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Hepatoprotective Effect of Merlot Grape Pomace Extract
against Acetaminophen-Induced Damage in Mouse

Efeito Hepatoprotetor do Extrato de Bagaco de Uva Merlot Contra Danos Induzidos Por
Acetaminofeno em Camundongos

Viviane Cassanelli Spader ¢, Diego de Carvalho °, Conrado de Oliveira Gamba °, Natan Veiga ®,
Karine Luz ¥ & Claudriana Locatelli ®

Absiract- This study investigated the benefits of Merlot grape
pomace extract (EBUM) in experimental acetaminophen-
induced intoxication. Swiss mice received the respective
treatments for 7 days: Control (saline), Silymarin (100 mg/Kg),
EBUM: 100 mg/Kg and 500 mg/Kg. On the seventh day, the
acetaminophen control, Silymarin and EBUM received a single
dose of acetaminophen 500 mg/kg. After 24 hours, the mice
were sacrificed, the blood and liver were collected for analysis
of serum transaminases (ALT and AST), bilirubin, hepatic
markers of oxidative siress and histopathological analysis.
EBUM was able to prevent acetaminophen-induced hepatic
necrosis with a significant reduction (p<0.0001) in ALT and
AST, bilirubin, as well as a significant increase in hepatic GSH
and CAT levels. The histological data are consistent with the
transaminase results, showing less liver damage in the treated
groups when compared to the acetaminophen group. The
results allow us to infer that EBUM has a hepatoprotective
effect against intoxication caused by acetaminophen in animal
model, proving to be a therapeutic alternative in preventing
drug-induced liver damage.

[.  INTRODUCAO

hepatite medicamentosa, também conhecida
Acomo leséo hepética induzida por medicamentos

ou Drug Induced Liver Injury (DILI), constitui uma
forma de reacdo adversa a medicamentos (Lunardelli et
al., 2020). Podendo se manifestar dentro de um periodo
de um a noventas dias apds a administragdo de um
medicamento (Silva et al., 2023).

A avaliacdo laboratorial da hepatite tdxica é
abrangente e diversificada, especialmente em relacao
ao tipo de medicamento envolvido. Alteragbes nos
niveis séricos das enzimas hepaticas aspartato
aminotransferase (ALT) e alanina aminotransferase
(AST) sao consistentemente detectadas, juntamente
com elevacOes na bilirrubina e modificagdes no tecido
hepatico (Mancilha et al., 2020).

O acetaminofeno (APAP) é um farmaco de alta
biodisponibilidade, que possui potente agéo analgésica

Author o o: Programa de Pés-Graduagdo em Biociéncias e Saude da
Universidade do Oeste de Santa Catarina — UNOESC.

e-mails: vivianecassanelli@gmail.com, diego.carvalho@unoesc.edu.br
Author p: Patologista veterinario do Instituto de Pesquisas e Diagndstico
Veterinario, Brasil. e-mail: conradogamba@gmail.com

Author @ ¥ §: Programa de Pdés-Graduagdo em Desenvolvimento e
Sociedade da Universidade Alto Vale do Rio do peixe — UNIARP.

e-mail: claudriana@uniarp.edu.br

e antipirética e discretos efeitos anti-inflamatérios.
Quando biotransformado, origina metabdlitos
sulfatados e glucuronidados, inativos por conjugagao.
Além disso, uma pequena fragdo é excretada inalterada
na urina e a fragdo restante é metabolizada pelo
sistema enzimatico citocromo CYP450 com énfase para
as enzimas CYP3A4 e CYP1A2, as quais levam a
formagao do N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI). A
glutationa desempenha o papel crucial de conjugacao e
desintoxicagao do NAPQI. Entretanto, em situactes de
ingestdo elevada do medicamento, observa-se uma
reducdo nos niveis de glutationa, resultando na
liberacado do metabdlito para se ligar aos hepatdcitos,
desencadeando assim, danos ao figado (Sousa et al.,
2023); Ribeiro et al., 2023; Vieira & Franca, 2015).

A ingestao de altas doses de APAP tem sido
relatada em diversos estudos que demonstram a
correlacdo da overdose com a insuficiéncia hepatica
aguda (IHAI). A ingestdo maxima diaria de APAP é de
4 g/dia, de acordo com o fFood and Drug Administration
(FDA), ¢6rgao regulamentador americano. Nos Estados
Unidos e no Reino Unido os casos de IHAI e mortes
associadas a overdose chegam a 50% e 70%
respectivamente. Em contrapartida, paises como
Alemanha e Espanha aparentam ter comportamento
diferente em relagdo a automedicacdo, visto que
apenas 3 a 9% dos casos de IHAI ocorrem por
sobredosagem de APAP (Bunchorntavakul & Reddy,
2018; Blieden et al., 2014).

A hepatotoxicidade do APAP vem sendo
estudada exaustivamente nos Ultimos anos e grande
parte dos mecanismos envolvidos nesse processo
encontram-se elucidados (Torres et al., 2019). Desta
forma, é possivel utilizar o APAP como indutor de dano
hepatico em modelo animal com a finalidade de estudar
sua toxicidade e de avaliar o uso de potenciais
substancias hepatoprotetoras.

Os antioxidantes sao compostos presentes em
varios vegetais que fazem parte da dieta humana. Em
concentragbes inferiores as do substrato oxidavel,
essas substancias tém a capacidade de eficazmente
inibir ou retardar o processo de oxidacao (Macedo et
al., 2020).
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Um dos agentes antioxidantes que opera de
maneira semelhante a glutationa é a N-acetilcisteina
(NAC). Esta substancia reage com os radicais livres nos
grupos sulfidrila, doando elétrons e se transformando
em cistina. Além disso, pode atuar como substrato na
sintese de glutationa hepatica. Dessa forma, a NAC
desempenha um papel significativo no tratamento de
lesbes hepéticas originadas por radicais livres, como
aquelas decorrentes da hepatotoxicidade induzida pelo
APAP (Oliveira & Costa, 2021).

A NAC tem sido reconhecida como o antidoto
primario para casos de overdose de APAP, sendo
administrada tanto por via intravenosa quanto oral.
Atualmente, a NAC é considerada o tratamento padrao
e essencial para casos de intoxicacdo por APAP
(Moreira, 2016).

Os residuos resultantes do processamento de
frutas constituem uma fonte valiosa de compostos
bioativos, que demonstram potencial aplicacao na
produgao de cosméticos e farmacos com propriedades
anti-inflamatdrias e antioxidantes (Haghighatdoost et al.,
2020). O Extrato de Bagaco de Uva (EBU),
frequentemente subutilizado, emerge como uma fonte
significativa de compostos fendlicos, oferecendo
beneficios nas areas alimenticia, cosmética e
farmacologica (Nascimento, 2019). A composicao
diversificada do EBU, compreendendo sementes,
cascas e engaco, revela uma consideravel quantidade
de componentes bioativos, como 6leos essenciais,
fioras, proteinas e complexos fendlicos (Bocsan et al.,
2022).

O resveratrol € um polifenol natural identificado
em diversas especies de plantas, sendo uma delas a
videira (Vitis vinifera). E considerado um potente
antioxidante e neutralizador de radicais livres. O EBU €
uma fonte rica de polifendis antioxidantes (Chupradit, e,
al. 2022), que por sua vez possuem propriedades
benéficas para a salde, prevenindo o cancer e a
eliminac&o de radicais livres, doencas cardiovasculares,
inflamacoes e disturbios relacionados ao
envelhecimento, além de capacidade hepatoprotetora
(Dezena et, al. 2023).

O presente estudo objetivou investigar o efeito
hepatoprotetor do Extrato de Bagago de Uva Merlot
(EBUM) em lesdo hepatica induzida experimentalmente
por APAP em camundongos Swiss.

[I. METODOLOGIA

a) Obtencdo do Extrato Hidroalcdolico do Bagago de
Uva Merlot (EBUM)

Os EBUM utilizados nesta pesquisa foram
obtidos pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural (EPAGRI), o qual foi transportado ao
laboratério e secos em estufa de aeragéo. Para a
obtencao do extrato foi pesado 20 g de bagaco de uva
Merlot e adicionadas em 100 mL de solvente agua e
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etanol (50:50 v/v). As solucdes foram trituradas em um
liquidificador industrial por 3 minutos, apds a trituragao
a solucdo foi filtrada em bomba de vacuo para a
extragdo do solvente e os filtrados obtidos foram
concentrados por destilacdo a presséo reduzida com
auxilio de um rotaevaporador. Apds a evaporagdo do
etanol, as amostras foram levadas ao liofilizador. Assim
obtendo o EBUM).

b) Animais e Delineamento Experimental

Foram utilizados 70 camundongos albinos,
machos, da linhagem Swiss, com 60 dias de idade e
pesando aproximadamente 25 g. Os animais ndo foram
submetidos a condicdes de estresse ou qualquer tipo
de sofrimento. Nao houve restricho de éagua ou
alimento. O experimento foi conduzido dividindo-se 0s
animais em 7 grupos com 10 animais cada. O grupo 1
foi denominado grupo controle (G1), recebendo apenas
solugdo salina. Os grupos denominados 2 a 5,
receberam, durante 7 dias, o0 seguinte tratamento:
grupo 2 (APAP 500 mg/kg, em solugéo salina, no
sétimo dia); grupo 3 (silimarina 100 mg/kg, em solugéo
salina, durante 7 dias e APAP 500 mg/kg, em solucao
salina, no sétimo dia); grupo 4 (EBUM 100 mg/kg, em
solugéo salina, durante 7 dias e APAP 500 mg/kg em
solugéo salina, no sétimo dia); grupo 5 (EBUM 500
mg/kg, em solugéo salina, durante 7 dias e APAP 500
mg/kg em solucdo salina, no sétimo dia); grupo 6
(EBUM 100 mg/kg, em solugao salina, durante 7 dias);
grupo 7 (EBUM 500 mg/kg, em solucao salina, durante
7 dias). No oitavo dia todos os animais foram
eutanasiados. A descricao do experimento esta
demonstrada na Figura 1.
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Figura 1: Delineamento experimental representando a divisdo de grupos do estudo.

Este estudo foi encaminhado ao Comité de
Etica para Uso de Animais CEUA-UNOESC para
realizacdo dos ensaios com camundongos, obtendo
parecer favoravel sob nimero 75/2018.

c) Coleta do Material Bioldgico e Processamento
Histoldgico

Ao final do tratamento os animais foram
eutanasiados, segundo protocolo do comité de ética e
pesquisa com animais. A eutanasia deu-se apos
utilizacdo de quetamina injetavel acrescido de lidocaina.
O sangue foi coletado em tubo seco através de pungéao
cardiaca, e as amostras de soro foram armazenas a -
20°C até a anélise. Imediatamente apds, o figado foi
coletado, pesado e dividido em duas sec¢bes, uma para
analise histopatolégica e outra para avaliacdo do
estresse oxidativo.

d) Analise de Biomarcadores Séricos de Dano
Hepatico

A funcdo hepatica foi avaliada por meio
das determinagbes dos niveis  séricos de
transaminases (Aspartato aminotransferase  (AST),
Alanina aminotransferase (ALT)) e bilirrubina total (BT).
Em tais determinagodes, foram utilizados kits reagentes
da Labtest Diagnéstica S.A., e as analises foram
realizadas conforme instrucdes do fabricante (Labtest,
Lagoa Santa-MG).

e) Preparo dos Homogeneizados Para Avaliagao do
Estresse Oxidativo

O tecido hepatico foi retirado para avaliagédo

dos parametros oxidativos, Substancias Reativas ao

Acido Tiobarbitdrico (TBARS), Gilutationa Reduzida

(GSH) e Catalase (CAT). Para determinagcao de TBARS

e CAT foi preparado um homogeneizado de figado em

tampéao fosfato 0,2 M pH 7,4, e para determinagédo de
GSH foi preparado um extrato acido com &cido
tricloroacético 12%. As amostras foram misturadas
em homogeneizador e centrifugados a 12000 rpm por
4 min a 4°C. As aliquotas necessarias foram utilizadas
nos testes propostos e o restante foi armazenado
congelado.

) Avaliagdo dos Parametros Oxidativos

A avaliagao da peroxidacéo lipidica foi realizada
através da determinacdo dos niveis hepaticos de
TBARS. Este método avalia o dano celular, como
descrito por Bird e Draper (1984), e baseia-se na
oxidacao provocada por espécies reativas de oxigénio
em biomoléculas tais como lipidios, carboidratos,
acidos nucléicos, levando a formacédo de substancias
que reagem com o &cido tiobarbitdrico (TBARS). O nivel
da lipoperoxidagdo € indicado pela formacdo de
malondialdeido (MDA) e outras substancias que
reagem ao TBARS. A absorbéncia foi monitorada a
535nm. A concentracdo de TBARS na amostra foi
calculada a partir da curva analitica de MDA e os
resultados foram expressos como umol de MDA/mg de
proteina.

A avaliacdo da concentracdo de GSH foi
realizada pelo método de Tietze (1969). Grupamentos
sulfidrilas da GSH interagem com DTNB (4cido 5.5-
ditiobis (acido 2-nitrobenzodico), obtendo-se o GSTNB
(forma oxidada da GSH), ha liberacéo de TNB (acido 5-
tio-2-nitrobenzoéico). Sendo assim, a intensidade de cor
produzida pelo TNB ¢ diretamente proporcional a
atividade da glutationa redutase sobre a GSTNB e
dos niveis de GSH intracelular. A absorbancia foi
monitorada a 412 nm. Os resultados foram expressos
em mM/mg proteina.
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Atividade da enzima antioxidante CAT foi
avaliada pelo método descrito por Aebi (1984), que
quantifica a velocidade de decomposicdo do perdxido
de hidrogénio (10mM) em 240nm, pela enzima presente
nas amostras. Os resultados foram expressos em mol
H,O,/min/mg de proteina.

A determinag&o do teor proteico das amostras
foi realizada por dosagem espectrofotométrica através
da curva padrédo de albumina bovina pela técnica de
Lowry (1951).

g) Processamento Histolégico

As amostras para analise histolégica foram
fixadas em formalina tamponada neutra a 10%,
embebida em parafina, cortadas na espessura de 4 um,
coradas com hematoxilina e eosina; posteriormente
avaliadas por microscopia Optica e classificadas
conforme o0s seguintes escores: escore 0 (sem
necrose); escore 1 (necrose <10% do figado); escore
2 (necrose entre 10-25% do figado); escore 3 (necrose
entre 25-50% do figado); escore 4 (necrose >50% do
figado) (LIU et al., 2018).

h) Analise Estatistica

Para andlise estatistica os resultados da
dosagem da AST, ALT, BT, TBARS, GSH e CAT, foram
tabulados utilizando o software Microsoft Excel® e
analisados estatisticamente no programa Prisma 9.0.0.

A diferenca entre os grupos foi comparada pelo teste
ANOVA ONE-WAY seguido pelo teste de Turkey de
multiplas comparagbes. As diferencas observadas
durante a anélise foram consideradas estatisticamente
significativas quando a probabilidade foi menor que
0,05 (5%).

[11. RESULTADOS

a) Biomarcadores Séricos de Dano Hepatico

A administracdo de uma dose toxica de 500
mg/Kg de APAP em camundongos Swiss (G2)
aumentou significativamente os niveis séricos de AST,
ALT e BT (Figura 2), quando comparado ao grupo
controle (G1). Os grupos tratados com EBUM 100 (G4)
e 500 mg/Kg (G5) preveniram significativamente
(p< 0,0001) o dano hepatico induzido por APAP,
quando comparado ao grupo G2. O grupo G3 trato
com silimarina 100 mg/Kg foi capaz de prevenir
significativamente (p< 0,0001) o aumento dos niveis
séricos de BT e AST induzido pelo APAP sem, no
entanto, reduzir os niveis de ALT.

Conforme pode ser observado na Figura 2, os
animais tratados somente com EBUM (G6 e G7) nao
apresentaram modificagdes no nivel sérico de ALT, AST
e BT quando comparado ao grupo controle (G1) que
recebeu somente salina.
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Figura 2: Analise de biomarcadores séricos de dano hepatico em camundongos Swiss intoxicados com dose Unica
de acetaminofeno (500 mg/Kg) e pré-tratados com silimarina ou Extrato de Bagaco de Uva Merlot (EBUM).
Aspartato amino transferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT). Cada barra representa a média = o desvio
padréao da média. # (p< 0,0001) comparado com G1, *(p< 0,0001) comparado com G2.

b) Biomarcadores Hepaticos de Estresse Oxidativo

Os resultados mostrados na Figura 3 indicam
que o tratamento dos camundongos Swiss com APAP
na dose 500 mg/Kg foi capaz de induzir um estresse
oxidativo, aumentando significativamente os niveis
hepaticos de TBARS e reduzindo os niveis de GSH
(Figura 3A e 3B). Quando os animais foram submetidos
ao pré-tratamento durante 7 dias com silimarina ou
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EBUM o dano hepatico oxidativo induzido por APAP foi
prevenido (Figuras 3A, 3B e 3C).

Os animais submetidos ao tratamento somente
com EBUM (G6 e G7), melhoram as defesas
antioxidantes com redugéo significativa (G7) nos niveis
de TBARS (Figura 3A).
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Figura 3: Efeito do Extrato de Bagacgo de Uva Merlot (EBU) nos parémetro§ de estresse oxidativo em camundongos
Swiss intoxicados com dose Unica de acetaminofeno (500 mg/Kg). Acido Tiobarbitdrico (TBARS). Glutationa
reduzida (GSH). Catalase (CAT). Cada barra representa a média = o desvio padrdo da média. # (p< 0,0001)
comparado com grupo controle G1; **** (p< 0,0001) comparado com G2; * (p< 0,05) comparado com G1.

c) Analise Histolégica

Na analise histoldgica, observou-se que o G2
(Tabela 1 e Figura 4B), que recebeu uma dose de APAP
(600 mg/kg), apresentou necrose centrolobular
multifocal, com predominancia no escore 3 (3/6, 50%)
ou seja, apresentando um nivel de necrose de até 50%
do figado. O G3 (Tabela 1 e Figura 4C) que recebeu
pré-tratamento com silimarina (100mg/ Kg), demonstrou
predominéncia nos escores 3 (2/6, 33,3%) e 4 (2/6,
33,3%), apresentando um nivel de necrose hepatico de

50% na maioria dos animais. O G4 (Tabela 1 e Figura
4D), que recebeu a dose de APAP (500 mg/kg) e pré-
tratamento com EBUM (100 mg/Kg), exibiu
predominancia do escore 3 (4/6, 66,6%), mostrando um
nivel de necrose de até 50% do figado. O G5, que
recebeu a dose de APAP (500mg/kg) e pré-tratamento
com EBUM (500 mg/Kg), houve predominéncia do
escore 2 (4/6, 66,6%), (Tabela 1 e Figura 4E), com um
nivel de necrose hepatica igual ou inferior a 25%.

O G6 e G7 nao apresentaram desenvolvimento de necrose, mostrando morfologia hepatica normal similar

ao G1, conforme a Tabela 1 e Figuras 4A, 4F e 4G.

Tabela 1. Anélise Histolégica do tecido hepético de camundongos tratados com EBUM, classificadas por escore.

Grupos APAP N Escore [n (%)]
0 1 2 3 4

Grupo1 - 6 6 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
Grupo2  500mgkg 6 0 (0) 1(16.7) 1(16.7) 3(50) 1(16,7)
Grupo3  500mg/kg 6 0 (100) (16,7) 1(16,7) 2 (33,3) 2 (33,3)
Grupo4  500mgkg 6 1(16,7) (16,7) 0(0) 4(66,6) 0(0)
Grupo5  500mg/kg 6 0(0) 0(0) 4(66,6) 2 (33,3) 0(0)
Grupo 6 6 6 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grupo 7 6 6 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Escore 0 (sem necrose); escore 1 (necrose <10% do figado), escore 2 (necrose entre 10-25% do figado), escore 3 (necrose
entre 25-50% do figado), escore 4 (necrose >50% do figado). Esses resultados podem ser visualizados na Figura 4, que inclui
fotomicrografias representativas e a porcentagem de area de necrose hepatica.
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HEPATOPROTECTIVE EFFECT OF MERLOT GRAPE POMACE EXTRACT AGAINST ACETAMINOPHEN-INDUCED DAMAGE
IN MOUSE

Figura 4: Andlise histopatologica do tecido hepéatico em camundongos Swiss intoxicados com dose Unica de acetaminofeno
(500 mg/Kg). As fotomicrografias representativas e a porcentagem da area de necrose hepdtica foram obtidas a partir de
segOes de figado conforme demonstrado nas Figuras 4A, 4F e 4G, que retratam a histologia hepatica normal para os Grupos 1,
6 e 7, respectivamente. A Figura 4B ilustra a histologia hepatica para o Grupo 2, que ndo recebeu nenhum pré-tratamento,
enquanto as Figuras 4C, 4D e 4E representam os Grupos 3, 4 e 5, respectivamente. Todas as imagens foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e capturadas com um aumento de 100 x.
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IV. DisCcussAo

Estudos demonstraram toxicidade e injdria no
figado, induzidos por doses elevadas de APAP (S.
Torres et al., 2019; Chao et al., 2018; Ramachandran &
Jaeschke, 2019), assim como a elevagdo dos niveis
séricos das transaminases e BT, importantes
indicadores de lesdo hepatica. Essas transformagoes
levam a uma alteracdo da homeostase, elevando a
permeabilidade da membrana celular, resultando em
edema, perda de conteldo celular e dano aos
hepatdcitos (Ahmed et al., 2019).

Neste estudo foi observado que o G2, o qual
nao recebeu nenhum pré-tratamento, apresentou um
aumento significativo das atividades da AST, ALT e BT
guando comparado ao grupo G1 que recebeu somente
solucao salina, indicando que a dose de 500 mg/Kg foi
capaz de induzir o dano hepatico. O decréscimo da
atividade da AST pelo G3, G4 e G5, quando comparado
ao G2 mostrou que a silimarina (G3), assim como o
EBUM (G4 e G5) possuem efeito hepatoprotetor frente
ao APAP. Outros estudos corroboram com estes
achados quando o dano hepatico foi induzido por
tetracloreto de carbono e os animais tratados com
silimarina ou extrato de bagaco de uva (Papackova et
al. 2018, Miao et al. 2023).

A atividade da BT demonstrou significativo
decréscimo frente ao uso do bagago de uva, quando
comparados os grupos G3, G4 e G5 com o G2. Este
resultado se mostra similar ao de Chupradit et al. (2022)
que através da ingestdo do resveratrol, polifenol
encontrado no bagago da uva, demonstrou melhora na
atividade da BT e das enzimas hepéticas. Resultado de
estudo de Andrade et al. (2021) também evidenciam
que o teor de polifendis e flavondides contidos no
EBUM possuem alta capacidade antioxidante e com
isso possivel efeito hepatoprotetor frente a indutores de
dano ocasionados pelo estresse oxidativo.

A elevacao significativa na concentragdo de
TBARS nos camundongos que receberam overdose de
APAP reflete a peroxidagao lipidica, um marcador de
dano celular. O pré-tratamento com extrato de bagaco
de uva resultou em uma redugao significativa nos niveis
de TBARS nos grupos G4, G5, G6 e G7, indicando uma
capacidade eficaz de reduzir a peroxidacdo lipidica
associada ao estresse oxidativo. Esses resultados
corroboram com as descobertas de Li et al. (2018), que,
ao avaliar os efeitos do extrato de semente de uva em
ratos submetidos a uma dieta rica em gordura,
observaram uma supressao significativa nos niveis de
TBARS, indicando um impacto positivo na reducéo da
peroxidagao lipidica hepatica. A unido desses achados
reforca a eficacia do extrato de bagago de uva na
protegdo contra danos oxidativos em diferentes
contextos experimentais.

O estudo de Choleva et al. (2022) concentrou-
se no potencial antioxidante do EBU, com énfase em
participantes submetidos a uma refeicdo padrao com
alto teor de gordura. Notavelmente o EBU demonstrou
uma reducdo significativa nos niveis de TBARS,
indicando uma capacidade eficaz de diminuir a
peroxidagdo lipidica associada ao estresse oxidativo.
Essa diminuicdo persistente sugere um impacto
antioxidante consistente do EBUM nesse grupo
especifico.

A GSH desempenha um papel fundamental na
neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio e na
detoxificagdo de compostos prejudiciais. Este achado é
consistente com estudos anteriores, como o de Queiroz
(2022), que destacou a importancia da glutationa na
detoxificagdo de substancias tdxicas, incluindo o APAP.
O aumento nos niveis de GSH sugere uma capacidade
do EBUM, 100 mg/kg e 500 mg/kg em fortalecer a
propriedade antioxidante endégena do figado. O estudo
de Ugan et al. (2023), corrobora com o presente estudo
mostrando que o aumento de GSH é importante para
prevenir danos hepaticos induzidos pelo APAP.

Papackova et al. (2018), em condicoes
semelhantes a este estudo, verificaram uma diminuicao
acentuada nos niveis de GSH apds a administracdo de
APAP, assim como demonstrando nos grupos que
receberam o pré-tratamento com silimarina ou EBUM
(G3, G4 e Gb5) gquando comparado ao grupo que
recebeu somente o APAP (G2).

O pré-tratamento com EBUM foi capaz de
reduzir o dano hepético oxidativo induzido pelo APAP,
diminuindo a peroxidagéo lipidica sem, no entanto,
aumentar os niveis hepaticos de GSH ou a atividade da
CAT, como observado na Figura 3B e 3C. Estes
achados sugerem que a presenga de fendis no extrato
de bagaco de uva pode ter atuado como um
hepatoprotetor uma vez que, a peroxidacéo lipidica foi
reduzida. Esses resultados alinham-se com os achados
de Chedea et al. (2019), que também observaram um
aumento na atividade da CAT em suinos submetidos a
uma dieta enriquecida com bagaco de uva, sugerindo
uma resposta similar em diferentes modelos animais. Li
et al. (2019) em seu estudo observaram que ratos
alimentados com wuma dieta rica em gordura
apresentaram niveis diminuidos de CAT, entre outras
enzimas antioxidantes. No entanto, a suplementacao
com extrato de semente de uva, especialmente na
concentragdo mais elevada, resultou em uma
recuperacao significativa dos niveis de CAT, indicando
uma resposta positiva do antioxidante frente ao
estresse oxidativo provocado pela dieta rica em
gordura. Esses achados complementam os resultados
obtidos no estudo atual, reforcando a capacidade do
EBUM, especialmente em concentragbes especificas,
de modular a atividade da CAT em situacbes de
estresse oxidativo.
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O EBUM quando administrado nas
concentragdes de 100 mg/Kg ou 500 mg/Kg (G6 e G7)
mostram-se seguros visto nao ter alterado os niveis
séricos das enzimas hepaticas AST, ALT e BT, além de
ter melhores desempenhos frente a pardmetros
analisados de estresse oxidativo, evidenciado pela
determinacédo da GSH (Figura 3B). A morfologia das
células hepaticas também nao foi alterada, conforme
demonstrado nas Figuras 4F e 4G.

Os resultados relatados nos grupos G6 e G7
atestaram ainda a seguranca e a eficacia do uso do
EBUM, nas concentracdes de 100 mg/kg e 500 mg/kg
guando analisados os parametros de estresse oxidativo
induzido pelo APAP. Este achado pode estar
relacionado aos teores de polifendis e flavonodides
encontrados no EBUM. O teor desses compostos ja foi
retratado no estudo de Andrade et al. (2021) o qual
afirmou sobre os efeitos benéficos do EBU Bordeaux,
na reducao do estresse oxidativo.

A andlise histolégica fornece uma perspectiva
morfoldgica das alteragbes hepaticas, corroborando os
achados dos marcadores séricos. O estudo de S.
Torres et al,, 2019) mostraram que a administragao
combinada de acido valproico (VPA) e APAP em
camundongos resultou em lesdo hepatica marcante e
necrose centrolobular, em acordo com o0 presente
estudo, que evidenciou a predominancia de necrose
centrolobular no G2, o qual recebeu overdose de APAP,
dado consistente com a toxicidade hepatica induzida
pela mesma substancia.

O G5, que recebeu a dose de 500 mg/kg de
APAP e pré-tratamento com 500 mg/kg de EBUM
demonstrou predominancia do escore 2, ou seja, com
nivel de necrose igual ou inferior a 25%, indicando que
esta concentracdo foi hepatoprotetora, quando
comparada ao G4 e G3. Essa relacdo dose-resposta
destaca a eficacia do extrato em preservar a integridade
do tecido hepéatico.

Os grupos G6 e G7, que receberam apenas o
EBUM, n&o apresentaram desenvolvimento de necrose,
indicando um perfil de seguranga e auséncia de
toxicidade associada ao EBUM. Ugan et al. (2023) em
estudo recente ratifica o0 uso de fisetina, um flavonoide
encontrado em diversas frutas, em promover a protegao
dos danos hepaticos induzidos por APAP.

V. (CONCLUSAO

Os compostos presentes no bagaco de uva
mostraram resultados positivos quanto a atividade
hepatoprotetora e antioxidante. Diante do que foi
apresentado, evidenciou-se a atividade hepatoprotetora
do extrato de bagaco de uva, nas concentragbes de
100 mg/kg e 500 mg/kg, como demonstrado na
reducao significativa das enzimas hepaticas AST e ALT
e da bilirrubina, reducao do estresse oxidativo (TBARS e
GSH) e da necrose hepatica induzida pelo APA.

© 2023 Global Journals

Conforme demonstrado, as atividades antioxidantes e
hepatoprotetoras dos compostos presentes no EBUM
poderiam gerar novas alternativas em farmacos que
atuassem na protegdo das células hepaticas,
associados a medicamentos agressores ou ha
prevencdo de doengas como na esteatose hepdtica,
visto que uso de medicamentos naturais com
propriedades antioxidantes vem sendo alvo de
consumidores.

Embora o estudo tenha constatado resultados
positivos frente a necrose hepatica, algumas limitagoes
podem ter contribuido para um desfecho mais
assertivo. O uso de apenas um tipo de uva, assim
como a dose de EBUM estudado; utilizacao de apenas
um agente agressor (APAP); o numero limitado de
camundongos; analise de outras enzimas associadas a
biotransformacéo, como do citocromo P450 e de
marcadores inflamatérios poderiam trazer resultados
mais evidentes.

Sugere-se que investigacoes futuras explorem
diferentes doses do extrato, variedades de uvas ou
meétodos de administracdo para elucidar melhor os
efeitos potenciais do bagaco de uva. Estudos voltados
para alvos moleculares especificos podem proporcionar
uma compreensao mais aprofundada dos mecanismos
envolvidos na atividade hepatoprotetora e antioxidante
desses compostos.

AGRADECIMENTOS

Por fim, expressamos nossa profunda gratidao
ao Grupo de Pesquisa Translacional em Moléculas
Bioativas, a Fundagdo de Amparo a Pesquisa e
Inovacéo do Estado de Santa Catarina - FAPESC, pelo
financiamento  concedido ao projeto intitulado
“SUBPRODUTOS DA VINIFICACAO: INVESTIGACAO
DO POTENCIAL FARMACOLOGICO PARA APLICACAO
COMO UM  PRODUTO FARMACEUTICO  OU
COSMETICQ”, projeto aprovado na Chamada Publica
FAPESC (nUimero 15/2021) - Programa de Ciéncia,
Tecnologia e Inovacao de Apoio a Grupos de Pesquisa
da  Associagdo  Catarinense das  Fundagoes
Educacionais - ACAFE aprovado pela FAPESC a
Dra. Claudriana Locatelli coordenadora do projeto.
Reconhecemos também o Programa de Pos-
Graduacado em Desenvolvimento e Sociedade da
Universidade Alto Vale do Rio do Peixe — UNIARP e ao
Programa de Poés-Graduagao em Biociéncias e Saude
da Universidade do Oeste de Santa Catarina -
UNOESC pela oportunidade e suporte oferecidos. Este
trabalho foi possivel gracas ao comprometimento e
colaboracao de todos os envolvidos, e sua contribuicao
¢ inestimavel para o avango da ciéncia. Agradecemos
sinceramente a todos que tornaram este estudo uma
realidade.



10.

REFERENCES REFERENCES REFERENCIAS

Aebi, H. (1984). [13] Catalase in vitro. Em Methods
in Enzymology (pp. 121-126). Elsevier.

Ahmed, H., Hannan, J. L., Apolzan, J. W., Osikoya,
0., Cushen, S. C., Romero, S. A., & Goulopoulou, S.
(2019). A free-choice high-fat, high-sucrose diet
induces hyperphagia, obesity, and cardiovascular
dysfunction in female cycling and pregnant rats.
American  Journal  of  Physiology.  Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology, 316(5),
R472-R485. https://doi.org/10.1152/ajpregu.00391.
2018

Andrade, L. B, Hollas, F. F., & Locatelli, C. (2021).
Antioxidant and Photoprotector Effect from Grape
Marc Hydroalcoholic Extract: In Vitro Assays/Efeito
Antioxidante e  Fotoprotetor do  Extrato
Hidroalcodlico de Bagago de Uva: Ensaios In Vitro.
Brazilian Journal of Development, 7(1), 10433-
10443. https://doi.org/10.34117/bjdv7n1-709

Bird, R. P., & Draper, H. H. (1984). [35] Comparative
studies on different methods of malonaldehyde
determination. Em Methods in Enzymology (pp.
299-305). Elsevier.

Blieden, M., Paramore, L. C., Shah, D., & Ben-
Joseph, R. (2014). A perspective on the
epidemiology of acetaminophen exposure and
toxicity in the United States. Expert Review of Clinical
Pharmacology, 7(3), 341-348. https://doi.org/10.15
86/17512433.2014.904744

Bocsan, I. C., Magureanu, D. C., Pop, R. M., Levai,
A. M., Macovei, Stefan O., Patrasca, |. M., Chedea,
V. S., & Buzoianu, A. D. (2022). Antioxidant and anti-
inflammatory actions of polyphenols from red and
white grape pomace in ischemic heart diseases.
Biomedicines, 10(10), 2337. https://doi.org/10.3390
/biomedicines10102337

Bunchomtavakul, C., & Reddy, K. R. (2018).
Acetaminophen (APAP or N-acetyl-p-aminophenol)
and acute liver failure. Clinics in Liver Disease, 22(2),
325-346. https://doi.org/10.1016/j.cld.2018.01.007
Chao, X., Wang, H., Jaeschke, H., & Ding, W.-X.
(2018). Role and mechanisms of autophagy in
acetaminophen-induced liver injury. Liver
International: Official Journal of the International
Association for the Study of the Liver, 38(8), 1363—
1374. https://doi.org/10.1111/liv.13866

Chedea, V. S., Palade, L. M., Pelmus, R. S,
Dragomir, C., & Taranu, I. (2019). Red grape
pomace rich in polyphenols diet increases the
antioxidant status in key organs—kidneys, liver, and
spleen of piglets. Animals: An Open Access Journal
from MDPI, 9(4), 149. https://doi.org/10.3390/ani90
40149

Choleva, M., Matalliotaki, E., Antoniou, S.,
Asimomyti, E., Drouka, A., Stefani, M., Yannakoulia,
M., & Fragopoulou, E. (2022). Postprandial

11,

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

metabolic and oxidative stress responses to grape
pomace extract in  healthy normal and
overweight/obese women: A randomized, double-
blind, placebo-controlled crossover study. Nutrients,
15(1), 156. https://doi.org/10.3390/nu15010156
Chupradit, S., Bokov, D., Zamanian, M. Y., Heidari,
M., & Hakimizadeh, E. (2022). Hepatoprotective
and therapeutic effects of resveratrol: A focus
on anti-inflammatory and antioxidative activities.
Fundamental & Clinical Pharmacology, 36(3), 468—
485. https://doi.org/10.1111/fcp.12746

Dezena, R. M. B., Schiavon, S., Landi, M. A., Da
Silva, G. H., & Gongalves, G. M. S. (2023).
Effectiveness of resveratrol as a hepatoprotector in
a rat model of paracetamol-induced liver injury.
Journal of Health & Biological Sciences, 11(1), 1-9.
https://doi.org/10.12662/2317-3076jhbs.v11i1. 4655.
p1-9.2023

Haghighatdoost, F., Gholami, A., & Hariri, M. (2020).
Effect of grape polyphenols on selected
inflammatory mediators: A systematic review and
meta-analysis randomized clinical trials. IfADo -
Leibniz Research Centre for Working Environment
and Human Factors, Dortmund. https://doi.org/10.
17179/EXCLI2020-1011

Li, L., Hual, W, Min, A, & Jian, P. (2018).
Prevention of obesity-induced nonalcoholic fatty
liver disease using grape pomace extract. Current
Topics in Nutraceutical Research, 17(4), 415-421.
https://doi.org/10.37290/ctnr2641-452x.17:415-421
Liu, W., Wang, Z., Hou, J.-G., Zhou, Y.-D., He, Y .-F.,
Jiang, S., Wang, Y.-P., Ren, S., & Li, W. (2018). The
liver protection effects of maltol, a flavoring agent,
on carbon tetrachloride-induced acute liver injury in
mice via inhibiting apoptosis and inflammatory
response. Molecules (Basel, Switzerland), 23(9).
https://doi.org/10.3390/molecules23092120
Lunardelli, M. J. M., Becker, M. W., & Blatt, C. R.
(2020). Tradugao e Validacdo de Algoritmo Para
Identificagdo de Lesdo Hepatica Induzida Por
Medicamentos. Revista Contexto & Saude, 20(40),
226-235. https://doi.org/10.21527/2176-7114. 2020.
40.226-235

Macedo, E. G. de L., Zancanaro, V., & Locatelli, C.
(2020). Produtos Antioxidantes Com Atividade
Contra a Hepatotoxicidade Induzida Pelo
Acetominofeno em Ensaios in Vivo: Uma Revisao
Sistématica de Literatura. Revista Satde e Meio
Ambiente, 11(2), 274-285. https://periodicos.ufms.
br/index.php/sameamb/article/view/11990

Mancilha, D., Oliveira, C. M., Figueiredo, S. A., de
Araujo Paula, F. B., Rodrigues, M. R., Carneiro, D.
R., & Duarte, S. M. S. (2020). Revista Farmécia
Generalista.  Revista  Farmacia  Generalista/
Generalist Pharmacy Journal, 2(2), 1-16. https://pub
licacoes.unifal-mg.edu.br/revistas/index.php/revista
farmaciageneralista/article/view/1227

© 2023 Global Journals

Global Journal of Human Social Science (H) Volume XXIII Issue IX Version I n Year 2023



Global Journal of Human-Social Science (H) Volume XXIII Issue IX Version I E Year 2023

19.

20.

21.

22.

283.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Miao, W., Huang, R., Huang, X., Gao, F., Leng, X., &
Li, Q. (2023). Physicochemical properties and in
vivo hepatoprotective effect of polysaccharides from
grape pomace. Antioxidants (Basel, Switzerland),
12(2), 394. https://doi.org/10.3390/antiox12020394
Moreira, J. R. M. (2016). Intoxicacbes por
paracetamol :  metabolismo,  mecanismos  de
toxicidade e novas abordagens da terapéutica.
https://estudogeral.uc.pt/handle/10316/42909
Nascimento, M. V. P. dos S. (2019). Avaliagéo pré-
clinica do efeito anti-inflamatério de imidazdis
inéditos [Universidade Federal de Floriandpolis].
https://repositorio.ufsc.br/handle/123456789/204422
Oliveira, C. N., & Costa, B. A. (2021).
Hepatotoxicidade Causada Pelo Uso Excessivo do
Paracetamol. Revista de Inovacdo e Tecnologia -
RIT, 11(2), 02-13. https://rit.openjournalsolutions.
com.br/index.php/rit/article/view/47

Papackova, Z., Heczkova, M., Dankova, H., Sticova,
E., Lodererova, A., Bartonova, L., Poruba, M., &
Cahova, M. (2018). Silymarin prevents aceta-
minophen-induced hepatotoxicity in mice. PloS One,
13(1), e0191353. https://doi.org/10.1371/journal.po
ne.0191353

Queiroz, |. F. (2022). Analise temporal da
hepatotoxicidade induzida peloparacetamol
[UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETQ].
https://monografias.ufop.br/handle/35400000/4145.
Ramachandran, A., & Jaeschke, H. (2019).
Acetaminophen hepatotoxicity. Seminars in Liver
Disease, 39(02), 221-234. https://doi.org/10.1055/s-
0039-1679919

Ribeiro, B. V., De Andrade, L. G., & Rinaldi Neto, S.
(2023). OS RISCOS DO USO INDISCRIMINADO E
IRRACIONAL DO PARACETAMOL. Brazilian Journal
of Implantology and Health Sciences, 5(3), 1016-
1035.  https://doi.org/10.36557/2674-8169.2023v5
n3 p1016-1035

Silva, G. E. C. da, Chiozzi Watanabe, A. T., Tomas
Gongalves, S., Louro, E., & Kenji Nakamura Cuman,
R. (2023). Lesao hepética induzida pela Fenitoina.
Journal of Interprofessional Health Education, 1.
https://doi.org/10.4025/jinterprofhealtheduc.v1i0.689
46

Sousa, P. P. S., Andrade, M. B. de S., Mendes, A.
C. D., De Souza, M. E. B., De Carvalho, L. B. M.,
Ramos, A. M. B., Nolasco, C. de O., Pires, B. B,
Leite, C. Q. & Dos Santos, B. F. (2023).
Hepatotoxicidade Por Paracetamol. RECIMA27 -
Revista Cientifica Multidisciplinar - ISSN 2675-6218,
4(3), e432869. https://doi.org/10.47820/recima2i.
v4i3.2869

Tietze, F. (1969). Enzymic method for quantitative
determination of nanogram amounts of total and
oxidized glutathione: Applications to mammalian
blood and other tissues. Analytical Biochemistry,

© 2023 Global Journals

30.

31.

32.

33.

27(3), 502-522. https://doi.org/10.1016/0003-2697
(69)90064-5

Torres, L. V., Oliveira, P. D. S., Macédo, C. L., &
Wanderley, T. L. R. (2019). Hepatotoxicidade Do
Paracetamol E Fatores Predisponentes. Revista de
Ciéncias da Saude Nova Esperanca, 17(1), 93-99.
https://doi.org/10.17695/revnevol17n1p93-99

Torres, S., Baulies, A., Insausti-Urkia, N., Alarcon-
Vila, C., Fucho, R., Solsona-Vilarrasa, E., NUfez, S.,
Robles, D., Ribas, V., Wakefield, L., Grompe, M.,
Lucena, M. |, Andrade, R. J., Win, S., Aung, T. A,
Kaplowitz, N., Garcia-Ruiz, C., & Fernandez-Checa,
J. C. (2019). Endoplasmic reticulum stress-induced
upregulation of STARD1 promotes acetaminophen-
induced acute liver failure. Gastroenterology, 157(2),
552-568. https://doi.org/10.1053/j.gastro.2019.04.
023

Ugan, R. A., Cadirci, E., Un, H., Cinar, I., & Gurbuz,
M. A. (2023). Fisetin attenuates paracetamol-
induced hepatotoxicity by regulating CYP2E1
enzyme. Anais da Academia Brasileira de Ciencias,
95(2). https://doi.org/10.1590/0001-3765202320201
408

Vieira, A., & Franca, G. (2015). As consequéncias
no consumo indiscriminado do paracetamol e
orientagdo farmacéutica a promogdo ao Uuso
racional. Revista Académica Oswaldo Cruz. Sao
Paulo, 6, 1-12. https://oswaldocruz.br/revista_acade
mica/content/pdf/Edicac_06_Ariane vieira.pdf



	Hepatoprotective Effect of Merlot Grape Pomace Extract against Acetaminophen-Induced Damage in Mouse
	Author
	I.Introdução
	II. Metodologia
	a) Obtenção do Extrato Hidroalcóolico do Bagaço de Uva Merlot (EBUM)
	b) Animais e Delineamento Experimental
	c) Coleta do Material Biológico e Processamento Histológico
	d) Análise de Biomarcadores Séricos de Dano Hepático
	e) Preparo dos Homogeneizados Para Avaliação do Estresse Oxidativo
	f) Avaliação dos Parâmetros Oxidativos
	g) Processamento Histológico
	h) Análise Estatística

	III. Resultados
	a) Biomarcadores Séricos de Dano Hepático
	b)Biomarcadores Hepáticos de Estresse Oxidativo
	c) Análise Histológica

	IV. Discussão
	V. Conclusão
	Agradecimentos
	References Références Referencias

