo
lpbp <4— Estomago
direito ,
-—
Vesicula biliar et e

Created in BioRender.com bio

Fonte: Figura criada pela autora através de ferramenta disponivel no site: https://biorender.com/.

Morfologicamente, o tecido hepatico € formado por parénquima composto
majoritariamente de hepatdcitos (~70%) que corresponde a aproximadamente 80% do volume
do drgdo e é considerada sua unidade funcional (BLOUIN; BOLENDER; WEIBEL, 1977).
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As demais células ndo parenquimatosas séo : (a) células endoteliais dos sinusoides hepaticos
que correspondem a 45% das células ndo parenquimatosas ( figura 2) ; (b) células satélite que
armazenam vitamina A e sdo capazes de produzir tecido cicatricial na presenca de dano
tecidual; (c) macrdfagos residentes denominados de células de Kupffer que correspondem a
33% das células ndo parenquimatosas e de 80 a 90% de todos os macréfagos do corpo,
conferindo a este Orgdo uma importante fungdo imunoldgica (figura 3) (BLOUIN;
BOLENDER; WEIBEL, 1977; SHWARTZ; GOESSLING; YIN, 2019; WISSE et al., 1996;
WU; ZERN, 2000).

Figura 2 - Citoarquitetura do figado. B: Estrutura geral do l6bulo hepatico; C: Relacéo entre
0s compartimentos celulares

B Sinusoides
Veia central Hepatdcitos
\ Ducto biliar

Veia porta

Artéria hepatica

/‘ riade portal

Sinusoides

Artéria hepatica

/

Ducto biliar Veia porta

Hepatocito

Fonte: Adaptada de Si-Tayeb, Lemaigre e Duncan (2010).
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Figura 4 — Zonas de metabolismo do figado. A zona periportal recebe uma maior irrigagéo de
sangue e oxigénio comparada a perivenosa. Quanto maior o aporte de oxigénio, mais elevado

o0 metabolismo oxidativo.
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Os l6bulos hepéticos sdo divididos em 3 zonas que diferem entre si pela funcdo
desempenhada pelos hepatécitos (figura 4). A zona 1 fica adjacente a veia porta e recebe
maior suprimento sanguineo, participando assim das reacdes de metabolismo oxidativo; a
zona 3 é composta por hepatocitos que circundam a veia central e é onde sdo metabolizados
os farmacos, ja a zona 2, tem fungdo mista (VERNON; KASI, 2019).

O figado é uma glandula anexa ao sistema digestério que desempenha funcGes
exocrinas e endocrinas essenciais para a manutencdo da homeostase corporal (BOGDANOS;
GAO; GERSHWIN, 2013). A funcdo exdcrina é caracterizada pela producdo e liberacdo da
bile no trato digestdrio, enquanto atua de forma enddcrina secretando somatomedinas, sob o
estimulo do horménio do crescimento (GH). Além destas, também produz angiotensinogénio
e trombopoetina (SI-TAYEB; LEMAIGRE; DUNCAN, 2010).

E um 6rgdo que participa do controle e integracdo do metabolismo de nutrientes, tais
como vitaminas lipossollveis, carboidratos, lipidios e sintese proteinas plasmatica, por
exemplo: albumina, protrombina e fibrinogénio (GALLI et al., 2017; RUI, 2014). Somado a
isso, reacOes de detoxificacdo e depuracdo de xenobidticos nos hepatocitos acontecem
mediadas pela familia do citocromo P450 (FRIEDMAN, 2008; STANGER, 2015). Quando
ha um desequilibrio associado a perda funcional, as células entram em estado de apoptose
causando lesdo no drgdo. Estas lesdes podem ser classificadas em agudas ou crbnicas de
acordo com o tempo de duracdo e diferentes etiologias as quais envolvem inflamagéo,
necrose, fibrose, cirrose e tumoracdo (DEMIROREN et al., 2018; SUN et al., 2015).

2.2 Estresse oxidativo

A formacédo de radicais livres e especies reativas de oxigénio (EROs) acontece de
forma fisiologica e sdo importantes para diferentes processos de sinalizacdo celular. As
mitocondrias sdo a principal fonte através da cadeia transportadora de elétrons (GREEN;
BRAND; MURPHY, 2004).

Durante o metabolismo oxidativo, os EROS sao intermediarios da reducéo tetravalente
do O que resulta na formagdo da molécula de agua, gerando as especies reativas como o
superoxido (O2), formado ap6s a primeira reducdo do oxigénio, radical hidroperoxila (HO2 ),
o radical hidroxila (OH"), formada na penultima etapa de redugdo do oxigénio, peréxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio singlet ( 10;), (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além dos

ERQOS, as espécies reativas de nitrogénio sdo resultantes do metabolismo dos aminoacidos
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entre eles o o0xido nitrico (NO") e peroxinitritos (ONOO") (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). O oxido nitrico é uma molécula que desempenha funcGes fisiologicas importantes
como a manutencdo do desempenho durante o exercicio fisico, regulacdo da presséo e fluxo
arterial, além de participar da biogénese e respiracdo mitocondrial (MCDONAGH et al.,
2019). Sua atuacdo como agente protetor ou toxico dependerd do local de acimulo e de sua
concentracdo (JUNG et al., 2006). Em menores quantidades, atua como segundo mensageiro
em mecanismos que envolvem a enzima citocromo ¢ oxidase (SHIVA et al., 2005). Ja o
peroxinitrito é formado pela ligacdo do NO™ ao anion superéxido (O2). O aumento dessa
producdo esta relacionado ao mecanismo do estresse oxidativo, onde a maior concentragdo de
Oz depleta o NO™ disponivel interferindo no desempenho das fun¢Ges do 6xido nitrico e
consequentemente estimulando o estresse nitrosativo através da nitracdo de proteinas
(STEINHORN; LAKSHMINRUSIMHA, 2020).

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio podem afetar
diversos componentes celulares, mas as membranas plasmaticas sdo especialmente afetadas
por estes. Quando esses interagem com os lipidios insaturados presentes na membrana das
células, ocorre a peroxidacdo lipidica (EHLERS; TODD, 2017). A peroxidacdo lipidica
resulta em destruicdo da estrutura e do mecanismo de regulacdo de trocas de metabdlitos e até
a morte celular (MAHATTANATAWEE et al., 2006).

No intuito de minimizar os niveis dessas espécies reativas, durante a evolugdo foram
desenvolvidos sistemas de defesa antioxidantes que podem ser classificados em enzimaticos e
ndo enzimaticos (GUTMANN et al., 2020). O sistema enzimatico é composto, entre outras,
pelas enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A superoxido dismutase
catalisa a reacdo de conversdo do anion superoxido (O2) em peroxido de hidrogénio (H205),
menos reativo (MULLER et al., 2006). Por outro lado, a catalase regula a concentragédo de
H>0> convertendo em &gua (H20) nos peroxissomos (CAO; LENG; KUFE, 2003).

Ja o sistema antioxidante ndo enzimatico € composto por moléculas antioxidantes
como a glutationa, vitamina A, C e E (GUTMANN et al., 2020). A glutationa na sua forma
reduzida (GSH) é a biomolécula antioxidante mais importante produzida intrinsicamente. Seu
grupo sulfidrila (-SH) participa de reacdes de conjugacgéo e reducdo as quais sdo essenciais
para 0 metabolismo de xenobioticos (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009).
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O estresse oxidativo acontece quando ha uma deplecdo desses agentes antioxidantes
ou um desequilibrio entre fatores pro-oxidantes e antioxidantes. Esse tipo de estresse pode ser
um gatilho para o desenvolvimento de doencas agudas e cronicas por ter a producdo de ATP e
sobrevida das células afetada (BARBOSA et al., 2010).

2.3 Tipos de Lesdes hepaticas

As lesBes hepéticas podem ser classificadas a partir da etiologia e do tempo de

exposicdo ao agente agressor, como pode ser observado na figura 5.

Figura 5 - Fibrose na lesdo hepatica aguda versus cronica. A lesdo aguda é caracterizada por
inflamacdo, angiogénese e remodelamento da matriz extracelular (MEC) associado com
proliferacdo de hepatdcitos.
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Fonte: Adaptado de Campana e Iredale (2017).

Nota: Caso 0 agente agressor seja retirado, ocorre a recuperacao do figado. Se a injdria persistir, a
inflamacdo aguda torna-se cronica com deposicao da matriz extracelular, exacerbagdo da angiogénese
e perda progressiva da funcdo podendo evoluir até cirrose ou carcinoma hepatocelular se o insulto ndo
for interrompido.

Leséo hepatica cronica (LHC)

A lesdo hepatica cronica (LHC) caracteriza-se por uma deterioracdo das funcdes

hepéticas decorrentes de complicagdes de doencas de base como as hepatites virais, esteatose
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ndo alcoodlica além do etilismo (OLSON, 2016). Nos paises ocidentais, o estilo de vida
obesogénico e o consumo excessivo de &lcool sdo as principais causas da doenca hepética
cronica (GAO; BATALLER, 2011; MARRA; LOTERSZTAJN, 2013).

A fibrose hepética resultante da lesdo cronica piora o progndstico de pacientes
hepatopatas (ALTAMIRANO-BARRERA; BARRANCO-FRAGOSO; MENDEZ-
SANCHEZ, 2017). Sua origem esta relacionada a cascata de ativacdo das células satélites a
partir da inflacdo instalada. Uma vez ativados, os macréfagos produzem mais citocinas pro-
inflamatdrias estimulando as células satélite a produzir matriz extracelular (MEC) rica em
colageno que se acumula no tecido hepatico (LEE; WALLACE; FRIEDMAN, 2015).

As enzimas conhecidas como matriz metaloproteinases (MMPS) sdo responsaveis pela
homeostase da MEC em organismos saudaveis. Na doenca hepatica crbnica, a ativacdo das
células satélite estimula a atividade dos inibidores dessas enzimas e consequente aumento da
fibrose (RODERFELD, 2018). Em estégios iniciais, a fibrose pode ser revertida quando o
agente agressor é descontinuado. Nesse contexto, ocorre apoptose através das células natural
killer (NK), diminuicdo dos inibidores das MMPs e da producéo de colageno hepatico (LEE;
WALLACE; FRIEDMAN, 2015; PELLICORO et al., 2014).

Lesdo hepatica aguda (LHA)

A lesdo aguda desenvolve-se através da disfuncdo dos hepatdcitos sem a existéncia
prévia de doenca hepatica (LEE, 2012). Tem etiologia multifatorial que inclui fatores
geograficos, genéticos e socioecondmicos (RAJARAM; SUBRAMANIAN, 2018). Pode ser
classificada ainda em trés tipos, de acordo com o aparecimento de desordens de coagulacédo e
neuroldgicas: hiperaguda, aguda, subaguda (O’GRADY et al., 1989). A lesdo hepatica
induzida por medicamentos (LHIM) é a causa mais relevante desse tipo de injaria nos paises

ocidentais, com destaque para os Estados Unidos da América (EUA) (LEE, 2013).

Embora a avaliagdo histopatolégica de uma LHIM na maioria dos casos nao
apresentar um padrdo claro de injdria, como acontece com a doenca hepatica cronica e
gordurosa, sua utilizacdo é importante para determinar a gravidade e o manejo clinico mais
adequado (KLEINER, 2017).

A LHIM pode ser classificada como idiossincratica (dose-independente) e intrinseca
(dose-dependente) (MOSEDALE; WATKINS, 2017). A primeira acontece raramente e ainda
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é subdividida em alérgica e ndo alérgica (KAPLOWITZ, 2005). J& a intrinseca tem
desenvolvimento previsivel e 0 APAP é, isoladamente, o farmaco principal responsavel pelo
desenvolvimento da insuficiéncia hepatica aguda (IHA) (LEE, 2003). Esse tipo de lesao
representa um problema de saude publica com registro de médio de 38.000 internacdes por
ano nos Estados Unidos da América, segundo levantamento realizado entre 1998-2011
(MAJOR et al., 2016).

2.4 Acetaminofeno (APAP): metabolismo hepatico e toxicidade

O acetaminofeno (APAP) pertence a familia de analgésicos derivados da anilina
sintetizado pela primeira vez no final do século XIX a partir da fenacetina, um analgésico ja
conhecido (BRUNE; RENNER; TIEGS, 2015). Naquele momento, o APAP mostrava-se
como uma possivel alternativa mais eficiente, jA que a fenacetina apresentava como efeito
colateral o surgimento de cianose devido a producdo de metemoglobina (FLINN; BRODIE,
1948). Porém, com o aumento da utilizacdo do acetaminofeno nos anos posteriores, elevaram-

se 0s casos de superdosagem com quadro de hepatotoxicidade seguida de morte (LEE, 2004).

Em doses terapéuticas, a via preferencial de metabolizacdo é na fase 11 que consiste na
glicuronidacédo e sulfatacdo (figura 6). Na forma conjugada, os metabdlitos sdo eliminados
através da urina (PRESCOTT, 1980). A glicuronidacdo é catalisada pelas UDP (uridina-
difosfato de glicose) glicosiltransferase (UGT), as quais adicionam um residuo de agUcar, o
que aumenta a solubilidade da molécula (MACKENZIE et al., 2011). J& a sulfatacdo é
mediada pelas sulfotransferases e corresponde a via principal do metabolismo do
acetaminofeno em neonatos, ja que estes apresentam uma reduzida concentracdo enddgena de
UGT (ADJEI et al., 2008).

Uma menor parcela do acetaminofeno sofre uma reacdo de oxidacdo, fase I, mediada
por enzimas do Citocromo P450 (CYP). Nos seres humanos e camundongos, 0 acetaminofeno
é metabolizado pelas isoformas CYP2el e CYPla2 (ZAHER et al., 1998). Nesse processo, ha
a producdo do metabdlito tdxico N-acetyl-p-benzoquinona imina (NAPQI) (JAESCHKE;
XIE; MCGILL, 2014). Este produto é entdo inativado através da de sua conjugacdo com
glutationa reduzida (GSH), porém esse processo € limitado quando ha um excesso de
producdo de NAPQI, como ocorre na overdose (QIU; BENET; BURLINGAME, 2001).

Por este motivo, o metabdlito produzido na fase | do metabolismo é responsavel pela

hepatotoxicidade quando ha um consumo exacerbado deste medicamento, visto as vias de
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glicuronidacdo e sulfatacdo ficarem saturadas associada a deplecdo do GSH (MAST,;
DARDEVET; PAPET, 2018). Com a diminuigédo desse estoque, 0 NAPQI ndo conjugado ao
complexo enzimatico liga-se covalentemente a proteinas celulares causando oxidacdo de
grupos sulfidrilas, o que determina intenso estresse oxidativo e necrose celular (HE et al.,
2012).

A formacdo de adutos com as proteinas da membrana das mitocondrias provocam a
desregulacdo da permeabilidade da membrana, 0 que gera intenso estresse oxidativo por
interferir na cadeia transportadora de elétrons e consequente diminuicdo da producdo de ATP
(MASUBUCHI; SUDA; HORIE, 2005).

Figura 6 - Metabolismo do acetaminofeno: a via preferencial de metabolizacédo é na fase Il
onde ocorre a glicoronidacéo e sulfatagéo.

. APAP-GLU UGT APAP CYPZHW APAP-ADs
. APAP-SUL Y 5-9%
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2% NAPQI-GSH

urina

Fonte: Adaptada de Yan et al. (2018).

Nota: Em casos de overdose, 0 metabolismo é desviado para a via do Citocromo P450, gerando o
metabdlito NAPQI. Com a diminui¢do do estoque de GSH, o NAPQI forma adutos protéicos gerando
estresse oxidativo e morte celular. APAP, acetaminofeno; UGT, UDP-glicuronosiltransferase; SULT,
sulfotransferase; CYP 2E1, Citocromo P450 2E1; NAPQI, N-acetil-p-benzoquinona imina; GSH,
glutationa; APAP-ADs, APAP aduto proteico.
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2.5 Utilizacéo do kefir na medicina alternativa

O kefir € uma bebida fermentada de origem asiatica preparada a partir de grdos de
kefir adicionados ao leite ou a uma matriz de sacarose e agua (FARNWORTH, 2008;
GULITZ et al., 2011). Os grdos de kefir correspondem a um conjunto de microrganismos,
dentre os quais: bactérias laticas e leveduras (KIM et al., 2015b). Ao serem adicionados ao
leite ou & &gua com acucar, promovem a fermentacdo produzindo uma bebida que terd
composicdo varidvel de acordo com o tipo de substrato utilizado, a microbiota ja existente e

as condicdes em que se desenvolveu a fermentacdo (ALTAY et al., 2013).

Estudos tém demonstrado a acdo benéfica do kefir no sistema imunolégico e atuagédo
como fator antioxidante (FRANCO et al., 2013; MERT et al., 2018). Esses efeitos séo
atribuidos principalmente aos exopolissacarideos (EPS) produzidos pelos organismos
simbioticos que compdem os grdos de kefir. Os EPS também apresentaram efeito sobre
controle do ganho de peso e niveis de lipidios sanguineos (LIM et al., 2017). Além dessas
acOes, o kefir demonstrou atuar na reducdo do estresse oxidativo associado a reducdo da
progressao do diabetes em ratos (PUNARO et al., 2014).

A capacidade antioxidativa do kefir também foi refletida em estudo que observou
atenuacdo dos efeitos na lesdo hepética provocada por inseticida (EL GOLLI-BENNOUR et
al., 2019). Este fato reforca o interesse por seus mecanismos de acdo na diminuicdo do
estresse oxidativo mitocondrial e possiveis beneficios na insuficiéncia hepética induzida por

outros compostos como 0 acetaminofeno.

2.6 B-glucana (BG)

As B-glucanas (BG) sdo polissacarideos encontrados nas paredes celulares de cereais
fungos e bactérias (HARTLAND et al., 1994). Sdo denominados dessa forma devido a
predominancia das ligacGes entre suas moléculas, ou seja, ligacbes beta-glicosidicas dos tipos
1-3,1-4 e 1-6 (Figura 7). A proporcdo de cada tipo de ligacdo varia de acordo com a fonte e
ird determinar a sua solubilidade e consequentemente sua velocidade de fermentacéao
(TIWARI; SINGH; JHA, 2019).
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Figura 7 - Estrutura molecular da -glucana.
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Fonte: (SIMA; VANNUCCI; VETVICKA, 2018).

Entre os cereais ricos em BG, destacam-se a aveia e cevada, que apresentam
aproximadamente 4,5% dessa fibra em sua composi¢cdo (CHO; PAMELA J, 1993). Como
representantes do Reino Fungi, tem-se o cogumelo do Sol (Agaricus blazei) e as leveduras.
Assim como os graos de Kefir vem ganhando destaque na producdo desse polissacarideo
(KIM et al., 2015a). Estudos tém evidenciado possiveis beneficios da utilizacdo da p-glucana
no tratamento de doencas como diabetes, hipercolesterolemia, doencas cardiovasculares e
cancer (SOFI, SA; SINGH, 2017).

A maioria das fibras alimentares tem acdo anti-glicemiante como é o caso das BG
(SAMUELSEN; SCHREZENMEIR; KNUTSEN, 2014) como pode ser observado no estudo
de Andrade et al., (2016), no qual a administracdo de BG associada ou ndo ao exercicio fisico

obteve uma reducdo nos niveis de glicose e hemoglobina glicada em animais diabéticos.

No entanto, uma meta-analise feita por He et al., (2016) concluiu que a acéo
hipoglicemiante e aumento da sensibilidade a insulina provavelmente ndo é um efeito
exclusivo do polissacarideo isolado, mas sim, uma associacdo da acdo dos componentes do
cereal do qual é extraido. A partir dessa visdo, leva-se a pensar que a forma integra da fonte,
nesse caso da aveia, obteria resultados mais satisfatorios. Outra revisdo abrangente sobre o
tema destaca que ha evidéncias dos beneficios da ingestdo de fibras por diabéticos do tipo II.
Porém, destaca que estes devem ser analisados com cautela vista a heterogeneidade dos dados
estatisticos (HE et al., 2016).
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Em relagdo aos niveis de lipoproteinas de baixa densidade, a acdo das BG acontece
por vias distintas das estatinas (SIMA; VANNUCCI; VETVICKA, 2018). Seu efeito da-se
pela formacdo de gel polissacarideo na mucosa intestinal que diminui a reabsorcdo dos sais
biliares. Consequentemente, o colesterol circulante € utilizado para producdo desses sais no
figado, reduzindo seus niveis no sangue (KUIPERS; BLOKS; GROEN, 2014).

Sua atuacgdo no sistema imunoldgico, especialmente sobre os macrofagos, é apontada
como ponto de partida para alguns de seus efeitos, como exemplo, a atividade anti-tumoral. A
via apoptdtica é a mais provavel de ser ativada pela acdo da BG, o que resulta na diminuigédo
da velocidade de proliferacdo do tumor (LEI et al., 2015; XU et al., 2016).

A BG tem demonstrado também efeitos antioxidantes in vivo e in vitro como a
estimulacdo de enzimas antioxidantes e a protecdo contra danos ao DNA por acdo das
espécies reativas de oxigénio (CEYHAN et al., 2012; REVERBERI et al., 2005;
SLAMENOVA et al., 2003).

Recentemente, foi identificada a presenga de B-glucanas (BGs) como componente dos
EPS dos grdos de kefir (HONG et al., 2019). Neste contexto, torna-se importante verificar se
essa B-glucana obtida do kefir tem agdes antioxidantes, o que o tornaria um agente

hepatoprotetor sobre a insuficiéncia hepatica aguda induzida por acetaminofeno.
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3 HIPOTESE

O pre-tratamento e o tratamento agudo com a B-glucana extraida do kefir tem efeito

hepatoprotetor na insuficiéncia hepéatica aguda induzida por acetaminofeno em camundongo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com a B-glucana derivada do
kefir na insuficiéncia hepética aguda induzida por acetaminofeno em camundongos.
4.2 Objetivos Especificos

e Analisar o efeito do pré-tratamento da B-glucana integra e hidrolisada, assim como do

tratamento agudo com a B-glucana hidrolisada sobre:

Perfil bioquimico plasmatico;

Verificar a variagdo da massa corporal durante o pré-tratamento;

Dosar os marcadores de estresse oxidativo;

Avaliar as alteracdes histopatoldgicas
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Obtencao da B-glucana do kefir

A B-glucana integra e hidrolisada obtidas do kefir de agua foram cedidas pelo
Laboratorio de Biofisica Quimica da Universidade Fereral de Pernambuco — Campus Recife e
seu processo de extracdo encontra-se sob sigilo de patente.

5.2 Modelo Experimental de Insuficiéncia Hepatica Aguda (IHA) induzida por
Acetaminofeno (APAP).

5.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da linhagem Swiss (30- 40g),
entre 8 e 12 semanas de vida proveniente do biotério do Laboratério federal de defesa
agropecuéria (Lanagro) e biotério do departamento de fisiologia e farmacologia. Os animais
foram mantidos em sala climatizada com temperatura controlada e ciclo claro-escuro de 12:12
horas, com acesso livre a agua e alimentados com racdo industrializada propria para roedores
da marca Labina® normocalérica e normoproteica enriquecida com vitaminas e minerais.
Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais de biotério foram realizados de
acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE (CEUA) com protocolo n®:
23076. 033864/2018-67 (Anexo A).

5.2.2 Desenho experimental

5.2.2.1 Formacao dos grupos

Os animais foram distribuidos randomicamente em oito grupos com n=5 a 10 cada:
Controle (CTRL); acetaminofeno (APAP); BG integra 100 mg/kg (BGI 100) e 200 mg/kg
(BGI 200); BG hidrolisada 100 mg/kg (BHI 100) e 200 mg/kg (BHI 200); BG hidrolisada
administrada agudamente 200mg/kg (BHA 200); silimarina 100 mg/kg (SIL 100).
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Figura 8 - Desenho experimental para avaliagdo do efeito hepatoprotetor da B-glucana
extraida do kefir em modelo de insuficiéncia hepatica aguda (IHA) induzida por
acetaminofeno (APAP) em camundongos APAP: acetaminofeno; v.o: via oral; i.p:
intraperitoneal.
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B-glucana integra: (BGI 100/ BGI 200); oxidativo;
B-glucana hidrolisada: (BGH 100/BGH 200); GHS, TBAR, nitrito,
Silimarina 100 mg/kg SOD e CAT
Histopatologia.

Fonte: Autora.

Nota: ALT — alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; PTN, proteinas totais; ALP
— albumina; GHS — glutationa; TBAR — substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; SOD, superdxido
dismutase; CAT — catalase.

A escolha das doses utilizadas foi feita de acordo com estudos prévios que
demonstraram que a BG ndo era tdxica nessas concentrag@es, assim como a dose de APAP
utilizada ndo apresentou letalidade em modelos animais (CETIN, 2019; PAPACKOVA et al.,
2018; XU et al., 2018).

Os animais do grupo controle e APAP receberam pré-tratamento por gavagem durante
7 dias, os demais grupos foram pre-tratados com BGI, BGH ou silimarina por igual periodo.
Foi utilizada agulha curva de ponta arredondada prépria para camundongos. No sétimo dia de
pré-tratamento, foi induzida IHA com APAP (250mg/kg i.p.) nos grupos experimentais. A
agulha utilizada foi do tipo hipodérmica descartavel tamanho 13 x 0,45 26G %2. Os animais do
grupo controle receberam solugdo salina 0,9% aquecida (40°C) na mesma proporcdo do
volume do APAP. N&o foi excedido o volume de 2 ml na administragdo por animal (Figura
8).

5.2.2.2 Diluicao da B-glucana integra (BGI)

Inicialmente foi calculado o peso total dos animais. Com este dado, a BG foi pesada

de acordo com a quantidade necessaria para a respectiva concentracdo. Utilizou-se a
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proporcédo de 6:1 de salina em microlitros em relacdo a massa em miligramas do animal. Para
a dose de 200 mg/kg, foi necessario acrescentar o solvente orgéanico dimetilsulféxido
(DMSO) na solugéo salina na concentracao de 1% com objetivo de melhorar a solubilidade da
BG.

Apos ser adicionada a solugdo salina 0,9%, a solucdo foi agitada no vortex e
posteriormente, com ajuda da agulha de gavagem, o conteudo foi aspirado e devolvido até
dissolver completamente a BG. Quando totalmente solubilizada, a BG tem aparéncia viscosa,

levemente esbranquicada e turva.

5.2.2.3 Diluicao da 3 — glucana hidrolisada (BGH)

Com o peso dos animais, foi calculada a quantidade necessaria. A proporgdo de salina
foi a mesma utilizada na integra. A solucdo salina 0,9% foi aquecida a 40°C em chapa
aquecedora e adicionada a BG. Observou-se que apds esse processo, foram formados cristais
que eram diluidos com auxilio mecanico da agulha de gavagem igual ao descrito

anteriormente.

5.2.2.4 Diluicéo da silimarina

A silimariana foi diluida em solucao de carboximetilcelulose (0,5%). A proporc¢édo de

10:1 da solucdo em relacdo a massa do animal em miligramas.

5.2.2.5 Diluicao do acetaminofeno

O produto utilizado foi o 4-Acetamidophenol, N-(4-Hydroxyphenyl) Sigma ® Ref: a-
7085-100. Foi utilizado como solvente a solucdo de carboximetilcelulose (0,5%) aquecida a
40 ° C. A solucéo foi colocada em becker de 10 ml no agitador magnético a temperatura de
40°C, coberto com parafilm (importante evitar evaporacdo) até completa diluicdo. Foi

utilizada a proporcédo 15:1 em relagcdo a massa do animal em miligramas.

5.2.3 Eutanasia

No oitavo dia do experimento, 0os animais foram anestesiados com solu¢do contendo
cetamina (0,9 ml/kg) e xilazina (0,1ml/kg) de massa corporal (FISH, E.R., BROWN, M.J.,
DANNEMAN, P.J, KARAS, 2008). Todo procedimento foi realizado no Laboratério de
Neuroendocrinologia e Metabolismo (LNEM) da UFPE. O campo de cirurgia foi montado em

ambiente limpo e com pouco ruido para evitar estresse do animal.
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Ap0s a aplicagdo da anestesia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais até
que a sedacgdo estivesse estabelecida. Tomou-se o cuidado para que 0s animais que ainda

seriam anestesiados nédo tivessem contato visual do local de cirurgia.

Antes do inicio da cirurgia, foram verificados os reflexos de preensdo plantar dos
animais através de leve preensdo com pinca da pata traseira. Caso ainda houvesse resposta, a
anestesia era aprofundada através de isoflurano. Durante todo procedimento, o animal foi
monitorado quanto aos reflexos, repetindo se necessario, 0 processo de aprofundamento com

isoflurano para evitar dor ou desconforto animal.

Com o animal devidamente anestesiado, o sangue foi obtido através do plexo orbital
com auxilio de tubo capilar de acrilico de 75 mm. Depois foi feita uma abertura na cavidade
abdominal através de pequena incisdo na regido do peritbnio. Posteriormente, foram
submetidos a perfusdo com salina a 0,9% com consequente exsanguinacdo. Apds esse
momento, foram retirados figado e rins, além do coracdo, 0 que associado a exanguinacao,

comprovaram a morte do animal.

Todo manejo foi feito em horério previamente fixado durante o turno da manhad. A
carcaca foi colocada em saco plastico branco identificado e armazenado em freezer proprio
para este fim. A UFPE possui contrato com empresa especializada que recolhe estas carcacas
e as incinera seguindo todo protocolo sanitario vigente. Todos os envolvidos fizeram uso de

equipamentos de protecdo individual durante todas as etapas do experimento.

5.2.4 Analise do perfil bioquimico

O sangue obtido através do plexo foi posto em eppendorf e centrifugado a 4000 rpm
por 20 minutos para obtencéo de soro. Feito isso, o soro foi transferido com auxilio de pipeta
e subdivido para as analises bioquimicas. Foram separados 25 pl de soro para anélise da
alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotranferases hepaticas. Para albumina (ALB) e
proteinas totais (PTN), foram utilizadas 10 ul e 20 pl respectivamente. Os testes bioquimicos
foram feitos com Kits da marca Labtest®. Foi seguido o protocolo do fabricante. Quando

essas amostras ndo foram utilizadas no mesmo dia, permaneceram mantidas a — 20°C.
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5.2.5 Massa corporal

A massa corporal individual foi quantificada diariamente até o oitavo dia do
experimento com auxilio de balanca digital com capacidade até 10000 g.

5.2.6 Andlise dos marcadores de estresse oxidativo

O tecido hepético foi homogeneizado com adicdo de tampdo tris-base 50 mM e
antiproteases PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e ortovanadato de sodio de concentracdo 1
mM. Apos esse processo, foram centrifugados a 0°C em 3600 rpm durante 10 minutos. Do
sobrenatante, 120 ul foram coletados para as analises de superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT); 120 ul para glutationa (GSH) e 100 ul nitrito (WU et al., 2017). Também
foram feitas andlises das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) — 200 pl e
proteinas pelo método de Bradford (20 pl) (BRADFORD, 1976).

5.2.6.1 Determinacdo da Concentracdo de malonaldeido (MDA)

A peroxidagdo lipidica (LPO nos homogenatos de figado foi estimada
colorimetricamente através das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBAR)
(BUEGE; AUST, 1978), com algumas adaptacfes. Em resumo, foi adicionado homogenato
(80 a 100 pg de proteina) a 0,2 mL de solugdo de &cido tricloroacético (TCA) 30% e 0,2 mL
de solucdo de TRIS-HCL. Apos, foram centrifugados e ao sobrenatante adicionado o mesmo
volume de solucdo de acido tiobarbitarico a 0,73% e aquecida a 95 °C durante 15 min. Apos o
resfriamento até temperatura ambiente, 0,3 ml do sobrenadante foram coletadas e estimadas
as absorbancias a 535 nm. Os valores de malondialdeido (MDA) foram expressos em mM/mg
de proteina.

5.2.6.2 Determinacdo da Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A determinacgdo da atividade total da superoxido dismutase (SOD) foi realizada de
acordo com o método de Misra; Fridovich, (1972). Os sobrenadantes (0,03 mL), recolhidos a
partir de figado homogeneizado apds centrifugacdo, foram incubados com 0,920 mL de
carbonato de sodio 0,1M, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1mM (pH10,2) a 37
°C. Foram adicionados trinta milimoles por litro de epinefrina (em &cido acético a 0,05%) e a
atividade de SOD a 37°C foi medida pela cinética de inibi¢do da auto-oxidagdo de epinefrina
a 480 nm e o decaimento da absorbancia foi acompanhada por 90 segundos (MISRA E
FRIDOVICH, 1972). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina
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necessaria para inibir a auto oxidacdo de 1 pumol de epinefrina por minuto. Os resultados

foram expressos em U/mg de proteina.

5.2.6.3 Determinacéo da Atividade da Catalase

Foram retirados 0,06 ml do homogeneizado dos tecidos para medir a atividade da
CAT de acordo com o método descrito por Aebi, (1984). O principio do ensaio baseia-se na
determinacédo da constante de velocidade (k) da decomposicédo de H>O>, definida como 4,6 x
107. A constante de velocidade da enzima foi determinada medindo a variagdo na absorvancia
(240 nm) por minuto durante um periodo de 4 minutos a 30 °C (AEBI, 1984), em um meio de
reacao, contendo tampao fosfato 50mM (pH=7,0) amostra e H,O, (300mM). Uma unidade de
CAT sera definida como a quantidade de proteina necessaria para converter 1 pmol de H20>
por minuto em H20. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

5.2.6.4 Niveis de glutationa reduzida (GSH)

Para dosagem da glutationa reduzida, foram adicionados 0,05 ml do homogeneizado
dos tecidos ao tampédo fosfato 0,1 M (pH 8,0) contendo EDTA, 5 mM com oftaldialdeido
(OPT, 1 mg / mL) a temperatura ambiente durante 15 min. A intensidade de fluorescéncia foi
medida com excitacdo de 350 nm e comprimentos de onda de emissdo. Utilizou-se a N-
etilmaleimida para evitar interferéncias da GSH na medicdo (HISSIN; HILF, 1976). Os

resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

5.2.6.5 Determinacédo dos niveis de nitrito

Os niveis de Oxido nitrico foram medidos com base na estimativa de nitrito total que
foi obtida pela reagdo de Greiss. Foram adicionados 100 uL do homogenato dos tecidos a 100
pL de reagente de Greiss e medida em placas de 96 pogos a 570 nm utilizando um
espectrofotdmetro. As concentra¢bes de nitrito foram calculadas usando uma curva padréo
que variava de 100 a 1,56 uM de nitrito de sddio (NaNO2). Os niveis de nitrito foram

expressos como uM.
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5.3 Andlise histopatoldgica

Para andlise histopatoldgica, aproximadamente 500mg de tecido hepéatico foram
coletados para avaliacdo histopatoldgica. O tecido foi fixado em solucdo de formalina e
passaram por processo de diafanizacdo. Posteriormente emblocados em parafina histoldgica e
corados com hematoxilina-eosina e analisadas em microscopio optico (KLEINER et al.,
2005).

5.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo (MzEP). Para anélise de
distribuicdo normal dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro Wilk. Para a analise multipla
de dados foi feita a analise de variancia de via unica (one way ANOVA) ou de via dupla (two
way ANOVA) dependendo do tipo de dado, seguido do teste de Tukey para dados
paramétricos e Kruskal Wallis para ndo-parametricos. O nivel de significancia foi considerado
maior ou igual a 95% (p<0,05). Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software
GraphPad Prism 7®.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito da B-glucana (BG) extraida do kefir na lesédo hepatica aguda induzida por
acetaminogeno (APAP) em camundondos

N&o foi observada alteracdo no ganho de massa corporal nos animais pré-tratados com
a p-glucana integra (BGI) extraida do kefir (Figura 9). O grupo pré-tratado com 100mg/kg e
200mg/kg da BG hidrolisada (BGH) aumentou de modo dose dependente o ganho ponderal

em ~2X e ~4X, respectivamente. A silimarina ndo induziu alteracdes de ganho ponderal.

Figura 9 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com - glucana extraida do kefir na
massa corporal total em camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida pelo
acetaminofeno (APAP).

CTRL
APAP 250
BGI 100
BGI 200
BGH 100
BGH 200
SIL 100

50 A

40 A

30 A

Massa corporal (g)
EEREET

20 1

Dias de pré-tratamento

o 2]

A massa corporal (g)

Fonte: Autora.

Nota: A = massa final — massa inicial. Dados expressos em média + EP. " p < 0,05 versus BGI. CTRL.:
Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: - glucana integra; BGH: B- glucana hidrolisada; BHA: f-
glucana hidrolisada dose Unica; SIL: Silimarina Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA TWO

WAY (A) e ANOVA ONE WAY (B) Pos-teste: Tukey. n=5a 10.

O acetaminofeno (APAP) gerou, apos 24h de exposi¢do aguda, um aumento nos niveis

séricos da alanina amino transferase (ALT, 122,55 vs 70,43 U/L do controle, p < 0,05) e
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aspartato amino transferase (AST, 182,83 vs 121,64 U/L do controle, p < 0,05). Os animais
pré-tratados com a BG integra (BGI) reduziram os niveis séricos da ALT (~25%, p < 0.05)

sem alteracOes nos niveis da AST em ambas as doses avaliadas (figura 10).

Figura 10- Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com B-glucana extraida do kefir
nos niveis sericos de alanina aminotransferase (ALT,A) e aspartato (AST, B)
aminotransferases em camundongos com insuficiéncia hepatica aguda (IHA) induzida por
acetaminofeno (APAP).

1004

ALT (U/L)

50+

2501

2004

150+

AST (U/L)

100+

50

Fonte: Autora.
Nota: Dados expressos em média = EP. # : p <0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; " p <

0,05 versus BGI; - p < 0,05 versus BGH. CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana
integra; BGH: B -glucana hidrolisada; BHA: -glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina.
Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pos-teste: Tukey. n =5 a 10.
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J& os animais pré-tratados com 100mg/kg e 200mg/kg da BG hidrolisada (BGH)
reduziram os niveis das transaminases hepaticas (~50%). Os animais tratados imediatamente
antes a inducdo da IHA com a BG hidrolisada (BGH) reduziram em 50% os niveis séricos de

ambas as transaminases hepaticas (Figura 10).

Estes efeitos foram similares ao pré-tratametno com a silimarina (SIL), produto
natural isolado das sementes do Silybum marianum e utilizado no tratamento da IHA
(SOLEIMANI et al., 2019). O APAP reduziu os niveis plasmaticos de proteinas totais (PTN,
4,53 vs 5,82 g/dl do controle), o que foi melhorado nos grupos BGI 200 mg/kg (~30%) e
BGH 100mg/kg (25%), sem efeitos para o grupo tratado com 200mg/kg de BGH.
Curiosamente, o tratamento com a BHA néo preveniu a reducdo dos niveis de PTN (Tabela
1). A IHA induzida pelo APAP reduziu os niveis plasmaticos de albumina (1,43 vs 2,13 g/dI
do controle), porém nao houve alteragdo nos grupos BGI, BGH e BHA (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com B-glucana extraida do kefir
nos niveis séricos de proteinas totais (PTN) e albumina (ALB) em camundongos com
insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).

CTRL APAP 250 | BGI 100 BGI 200 BGH 100 | BGH 200 BHA 200 SIL 100

Proteinas totais | 5,82 +0,36 | 4,53 +0,08" | 5,52 +0,19" | 5,84 + 0,13" [ 5,65 + 0,06* | 4,98+ 0,23 | 4,19 + 0,42 #*" | 6,09+0,00 * ~

Albumina 2,13+0,34|1,43+£0,07*[156+0,11 | 1,79+0,11 [ 1,9+012 [1,85+0,11| 1,64+0,11 1,75+ 0,08

Fonte: Dados do estudo.

Nota: Dados expressos em média + EP. * p < 0,05 versus APAP; " p < 0,05 versus BGI. n = 5 a 10.
CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: B -glucana hidrolisada; BHA:
B-glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina; Teste de normalidade: Shapiro-Wilk;
ANOVA ONE WAY Pos-teste: Tukey. # p < 0,05 versus CTRL;

6.2 Efeito da B-glucana do kefir nos marcadores de estresse oxidativo

A IHA induzida pelo APAP provocou a redugdo dos niveis de GSH (9,045 £ 0,19 vs
10,99 + 0,33 mMol/mg.proteina do controle), acompanhado dos maiores niveis de
malondialdeido (MDA, 2,65 £ 0,03 vs 1,57+0,01 mMol/mg.proteina do controle) e nitrito
(2,12 £ 0,013 vs 1,48 + 0,15 mMol/mg.proteina do controle) e da menor atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD, 6,82 + 1,00 vs 19,64 + 2,64 U/mg de proteina do controle), sem
alteracbes na atividade da enzima catalase (CAT). O pré-tratamento com a BG integra
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preveniu a reducdo nos niveis de GSH hepaticos, o que ndo foi observado nos grupos BGH
100, BGH 200 e BHA 200 (figura 11). Houve redugdo nos niveis de MDA nos grupos BGI
200 (40%), BGH 100 (70%), BGH 200 (50 %) e sem alteracGes no grupo BGI 100. No grupo
BHA 200, houve reducéo nos niveis de MDA semelhantes a BGH 100 (figura 12).

Figura 11 - Efeito do pré-tratamento ¢ do tratamento agudo com B-glucana extraida do kefir
nos niveis hepaticos de glutationa (GSH) em camundongos com insuficiéncia hepatica aguda
(IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).

15-

GSH
(nMol/mg de proteina)

Fonte: Autora.

Nota: Dados expressos em média + EP. #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP;
" p < 0,05 versus BGI. CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra;
BGH: B -glucana hidrolisada; BHA: B -glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL:
Silimarina. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pos-teste: Tukey. n=5a
10.
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Figura 12 - Efeito do pré-tratamento ¢ do tratamento agudo com B-glucana extraida do kefir
nos niveis hepaticos das substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) em
camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).
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Fonte: Autora.
Nota: Dados expressos em média + EP. #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; " p <
0,05 versus BGI. APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana.integra; BGH: B-glucana hidrolisada; BHA:
B-glucana hidrolisada dose Unica. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pds-teste:
Tukey. n=5a 10.

Como observado na figura 13, a producdo exacerbada de espécies reativas de
nitrogénio induzida pelo APAP foi atenuada com o pré-tratamento com a BG nos grupos BGI
100 (~40%), BGI 200 (~30%), BGH 100 (~50%), BGH 200 (~40%) e BHA 200 (~55%), com

clara tendéncia de melhor resultados nos grupos que utilizaram BGH.

O pré-tratamento com BG integra, em ambas as doses avaliadas, estimulou a atividade
da SOD (1,5X). O pré-tratamento com a BGH na maior dose ou o tratamento agudo (BHA)

mostrou uma forte tendéncia na estimulacgdo da atividade dessa enzima (figura 14).
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Figura 13 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com a B-glucana extraida do kefir
nos niveis hepaticos de nitrito em camundongos com insuficiéncia hepatica induzida pelo
acetaminofeno (APAP).
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Fonte: Autora.

Nota: Dados expressos em média + EP. #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; CTRL.:
Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: B -glucana hidrolisada; BHA: B-
glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA
one way; Pos-teste: Tukey. n =5 a 10.
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Figura 14 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com a B-glucana extraida do kefir
na atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD, A) e catalase (CAT, B) no figado de
camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).
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Fonte: Autora.
Nota: Dados expressos em média = EP; #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; ™ p <
0,05 versus BGI.CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: 8 -glucana

hidrolisada; BHA: B-glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina. Teste de normalidade:
Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pos-teste: Tukey. n=5a 10.
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As andlises histopatoldgicas confirmaram a Insuficiéncia Hepéatica Aguda induzida
pelo APAP, sobretudo pela necrose centrolobular moderada, desestruturacdo do paréngquima
hepatico, ingurgitacdo dos sinusoides e presenca de vacuolizacdo, destacado na figura 15 B,
qguando comparado ao grupo CTRL que apresentou morfologia normal (figura 15 A). O pré-
tratamento com a BGH reduziu a desorganiza¢do do parénquima hepatico, sobretudo nos
grupos BGH (figura 15 E e F).

Figura 15 - Efeito do pré-tratamento com B-glucana do kefir na morfologia hepatica de
camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida por acetaminofeno (APAP).

Fonte: Autora.

Nota: Area delimitada por retangulo branco: desestruturacio do parénquima hepético, ingurgitacdo
dos sinusoides e presenca de vacuolizacdo. Area delimitada por retangulos pretos: areas do hepatdcito
com indicios de recuperacdo estrutural do parénquima apds o pré-tratamento com a beta-glucana
hidrolisada nas doses de 100 e 200 mg/kg respectivamente. A: Controle; B: Acetaminofeno; C: -
glucana integra 100 mg/kg; D: B-glucana integra 200 mg/kg; E: B-glucana hidrolisada 100 mg/kg; F:
B-glucana hidrolisada 200 mg/kg; G: B-glucana dose aguda 200 mg/kg: H: Silimarina; VC: veia
centrolobular. Coloracdo hematoxilina-eosina. Objetiva 10x e 40x da esquerda para direita.
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7 DISCUSSAO

O paracetamol (acetaminofeno, APAP) é amplamente utilizado na clinica por suas
acOes analgeésicas, antipiréticas e fracamente anti-inflamatérias. Embora o uso terapéutico seja
bem tolerado, o uso abusivo, consciente ou ndo, gera urgéncias médicas importantes,
sobretudo pelo desenvolvimento da insuficiéncia hepatica aguda (IHA) (LV et al., 2013)).
Embora a n-acetilcisteina (NAC) seja a Unica opc¢éo para o tratamento da IHA induzida pelo
APAP, seu uso € limitado pelos efeitos adversos (DEMIROREN et al., 2018), o que torna
essencial a busca por novas estratégias de prevencao e/ou tratamento desta condicdo clinica.
Neste sentido, as B-glucanas tem recebido muita atencdo por seus efeitos imunomoduladores,
anti-inflamatorios e antioxidantes (XU et al., 2016), razdes pelas quais avaliamos o efeito da
B-glucana (BG) derivada do Kefir integra e hidrolisada na insuficiéncia hepatica aguda (IHA)

induza por acetaminofeno em camundongos.

O tratamento com a BG integra (BGI) extraida do kefir ndo alterou o ganho ponderal,
tampouco a ingestdo alimentar (dado ndo mostrado) dos animais pré-tratados por 7 dias
(Figura 8), ao contrario da BG hidrolisada (BGH) que aumentou o ganho ponderal, de modo
dose dependente, sem alteracdes de consumo alimentar. Gudi et al., (2019) mostrou que a
partir do 5° dia, animais com colite e tratados com a BG extraida de leveduras ganharam
massa corporal. De modo oposto, animais obesos tratados com BG isolada do fungo
Schizophyllum reduziram o ganho ponderal induzido por dieta rica em gorduras
(MUTHURAMALINGAM et al., 2019). Os efeitos da BG no ganho de massa corporal
podem estar associados aos efeitos anti-inflamatérios da BG, como observado em
camundongos submetidos a inflamagdes intestinais (GUDI et al., 2019), assim como, a
prevencdo no excesso de ganho massa corporal em condic¢des inflamatorias crénicas como a
obesidade (MUTHURAMALINGAM et al., 2019). Esses achados estdo relacionados a
microbiota intestinal, maior producdo de A&cidos graxos de cadeia curta no intestino,
especialmente o butirato, e maior sensibilidade a horménios anabdlicos importantes como
insulina (MIYAMOTO et al., 2018), o que pode, pelo em parte, explicar o ganho ponderal no

grupo pré-tratado com a BGH.

Interessantemente, o tamanho da molécula de BG interferiu no ganho ponderal, uma
vez que somente o grupo pré-tratado com a BGH aumentou o ganho de massa corporal. A BG
extraida da aveia submetida a hidrélise enzimatica diferenciada para originar moléculas de

tamanho distintos mostrou que quanto menor a molécula maior a sua eficiéncia bioldgica, o
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que foi expresso menor efeito sobre a redugdo do ganho ponderal de animais obesos (BAE et
al., 2009). Os efeitos das BG podem variar de acordo com a sua origem e tamanho/massa
molecular, solubilidade e grau de polimerizacdo de glicose (AIZAWA et al., 2018; SUN et
al., 2019). Neste sentido, € razoavel especular que a massa da molécula interfira nos efeitos
sobre massa corporal, assim como a origem da BG e o estado de satde do individuo, haja
vista, os trabalhos citados se referem a reducdo ou ganho de massa em animais portadores de

doencas metabdlicas e inflamatdrias.

Neste sentido, é possivel que a BG extraida do kefir com menor tamanho em relagdo a
BG integra tenha estimulado o ganho ponderal por aumento da eficiéncia energética, aumento
do consumo alimentar e/ou reducdo do metabolismo basal. Sdo questbes ndo avaliadas no
presente trabalho, mas que sugerem novos experimentos para se conhecer possiveis
mecanismos através dos quais a BG hidrolisada gerou ganho de massa corporal em

camundongos saudaveis.

Em doses terapéuticas, o APAP sofre acdo de enzimas de conjugacdo e sulfatacdo
(reacOes de fase I1), o que gera metabolitos ndo tdxicos livremente excretados na urina. De 5 a
9% do APAP ¢ convertido no metabolito toxico N-acetil-p-benzoquinona (NAPQI) por acdo
das enzimas do complexo P450, sobretudo a CYP2E1 (JAESCHKE et al., 2020; LARSON,
2007). Rapidamente, o NAPQI ¢ detoxificado pela conjugacdo com a glutationa (GSH).
Entretanto, quando ha saturacdo das enzimas hepéticas de fase Il por super dosagem de
APAP, a NAPQI ¢ produzida, o que causa rapido consumo de GSH, ocasionando intenso
estresse oxidativo, sobretudo mitocondrial, gerando a disfuncdo celular e a necrose tecidual
(YAN et al., 2018).

Neste estudo, a hepatotoxicidade induzida pelo APAP ficou evidente na avaliacdo
morfoldgica e bioquimica. A analise histopatoldgica revelou necrose centrolobular, congestéo
dos sinusdides hepaticos e vacuolizacdo tecidual, o que foi atenuado pelo tratamento com a
BGH (figura 15). E bem descrito que o sitio de maior expressdo da CYP2E1 é a regido
centrolobular, onde coincide com a maior produgdo de NAPQI e necrose hepatica (LARSON,
2007), portanto, a regido de maior interesse para avaliacdo dos danos teciduais provocados
pelo APAP. O tratamento por 10 dias com [-glucana isolada do fungo Saccharomyces
cerevisiae atenuou as principais alteracdes histopatoldgicas em camundongos, embora a
dilatacdo dos sinusdides hepaticos tenha persistido (TOKLU et al., 2006). O pré-tratamento

por 7 dias com [B-glucana extraida do fungo Aureobasidum sp. se mostrou eficiente na
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protecdo hepética contra 0 APAP (LEE et al., 2009). BG sdo moléculas promissoras para
hepatoprotecdo, inclusive em outros modelos de hepatotoxicidade, como a esteatose hepética
alcoolica, no qual a Salecan, uma BG extraida de Agrobacterium sp., preveniu alteracGes
hepatoestruturais em animais (CHEN et al., 2012). Até onde conhecemos, este trabalho é

inédito na avaliacdo do efeito hepatoprotetor da BG extraida do kefir.

Como observado nas figura 10, 0 APAP, ap6s 24h, elevou os niveis séricos da alanina
(ALT) e aspartato (AST) aminotransferases, o que reflete uma lesdo hepatica aguda
semelhante a observada em diferentes estudos (HASANEIN; SHARIFI, 2017; LEE et al.,
2009; TOKLU et al., 2006). As transaminases sao marcadores plasmaticos de lesGes hepéticas
de diferentes etiologias, tais como hepatites virais, doengas autoimunes, desordens
metabolicas assim como a doenca de Addison e hipotireoidismo, abuso de élcool e
medicamentos como o paracetamol (DONG; NANCHAL; KARVELLAS, 2020; SENIOR,
2012).

De acordo com a expressdo diferencial nos tecidos bioldgicos, a ALT é o principal
marcador de dano hepatico, cujo aumento plasmatico informa necrose centrolobular, o que é
coerente com as alteracdes histopatologicas observadas neste e em outros trabalhos (L1 et al.,
2018; TOKLU et al., 2006). O pré-tratamento com a BGI reduziu os niveis da ALT, enquanto
a BGH reestabeleceu os niveis normais de ALT sérica em animais intoxicados, inclusive o
grupo BHA. O pré-tratamento com a BGI ndo exerceu efeitos sobre os niveis de AST (figura
10 b). Toklu e tal (2006) relatou que a BG isolada de S. cerevisiae igualmente reduziu os
niveis de ALT, sem efeitos importantes sobre os niveis de AST. Os efeitos da BGH sobre 0s
niveis da ALT foram ainda mais potentes em relacdo a silimarina, o que sugere que a BGH

tem acdes hepatoprotetoras importantes em lesdes agudas em camundongos.

E importante destacar que o tamanho da cadeia da BG parece ser importante para o
efeito bioldgico avaliado, sobretudo para os efeitos de protecdo do tecido hepatico observados
no grupo tratado com a BGH. Corrobora esta hipotese, o trabalho de Zyta et al., (2019), que
demonstrou que a BG de baixo peso molecular extraida da aveia apresenta uma reducao do
infiltrado linfocitéario de carater inflamatorio no intestino de animais com colite. Além disso,
gue a BG hidrolisada e de baixo peso molecular apresenta efeito imunomodulador mais
potente em virtude do aumento na propor¢do das ligagdes B 1-3, as quais sdo mais bem
reconhecidas pelo receptor dectina do tipo 1. Este é o receptor mais bem caracterizado para o
reconhecimento das BG, sobretudo as de ligacdo 1-3 (FESEL; ZUCCARO, 2016). Esta
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proteina também tem papel importante na cascata que regula a regeneracdo hepética e na
modulacdo de diferentes efeitos biologicas da BG (RAO et al., 2014; VAUTIER;
MACCALLUM; BROWN, 2012).

Além disso, os niveis plasmaticos de aloumina (ALB) e proteinas totais (PTN) foram
reduzidos pelo APAP (tabela 1) de modo semelhante ao observado em outros estudos (GAO
et al., 2018; HASANEIN; SHARIFI, 2017). Os niveis de ALB e PTN sdo indices igualmente
importantes para avaliacdo clinica e experimental da funcdo hepatica (IHEGBORO et al.,
2018). A BGI e a BGH na menor dose utilizada estimularam a sintese de proteinas totais no
figado, o que nédo foi observado no grupo BGH 200 e BHA. Provavelmente, a BG estimule a
sintese proteica no figado, independentemente do tamanho da molécula, o que reforga a
atividade protetora para o figado desta BG. Os nossos dados sugerem gue uma dose Unica nao
parece estimular agudamente a sintese hepatica de proteinas, sendo necessario o pré-

tratamento e/ou o uso continuado de BG.

O consumo da GSH induzida pela producéo excessiva da NAPQI decorrente da dose
excessiva do APAP gera intensa producéo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio, que por
sua vez promovem oxidacdo de macromoléculas como proteinas, peroxidacao lipidica (LPO),
disfuncdo mitocondrial e danos ao DNA celular, 0 que em conjunto estd diretamente
associado a patogenia da IHA (ABDEEN et al., 2019; QIU; BENET; BURLINGAME, 1998).
Neste trabalho, os dados séricos relacionados a disfuncdo hepética parecem estar diretamente
correlacionados ao estresse oxidativo constatado na reducdo dos niveis de GSH e da atividade
da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), assim como a elevacdo dos niveis de
LPO (malondialdeido, MDA) e nitrito (figura 12 e 13) induzidos pelo APAP.

Somente a BGI atenuou o consumo excessivo de GSH em camundongos com IHA
induzida pelo APAP (figura 11). De outro modo, os niveis de MDA e nitrito foram
intensamente reduzidos pela BG, independentemente do tamanho da molécula, inclusive no
grupo tratado agudamente (BHA) resultados semelhantes a estes foram vistos nos estudos
prévios (TIEN et al., 2014; WILCZAK et al., 2015). No entanto, o melhor desempenho da
BGI contraria os achados de Lei et al., (2015), que destaca que o polissacarideo de menor
peso molecular teria capacidade antioxidante mais elevada possivelmente devido a sua maior

solubilidade e consequente permeabilidade nas células (LEI et al., 2015).

As enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) fazem parte do sistema
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antioxidante enzimatico que possui a funcdo de defesa das células dos danos provocados
pelos radicais livres (ALl et al., 2020). Estudos tém demonstrado que esse sistema é afetado
por doses altas de acetaminofeno, diminuindo assim a resposta antioxidante dos tecidos ao
insulto do farmaco (HINSON; ROBERTS; JAMES, 2010; JAESCHKE et al., 2002; YAN et
al., 2018).

E necessario destacar que o efeito sobre a LPO e a formagcio de espécies reativas de
nitrogénio foram mais evidentes na BGH, inclusive aguda. Consistente com estes dados, o
estimulo da atividade da SOD foi observado no pré (BGIl e BGH) e no tratamento agudo com
a BHA. Sendo assim, nossos dados sugerem que a BG atenua a hepatotoxicidade induzida
pelo APAP provavelmente por reduzir os niveis de estresse oxidativo e LPO. Os efeitos
antioxidantes da BG, semelhantes ao encontrados neste trabalho, tem sido descrito na
literatura em modelos de IHA induzida por APAP (TOKLU et al., 2006), mas também em
outras condicOes clinicamente importantes como doenga intestinal inflamatoria (WILCZAK
et al., 2015) e céancer de pulmdo (CHOROMANSKA et al., 2018), 0 que corrobora a acao
antioxidante e hepatoprotetora da BG extraida do kefir. A figura 16 traz um esquema resumo

com os principais resultados deste estudo.
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Figura 16 — Esquema resumo dos resultados do estudo: Efeitos do pré-tratamento com a 3
glucana obtida do kefir sobre a insuficiéncia hepatica aguda induzida por acetaminofeno em
camundongos.
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Fonte: Figura criada através de ferramenta disponivel no site: https://biorender.com/.

Nota: As setas para cima indicam elevagdo e as para baixo indicam reducgdo. Setas duplas indicam que
a reducdo foi mais acentuada. O sinal de igualdade indica que ndo houve diferenga significativa.
Figura criada através de ferramenta disponivel no site: https://biorender.com/. ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GSH: glutationa reduzida; MDA: malonaldeido;
SOD: superdxido dismutase; i.p.: intraperitoneal.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a B-glucana extraida do kefir protege o
tecido hepético contra a insuficiéncia hepatica aguda induzida pelo acetaminofeno em

camundongos, sobretudo por a¢des antioxidantes.

A BG hidrolisada parece ter maior eficiéncia na preservacdo morfofuncional do
parénquima hepatico o que reforca a importancia de uso de BG de baixo peso molecular.
Neste sentido, sugerimos que o0 uso da BG isolada do kefir pode representar uma estratégia na
prevencdo e/ou na reducdo dos danos hepéticos caudados pelo uso abusivo do APAP e outros

medicamentos.
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9 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos nesta fase deste trabalho, torna-se interessante avaliar o
potencial biolégico da BG extraida do kefir, sobretudo hidrolisada, em outros modelos

animais de condigdes clinicamente importantes, como doengas metabdlicas e insuficiéncia

hepatica alcodlica.
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EFEITOS DA B-GLUCANA OBTIDA DO KEFIR NA LESAO
HEPATICA INDUZIDA POR ACETAMINOFENO EM
CAMUNDONGOS

Carla Mirele Tabdsa Quixabeira
Eduardo Carvalho Lira
Resumo

O acetaminofeno (APAP, paracetamol) é um dos analgésicos e antipiréticos mais
utiizados no mundo. Ainda que terapeuticamente seguro, 0 uso abusivo e,
normalmente nao prescrito, pode ocasionar insuficiéncia hepatica aguda (IHA), o
gue o torna uma grande preocupacao na pratica clinica. A metabolizacdo de doses
excessivas de APAP produz o N-acetyl-p-benzoquinona-imina (NAPQI) e deplecéo
rapida da glutationa (GSH), provocando intenso estresse oxidativo, principal
mecanismo envolvido ao desenvolvimento da necrose centrobular e IHA. O uso da
n-acetilcisteina (NAC) é a Unica opcao de tratamento da IHA induzida pelo APAP,
mas, que tem seu uso limitado pelos efeitos adversos. Neste sentido, a busca por
novos agentes terapéuticos se tornou uma necessidade para a prevencao e/ou
tratamento da IHA. Intensificou-se o estudo de moléculas que possam atenuar o
estresse oxidativo resultantes do metabolismo do APAP, entre 0s quais estdo 0s
exopolissacarideos obtidos dos graos de kefir. Estudos tem mostrado a utilizacao
do kefir como agente antioxidante. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da -
glucana (BG) derivada do kefir na IHA induzida pelo APAP em camundongos.
Camundongos (Mus musculus) machos da linhagem Swiss (30-40g) receberam BG
ou salina 0,9%. Posteriormente, todos 0s animais, exceto o grupo controle (C),
receberam uma dose Unica de APAP (250mg/kg, i.p.). 24 horas apoés a intoxicagao
por APAP, os animais foram anestesiados para coleta de sangue e tecido para
quantificacdo de marcadores de dano hepético. O APAP provocou insuficiéncia
hepatica aguda verificada através do aumento dos niveis dos indicadores
avaliados, assim como provocou alteracfes histopatolégica compativeis a necrose
centrolobular. A BG apresentou efeitos positivos sobre esses parametros.

Palavras-chave: Acetaminofeno. Insuficiéncia hepatica aguda. Estresse oxidativo.
Kefir.
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EFFECTS OF B -GLUCAN OBTAINED FROM KEFIR ON
ACETAMINOPHEN-INDUCED LIVER INJURY IN MICE

Carla Mirele Tabdsa Quixabeira
Eduardo Carvalho Lira

Abstract

Acetaminophen (APAP, paracetamol) is one of the most widely used analgesics and
antipyretics in the world. Although therapeutically safe, abusive and usually not
prescribed use can cause acute liver failure (ALF), which makes it a major concern
in clinical practice. The metabolization of excessive doses of APAP produces N-
acetyl-p-benzoquinone-imine (NAPQI) and rapid glutathione depletion (GSH),
causing intense oxidative stress, the main mechanism involved in the development
of centrobular necrosis and ALF. The use of n-acetylcysteine (NAC) is the only
treatment option for APAP-induced ALF, but its use is limited by adverse effects. In
this sense, the search for new therapeutic agents has become a necessity for the
prevention and/or treatment of ALF. The study of molecules that can attenuate
oxidative stress resulting from APAP metabolism was intensified, among which are
exopolysaccharides obtained from kefir grains. Studies have shown the use of kefir
as an antioxidant agent. The aim of this study was to evaluate the effect of B-glucan
(BG) derived from kefir in APAP-induced ALF in mice. Male mice (Mus musculus) of
the Swiss strain (30-40qg) received BG or saline 0.9%. Subsequently, all animals,
except the control group (C), received a single dose of APAP (250mg/kg, i.p.). 24
hours after APAP poisoning, the animals were anesthetized to collect blood and
tissue to quantify markers of liver damage. APAP caused acute liver failure by
increasing the levels of the evaluated indicators, as well as caused histopathological
changes compatible with centrolobular necrosis. BG had positive effects on these
parameters.

Keywords: Acetaminophen. Acute liver failure. Oxidative stress. Kefir
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INTRODUCAO

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) tem como causa principal a lesdo
hepética induzida por medicamentos (LHIM) que é preocupante sobretudo pelo uso
indiscriminado e/ou abusivo de diversos farmacos (1). De acordo com dados
registrados entre 1998 e 2019 pelo Grupo de Estudos para Insuficiéncia Hepatica
Aguda de Adultos nos EUA, o uso abusivo do acetaminofeno (APAP, N-acetil-p-
aminophenol), popularmente conhecido como paracetamol, corresponde a
aproximadamente 50% dos casos (5). No Brasil, essa preocupacdo assume carater
ainda mais sério, sobretudo pela emergéncia das arboviroses como dengue, zika e
chikungunya, ja que os anti-inflamatérios ndo esterioidais séo, na maioria das vezes,

contraindicados nessas patologias (7).

Os efeitos deletérios do acetaminofeno no figado devem-se as desordens nas
vias de sua metabolizacdo, pois, em doses terapéuticas, 10 a 15 % da
metabolizacdo do APAP acontece através de oxidacao, na fase | do metabolismo
hepético. Nesta, ha a formacgédo do metabdlito toxico N-acetyl-p-benzoquinona imina
(NAPQI), o qual é conjugado a glutationa reduzida (GSH), levando a sua inativacao
e subsequente excrecdo (9). Entretanto, em altas concentragcbes de APAP, a
formacdo excessiva de NAPQI gera uma rapida e importante deplecdo de GSH
hepatica (10). Logo, o NAPQI nédo conjugado a GSH forma adutos, ou seja, liga-se
covalentemente aos grupos sulfidrilas de proteinas celulares, principalmente as
localizadas nas mitocondrias (11). Essa adugao compromete a funcionalidade da

cadeia transportadora de elétrons provocando aumento da producdo de espécies
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reativas de oxigénio (EROS) além de reducdo na capacidade de producdo de

adenosina trifosfato (ATP) e consequentemente morte celular (12).

Devido a relevancia do estresse oxidativo mitocondrial na lesdo hepética por
APAP, intensificou-se o interesse pelo estudo de compostos que previnam ou
diminuam a producdo de EROS resultantes do metabolismo de altas doses desse

medicamento (13).

Dentre os probio6ticos, destaca-se o kefir, uma bebida fermentada de origem
asiatica preparada a partir de gréos de kefir adicionados ao leite ou a uma matriz de
sacarose e agua (14,15). Estudos tém demonstrado sua acao benéfica no sistema
imunolégico e atuagdo como fator antioxidante (16,17). Esses efeitos sé@o atribuidos
principalmente aos exopolissacarideos (EPS) produzidos pelos gréos de kefir, que
sdo formados por um conjunto de organismos simbidticos (bactérias e leveduras)
(18). Recentemente, foi identificado a presenca de [B-glucanas (BGs) como
componente dos EPS dos grdos de kefir (19). As BGs, que também estédo
naturalmente presentes em plantas, fungos e bactérias, apresentam diferentes
efeitos biolégicos positivos, incluindo acbes antioxidantes, imunomoduladoras,
anticancer e hepatoprotetoras (20-23); Deste modo, este trabalho pretende avaliar
os efeitos da B-glucana extraida do Kefir na prevencéo da IHA induzida pelo APAP

em camundongos.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencdao da beta-glucana do Kefir

A beta-glucana obtida do kefir foi cedida pelo Laboratério de Biofisica Quimica
da Universidade Fereral de Pernambuco — Campus Recife e seu processo de

extracao encontra-se sob sigilo de patente.

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da linhagem Swiss
(30- 409), entre 8 e 12 semanas de vida. Os animais foram mantidos sob condicdes
padrées de biotério. Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais de
biotério foram realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de

Animais da UFPE (CEUA) com protocolo n°: 23076. 033864/2018-67.

Desenho experimental

Os animais foram distribuidos randomicamente em oito grupos com n=5 a 10
cada: Controle (C); acetaminofeno (APAP); beta-glucana integra 100 mg/kg (BGI
100) e 200 mg/kg (BGI 200); beta-glucana hidrolisada 100 mg/kg (BHI 100) e 200
mg/kg (BHI 200); beta-glucana hidrolisada administrada agudamente 200mg/kg

(BHA 200); silimarina 100 mg/kg (SIL 100).

Os animais do grupo controle e APAP receberam pré-tratamento por
gavagem durante 7 dias, os demais grupos foram pré-tratados com BGI, BGH ou
silimarina por igual periodo. No sétimo dia de pré-tratamento, foi induzida a lesdo

hepatica aguda com acetaminofeno 250mg/kg, via intraperitoneal nos grupos
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experimentais. No oitavo dia do experimento, os animais foram anestesiados com

solucéo contendo cetamina (0,9 mil/kg) e xilazina (0,1ml/kg) de massa corporal (24).

Analise do perfil bioquimico

Foram analisadas as transaminases hepaticas ALT e AST, além de albumina
e proteinas totais. Os testes bioquimicos foram feitos com kits da marca Labtest®.

Foi seguido o protocolo do fabricante.

Andlise dos marcadores de estresse oxidativo

O tecido hepético foi homogeneizado com adicdo de tampao tris-base 50 mM
e antiproteases PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) e ortovanadato de sddio de
concentracdo 1 mM. ApOs esse processo, foram centrifugados a 0°C em 3600 rpm
durante 10 minutos. Do sobrenatante, foram coletadas aliquotas para as analises de
superéxido dismutase (SOD) catalase (CAT); para glutationa (GSH/GSSG) e nitrito.
Também foram feitas andlises das substancias reativas ao acido tiobarbiturico acido

tiobarbittrico (TBARS) — 200 pl e proteinas pelo método de Bradford (25).

Andlise histopatoldgica:

Para andlise histopatolégica, 500mg de tecido hepéatico foram coletados para
avaliacao histopatolégicas. O tecido foi fixado em solucdo de formalina e passaram
por processo de diafanizacdo. Posteriormente emblocados em parafina histologica e

corados com hematoxilina-eosina e analisadas em microscopio optico (26).

Andlise Estatistica
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Os resultados foram expressos como meédia = erro padrdao (MzEP). Foi
utilizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk. Para a analise multipla de dados
foi feita a analise de variancia de via unica (ANOVA one way) ou de via dupla
(ANOVA two way) dependendo do tipo de variaveis, seguido do teste de Tukey para
dados paramétricos e Kruskal Wallis para ndo-paramétricos. Para analise de
evolucao de O nivel de significancia foi considerado maior ou igual a 95% (p<0,05).

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 7®.

RESULTADOS

N&o foi observada alteragcdo no ganho de massa corporal nos animais pré-tratados
com a beta-glucana integra (BGI) extraida do kefir (Figura 1). O grupo pré-tratado com
100mg/kg e 200mg/kg da BG hidrolisada (BGH) aumentou de modo dose dependente o

ganho ponderal em ~2X e ~4X, respectivamente.

O acetaminofeno (APAP) gerou, apos 24h de exposicdo aguda, um aumento
nos niveis nos niveis séricos da ALT e AST. Os animais pré-tratados com a BGI
reduziram os niveis séricos da ALT sem alterag6es nos niveis da AST (Figura 2 A,B)
em ambas as doses avaliadas. Os animais pré-tratados com 100mg/kg e 200mg/kg
da BGH reduziram os niveis das transaminases hepaticas (~50%). Os animais
tratados imediatamente antes a inducdo da lesdo hepatica aguda com a beta
glucana hidrolisada (BGH) reduziram em 50% os niveis séricos de ambas as
transaminases hepaticas (Figura 2 A, B). Estes efeitos foram similares ao preé-
tratametno com a silimarina (SIL), produto natural isolado das sementes do Silybum
marianum e utilizado no tratamento da lesdo hepatica aguda (27). O APAP reduziu
0S niveis plasmaticos de proteinas totais, o que foi melhorado nos grupos BGI 200

mg/kg (~30%) e BGH 100mg/kg (25%), sem efeitos para o grupo tratado com
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200mg/kg de BGH. Curiosamente, o tratamento com a BHA nao preveniu a reducao
dos niveis de proteinas totais (Tabela 1). A lesdo hepética aguda induzida pelo
APAP reduziu os niveis plasmaticos de albumina (1,43 vs 2,13 g/dl do controle),

porém nao houve alteracédo nos grupos BGI, BGH e BHA (Tabela 1).

O pré-tratamento com a beta-glucana integra manteve os valores de GSH
sem alteracbes em relacdo ao controle e ao APAP. Curiosamente, houve uma
diminuicdo da glutationa reduzida em BGH 100, 200 e BHA 200 apresentando
diferenca estatistica comparado a CTRL, APAP e BGI. Destaca-se que BGH 100 e
BHA 200 apresentaram a maior variacdo de GSH comparado ao grupo sem pré-

tratamento (Figura 5).

Como ja era esperado, a enzima superoxido dismutase apresentou reducao
Nno grupo que recebeu apenas acetaminofeno quando comparado ao grupo controle.
O pré-tratamento com beta-glucana integra atenuou esse efeito aumentando esses
niveis em 130 % comparado ao APAP, chegando a valores préximos ao controle.
Nota-se que a BGH 200 elevou esses valores, porém ndo alcancou relevancia
estatistica (Figura 6 A). Sobre a atividade da catalase, percebe-se que ndo houve

alteracdo importante em nenhum dos grupos estudados (Figura 6 B).

As analises histopatolégicas mostram que o acetaminofeno causou necrose
no tecido hepatico comparado ao controle. O pré-tratamento com a beta-glucana

atenuou esses efeitos (Figura 7).

DISCUSSAO

O paracetamol (acetaminofeno, APAP) € amplamente utilizado na clinica por

suas acdes analgésicas, antipiréticas e fracamente anti-inflamatérias. As B-glucanas
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tem recebido muita atencao por seus efeitos imunomoduladores, anti-inflamatérios e
antioxidantes (28), razfes pelas quais avaliamos o efeito da beta-glucana (BG)
derivada do kefir integra e hidrolisada na insuficiéncia hepatica aguda (IHA) induza

por acetaminofeno em camundongos.

O tratamento com a BG integra (BGI) extraida do Kefir ndo alterou o ganho
ponderal, tampouco a ingestdo alimentar (dado ndo mostrado) dos animais pré-
tratados por 7 dias (Figura 1), ao contrario da BG hidrolisada (BGH) que aumentou o
ganho ponderal, de modo dose dependente, sem alteragcdes de consumo alimentar.
Gudi et al., (2019) mostrou que a partir do 5° dia, animais com colite e tratados com
a BG extraida de leveduras ganharam massa corporal. De modo oposto, animais
obesos tratados com BG isolada do fungo Schizophyllum reduziu o ganho ponderal
induzido por dieta rica em gorduras (30). Os efeitos da BG no ganho de massa
corporal estdo associados aos efeitos anti-inflamatérios da BG, como observado em
camundongos submetidos a inflamacdes intestinais (29), assim como, a prevencao
no excesso de ganho massa corporal em condi¢des inflamatdrias crénicas como a
obesidade (30). Esses achados podem estar relacionados a melhora da microbiota
intestinal, maior producdo de &cidos graxos de cadeia curta no intestino,
especialmente o butirato, e maior sensibilidade a horménios anabdlicos importantes
como insulina (31), o que pode, pelo em parte, explicar o ganho ponderal no grupo

pré-tratado com a BGH.

Os efeitos das BG podem variar de acordo com a sua origem e
tamanho/massa molecular, solubilidade e grau de polimerizacédo de glicose (33,34).
Neste sentido, € razoavel especular que a massa da molécula pode interfir nos

efeitos sobre massa corporal, assim como a origem da BG e o estado de saude do
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individuo, haja vista, os trabalhos citados se referem a reducéo ou ganho de massa

em animais portadores de doencas metabdlicas e inflamatorias.

E bem descrito que o sitio de maior expressdo da CYP2E1l é a regido
centrolobular, onde coincide com a maior producdo de NAPQI e necrose hepéatica
(35), portanto, a regido de maior interesse para avaliacdo dos danos teciduais
provocados pelo APAP. O tratamento por 10 dias com B-glucana isolada do fungo
Saccharomyces cerevisiae atenuou as principais alteracdes histopatologicas em
camundongos, embora a dilatacdo dos sinuséides hepaticos tenha persistido (36). O
pré-tratamento por 7 dias com B-glucana extraida do fungo Aureobasidum sp. se
mostrou eficiente na protecdo hepatica contra o APAP (37). Até onde conhecemos,

este trabalho é inédito na avaliacdo do efeito hepatoprotetor da BG extraida do Kefir.

Como observado nas Figura 2 , 0 APAP, ap6s 24h, elevou 0s niveis séricos
da alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotransferases, o que reflete uma leséao
hepéatica aguda semelhante a observada em diferentes estudos (36,37,39). As
transaminases sdo marcadores plasméaticos de lesGes hepéticas de diferentes
etiologias, tais como hepatites virais, doencas autoimunes, desordens metabolicas
assim como a doenca de Addison e hipotireoidismo, abuso de &lcool e

medicamentos como o paracetamol (40,41).

O pré-tratamento com a BGI reduziu os niveis da ALT, enquanto a BGH
reestabeleceu os niveis normais de ALT sérica em animais intoxicados, inclusive o
grupo BGHA. O pré-tratamento com a BGI ndo exerceu efeitos sobre os niveis de
AST (Figura 2 b ). Toklu e tal (2006) relatou que a BG isolada de S. cerevisiae
igualmente reduziu os niveis de ALT, sem efeitos importantes sobre os niveis de

AST. Os efeitos da BGH sobre os niveis da ALT foram ainda mais potentes em
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relacdo a silimarina, o que sugere que a BGH tem acBes hepatoprotetoras

importantes em lesdes agudas em camundongos

E importante destacar que o tamanho da cadeia da BG parece ser importante
para o efeito biolégico avaliado, sobretudo para os efeitos de protecdo do tecido
hepatico observados no grupo tratado com a BGH. Corrobora esta hipétese, o
trabalho de Zyta et al., (2019), que demonstrou que a BG de baixo peso molecular
extraida da aveia apresenta uma reducdo do infiltrado linfocitario de carater
inflamatorio no intestino de animais com colite. Além disso, que a BG hidrolisada e
de baixo peso molecular parece apresentar efeito imunomodulador mais potente em
virtude do aumento na proporgao das ligagbes B 1-3, as quais sdo mais bem
reconhecidas pelo receptor dectina do tipo 1. Este é o receptor mais bem
caracterizado para o reconhecimento das BG, sobretudo as de ligacéo 1-3 (44). Esta
proteina também tem papel importante na cascata que regula a regeneracdo

hepatica e na modulacéo de diferentes efeitos bioldgicas da BG (45,46).

Além disso, os niveis plasmaticos de albumina (ALB) e proteinas totais (PT)
foram reduzidos pelo APAP (tabela 1) de modo semelhante ao observado em outros
estudos (39,47). Os niveis de ALB e PT sao indices igualmente importantes para
avaliacao clinica e experimental da funcado hepatica (48). A BGl e a BGH na menor
dose utilizada estimularam a sintese de proteinas totais no figado, o que né&o foi
observado no grupo BGH200 e BHA. Provavelmente, a BG estimule a sintese
proteica no figado, independentemente do tamanho da molécula, o que reforca a
atividade protetora para o figado desta BG. Os nossos dados sugerem que uma
dose Unica ndo parece estimular agudamente a sintese hepatica de proteinas,

sendo necessario o pré-tratamento e/ou 0 uso continuado de BG.
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Neste trabalho, os dados séricos relacionados a disfuncdo hepatica parecem
estar diretamente correlacionados ao estresse oxidativo constatado na reducdo dos
niveis de GSH e da atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD),
assim como a elevacédo dos niveis de LPO (malondialdeido, MDA) e nitrito (Figura 3

e 4) induzidos pelo APAP.

Somente a BGI atenuou o consumo excessivo de GSH em camundongos com
IHA induzida pelo APAP (Figura 5). De outro modo, os niveis de MDA e nitrito foram
intensamente reduzidos pela BG, independentemente do tamanho da molécula,
inclusive no grupo tratado agudamente (BHA) resultados semelhantes a estes foram
vistos nos estudos prévios (49,50). No entanto, o melhor desempenho da BGI
contraria os achados de Lei et al.,, (2015), que destaca que o polissacarideo de
menor peso molecular teria capacidade antioxidante mais elevada possivelmente

devido a sua maior solubilidade e consequente permeabilidade nas células (51).

E necessario destacar que o efeito sobre a LPO e a formacdo de espécies
reativas de nitrogénio foram mais evidentes na BGH, inclusive aguda. Consistente
com estes dados, o estimulo da atividade da SOD foi observado no pré (BGl e BGH)
e no tratamento agudo com a BHA. Sendo assim, nossos dados sugerem que a BG
atenua a hepatotoxicidade induzida pelo APAP provavelmente por reduzir 0s niveis
de estresse oxidativo e LPO. Os efeitos antioxidantes da BG, semelhantes ao
encontrados neste trabalho, tem sido descrito na literatura em modelos de IHA
induzida por APAP (36), mas também em outras condi¢des clinicamente importantes
como doenca intestinal inflamatoria (49) e cancer de pulméo (52), o que corrobora a

acao antioxidante e hepatoprotetora da BG extraida do kefir.
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CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a B-glucana extraida do
kefir parece proteger o tecido hepatico contra a insuficiéncia hepatica aguda

induzida pelo acetaminofeno em camundongos, sobretudo por acdes antioxidantes.

A BG hidrolisada indica ter maior eficiéncia na preservagao morfofuncional do
parénquima hepético o que reforca a importancia de uso de BG de baixo peso
molecular. Neste sentido, sugerimos que o uso da BG isolada do kefir pode
representar uma estratégia na prevencdo e/ou na reducdo dos danos hepaticos

caudados pelo uso abusivo do APAP e outros medicamentos.
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Tabela 1- Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com [-glucana extraida do kefir
nos niveis séricos de proteinas totais (PTN) e albumina (ALB) em camundongos com
insuficiéncia hepatica aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP). Dados expressos
em média £ EP. * p < 0,05 versus APAP; " p < 0,05 versus BGI. n =5 a 10. CTRL: Controle;
APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: 8 -glucana hidrolisada; BHA: B-glucana
hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina; Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA
ONE WAY Pds-teste: Tukey. # p < 0,05 versus CTRL;

CTRL APAP 250 | BGI 100 BGI 200 BGH 100 BGH 200 BHA 200 SIL 100
Proteinas totais | 5,82 +0,36 | 4,53 +0,08* |5,52 +0,19"| 5,84 + 0,13" | 5,65 + 0,06* | 4,98+ 0,23 | 4,19+ 0,42 #" | 6,09+0,09 "~
Albumina 2,13+0,34| 1,430,077 |156+0,11| 1,79+0,11 | 1,9+0,12 [1,85+0,11| 1,64+0,11 1,75+ 0,08

Fonte: Dados do estudo
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Figura 1 -Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com - glucana extraida do kefir
na massa corporal total em camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida
pelo acetaminofeno (APAP). A = massa final — massa inicial. Dados expressos em média
EP. " p < 0,05 versus BGI. CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: 8- glucana integra;
BGH: B- glucana hidrolisada; BHA: B- glucana hidrolisada dose Unica; SIL: Silimarina Teste
de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA TWO WAY (A) e ANOVA ONE WAY (B) Pos-teste:
Tukey. n=5a 10.
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Figura 2 -Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com f-glucana extraida do kefir
nos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT,A) e aspartato (AST, B)
aminotransferases em camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida por
acetaminofeno (APAP). Dados expressos em média + EP. # : p <0,05 versus Controle; *: p <
0,05 versus APAP; ": p < 0,05 versus BGI; CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: 3-
glucana integra;, BGH: B -glucana hidrolisada;, BHA: B -glucana hidrolisada tratamento
agudo; SIL: Silimarina. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pds-teste:

Tukey. n=5a 10.
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Figura 3 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com [-glucana extraida do kefir
nos niveis hepéaticos das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em
camundongos com insuficiéncia hepatica aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).
Dados expressos em média + EP. #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; ™. p
< 0,05 versus BGIl. APAP: acetaminofeno; BGI: f-glucana.integra; BGH: fB-glucana
hidrolisada, BHA: B-glucana hidrolisada dose Unica. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk;
ANOVA one way; Pés-teste: Tukey. n =5 a 10.
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Figura 4 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com a 3-glucana extraida do kefir
nos niveis hepaticos de nitrito em camundongos com insuficiéncia hepética induzida pelo
acetaminofeno (APAP). Dados expressos em média + EP. #: p < 0,05 versus Controle; *: p
< 0,05 versus APAP; CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH:
B -glucana hidrolisada; BHA: B-glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina. Teste
de normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pés-teste: Tukey. n =5 a 10.
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Figura 5 - Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com [-glucana extraida do kefir
nos niveis hepaticos de glutationa (GSH) em camundongos com insuficiéncia hepatica
aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP). Dados expressos em média + EP. #: p <
0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; ™. p < 0,05 versus BGI. CTRL: Controle;
APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: B -glucana hidrolisada;, BHA: B -
glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina. Teste de normalidade: Shapiro-Wilk;
ANOVA one way; Pés-teste: Tukey. n =5 a 10.
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Figura 6- Efeito do pré-tratamento e do tratamento agudo com a -glucana extraida do kefir
na atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD, A) e catalase (CAT, B) no figado de
camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida pelo acetaminofeno (APAP).
Dados expressos em média + EP; #: p < 0,05 versus Controle; *: p < 0,05 versus APAP; ™. p
< 0,05 versus BGI.CTRL: Controle; APAP: acetaminofeno; BGI: B-glucana integra; BGH: 3 -
glucana hidrolisada; BHA: B-glucana hidrolisada tratamento agudo; SIL: Silimarina. Teste de
normalidade: Shapiro-Wilk; ANOVA one way; Pos-teste: Tukey. n=5 a 10.
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Figura 7- Efeito do pré-tratamento com [-glucana do kefir na morfologia hepatica de
camundongos com insuficiéncia hepética aguda (IHA) induzida por acetaminofeno (APAP).
Area delimitada por retangulo branco: desestruturacdo do parénquima hepaético, ingurgitacéo
dos sinusoides e presenca de vacuolizacdo. Area delimitada por retangulos pretos: areas do
hepatdcito com indicios de recuperagdo estrutural do parénquima apos o pré-tratamento
com a beta-glucana hidrolisada nas doses de 100 e 200 mg/kg respectivamente. A:
Controle; B: Acetaminofeno; C: -glucana integra 100 mg/kg; D: B-glucana integra 200
mg/kg; E: B-glucana hidrolisada 100 mg/kg; F: B-glucana hidrolisada 200 mg/kg; G: (-
glucana dose aguda 200 mg/kg: H: Silimarina; VC: veia centrolobular. Coloragéo
hematoxilina-eosina. Objetiva 10x e 40x da esquerda para direita.
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interfaces. It is published bimonthly and open to contributions of
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There is no fee for submission and review articles.
Submission

All articles must be submitted electronically at
<http://mc04.manuscriptcentral.com/rn-scielo>.

Any other form of submission will not be accepted by the
editors.

At the time of submission must be attached: (1) The article
(complete file in Word format, including cover sheet, abstract,
text, references and illustrations); (2) The illustrations (in
editable file, in the formats accepted by the magazine); (3) All
documentation required by the magazine (duly signed by all
authors).

Submitted manuscripts may be rejected without detailed
comments after initial review by at least two Revista de Nutrigéo
(Brazilian Journal of Nutrition) editors if the manuscripts are
considered inappropriate or of insufficient scientific priority for
publication in the Journal.

The Revista de Nutrigéo (Brazilian Journal of Nutrition) does not
publish more than 1 (one) article from the same author in the
same year (volume) to avoid endogeneity. This procedure aims
to increase the number of themes and collaborations made by
national and foreign authors.

Open access policy
The Journal provides open access to all its content, which is
protected by the Creative Commons license (CC-BY).

Research involving living beings
Results of research involving human beings and animals, must
contain a copy of the Research Ethics Committee approval.

Registration of Clinical Trials
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Avrticles with results of clinical researches must present an
identification number in one of the Register of Clinical Trials
validated by criteria established the World Health Organization
(WHO) and International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), whose addresses are available at the ICMJE site. The
identification number must be included at the end of the abstract.

Conflict of interest

Authors: The authors must declare explicitly and individually
any potential, direct or indirect, financial or nonfinancial conflict
of interest, etc., and any conflict of interest with ad hoc referees.

Ad hoc referees: If any of the referees declare a conflict of
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Plagiarism
All submitted articles will be screened using the plagiarism
detection tool CrossCheck before the peer review process.

Social Networks
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Mendeley — https://www.mendeley.com/

ResearchGate — http://www.researchgate.net/
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Referees

The authors may indicate three referees for assessing the
manuscript and their respective e-mails and institutional
affiliations. Alternatively, the authors may indicate three referees
that should not assess their manuscript.

Manuscript Assessment Process

Original manuscripts will be accepted for review as long as they
have not been submitted to any other journal in parallel and/or
published previously to preserve the original character of the
article. They should be accompanied by: a submission cover
letter, a completed submission checklist, and all other documents
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by all authors.

All manuscripts will only start undergoing the publication
process if they are in agreement with the Instructions to the
Authors. If not, they will be returned for the authors to make
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documents that may be necessary. See item preparation of the
manuscript.

Articles with any of the mistakes mentioned above will be
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assessment regarding the merit of the work and the convenience
of its publication.

Pre-analysis: assessment is made by the Scientific Editors based
on the originality, pertinence, academic quality, and relevance of
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referees. Each manuscript will be sent to three referees of known
competence in the theme. The authors may choose one of them.
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identification of the authors of the manuscript.
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process.

When changes are requested by the referees, the manuscript will
be returned to the authors along with the referees' opinions and
suggestions. The authors have 20 (twenty) days to make the
adjustments, respecting the Greenwich (London) time.

Accepted manuscripts: manuscripts accepted for publication
may return to the authors for approval of eventual changes made
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Publication in English: if approved, the articles will be
published in English. For the manuscript to be published, the
authors must provide the English translation of the version
approved by the Journal. The translation is paid for by the
authors.

In order to guarantee the quality and uniformity of the translated
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