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RESUMO

Indigofera suffruticosa € uma planta da familia Fabaceae, utilizada na medicina popular como
antiespasmddico e estomaquico. O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades
hepatoprotetora e hepatocurativa do extrato etanélico das folhas de I. suffruticosa (EFIS) em
modelo experimental de lesdo hepatica. Foram utilizados 35 camundongos albinos Swiss (n =
5 animais/grupo): i) sadios; ii) com lesdo hepética induzida por paracetamol (PCM) e tratados
com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); iii) com lesdo hepética induzida por PCM e tratados com
com silimarina (25 mg/kg; v.0.); iv) pré-tratados com EFIS (50mg/kg; v.0) antes da inducdo
da lesdo hepatica induzida por PCM; v) pré-tratados com EFIS (100mg/kg; v.0) antes da
inducdo da lesdo hepética induzida por PCM; vi) tratados com EFIS (50mg/kg; v.0) apos a
inducdo da lesdo hepatica induzida por PCM e vii) tratados com EFIS (100mg/kg; v.0) apés a
inducdo da lesdo hepatica induzida por PCM. Para a inducdo da hepatotoxicidade foi utilizado
o modelo experimental de overdose de PCM (300 mg/kg; v.0.). A hepatotoxicidade foi
avaliada através de ensaios bioquimicos (determinacdo dos niveis séricos das enzimas, AST,
ALT e ALP e da quantificagdo das enzimas antioxidantes, SOD, CAT e concentragdo de
grupos Tiois no tecido hepatico e analises histomorfométricas do tecido hepatico dos animais.
A atividade antioxidante do EFIS (62,5 - 1000 pg/mL) também foi avaliada pelo método de
varredura dos radicais livres (DPPH). Os resultados mostraram que a administracdo do EFIS
pré-tratamento ou pos-tratamento reduziu significativamente (p<0,001) os niveis séricos de
AST, ALT e ALP quando comparados ao grupo com lesdo hepéatica. Em relagdo as enzimas
antioxidantes, a atividade da SOD e da CAT foi significativamente reduzida (p<0,05) no
grupo com lesdo hepética em relacdo ao grupo sadio. No grupo submetido ao pos-tratamento
com EFIS (100 mg/kg; v.0.), a recuperacdo da atividade da SOD e CAT foi de forma dose-
dependente e semelhante aquela observada no grupo tratado com silimarina. A concentracao
de grupos tiois também foi significantemente aumentada (p<0,001), de forma dose-
dependente, nos animais submetidos ao pré ou pos-tratamento com EFIS. Os resultados
referentes as analises histopatoldgicas, no tecido hepatico dos animais sadios mostra uma
arquitetura tecidual normal; enquanto que o tecido hepatico dos animais com lesdo hepatica
apresentou visivel alteracfes nessas estruturas. Em contrapartida, os grupos submetidos ao
tratamento com silimarina ou aqueles pré ou pos-tratados com EFIS apresentaram melhora na
histoarquitetura do tecido hepéatico. Em relacdo a analise histomoformétrica, as areas e
perimetros dos ndcleos dos hepatdcitos e diametros dos sinusoides hepaticos tratados com

EFIS mostraram-se semelhantes aos do grupo tratado com silimarina. Adicionalmente, através



do método de captura do radical livre DPPH, o EFIS apresentou uma atividade antioxidante
concentracdo-dependente, apresentando-se como um bom limpador de radicais livres na
concentracdo de 1000 pg/ mL (71,84%). Finalmente, conclui-se que o pré-tratamento ou pés-
tratamento com EFIS: 1) promove reducdo nos niveis séricos de importantes biomarcadores
de dano hepatico (AST, ALT e ALP); 2) restaura a atividade das enzimas antioxidantes SOD
e CAT e dos grupos tiois, e 3) atenua sensivelmente o dano no tecido hepético induzido pelo
PCM.

Palavras-chave: Figado. Indigofera. Fabaceae. Paracetamol.



ABSTRACT

Indigofera suffruticosa is a plant of the family Fabaceae, used in the popular medicine like
antispasmodic and estomaquico. The objective of this study was to evaluate the
hepatoprotective and hepatocurartive activities of the ethanol extract of the leaves of I.
suffruticosa (EFIS) in an experimental model of liver injury. 35 Swiss albino mice (n = 5
animals / group) were used: i) healthy; ii) with paracetamol-induced hepatic injury (PCM) and
treated with 0.9% saline (10 ml / kg, v.0.); iii) with PCM-induced hepatic injury and treated
with silymarin (25 mg / kg, v.0.); iv) pre-treated with EFIS (50mg / kg; v.0) prior to induction
of PCM-induced liver injury; v) pre-treated with EFIS (100mg / kg; v.0) prior to induction of
PCM-induced liver injury; vi) treated with EFIS (50 mg / kg; v.0) after induction of PCM-
induced liver injury and vii) treated with EFIS (100 mg / kg; v.0) after induction of PCM-
induced liver injury. For the induction of hepatotoxicity, the experimental model of PCM
overdose (300 mg / kg, v.0.) was used. Hepatotoxicity was assessed through biochemical
assays (determination of serum levels of the enzymes, AST, ALT and ALP and quantification
of antioxidant enzymes, SOD, CAT and concentration of Thiol groups in the hepatic tissue
and histomorphometric analysis of the hepatic tissue of the animals. (62.5 - 1000 pg / mL)
was also evaluated by the free radical scanning method (DPPH). The results showed that
administration of pre-treatment or post-treatment EFIS significantly reduced (P <0.001) (p
<0.05) in the group with liver injury compared to the healthy group. In relation to the
antioxidant enzymes, the activity of SOD and CAT was significantly reduced (p <0.05) in the
group with liver injury. In the post-treatment group with EFIS (100 mg / kg; v0), the recovery
of SOD and CAT activity was dose-dependent and similar to that seen in the treated group
The concentration of thiol groups was also significantly increased (p <0.001) in a dose-
dependent manner in animals submitted to pre-treatment or post-treatment with EFIS. The
results concerning histopathological analyzes in the hepatic tissue of healthy animals show a
normal tissue architecture; while hepatic tissue of animals with liver injury showed visible
changes in these structures. In contrast, the groups submitted to silymarin treatment or to
those pre- or post-treated with EFIS presented improvement in histoarquitetura of the hepatic
tissue. Regarding histomoformetric analysis, the areas and perimeters of hepatocyte nuclei
and diameters of hepatic sinusoids treated with EFIS were similar to those in the silymarin
treated group. In addition, EFIS showed a concentration-dependent antioxidant activity
through the DPPH free radical capture method, presenting as a good free radical scavenger at

a concentration of 1000 pg / mL (71.84%). Finally, it is concluded that pre-treatment or post-



treatment with EFIS: 1) promotes reduction in serum levels of important biomarkers of liver
damage (AST, ALT and ALP); 2) restores the activity of the antioxidant enzymes SOD and
CAT and the thiol groups, and 3) attenuates the damage in liver tissue induced by PCM.

Keywords: Liver. Indigofera. Fabaceae. Acetaminophen



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

LISTA DE FIGURAS

Metabolismo de xenobioticos. Reacbes da fase 1 sdo catalizadas pelo
citocromo P450 (CYP450). Reacdes da fase 2 sdo catalisadas por varias
enzimas formando conjugados hidroSSOIUVEIS...........ccccveveieieieieic e 25
Cascata de eventos que ocorre no figado ap6s administracdo de uma dose
tOXiCa de PAraCetAMON ........ccvveiree e 28
Mecanismos celulares de geracdo de oxidantes e sistema antioxidante............ 31
Desenho experimental da distribuicdo dos grupos para o estudo do efeito
do tratamento com EFIS (pré lesdo hepatica). .........ccccevvviveviiieieieniie s 37
Desenho experimental da distribuicdo dos grupos para o estudo do efeito
do tratamento com EFIS (pds 1esdo hepatica).........cccccevvveveevieiieeieeve e 38
Niveis séricos de amino transferase (ALT), alanina amino transferase
(AST) e fosfatase alcalina (ALP) de camundongos albinos Swiss com
lesdo hepética induzida por paracetamol e pré-tratados ou pdés-tratados
COM EFIS. e 45
Efeito do pré ou pds tratamentos com EFIS sobre a atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e
concentragédo de grupos Tiois em camundongos albinos Swiss com lesao
hepatica induzida por paracetamol..............cccoe e 47
Fotomicrografias do tecido hepatico de camundongos albinos Swiss
tratados com EFIS antes ou ap6s a inducdo de lesdo hepética induzida
POF PArACETAMOL. ... bbb 51
Histomorfometria da area e perimetro dos nucleos dos hepatocitos de
camundongos albinos Swiss tratados com EFIS antes ou apds a inducao
de lesdo hepatica induzida por paracetamol............cccoovviiiiniineicine e 52
Histomorfometria dos diametros dos capilares sinuséides hepaticos de
camundongos albinos Swiss tratados com EFIS antes ou apds a inducao
de lesdo hepatica induzida por paracetamol............ccccccevvveieeieiic i 54
Percentual da atividade antioxidante do extrato etanolico de |I.

suffruticosa em diferentes CONCENTraGOES. ........ccererveriiiiieieiee s 55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Mg micrograma

ALP fosfatase alcalina

ALT aspartato amino transferase
ANOVA andlise de variancia

AST alanina amino transferase

BSA albumina sérica bovina

CAT catalase

CCD cromatografia em camada delgada
EFIS extrato etanolico de folhas de Indigofera suffruticosa
EROs espécies reativas de oxigénio
H,0, peroxido de hidrogénio

HE hematoxilina eosina

OMS Organizacdo Mundial da Saude
PBS tampdo fosfato-alcalino

PCM paracetamol

SOD superdxido dismutase

V.0. Via oral



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1

4.2

4.3

4.4
441
442
4421

4.5
451

4511
4512
4.6

4.7
4.7.1
4.7.2

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 16
OBUIETIVOS ...ttt e ree e anes 19
ODBJELIVO QEral ... e 19
ODbBjJEtIVOS ESPECITICOS. .. e ivviivieiieie ettt ee e 19
REFERENCIAL TEORICO ...ttt 21
Indigofera suffruticosa Mill ............ccooiiiiiii 21
Anatomia e Histologia do figado..........ccccceveiiiiiicic e 22
Metabolismo de xenobioticos NO figado.........ccceeveieiiiciiicc e 23
Hepatotoxicidade MediCameNtOSa..........ccvruerirerirenieiee e 25
Modelos animais para inducéo de lesdo hepatica aguda ............ccccecererienenne, 26
Enzimas indicadoras de danos hepPAatiCoS ..........ccccveieeieeieieese e 28
Estresse oxidativo e sistemas antioXidante.............ccocvevererenesenenesieneeieenns 30
Silimarina e as plantas hepaticas N0 Brasil...........cccccoooiiiiiiiiiinicieieee, 32
MATERIAIS E METODOS........oooiiiieeeeeeeeeeseeeeeee et 34
Material DOTANICO .......cccoiiiiiiiice s 34
Preparacao do extrato etanolico de folhas de I.suffruticosa (EFIS) ............. 34
ANIMAIS EXPEFTMENTAIS.......cviiicie e 35
Delineamento eXperimental........ ..o 35
GrUPOS EXPEITMENTAIS.....e.viviteitietieii ettt sb e bbbt 35
Procedimento eXperimental............c.covoieiieiicic i 36

Inducéo da lesdo hepatica e modelo experimento de hepatotoxicidade induzida
por overdose de Paracetamol ..o 36
Coleta de Sangue dOS aNIMAIS ........coeiieieieieite e 38

Determinacdo do efeito do EFIS sobre os niveis séricos das enzimas AST,

ALT € ALP <t 39
Alanina aminotransferase (ALT) .....c.cuoeiieeieene e 39
Aspartato transaminase (AST) .....ooeieeerieieere e 39
Obtencdo das amostras de tecido hepatiCo ..........ccccevevereniiene e 40
Determinacéo da atividae de enzimas antioxidantes SOD e CAT ................ 40
Atividade da catalase (CAT) ..o 40

Atividade da superoxido dismutase (SOD) .......cccovvririeiieienenese e, 41



4.8
4.9

4.10

411

5.1

5.2

5.3

5.3.1

5.4

54.1

5.4.2
5.5

CoNCENTFAGAD A TIONS .....eveviieeieiteieiete e e 41
Estudo Histopatologico e Histomorfométrico do tecido hepético de
camundongos submetidos ao pré- tratamento e pds-tratamento com EFI1S.42

Determinacéo da atividade antioxidante in vitro do EFIS pelo

MEtOdo radical lIVIE DPPH ..., 42
ANAIISES ESTATISTICAS .. vttt a e e e e 43
RESULTADOS ...t e e e e et e e e e e e e e e et eeeeeeeeens 44

Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT/TGP), aspartato
aminotransferase (AST/TGO) e fosfatase alcalina (ALP) em camundongos
calbinos swiss tratados com EFIS antes apds (pds-tratamento) a lesdo

hepatica induzida por overdose de paracetamol .............cccccevevievicieiienenn, 44

Efeitos da administracdo do EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) em regime
preventivo (pré-tratamento) ou curativo (pds-tratamento), sobre a
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e de grupos tidis de camundongos Swiss com lesdo

hepatica induzida por paracetamol ............cccccoeieiieii i 46

Efeito do EFIS antes ou apds a inducéo de lesdo hepatica por paracetamol
sobre tecido hepéatico de camundongos albinos SWisSS..........cccocevervvinernienne, 49

Estudo Histopatoldgico do tecido hepatico de camundongos de camundongos
AIDINOS SWISS ...ttt bbbt 49
Analise histomorfométrica do tecido hepéatico de camundongos albinos

Swiss pré- tratados ou pos-tratados com EFIS em modelo de

hepatotoxicidade induzida por paracetamol............cccccooeiiiiniiininicieeen, 51
Area e perimetro dos ndicleos dos hepataCitos ............ccveeeveeeereereseereeeeeeeeens 51
Diametro dos SinusOides NEPALICOS.........cccvevueeieiieie e 53

Determinagéo da atividade antioxidante in vitro do EFIS pelo

método de varredura do radical livie DPPH ............cocoviiiiieieec e 54
DISCUSSAOD .....oeeieeeieeeseseee ettt s 56
CONCLUSAOD ......oveteeteeee ettt nesn e s s 64
REFERENCIAS ..ot s sttt ene st 66
APENDICES ..ottt n sttt 77

APENDICE A: Artigo: Hepatoprotective efficacy of methanolic extract of

Indigofera suffruticosa (Mill) on paracetamol-induced liver damage in mice... 77



16

1 INTRODUCAO

O figado é um orgéo de grande importancia que desempenha um papel essencial na
manutencdo do equilibrio bioldgico dos vertebrados. Desempenha muitas fungdes vitais,
como metabolismo de produtos quimicos (xenobioticos) ao qual o érgédo é exposto direta ou
indiretamente; metabolismo dos lipideos, dos carboidratos e das proteinas; além da
coagulacgdo sanguinea e imunomodulagdo (RAJESH & LATHA, 2004).

As hepatopatias representam um importante problema na salide mundial e entre as
que mais comprometem as fun¢des hepaticas estdo as hepatites, a cirrose e a doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). (LUO et al., 2015; PASTORI et al., 2015).

Medicamentos empregados na clinica médica podem provocar como reacao
colateral indesejavel, a agressao ao figado, limitando seu uso e 0s beneficios esperados, entre
eles estdo a carbamazepina (anticonvulsivante), captopril (anti-hipertensivo), diclofenaco,
nimesulida, ibuprofeno (antiinflamatorio), azitromicina, amoxicilina (antimicrobianos) (GU e
MANAUTOU, 2012; TAJIRlI K, SHIMIZU Y, 2008). Portanto, a hepatotoxicidade
medicamentosa tem recebido grande atencéo nos Gltimos anos (PASTORI et al., 2015).

O paracetamol, derivado do paminofenol, é o metabolito ativo da fenacetina,
responsavel pelo efeito analgésico do composto (JUNIOR, DUTRA e FRITZEN, 2013). Tém
sido amplamente utilizado como modelo experimental de intoxicacdo para avaliar
hepatoprotecdo de drogas e compostos vegetais. Normalmente, ele é seguro quando
consumido nas doses prescritas (1-4 g por dia). Em adultos, doses Gnicas de mais de 10 a 15 ¢
levam a lesdo hepatica severa ou fatal, secundaria a necrose hepatica massiva (LARSON,
2005).

Para o tratamento de desordens hepéticas as investigacGes etnobotanicas tém se
mostrado promissoras como estratégia para a selecdo de plantas medicinais para a busca de

novos farmacos com atividade hepatoprotetora (ALBUQUERQUE, 2007).
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A silimarina (SM) é uma mistura de flavondides, extraida da planta Silybum
marianum. Silybin foi descoberto como o primeiro membro de uma nova familia de
compostos naturais chamados flavonolignans em 1959 e é conhecido como o ingrediente
ativo predominante e primario em SM (HACKETT et al., 2013). Em particular, a SM tem
sido o farmaco padrdo-ouro para tratar disturbios hepaticos de diferentes etiologias e seus
extratos tém sido usados como remédios fitoterapicos tradicionais (“tonicos hepaticos”) ha
quase 2000 anos. Portanto, a SM é mais conhecida por seus efeitos antioxidantes e
quimioprotetores no figado e é frequentemente prescrita e auto-prescrita como um
medicamento hepatoprotetor complementar e alternativo (BIEDERMAMM et al., 2014).

No Brasil, plantas medicinais vém sendo avaliadas quanto a seus efeitos
hepatoprotetores e antioxidantes (GAMBERINI et al., 1991; GONZALEZ et al., 1993;
PANIZZA et al., 1998; SILVA et al., 2014). Entretanto, a quantidade de medicamentos que
sdo utilizados no tratamento de doencas hepaticas e que apresentam resultados expressivos em
seres humanos ainda é pequena (MURIEL; RIVERA-ESPINOZA, 2008). Assim, as plantas
medicinais utilizadas para o tratamento de distarbios hepéaticos que apresentam atividade
hepatoprotetora ou curativa tornam-se alvos importantes de estudos que buscam elucidar seu
mecanismo de acdo, bem como caracterizar compostos que possam ser utilizados para o
desenvolvimento de novos farmacos hepatoprotetores (GAMBERINI et al., 1991;
ALBUQUERQUE, 2007).

Indigofera suffruticosa Mill conhecida popularmente como anil do campo ou anileira é
uma planta da familia Fabaceae originaria da India, comum em toda a regido tropical e
subtropical, € uma leguminosa utilizada na adubacdo verde e cobertura dos solos.
(FERNANDES, 1987). No Brasil, a l.suffruticosa encontrada praticamente em todo pais, é
uma forrageira anual ou perene adaptada a regido do Sertdo Pernambucano (FERNANDES,

1987).
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Estudos farmacologicos, utilizando a fracdo alcaldide de Indigofera suffruticosa,
sugeriram que esta planta apresenta possivel atividade hepatoprotetora devido a preservacéo
da arquitetura do tecido hepatico de camundongos portadores de sarcoma 180 (LIMA et al.,
2014).

Em funcao dos estudos de hepatotoxicidade medicamentosa, com resultados relevantes
ainda serem escassos, 0 presente estudo avaliou a atividade hepatoprotetora e antioxidante do
EFIS através da determinacdo de marcadores da funcdo hepatica (alanina aminotransferase,
aspartatoaminotransferase, fosfatase alcalina e niveis das enzimas superdxido dismutase e
catalase), como também avaliou a histopatologia e histomorfometria o tecido hepatico
submetido ao pré e pds -tratamento com extrato etanélico de l.suffruticosa (EFIS) antes e apds

exposicao ao paracetamol, agente lesivo ao tecido hepatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato etandlico das folhas de Indigofera suffruticosa Mill (EFIS)

na prevencdo e no tratamento de lesdo hepatica induzida por paracetamol em camundongos

Swiss.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito hepatoprotetor do EFIS (tratamento antes da inducdo da lesdo
hepéatica) contra a hepatotoxicidade induzida por paracetamol em camundongos
através da determinacdo dos niveis séricos de diferentes marcadores relacionados a
integridade  hepatica  (alanina  aminotransferase =~ (ALT/TGP),  aspartato

aminotransferase (AST/TGO) e fosfatase alcalina (ALP);

Determinar os niveis das enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) no
tecido hepatico dos animais submetidos ao tratamento EFIS antes da inducdo da lesdo

hepética e a concentracdo dos grupos Tiois;

Analisar a Histopatologia e histomorfometria do tecido hepatico dos animais

submetidos ao tratamento EFIS antes da inducdo da lesdo hepatica;

Avaliar o efeito curativo do EFIS (tratamento iniciado ap6s a inducdo da lesdo
hepéatica) contra a hepatotoxicidade induzida por paracetamol em camundongos
através dos niveis séricos de diferentes marcadores relacionados a integridade hepatica

(ALT, AST e ALP);
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Determinar os niveis das enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) no
tecido hepético dos animais submetidos ao tratamento com EFIS iniciado apds a

inducdo da lesdo hepatica e a concentracdo dos grupos Tidis;

Analisar a Histopatologia e histomorfometria do tecido hepatico dos animais

submetidos ao tratamento com EFIS iniciado apds a inducdo da lesdo hepética;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do EFIS através do método DPPH.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Indigofera suffruticosa Mill

A espeécie Indigofera suffruticosa Mill é uma planta da Antilha e América Central e
encontra-se distribuida por toda Ameérica tropical. No Brasil ha registro da espécie nos
estados do Mato Grosso (FERNANDES, 1987), Alagoas (RIBEIRO et al., 1984), Paraiba,
Ceara, Rio Grande do Norte, Pard e Pernambuco (RIET-COREA, 2000).

Conhecida popularmente como “anil do campo” ou “anileira”, Indigofera
suffruticosa € utilizada na cultura tradicional no tratamento de diversos problemas de salde
(HASTINGS, 1990). Os 6rgdos vegetativos de I. suffruticosa apresentam valor medicinal
como antiespasmodico, sedativo, estomaquico e antidoto contra o mercurio e o arsénio
(MARTINS et al., 2000. A investigacdo fitoquimica de extratos de folhas de I. suffruticosa
revelou a presenca de alcaloides, flavonoides, esteroides, proteinas, tri terpenos carboidrato e
indigo cumarina (LEITE et al.,2006). Estudos farmacoldgicos mostraram que extrato de
folhas de 1. suffruticosa apresentam atividades: antiinflamatéria (LEITE et al., 2003),
embriotoxica (LEITE et al., 2004), antimicrobiana (LEITE et al., 2006) e terapia alternativa
anticancer e antitumoral. (VIEIRA et al., 2007). Foi demonstrado que o extrato de folhas de
I. suffruticosa inibem o desenvolvimento da eclosdo dos ovos, a ecdise das larvas e o efeito
deterrente n ovoposic¢do de mosquitos de Aedes aegpty. (VIEIRA et al., 2011). Camundongos
portadores de sarcoma 180 apresentou uma resposta hepética ap6s o tratamento sub-crénico
com extrato de I. suffruticosa. (SILVA et al., 2014). O estudo fitoquimico de trés (3) fracOes
alcaloides bis-indolica; indican, indigo e indirubina de folhas de 1. suffruticosa foram

identificadas, isoladas e purificadas por Vieira et al (2011).
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Estudos, mais recente tem demonstrado que fracao alcaloide bis-indolica indican e extrato de
folha da espécie em questdo € detentora da presenvacdo da arquitetura do tecido epitelial do
figado. Segundo Oliveira, et al (2016) a fracdo alcaloide bis-ind6lica Indican de folhas de 1.
suffruticosa se apresentou como um agente protetor fitoterapico do figado e apresentou baixa
ordem de toxicidade com viabilidade de 98% das larvas. Foi relatado preservacdo da
organizacdo estrutural dos tubulos renais e nucleos de hepatocito de camundongos apds
tratamento com I. suffruticosa. (SILVA et al., 2014). Devido as propriedade anti-inflamatoria,
anticancer e antitumoral, agente protetor fitoterapico do figado e baixo nivel de toxicidade,
previamente relatados, nossa hipétese e que a planta pode ser utilizada como agente

hepatoprotetor.

3.2 Anatomia e Histologia do Figado

O figado é o maior érgdo solido do corpo, constituido aproximadamente de 2% a 5%
do peso do corpo de um homem adulto. Pode exercer até 100 funcGes diferentes, a maioria
das quais é exercida pelos hepatdcitos. Sua anatomia classica distingue dois lobos principais,
direito e esquerdo, e dois acessorios, quadrado e caudado. (MINCIS, 2010). E constituido
principalmente por células hepéticas. O hepatdcito é a célula mais multifuncional do
organismo, de forma poliédrica com 6 ou mais faces e medem de 20 a 30 um de diametro.
Esta célula apresenta um nucleo central, arredondado, com um ou dois nucléolos bem
evidentes. Os reticulos endoplasmaticos sdo bem evidentes. Possui fungdes glandulares
enddcrinas e exdcrinas e, além de sintetizar e acumular varios compostos, neutraliza outros e
transporta corantes do sangue para a bile. Apds as refeicdes, 0s hepatocitos convertem o
excesso de glicose em glicogénio. Eles desempenham intimeras fungdes metabolicas Uteis,
como a utilizacdo de lipidios para a sintese de lipoproteinas, a degradacdo de horménios

esteroides e a destoxificacdo de medicamentos e toxinas. Essas células epiteliais se agrupam
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em placas que se anastomosam entre si formando unidades morfologicas, os lobulos
hepaticos. Cada Iébulo é uma massa poliédrica de tecido hepatico de mais ou menos 0,7 por 2
mm de tamanho. As regifes nos cantos dos poliedros sdo denominadas espacos porta,
compostos por 1 vénula, 1 arteriola, 1 ducto biliar e vasos linfaticos. Nos I6bulos os
hepatocitos se dispdem em corddes orientados radialmente. Os corddes sdo constituidos por
células dispostas em uma s6 camada que sdo perfuradas e, frequentemente, anastomosam-se,
resultando num labirinto complexo, que da ao lobulo hepatico um aspecto esponjoso
(CORMACK, 2003).

O espaco que fica entre os cordBes de células hepéticas sdo os chamados sinusoides,
capilares hepaticos de paredes revestidas por células endoteliais tipicas dos capilares
sanguineos. O capilar sinusdide apresenta-se envolto por um delicado arcabougo de fibras
reticulares e neles desembocam ramos capilares terminais da artéria hepatica que trazem
oxigénio para o parénquima hepatico. Os capilares sinuséides desembocam na veia
centrolobular, no centro do Iébulo e medem entre 10 e 30 um de didametro. Seu endotélio é
fenestrado e se assenta sobre uma membrana basal descontinua. Além disso, a juncao entre as

células endoteliais contiguas é incompleta e ha separacdes de 0,1 a 0,5 um.

3.3 O metabolismo de xenobioticos no figado

O figado é responsavel pelas funcGes metabdlicas, excretrias e secretdrias.
Portanto este 6rgdo desempenha papel homeostatico fundamental no equilibrio de numerosos
processos biolégicos (NEMETH et al., 2004).

Muitos medicamentos empregados rotineiramente na clinica médica podem
provocar como reacdo colateral indesejavel, a agressdo ao figado, limitando seu uso e 0s

beneficios esperados (GU e MANAUTOU, 2012). A depuracao hepatica depende da eficicia
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das enzimas metabolizadoras, do fluxo sanguineo hepatico, da ligacdo as proteinas
plasmaticas e da “depuragao intrinseca” dessa substancia. Esta ultima propriedade depende do
grau de lipossolubilidade e do peso molecular da substancia. O objetivo da metabolizacédo
hepética € tornar o farmaco mais hidrossoltvel, para a excrecdo renal ou biliar (MATOS &
MARTINS, 2005).

Um dos principais fatores que afetam o perfil terapéutico e toxicoldgico de farmacos,
levando ndo apenas a sua detoxicacdo e excrecdo, mas também a sua bioativacdo, é a
biotransformacdo (MATOS & MARTINS, 2005).

As reacdes de biotransformacdo séo divididas em dois tipos: 1) Reacbes de Fase I, na
qual os farmacos e xenobidticos sdo metabolizados por diversos sistemas enzimaticos, através
de reacGes de oxidacao, reducdo ou hidrolise que irdo converter o farmaco em um metabdlito
mais polar. Essas reacGes sdo catalisadas pelo sistema do citocromo P450, uma familia de
hemoproteinas ligadas a membrana, localizadas no reticulo endoplasmatico liso de
hepatdcitos centrolobulares. 2) Reagdes de Fase Il, na qual os metabdlitos da fase | sofrem
reacdes de conjugacdo, sendo adicionados ao metabdlito pequenas moléculas endégenas de
alta polaridade, formando conjugados hidrossoltveis que serdo por fim excretados (LARSON,
2005). Se essas moléculas ndo forem metabolizadas pelas enzimas de fase 2, elas podem
causar danos a proteinas, ao acido desoxirribonucléico (DNA) e ao &cido ribonucléico (RNA)
(Figura 1)

As reacOes de biotransformacdo geralmente seguem o processo de detoxificacdo,
resultando em metabdlitos inativos (WILLIAMS et al, 2002). No entanto, muitos
intermediarios das drogas gerados durante o metabolismo sdo altamente reativos e toxicos,
podendo causar hepatotoxicidade (PARK et al., 2005). Vérios fatores podem influenciar a
resposta das células a um insulto toxico, e a extensdo do dano resulta da intervencédo de fatores

celulares intrinsecos e extrinsecos (PESSAYRE; LARREY, 1988).
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Basicamente, é o equilibrio entre a bioativacdo, detoxificacdo e 0os mecanismos de
defesa/reparo que determina se um composto ird provocar um efeito toxico ou néo
(WILLIAMS et al., 2002).

Figura 1. Metabolismo de xenobioticos. Reagdes da fase 1 catalizadas pelo citocromo P450

(CYP450). Reacbes da fase 2 catalisadas por varias enzimas formando conjugados
hidrossollveis. (Adaptado de Larson, 2005).
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3.4 Hepatotoxicidade medicamentosa

As hepatopatias compreendem um grupo de doencas que atingem o figado de forma
primaria ou secundaria, com evolucdo aguda ou crénica (PASTORI et al., 2015).

A hepatotoxicidade medicamentosa tem recebido grande atencdo nos Gltimos anos e
ocorre devido ao uso indiscriminado de medicamentos, principalmente aqueles com status de
venda livre (WILLIAMS et al, 2002). Os medicamentos de venda livre sdo conhecidos
também como Medicamentos Isentos de Prescricdo (MIPs). Estes sdo os medicamentos de

primeira escolha da populacdo para os problemas de satde, como por exemplo o paracetamol,
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0 qual possui potencial hepatotdxico quando excede sua dose terapéutica (PINTO et al.,

2015).

3.5 Modelos animais para inducéo de lesdo hepatica aguda

Existem diversos modelos experimentais de intoxicacdo hepatica. Grande parte deles
utiliza substancias quimicas hepatotoxicas como o tetracloreto de carbono (CCla),
paracetamol (PCM) e a tioacetamida (TAA) (NEWSOME et al., 2000). O uso destas
substancias apresenta, de maneira geral, maior variabilidade de resposta em relacdo aos
modelos cirdrgicos, porém parece refletir melhor os achados clinicos (BELANGER,;
BUTTERWOTH, 2005).

O modelo que utiliza o CClsa como agente hepatotoxico, consiste num método
experimental muito utilizado para se estudar o efeito hepatoprotetor de produtos naturais e de
drogas (RECKNAGEL et al., 1989). Esse método se baseia nos efeitos dos intermediérios
altamente reativos e téxicos que sdo produzidos durante seu metabolismo hepatico
(MADDREY, 2005). Os radicais livres formados, por serem extremamente reativos e
instaveis, participam de reacfes com substancias quimicas organicas e inorganicas, proteinas,
lipideos, carboidratos e acidos nucléicos (LEMOS, 2006).

A intoxicacdo hepética pela TAA é um modelo experimental satisfatério capaz de
causar dano hepatico grave ap6s administracdo aguda e cirrose ap6s administracdo cronica,
originando severas alteracfes na permeabilidade celular, e inibindo a atividade mitocondrial,
levando a morte celular (DAVID et al., 2002). Quando a membrana plasmatica da célula
hepatica é danificada, uma variedade de enzimas normalmente localizadas no citosol é
liberada na corrente circulatéria e a estimativa da concentracdo destas enzimas no soro torna-

se um Gtil marcador quantitativo para avaliar o dano hepatocelular (TUNEZ et al., 2005).
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O paracetamol (PCM), também conhecido como Acetaminofem®, derivado do
paminofenol, é o metabolito ativo da fenacetina, responsavel pelo efeito analgésico do
composto (JUNIOR, DUTRA e FRITZEN, 2013). Esse composto pertence a classe dos
analgesicos e antipiréticos, tendo uma acdo analgésica e alta acdo antipirética. (LOPES e
MATHEUS, 2012). Tem o mecanismo de acdo que inibe a ciclo-oxigenase 2 (COX — 2), e
possui menos efeitos adversos sobre o trato gastrintestinal (LOPES e MATHEUS, 2012). E
indicado para alivio de dores leve a moderada, como cefaleia e mialgia (KATZUNG, 2010).
O paracetamol é administrado por via oral, podendo ser encontrado em formulacdo solida
como as capsulas, drageas, pastilhas e comprimidos também em formulacéo liquida como em
gotas e xarope (LOPES e MATHEUS, 2012). Esse facil acesso ao paracetamol e o
desconhecimento da populacdo sobre seus efeitos nocivos ao organismo tém aumentado
significativamente o nimero de intoxicacdes por esse farmaco podendo causar a principio
sintomas como nauseas, vomitos, sudorese intensa e ictericia (KATZUNG, 2010).

O uso prolongado de paracetamol pode acometer o figado com insuficiéncia hepéatica
aguda (IHA) e os rins com insuficiéncia renal, levando até ao 6bito (MEIRA et al., 2013).
Segundo estudos a IHA é causada, em 50% dos casos, pela hepatotoxicidade proveniente de
farmacos, incluindo o paracetamol (MEIRA et al., 2013).

Na administracéo de doses tdxicas, as vias tradicionais de metabolizacdo saturam e a
via do Citocromo P- 450 assume a biotransformacdo do paracetamol, ocasionando maior
formagdo de metabdlito toxico e radicais livres, conduzindo a necrose dos hepatocitos.
(Figura 2) (HEUBI, 1998).

Modelos experimentais que utilizam intoxicacdo por Paracetamol tém sido
amplamente utilizados para avaliar hepatoprotecdo de drogas e compostos vegetais

(LITOVITZ,2000).
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Figura 2. Cascata de eventos que ocorre no figado ap6s administracdo de uma dose
toxica de paracetamol. (Adaptada de TIMBRELL. J, 2008)
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3.6 Enzimas indicadoras de danos hepaticos

As agressdes hepaticas podem gerar alteracGes enzimaticas sem lesdo morfoldgica. O
aumento do nivel das enzimas hepatobiliares é um dos marcadores mais sensiveis de
disfuncéo hepatica induzida por drogas. (GONZALEZ e SILVA, 2006). Algumas das enzimas
consideradas indicadoras de hepatotoxicidade celular sdo as seguintes: alanina-trasaminase
(ALT), aspartato-transaminase (AST) e a fosfatase alcalina.

As transaminases, ALT e AST, possuem um importante papel no metabolismo de

proteinas e de hidratos de carbono e sdo amplamente distribuidas nos tecidos animais. ALT é
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uma enzima encontrada livre no plasma dos hepatdcitos, entdo no dano celular ela é liberada
na corrente circulatoria (TIMBRELL. J, 2008). Ja a AST é encontrada predominantemente no
citosol e em menor quantidade nas mitocondrias dos hepatdcitos (GONZALEZ e SILVA,
2006).

Tanto a ALT como AST existem normalmente no plasma sangiiineo humano, na bile,
no liquido cefaloraquidiano e na saliva. As fosfatases alcalinas estdo presentes em quase todos
os tecidos e fluidos humanos, sdo fontes particularmente ricas o intestino delgado, 0s 0ssos, a
glandula mamaria, durante a lactacdo, e o rim. Os niveis de fosfatase alcalina sérica nas
enfermidades do figado, se encontram elevados (KING, 1968).

De acordo com Gonzalez e Silva (2006), a Fosfatase alcalina (FA) promove a
catalisacdo da hidrdlise de ésteres do acido fosforico sob condic6es alcalinas, tendo um pH de
Otima atividade in vitro em torno de 10, existindo isoenzimas de FA na membrana celular de
varios tecidos. Orgdos como figado, rins, intestinos, pancreas, 0ssos, e a placenta, tem
maiores concentragdes de FA nas membranas celulares; s&o duas formas de isoenzimas
produzidas a partir de dois genes diferentes, uma intestinal e uma tecidual inespecifica, esta
ultima pode sofrer alteracdo postranslacional adicional nos diferentes tecidos, formando
diferentes isoformas nos o0ssos, rins, placenta e figado. Também de acordo com a mesma
autora a maior parte de FA de origem sérica € hepética, onde esta presente nas células do
epitélio biliar e nas membranas caniculares dos hepatdcitos. Porém, de acordo com Gonzalez
e Silva (2006), deve se levar em consideragdo a possibilidade do aumento de FA ndo ser de

origem hepatica, mas sim das outras isoformas, como por exemplo a éssea ou renal.
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3.7 Estresse oxidativo e sistema antioxidante

O conceito de estresse oxidativo é um desequilibrio entre a quantidade de oxidantes
e antioxidantes (CADENAS et al., 1998), porém Jones, em 2006, o classificou como sendo
uma perturbacédo do controle e da sinalizacdo redox.

O estresse oxidativo € um evento intimamente relacionado a presenca de radicais
livres. Um radical livre é qualquer espécie que contém um ou mais elétrons desemparelhados
em sua ultima camada. Devido a esta caracteristica, os radicais livres sdo altamente reativos e
instaveis, podendo atacar alvos celulares diversos (proteinas, fosfolipideos de membrana e
acidos nucléicos) com o objetivo de estabilizarem sua estrutura molecular. Ha uma ampla
variedade dessas moléculas nos seres vivos, porém nem todas sdo radicais. Dessa forma, tem
sido utilizada a denominacdo EROs como um termo coletivo que inclui ndo apenas radicais de
oxigénio, mas também algumas espécies nao-radicalares derivadas do oxigénio, como o
perdxido de hidrogénio, acido hipocloroso e 0zonio (CIRCU e AW, 2010).

O oxigénio molecular (O2) € uma molécula fundamental para a sobrevivéncia de
organismos aerébios, sendo necessaria durante diversos processos vitais como: respiracao
celular, producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo
intracelular e sintese de substancias biolégicas. Ao mesmo tempo, € uma molécula capaz de
gerar substancias toxicas a nivel intracelular e extracelular (CIRCU e AW, 2010; JAESCHKE
et al., 2012). A reducdo molecular do O, resulta na formacdo de EROs, incluindo o anion

superdxido, o peroxido de hidrogénio e os radicais hidroxila (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos celulares de geracdo de oxidantes e sistema antioxidante (Adaptado de
JAESCHKE et al., 2012).
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Para garantir sua integridade estrutural e funcional, as células hepaticas tém um
sistema antioxidante constituido por enzimas como as catalases e superéxido dismutase, que
se conjuga espontanemente com o0s metabolitos reativos, convertendo-os em produtos
atéxicos, impedindo sua ligacdo as macromoléculas, que levariam a morte celular (CIRCU e
AW, 2010). As principais EROs conhecidas sdo: anion superéxido (O, ), peroxido de
hidrogénio (H20,) e radical hidroxil (HO). O, é convertido em H,O, espontaneamente e essa
reacao pode ser catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD), ocorrendo a consequente
formacédo de peroxido de hidrogénio, sendo este menos reativo e podendo ser degradado por

outras enzimas (CHANCE; BOVERIS, 1979).

O, + O, + 2H" Sob H202 + 02
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Outra enzima importante é a CAT. O peroxido de hidrogénio, formado na dismutacdo do
anion superéxido, é transformado em agua e oxigénio por acdo dessa enzima. Esta, por sua
vez, tem uma acdo muito especifica, ja que atua em reacdes com perdxidos de hidrogénio,

metila e etila (CHANCE; BOVERIS, 1979).

2H,0, CAT 2H,0 +0,

3.8 Silimarina e as plantas hepatoprotetoras no Brasil

Pertencente a familia Asteraceae, Silybum. marianum é uma planta herbacea, nativa
do mediterraneo e cultivada pelo sul da Europa como um vegetal ; A silibina é o principal
constituinte (70-80%) isolado dessa planta e é usada por décadas na medicina popular da
regido mediterranea europeia, na terapia de hepatopatias (FLORA et al., 1998).

Segundo Shailajan et al., (2005) a silimarina € um potente antioxidante que protege
varios tipos celulares do organismo, tais como hepatdcitos e astrocitos de compostos
geradores de radicais livres. Portanto, o efeito da silimarina aos possiveis danos hepaticos
causados pelo Paracetamol ja estam bem estabelecidos. (ACHLIYA; WADODKAR; DORLE,
2004). A silimarina (padronizada com silibina) esté entre os fitoterapicos mais utilizados no
tratamento contra distdrbios hepéticos, dentre eles, hepatite crbnica e viral, cirrose e doencas
hepaticas alcoodlicas. Se administrada oralmente possui rapida absorcdo (2-4 horas); entretanto
possui baixa absor¢do no trato gastrointestinal (20- 50%) e, consequentemente, baixa
biodisponibilidade (JACOBS et al., 2002; FRASCHINI et al., 2002; BALL & KOWDLEY,
2005; JAVED et al., 2011). Os principais mecanismos de acdo da silymarina estdo
relacionados com a protecdo dos hepatocitos, impedindo que hepatotoxinas se liguem aos

sitios receptores de membranas destas células, alem de diminuir o estresse oxidativo e
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regenerar hepatocitos, através da sintese de proteinas estimulada pela RNA polimerase
ribossomal (LUPPER, 1998; MURPHY et al., 2000; FRASCHINI et al., 2002; BALL &
KOWDLEY, 2005; DHIMAN & CHAWLA, 2005).

A Silimarina vem sendo utilizada como controle positivo em experimentos animais
que avaliam atividade hepatoprotetora de extratos vegetais, sendo utilizada como controle
positivo para comparacdo de hepatoprotecdo, assim como do mecanismo de acdo pelo qual
essa protecdo ocorre (ILAVARASAN et al., 2003; HSU et al., 2009; DONG et al., 2013;
OLALEYE et al., 2014; DONG et al., 2015).

Estudos de Sabir & Rocha (2008) demonstraram o efeito hepatoprotetor do extrato
de Solanum fastigatum. O estudo foi conduzido com a utilizacdo de camundongos, machos,
que receberam oralmente paracetamol (250 mg/kg) e diferentes doses do extrato de S.
fastigatum (100 e 200 mg/kg). Os extratos foram administrados trés horas apds o paracetamol
durante 7 dias consecutivos. Os resultados demonstraram que ambas as doses do extrato
foram eficazes em proteger do dano induzido por paracetamol e apresentaram atividade
antioxidante. A administracdo do extrato reduziu os niveis de peroxidacdo lipidica e restaurou
0s niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) além de, reduzir a
atividade dos marcadores hepaticos: ALT e AST. Os autores destacam que a atividade
protetora da planta pode ser atribuida ao elevado teor de compostos fendlicos e flavondides
(rutina e quercetina) comprovados pela andlise fitoquimica.

Ilavarasan et al (2003), quando investigaram a capacidade protetora do extrato de
Camellia sinensis sobre o dano hepatico induzido por diferentes doses orais de paracetamol
(150, 200 e 300 mg/kg) administrados antes ou apos o extrato, evidenciaram que a planta é
detentora de tal atividade, devido aos compostos bioativos presentes em sua composicéo,
como catequinas polifendlicas e epigalocatequina galato. Um achado importante foi o fato de

que a administracdo do extrato posteriormente a superdosagem do paracetamol potencializou



34

0 dano hepético. Provavelmente, esse efeito esta relacionado a deplecdo dos niveis de GSH
encontrados, demonstrando a importancia do uso de diferentes protocolos experimentais na
investigacdo dos efeitos farmacoldgicos das plantas e suas possiveis interagdes. Os autores
salientam ainda que o consumo de cha verde utilizada no estudo (2,7 g/ dia para um adulto de
65 kg) resultaria em um possivel dano quando esses dois compostos forem utilizados
concomitantemente. Kumar (2004) demonstrou o efeito hepatoprotetor do extrato etandlico de
Desmodium gangeticum, planta utilizada como digestiva, antiemética e antiinflamatoéria. O
extrato fora administrado por via oral na dose de 500 mg/kg concomitante com paracetamol
(400 mg/kg, p.o) por 28 dias. Os resultados evidenciaram que a administracdo de paracetamol

provocou severa hepatotoxicidade.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

O material vegetal (folhas frescas de I. suffruticosa) foi coletado na cidade de Recife,
no Estado de Pernambuco no periodo de julho de 2015. A amostra foi catalogada pela Bidloga
Marlene Barbosa do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) e encontra-se catalogada sob o numero 43694 no Herbario Geraldo Mariz do Centro

de Ciéncias Biologicas da UFPE.

4.2 Preparacéo do extrato etandlico de I. suffruticosa

Folhas frescas de I. suffruticosa (1,3 Kg) recém coletadas, foram higienizadas em agua
corrente, pulverizadas e, posteriormente submetidas a extragdo com 4 litros de etanol (C,HgO)

a temperatura ambiente, durante 48 horas. Em seguida o solvente foi filtrado e evaporado a 35
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°C sob pressdo reduzida. O material obtido foi identificado como extrato etanolico de 1.

suffruticosa (EFIS). Para a administracéo nos animais, o EFIS foi ressuspenso solucdo salina.

4.3 Animais experimentais

Foram utilizados 35 camundongos albinos Swiss, machos (35 a 45g) provenientes do
biotério do Laboratdrio de Cancerologia Experimental do Departamento de Antibioticos da
UFPE (Pernambuco, Brasil). Os camundongos receberam agua e racdo ad libitum e foram
mantidos em condi¢cBes ambientais padrdo de temperatura, umidade e sob ciclos claro e
escuro de 12 horas. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFPE - processo N° 23076.025195/2012-64 de 2012 (Anexo 3).

4.4 Delineamento experimental
4.4.1 Grupos experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em sete grupos (n=5 animais/grupo):

1 - Sadios;

2 - Com lesdo hepatica induzida por paracetamol (PCM) e tratados com salina 0,9% (10

ml/kg; v.0.);
3 - Com leséo hepética induzida por PCM e tratados com silimarina (25 mg/kg; v.0.);

4 - Pré-tratados com EFIS (50mg/kg; v.0) antes da inducdo da lesdo hepética induzida por
PCM,;

5 - Pré-tratados com EFIS (100mg/kg; v.0) antes da inducdo da lesdo hepatica induzida por
PCM;

5 - Tratados com EFIS (50mg/kg; v.0) ap6s a inducédo da lesdo hepética induzida por PCM;

6 - Tratados com EFIS (100mg/kg; v.0) ap6s a inducéo da leséo hepética induzida por PCM
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4.4.2 Procedimento Experimental

4.4.2.1 Inducdo da lesdo hepatica Modelo experimental de hepatotoxicidade induzida por
overdose de PCM.

Para a inducdo da hepatotoxicidade nos camundongos Swiss, foi utilizado o modelo
de experimental de administracdo de overdose de paracetamol (Sigma-Aldrich) conforme
descrito na literatura (JAESCHKE, RAMACHANDRAN, 2011; MARQUES, 2013). Os
animais receberam, com um intervalo de 24 horas entre cada administracdo, duas doses de
paracetamol (300 mg/kg; v.0.) dissolvido em solu¢éo salina.

Dois experimentos foram realizados: Experimento A - Determinacdo do efeito
hepatoprotetor (tratamento antes da inducdo da lesdo hepatica) do EFIS contra a
hepatotoxicidade induzida por paracetamol em camundongos e Experimento B -
Determinacdo do efeito do pos-tratamento (apds a inducdo da lesdo hepatica) com EFIS
contra a hepatotoxicidade induzida por paracetamol em camundongos.

No Experimento A, o EFIS foi administrado em camundongos antes da inducgéo
da lesdo hepatica para avaliacdo de seu efeito preventivo (hepatoprotetor). Nesse experimento,
0s animais receberam durante cinco (05) dias consecutivos EFIS (50 ou 100 mg/kg),
silimarina (25 mg/kg) ou salina (10 ml/kg) via gavagem (Figura 4). O primeiro grupo foi
composto por animais sadios (sem lesdo hepatica). No ultimo dia dos tratamentos (5° dia) a
lesdo hepatica foi induzida através da administracdo de duas doses de paracetamol (300
mg/Kg; v.0.), com intervalo de 24 horas cada. Apds 24horas do ultimo dia de administracéo

do paracetamol, os animais foram eutanasiados.
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Figura 4. Desenho experimental da distribuicdo dos grupos para o estudo do efeito do
tratamento com EFIS (pré lesdo hepatica). 1 = animais sadios; 2 = animais com lesdo e tratados
com salina (10 ml/kg; v.0.); 3 = animais tratados com silimarina (25 mg/kg); 4, e 6 = animais
pré- tratados com EFIS (50 ou 100 mg/kg; respectivamente) + inducao de lesdo hepatica.

Experimento A

PRE TRATAMENTO com EFIS

| |

Controles Grupos experimentais
I I 1 ! !
Animais Lesao/ Lesao/ EFIS EFIS
Sadios salina Silimarina (50 mg/kg; v.0) (100mg fkg v.0)

(10ml/kg;v.0) (25 mg/kg; v.0)

Inducio de hepatotoxicidade
300mg/ kg de paracetamol

Eutandsia 24 h apoés o ultimo dia de
experimento

No experimento B, o EFIS foi administrado em camundongos, apds a inducdo da lesdo

hepatica para avaliacdo de seu efeito curativo. Os dois experimentos serdo descritos

detalhadamente nas sec¢fes seguintes.

Nesse ensaio, camundongos Swiss foram também aleatoriamente distribuidos em

cinco grupos (n=5 animais/grupo) (figura 5), mas diferentemente dos animais do item anterior

a lesdo hepatica foi induzida antes do inicio dos tratamentos com EFIS (50 ou 100 mg/kg),

silimarina (25 mg/kg) ou salina (10 ml/kg) via gavagem, durante sete dias consecutivos. O

primeiro grupo foi composto por animais sadios (sem lesdo hepatica)
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Figura 5. Desenho experimental da distribuicdo dos grupos para o estudo do efeito do
tratamento com EFIS (pés lesdo hepética). 1 = animais sadios; 2 = animais com leséo e tratados
com salina (10 ml/kg; v.0.); 3 = animais tratados com silimarina (25 mg/kg); 5 e 7 = animais
com lesdo hepatica / pos- tratados com EFIS (50 ou 100 mg/kg; respectivamente).

Experimento B

POS TRATAMENTO com EFIS

Inducao de hepatotoxicidade paracetamol

(300 mg/kg)
Controles Poés- tratamento
Animais Lesao/ Lesao/ EFIS EFIS
Sadios Salina Silimarina (50 mg/kg; v.0) (100 mg/kg; v.0)

(10 mlVkg; v.0) (25 mg/kg; v.0)

Eutan:sia 24 h apos o altimo dia de experimento

4.5 Coleta de sangue dos animais.

Apbs sete dias do desenvolvimento do modelo, os animais foram anestesiados. O
sangue foi coletado através de puncdo cardiaca e logo em seguida centrifugado a 3000 rpm
por 15 minutos a 4°C para a obtencdo do soro. Esse material foi armazenado em freezer -20°C
e utilizado para determinacdo dos niveis séricos das enzimas aspartato aminotransferase

(AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP).
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4.5.1 Determinacdo do efeito do EFIS sobre os niveis séricos das enzimas aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP).

As andlises bioquimicas para determinacdo das concentragdes séricas das enzimas

hepéaticas ALT e AST foram realizadas no soro utilizando kits comerciais (Labtest®)

4.5.1.1 Alanina aminotransferase (ALT)

A ALT promove a transferéncia de grupamentos amina de o-aminoacidos para o-
cetodcidos. O piruvato formado é medido através da formacdo de hidrazona, a qual tem

intensidade de cor em meio alcalino.

L-Alanina + a-cetoglutarato ALT— Glutamato + Piruvato

Foi adicionado 0,1 mL do Reagente n° 1 (TGP substrato) e transferido para o banho-maria a
37°C. Apods 2 minutos, adicionou-se 0,02 mL da amostra ao microtubo com reagente n° 1. As
amostras permaneceram 30 minutos no banho-maria a 37°C. Posteriormente, o microtubo foi
retirado do banho-maria e adicionou-se 0,1 mL do Reagente n° 2 (reagente de cor), que foi
homogeneizado e incubado em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida foi
adicionado 1 mL de hidroxido de s6dio (NaOH) as amostras, que foram homogeneizadas e
incubadas por 5 minutos. A leitura foi realizada a 505 nm. Os valores sdo expressos em
Unidades/ mL. Conversdo para Unidades Internacionais (Ul): Unidades/ mL x 0,482

(IFCC,2002).

4.5.1.2 Aspartato transaminase (AST)

A AST promove a transferéncia de grupamentos amina de a-aminoacidos para a-cetoacidos.

L-aspartato + a-cetoglutaratoAST— Glutamato + Oxalacetato



40

Foi adicionado 0,1 mL do Reagente n° 1 (TGO substrato) e transferido para o banho-maria a
37°C. Apo6s 2 minutos adicionou-se 0,02 mL da amostra ao microtubo com reagente n® 1. As
amostras permaneceram 60 minutos no banho-maria a 37°C. Posteriormente, o microtubo foi
retirado do banho-maria e adicionou-se 0,1 mL do Reagente n° 2 (reagente de cor), que foi
homogeneizado e incubado em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida foi
adicionado 1 mL de NaOH as amostras, que foram homogeneizadas e incubadas por 5
minutos para a realizacdo da leitura a 505 nm. Os valores sdo expressos em Unidades/mL.

Conversdo para Ul: Unidades/mL x 0,482 (IFCC,2002).

4.6 Obtencdo das amostras de tecido hepéatico para as analises histopatoldgicas,
histomorfométrica e determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes enzimas

antioxidantes superoxiodo dismutase (SOD) e catalase (CAT)

Apds a coleta do sangue dos animais (item 4.4), realizou-se tricotomia e desinfec¢do
da regido abdominal, seguida de intervencdo cirdrgica, exposicdo do figado e retirada do
orgdo. Apds o figado ter sido retirado, um pequeno fragmento foi imerso em solucéo fixadora
de formaldeido 10% durante 48 horas para o preparo de laminas histologicas; outro fragmento
do figado foi congelado em freezer -80°C, para quantificacdo de enzimas antioxidantes,
superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e proteinas totais. No final do experimento 0s

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

4.7 Determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes SOD e CAT

4.7.1 Atividade da Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da CAT, o tecido hepatico (30 mg) foi macerado com a

solucéo tampéo PBS 1% (tampéo fosfato-salino). O homogenato resultante foi centrifugado a



41

6000 rpm a 4°C por 10 min. O sobrenadante resultante foi utilizado para mensuracdo da
atividade enzimatica, a qual foi determinada pela taxa de decaimento do perdxido de
hidrogénio lido em espectrofotdmetro a 240 nm, segundo metodologia de Aebi (1984). A
enzima catalase catalisa a decomposicdo do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A
velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio é diretamente proporcional a

atividade enzimética.

4.7.2 Atividade da Superdxido dismutase (SOD)

A concentracdo de superdxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Dieterich et al, (2000) com modificaces. A atividade dessa enzima é
definida por sua capacidade para inibir um sistema de detec¢do que reage com o0 O 2~ da
reacdo. Para isso utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo O 2 ~ que é substrato da enzima. O figado (30 mg) foi
homogeneizado em tampéo glicina. Para a leitura foi adicionado 10 ul de catalase, em seguida
diferentes volumes (10ul, 20 pl e 30 ul) do homogeneizado, 970 ul de tampéo glicina (32 °C),
17 pl de adrenalina e mediu-se a inibicdo da reacdo. A absorbancia foi medida a 480 nm a
cada 10 s por 180 s. A atividade enzimatica foi expressa em unidades SOD/g de tecido
(quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de reducdo da adrenalina)

(BARREIROS, 2006).

4.8 Concentracao de grupos tiois

A oxidacdo de grupo tidis (SH) das proteinas de membrana foi induzida por T-butil
hidroperdxido a 0,6 mM e CaCl, a 10 mM. Em seguida, foi adicionado acido tricloroacético
(TCA) a 6% (v/v), centrifugados a 13.000g por 10 minutos para obtencdo do precipitado. Este

foi ressuspendido em 1 mL de tampdo fosfato de potéssio a 0,5M, pH 7,6 e apos a adigdo do
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acido 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzoéico (DTNB) (0,1mM), a absorbancia do SH precipitado
foi determinada por espectrofotdmetro com comprimento de onda de 412 nm, sendo a
concentracdo de grupos tidlicos calculada usando € = 13.600 (mol/l) 1em? (BARREIROS,

2006).

4.9 Estudo Histopatoldgico e Histomorfométrico do tecido hepéatico de camundongos

submetidos ao pré-tratamento ou pds- tratamento com EFIS.

Amostras do tecido hepatico dos grupos controles (sadio, lesdo/salina e
lesdo/silimarina) e experimentais (pré ou pos tratados com dose repetidas de EFIS 50 ou 100
mg/kg; v.0.) foram fixados em formaldeido (2,5%) e corados com hematoxilina e eosina
(HE). Trinta (30) preparacgdes histoldgicas foram estudadas pela analise de quatro campos
aleatdrios. As preparacBes histologicas foram digitalizadas com ampliacdo final de 40x
usando uma camera de video digital (Leica DFC 280, Wentzler, Alemanha) acoplada a um
microscopio de luz (Leica Microscopy & Systems GmbH, Wentzler, Alemanha). Para cada
um dos grupos foi observada a arquitetura do tecido hepéatico e as seguintes estruturas:
hepatdcitos (citoplasma e nucleos), capilares sinusdides e veias centrais. A avaliacdo
histomorfométrica, para cada grupo controle e experimental foram analisados um total de
3360 estruturas sendo 1680 nucleos e 1680 capilares sinusoides e foram analisadas usando o

software Scion Image (Scion Corporation, Nova York, EUA).

4.10 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura de radical livre DPPH

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995)
foi realizado através do método de DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazil) em placa de 96
pogos. Foram preparadas solugdes do extrato etandlico das folhas de I. suffruticosa nas

concentragfes de 125, 250, 500, 1000 pg/mL e DPPH com absorbancia de 517 nm. As
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amostras foram incubadas com 1:1(V/V) de solucdo de DPPH a 0,06 mM por 40 minutos a
25° C, analisadas em leitor de microplacas a 517 nm e relacionadas ao controle negativo
(DPPH e etanol). A capacidade de eliminar o DPPH (% de atividade antioxidante) foi

calculada utilizando-se a seguinte equacao:

Eliminagéo [DPPH] (%) = {22emestra—anecont e PP 4 100

4.11 Andlises estatisticas

As analises estatisticas dos resultados histomorfométricos (area e perimetro dos
hepatocitos e diametro dos sinusdides e as dosagens de transaminases e fosfatase alcalina)
foram expressos como média + desvio padrdo e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias foram submetidas ao teste de Tukey (p< 0,05). As andlises estatisticas dos
resultados da atividade enzimatica da SOD e CAT e da concentracdo de grupos tiois foram
expressos como media + desvio padrdo e submetidos aos testes Kruskal-Wallis (p< 0,05) e
Mann —Whitney (p< 0,05). As analises foram realizadas com o auxilio do programa,

programa Graph Pad Prism® 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST)
e fosfatase alcalina (ALP) em camundongos albinos Swiss tratados com EFIS antes (pré-
tratamento) ou apds (pés-tratamento) a lesdo hepética induzida por overdose de
paracetamol.

Os animais do grupo com lesdo hepatica induzida por paracetamol (PCM)
apresentaram elevados niveis de ALT, AST e ALP quando comparados aos animais sadios
(Figura 8). Conforme se pode observar, os grupos submetidos ao pré-tratamento ou pos-
tratamento com doses repetidas de EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) exibiram significante
(p<0.05) reducdo dos niveis séricos de ALT (Figura 8A), AST (Figura 8B) e ALP (Figura 8C)
em relacdo ao grupo com lesdo hepatica induzida por PCM. As concentracfes séricas dessas
enzimas se mostraram préximas daquelas registradas no grupo de animais sadios e
comparavel aquele tratado com silimarina (25 mg/kg; v.0.). A reducdo nos niveis séricos
desses importantes indicadores de funcdo hepatica nos grupos submetidos ao tratamento com
EFIS, antes ou ap6s a administracdo do agente hepatotoxico, sugere uma atividade

hepatoprotetora, bem como curativa do EFIS frente ao dano hepético induzido pelo PCM.
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Figura 6. (A) Niveis séricos da enzima ALT; (B) Niveis séricos da enzima AST; (C) Niveis
séricos da enzima ALP. Sadio = Grupo sem lesdo hepatica; Lesdo = Grupo com lesdo hepatica
e tratado com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); Lesdo + silimarina = Grupo com lesdo hepética e
tratado com Silimarina (25 mg/kg; v.0.); Pre- 50 e Pré-100 = Grupos tratado antes da indugéo
da lesdo hepatica com EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.o., respectivamente; Pds-50 e Pds-100 =
Grupos tratado apés a inducdo da lesdo hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.o.,
respectivamente). Valores expressos como a média = desvio padrdo. *** p<0,001, quando
comparados com o grupo lesdo *** . # p<0,001, quando comparado com o grupo sadio.
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5.2 Efeitos da administracdo do EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) em regime preventivo (pré-
tratamento) ou curativo (pos-tratamento), sobre a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e de grupos tidis de camundongos Swiss
com lesdo hepética induzida por paracetamol.

Conforme indicado na Figura 9, a atividade das enzimas SOD (Figura 9A) e da CAT
(Figura 9B) foi significativamente reduzida (p<0,01) no grupo com lesdo hepatica em relacédo
ao grupo sadio (sem lesdo hepatica). No entanto, o EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.),
administrado em regime preventivo (pré-tratamento) ou curativo (pds-tratamento) resultou em
um aumento significativo na atividade da SOD e da CAT. No grupo submetido ao pds-
tratamento com EFIS (100 mg/kg; v.0.) podemos observar que a recuperacdo da atividade
enzimatica da SOD e CAT foi comparavel aquele observado no grupo tratado com silimarina.
Esses resultados indicam que o pré-tratamento ou pds-tratamento com EFIS promove a
recuperacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e dos grupos tiois (Figura
9C), de forma dose-dependente, contribuindo assim para corrigir o desequilibrio do estado de
redox intracelular promovido pelo paracetamol.

Em relagdo aos grupos Tidis, a concentracdo no grupo lesdo/salina, diminuiu 2,9
vezes em relacdo ao grupo de animais sadios. Os grupos tratados com EFIS (50 mg/kg),
mostraram reducGes na concentracdo de tidis de 50% (pré-tratados) e 20% (pds-tratados) em
relacdo ao grupo tratado com silimarina (25 mg/kg). Nos grupos pré e p6s tratados com EFIS
100 mg/kg, a concentracdo de grupos tidis foi similar ao grupo tratado com silimarina (25
mg/kg). A reducdo da concentragdo de grupos tidis nos grupos tratados com EFIS (50 mg/kg e
100 mg/kg) foi atenuada (pré-tratados) e similar (pés-tratados) quando os animais foram
tratados com silimarina (25 mg/kg), respectivamente (Figura 7C).

Os resultados evidenciam que em relagédo a atividade enzimatica da SOD e CAT e
concentracdo de grupos tiois, o grupo pos-tratado com EFIS (100 mg/kg) apresentou atividade

enzimatica e concentragdo similiar ao grupo tratado com silimarina (25 mg/kg).
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Figura 7(A). Efeito do pré ou pos tratamentos com EFIS sobre a atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD) Sadio = Grupo sem lesdo hepética; Lesdo = Grupo
com lesdo hepatica e tratado com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); Lesdo + silimarina = Grupo
com lesdo hepética e tratado com Silimarina (25 mg/kg; v.0.); Pré- 50 e Pré-100 = Grupos
tratado antes da inducdo da les@o hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.0., respectivamente;
Pds-50 e P6s-100 = Grupos tratado apds a inducdo da lesdo hepéatica com EFIS (50 e 100
mg/kg; v.o0., respectivamente).Valores sdo expressos como media + desvio padrdo. **
p<0,001, quando comparados com o grupo lesdo ***. # p<0,001, quando comparado com 0
grupo sadio.
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Figura 7(B). Efeito do pré ou pds tratamentos com EFIS sobre a atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) em camundongos albinos Swiss com lesdo hepatica induzida por
paracetamol. Sadio = Grupo sem leséo hepatica; Lesdo = Grupo com lesdo hepatica e tratado
com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); Lesdo + silimarina = Grupo com leséo hepatica e tratado
com Silimarina (25 mg/kg; v.0.); Pré- 50e Pré-100 = Grupos tratado antes da inducdo da
lesdo hepatica com EFIS (50 e 100 mg/Kkg; v.0., respectivamente; P4s-50 e P6s-100 = Grupos
tratado apd6s a inducdo da lesdo hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.o.,
respectivamente).Valores sdo expressos como média * desvio padrdo. Valores sdo expressos
como media + desvio padrdo. ** p<0,001, quando comparados com o grupo lesdo. # p<0,001,
quando comparado com o grupo sadio.
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Figura 7(C). Efeito do pré ou pds tratamentos com EFIS sobre a concentracdo de grupos
Tiois em camundongos albinos Swiss com lesdo hepatica induzida por paracetamol. Sadio =
Grupo sem lesdo hepatica; Lesdo = Grupo com lesdo hepatica e tratado com salina 0,9% (10
ml/kg; v.0.); Lesdo + silimarina = Grupo com lesdo hepética e tratado com Silimarina (25
mg/kg; v.0.); Pré- 50e Pré-100 = Grupos tratado antes da inducdo da leséo hepéatica com EFIS
(50 e 100 mg/kg; v.o., respectivamente; P6s-50 e Pds-100 = Grupos tratado apds a inducdo da
lesdo hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.o., respectivamente). Valores sdo expressos
como média + desvio padrdo. ** p<0,001, quando comparados com 0 grupo lesdo ***, #
p<0,001, quando comparado com o grupo sadio
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5.3 Efeito do EFIS antes ou apo6s a inducdo de lesdo hepatica por paracetamol sobre
tecido hepético de camundongos albinos Swiss.

5.3.1 Estudo Histopatologico do tecido hepatico de camundongos de camundongos albinos
Swiss.

A figura 8 mostra as fotomicrografia de amostras de tecido hepatico de camundongos
albinos Swiss pré-tratados ou pos -tratados com EFIS em modelo de hepatotoxicidade
induzida por paracetamol. As amostras foram coletadas de cada grupo no oitavo dia,
observadas com aumento de 400x. A observacdo histoldgica do tecido hepatico de
camundongos albinos Swiss do grupo sadio (fig 8A) mostraram arquitetura normal do tecido
hepatico; Veia centro lobular (VC), irradiando-se para fora da veia os corddes de hepatdcitos

(CH) bem organizado nas unidades estruturais das células entre os quais estdo os capilares
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sinusdides (S), muito bem arranjados, quando comparados ao grupo lesdo hepatica/salina (fig
8B) que apresentou uma histopatologia com alteragdes nos corddes de hepatécitos (CH),
capilares sinuséides (S) e veias centrais distendidas (VC), congestdo hepatica e discreta
infiltracdo leucocitaria (IL). Por outro lado as observacdo histoldgica do tecido hepatico pré
(Fig 8D e E) ou pos (Fig 8F e G) tratados com EFIS nas doses repetidas (50 mg/kg ou
100mg/Kg) antes e ap6s a inducdo da lesdo hepatica por paracetamol, quando comparados
com os grupos sadio (Fig 8A) e lesdo/silimarina (fig 8C) mostrando similaridades da
arquitetura normal do tecido hepético. Contudo o grupo lesdo/silimarina (Fig 8C) apresentou
areas com discreta infiltracdo leucocitaria (IL). Os resultados deste estudo, sugerem que 0s
grupo pré e pos tratados com EFIS (50 ou 100 mg/Kg; v.0.) apresentaram melhor resposta
com uma possivel acdo angiogénica, quando comparados ao grupo com lesdo

hepatica/silimarina que apresentou discreta infiltragdo leucocitaria (IL).
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Figura 8. Fotomicrografias de tecido hepatico de camundongos albinos Swiss pré-tratados ou
Pds tratados com EFIS em modelo de hepatotoxicidade induzida por paracetamol A = sadios;
B = lesdo hepatica/salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); C = lesdo hepatica/ silimarina (25 mg/kg;
v.0.); D= Pré- EFIS 50 (50mg/Kkg; v.0); E = P6s EFIS 50 (50mg/kg; v.0); F = Pré EFIS 100
(100 mg/kg; v.0); G = Pés EFIS 100 (100 mg/kg; v.0). S=sinusoides hepaticos; VC= veia
central; CH= cordao de hepatdcitos; IL=Infiltracdo de leuctcitos (Aumento 400x)

5.4 Analise Histomorfométrica do tecido hepatico de camundongos albinos Swiss

5.4.1 Area e perimetro dos ntcleos dos hepatdcitos.

Os resultados da histomorfometria dos nucleos dos hepatécitos estdo representados na
figura 9 A e B. As areas e perimetros dos nucleos dos hepatdcitos de camundongos albinos
Swiss do grupo sadio quando comparado ao de leséo/salina apresentou diferenca significativa
(p<0,001). Contudo os grupos de animais submetidos ao pré ou pds tratamento com doses

repetidas por EFIS (50 e 100 mg/kg; v.0.) quando comparados entre si foram similares, da
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mesma forma foram semelhantes quando comparados com os grupos sadio e lesdo/silimarina
(25 mg/Kg; v.0). Por outro lado, os grupos pré e pos tratados com EFIS, sadio e silimarina

qguando comparados com grupo lesdo/salina, mostraram diferenca significativa (P < 0,001).

Figura 9. Histomorfometria da area e perimetro dos nudcleos dos hepatdcitos de
camundongos. (A) Area dos hepatécitos; (B) Perimetro dos hepatocitos. Sadio = Grupo sem
lesdo hepatica; Lesdo = Grupo com lesdo hepatica e tratado com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.);
Lesdo + silimarina = Grupo com lesdo hepética e tratado com Silimarina (25 mg/kg; v.0.);
Pré- 50 e Pré-100 = Grupos tratado antes da inducédo da lesédo hepéatica com EFIS (50 e 100
mg/kg; v.0., respectivamente; Pds-50 e P6s-100 = Grupos tratado apds a inducdo da leséo
hepéatica com EFIS (50 e 100 mg/Kkg; v.0., respectivamente). Valores expressos como meédia +
desvio padrdo. ** p<0,001, quando comparados com 0 grupo lesdo ***,
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5.4.2 Diametro dos sinusoéides hepaticos

Foram quantificados e analizados para cada grupo de camundongos albinos um total
de 240 capilares sinusoide dos hepatocitos. As analises histomorfométricas dos diametros dos
capilares sinuséides dos hepatocitos dos camundongos albinos grupo do sadio quando
comparado ao grupo lesdo/salina apresentaram diferenca significativo (P < 0,001). Os
diametros dos capilares sinusoides hepaticos dos grupos pré e pos tratados com dose repetidas
por EFIS (50 e 100 mg/Kg; v.0.) quando comparados entre si foram similares da mesma
forma quando comparados com os grupos sadio e lesao/silimarina (25 mg/kg; v.0.) Por outro
lado diametros dos sinusdides dos grupos pré e pos tratados por EFIS (50 e 100 mg/kg; v.0.),
sadio e lesdo/silimarina quando comparados o grupo com lesdo/salina apresentaram diferenca
significativa entre os grupos (P < 0,001). Os resultados da histomorfometria do diametro dos

sinusdides estdo representados na figura 10.
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Figura 10. Histomorfometria dos diametros dos capilares sinusoides hepaticos de
camundongos.Sadio = Grupo sem lesdo hepética; Lesdo = Grupo com lesdo hepética e tratado
com salina 0,9% (10 ml/kg; v.0.); Lesdo + silimarina = Grupo com lesdo hepatica e tratado
com Silimarina (25 mg/kg; v.0.); Pré- 50e Pré-100 = Grupos tratado antes da indugéo da lesdo
hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.o0., respectivamente; P0s-50 e P06s-100 = Grupos
tratado apos a inducdo da lesdo hepatica com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.o., respectivamente).
Valores expressos como a média + desvio padrdo **p<0,001, quando comparado o grupo
silimarina com o grupo lesdo. ***p<0,001. quando comparados 0s grupos tratados com EFIS
com o grupo de animais sadios
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5.5 Determinacéo da atividade antioxidante in vitro do EFIS pelo método de varredura
do radical livre DPPH

Os resultados do potencial antioxidante do EFIS (Figura 11) na concentracdo
1000ug/mL apresentou 71,84% + 0,90 de atividade antioxidante; na concentracdo 500 pg/mL,
51,89% =+ 1,10; na concentracdo 250 pg/mL, 34,95% + 8,90; na concentracdo 125 pg/mL

16,26% + 1,30 e na concentragdo 62,5ug/mL, 8,44% + 2,40.



Figura 11. Avaliacdo da atividade antioxidante do EFIS em diferentes concentragdes.
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6 DISCUSSAO

A lesdo hepética induzida por drogas é um problema clinico importante
(PIRMOHAMED et al., 2004). Ela surge através de mecanismos iniciados pelo dano quimico
as células do figado, desencandeando respostas bioldgicas, que podem resultar em toxicidade
(KAPLOWITZ, 2005). Apesar de importantes progressos na investigacdo das patogéneses do
figado, os tratamentos ainda sdo insatisfatorios (ARTEEL, 2003). As formulacGes
fitoquimicas e extratos preparados a partir de plantas medicinais populares com propriedades
hepatoprotetoras, surgem como alternativa no tratamento de doengas hepaticas (WILLIAMS
et al., 2002).

Atualmente, um dos modelos utilizados para provocar lesdo hepéatica em roedores e
verificar a atividade hepatoprotetora de extratos e compostos é o modelo de hepatotoxicidade
induzida por paracetamol (PCM) (KUMAR, 2004; AHMED, 2011). A overdose aguda de
PCM, além de danos ao tecido hepético e aumento do nivel das enzimas indicadoras de lesao,
pode levar a insuficiéncia do 6rgdo, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e morte celular
necrética (KUMAR, 2004).

Os flavondides sdao um grupo de substancias naturais com estrutura fenolica variavel,
portanto, de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Compdem uma ampla classe de
compostos polifendlicos, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. (GEORGIEV et
al.,2014). Séo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das plantas, e
encontrados amplamente em frutas, folhas, chas e vinhos. Nas plantas tem como funcéo
principal proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2010).

Dentre os flavondides com acdo medicinal estdo os flavonois, com énfase nas

quercetinas e o caempferol, nas concentracoes de 0,1; 1,0; 3,0 ¢ 100,0 uM, em tratamento
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agudo. Estes dois compostos, em acdo conjunta, demonstram ter grande potencial anti-
inflamatorio (RIBEIRO et al., 2006).

A classe de flavonois, de maneira geral, exerce efeito hepatoprotetor ao figado,
protegendo-o contra a faléncia induzida por isquemia-reperfusao, nas concentracoes de 125,0;
250,0 e 500 mg/mL em tratamento por 7 dias (DONG et al., 2013; WANG et al.,2013). Em
relacao aos isoflavondides, estudos demonstraram que, nas doses de 1 a 10uM estes
compostos sao grandes doadores de elétrons por apresentarem estruturas quimicas conjugadas
em anel B, ricas em grupos hidroxilas, que tem grande acdo antioxidante por reagirem e
inativarem anions superoxido (YANG et al.,2013).

Estudos fitoquimicos utilizando o extrato de folhas de Indigofera suffruticosa
mostraram que esta espécie apresenta flavonoides em sua composicdo (LEITE et al., 2003).
Estes compostos tem o potencial de proteger o colesterol-LDL da oxidacdo (inibindo
formacédo de placa aterosclerdtica) e de regenerar antioxidantes primarios, como a vitamina C,
no organismo (LOPES et al., 2010). Desta forma é possivel sugerir que o EFIS por ter
flavondides em sua composicdo atue estabilizando radicais livres envolvidos no processo
oxidativo

Nossos resultados demonstraram, em relacdo aos marcadores da funcdo hepatica
(ALT, AST e ALP), uma acentuada capacidade de protecdo e prevencdo devido ao pré ou pés
tratamentos com EFIS (50 e 100 mg/kg; v.0.) apresentar uma reducdo significativa dos niveis
dessas enzimas.

O efeito hepatoprotetor em modelo experimentais tem sido evidenciado pela
diminuicdo dos niveis séricos das enzimas ALT, AST e ALP. Em estudo semelhante, Tsai,
Ming-Shiun e colaboradores (2018), mostrou que o pré-tratamento utilizando o extrato com
Kaempferol (125mg / kg) antes da injecdo de propacetamol (agente indutor de lesdo hepatica

derivado do paracetamol) diminuiu significativamente os niveis de ALT e AST. O
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kaempferol ¢ um flavondide utilizado na medicina chinesa e encontrado em muitos
medicamentos fitoterapicos. Tsai, Ming-Shiun et al (2018) sugere que este flavondide protege
o figado contra lesdes induzidas pelo propacetamol através de propriedades anti-oxidativas.

Bhattcharjee et al (2007) buscando avaliar o efeito protetor do isolado protéico de
Phyllanthus niruri L. (P. niruri) com inducdo de dano ao figado através de tetracloreto de
carbono de CCl4, mostrou aumento do nivel sérico de ALP no soro de camundongos. O
tratamento com o isolado protéico de P. niruri alterou significativamente os niveis de ALP
para quase normal. Os resultados sugerem que a proteina isolada de P. niruri protege o tecido
hepético contra o dano oxidativo e de alguma forma ajuda a estimular o0 mecanismo de reparo
presente neste tecido, podendo ser usado como um hepatoprotetor eficaz contra o dano
hepatico induzido por CCla.

A reducdo dos niveis de bilirrubina total, colesterol, ALT, AST e fosfatase alcalina
também foram observados em outros experimentos utilizando-se extratos de plantas como o
da Caralluma umbellate, uma erva perene e suculenta. Os autores concluiram que o extrato
apresenta atividade hepatoprotetora por restaurar os niveis das enzimas séricas e prevenir o
estresse oxidativo. (SHANMUGAM et al., 2013). Similarmente aos dados descritos acima, a
Melia azedarach L., conhecida como cinamomo, utilizada para o tratamento da hanseniase e
processos inflamatorios, foi objeto de estudo de Ahmed e colaboradores (2011). O extrato
metandlico de Melia azedarach (500 mg/ kg v.0) administrado em ratos durante sete dias,
seguida da administracdo de paracetamol no 5° dia apresentou atividade hepatoprotetora,
reduzindo os niveis de AST, ALT e fosfatase alcalina.

Um dos varios tipos de danos causados ao figado é o aumento do estresse oxidativo
e/ou reducdo das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (LOGUERCIO;
FEDERICO, 2003). O organismo dispde de dois sistemas antioxidantes: o enzimatico e o ndo

enzimatico. Faz parte do sistema enzimatico, as enzimas: SOD e CAT. A SOD é a primeira
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defesa que protege as células contra as ERO (espécies reativas de oxigénio) e seus derivados.
Ela é responsasvel por transformar o anion superéxido em perdxido de hidrogénio. A segunda
enzima do sistema antioxidante é a catalase (CAT), ela é responsavel por converter o peroxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. (BARREIROS et al., 2006). Portanto, o sistema
antioxidante é critico para a desintoxicagéo de radicais livres. A superoxido dismutase (SOD)
reduz a concentracdo de radicais superoxido altamente reativos, enquanto a catalase (CAT)
protege os tecidos dos radicais hidroxila tambem extremamente reativos (YANG et al., 2008).

Os resultados deste estudo evidenciam que o pré ou pdés-tratamento com EFIS
preveniu uma reducdo das defesas antioxidantes SOD e CAT pelo PCM, protegendo o figado
contra injurias oxidativas. Esse estudo também indica um maior potencial curativo para o
grupo com lesdo e poés- tratado com EFIS (100 mg/kg; v.0.) Pode ser considerado uma
alternativa terapéutica a silimarina. A reducdo da atividade da SOD causada por intoxicacdo
por PCM é citada por varios autores (SHANMUGAM et al., 2013). Esses autores
demonstram que a utilizacdo desses extratos apds a administracdo de PCM em camundongos
albinos Swiss foi capaz de aliviar a redugédo das enzimas SOD e CAT, devido ao sequestro de
radicais livres pelos extratos.

Estudo utilizando apigenina (100-200 mg / kg v.0) com o objetivo de analisar o seu
efeito protetor na lesdo de figado de camundongo induzida por D-galactosamina (D-GalN) /
lipopolissacarideo (LPS), verificou um aumento nas atividades das enzimas superoxido
dismutase e catalase, que foi refletido na gravidade da lesdo hepatica (ZHOU RJ et al., 2017)

No estudo utilizando &cido 4-hidroxifenilacético (4-HPA) (6, 12 ou 25 mg / kg v.0).
Apds a ultima administragdo de 4-HPA, uma dose Unica de PCM via intraperitoneal foi
aplicada nos animais. O uso desse agente hepatotoxico causou um aumento de marcadores de
estresse oxidativo SOD e CAT, mas o pre-tratamento com 4-HPA impediu os efeitos toxicos

de maneira dose-dependente (ZHAO, HONGQIONG et al., 2018).
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Estudo recente utilizando camundongos, mostrou que o pré-tratamento utilizando o
extrato com Kaempferol (125mg / kg) recuperou a atividade das enzimas antioxidantes do
figado (SOD e CAT), sugerindo que o pré-tratamento com kaempferol protege contra a
hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol, reduzindo o estresse oxidativo. (TSAI, MING-
SHIUN et al., 2018).

O figado é um 6rgédo de suma importancia e desempenha um papel significativo no
metabolismo e desintoxicacdo de toxinas exogenas e agentes terapéuticos (RAM, 2001 e
SETTY et al., 2007). Grande parte do arsenal terapéutico utilizado no tratamento do cancer
tem impacto significativo no trato gastrointestinal. A observacéo histoldgica é uma ferramenta
importante para a detec¢do de alteracGes morfoldgicas no figado causadas por compostos
bioativos. As plantas pertencentes a familia Fabaceae possuem propriedades medicinais,
especialmente a planta I. suffruticosa. De acordo com os resultados encontrados por Vieira et
al. (2007) extratos de folhas de I. suffruticosa foram utilizados no Sarcoma 180 em
camundongos na dose de 50 mg / kg i.p. e mostrou uma atividade redutora de tumor. A partir
dos dados desse estudo, foi realizada observacdo histoldgica, que mostrou que ndo houve
alteracdo estrutural no tecido hepatico de camundongos portadores de sarcoma 180 ap0s
tratamento com extrato de folhas de I. suffruticosa obtido por infusdo e maceragéo.
Resultados similares estudados por SILVA et al., (2014) e LIMA et al., (2014) demonstraram
que os extratos de folhas de I. suffruticosa preservaram as arquiteturas hepéticas. Sendo
assim, o resultado deste estudo mostrou que o grau de lesdo hepética nos animais que
receberam overdose de paracetamol e submetidos ao pré ou poés-tratamento com EFIS foi
visivelmente reduzido, mostrou uma restauracdo da fisiologia normal dos niveis sericos
dessas enzimas hepaticas. Esses dados podem ser confirmados na observagéo histopatoldgica
do tecido hepatico. Os resultados da observacéo histoldgica deste estudo, sugerem que 0s

grupo pre e pos tratados com EFIS (50 ou 100 mg/Kg; v.0.) apresentaram melhor resposta
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com uma possivel acdo angiogénica, quando comparados ao grupo com lesdo
hepatica/silimarina. O EFIS revelou atuar de forma preventiva e curativa na toxicidade
causada pelo PCM, apresentando melhores resultados em relacéo ao tratamento convencional
com a silimarina. O resultado relevante deste estudo foi encontrado nas observacdes
histologicas das unidades estruturais das células que apresentaram constituintes; (citoplasma,
nucleos e nucléolos) do tecido epitelial dos hepatdcitos dos grupos EFIS de forma
semelhantes ao grupo sadio. No grupo com leséo/salina, foram observadas areas de infiltracdo
de leucdcitos, congestdo e dilatacdo dos sinusoides hepaticos. De acordo com relatos
encontrados na literateratura a fracdo de alcaldides bis-indolica do indican e o extrato de folha
da espécie em questdo é detentora da presenvacdo da arquitetura do tecido epitelial do figado.
LIMA et al (2014), demosntrou que o a fracdo alcaloide bis-indolica indican de folhas de I.
suffruticosa reduziu o tumor solido de camundongos, mostrando que néo houve alteracdes no
epitélio hepatico. Posteriormente Silva et al., 2014 investigou a histopatologia e
histomorfometria do tecido hepéatico de camundongos portadores de sarcoma 180 submetido
ao tratamento com extrato de folhas 1. suffruticosa obtido por infusao e maceragéo
demosntrando ausencia de infiltragdes leucocitaria do tecido epitelial hepatico, mostrando
ainda que a area e perimetro dos ndcleos e didmetro dos capilares sinusdides hepaticos
apresentam estruturas bem preservadas, sugerindo um agente alternativo hepatoprotetor. A
atividade curativa e protetora da planta pode ser atribuida ao elevado teor de compostos
fendlicos e flavonoides (LEITE et al., 2006) e a fracdo de alcaloides bis-indolicos indican foi
identificada, isolada e purificada por Vieira et al., 2011. Os Indigbides pertencem a classe de
alcaloides bis-indolicos, sdo pigmentos presentes em plantas do género Indigofera. O Indican
é precursor dos pigmentos indigdides (indigo e indirubina) sendo, portanto, material de
partida da biossintese desses metabdlitos (MAUGARD, et al., 2001). O Indican sofre

hidrolise através da acdo da enzima B-glicosidase, originando Indoxil (SANDOVAL et al.,
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2010). A oxidacdo do indoxil, originando as moléculas de indigo e indirubina, ocorre
espontaneamente. Essas moléculas sdo insolGveis em agua e apresentam atividades bioldgicas
(SANDOVAL et al., 2010). Esses dados podem estar correlacionados com atividade do EFIS
de forma preventiva e curativa na toxicidade causada pelo PCM. Corroborando com esses
resultados, o extrato de folhas da I. suffruticosa apresentam atividades: antiinflamatoria
(LEITE et al., 2003), embriotoxica (LEITE et al., 2004), antimicrobiana (LEITE et al., 2006)
e terapia alternativa anticancer e antitumoral (VIEIRA et al., 2007), enquanto a fragédo

alcaloide bis-inddlica Indican apresentou atividade hepatoprotetora (SILVA et al 2014)

Os resultados da analise histomorfométrica mostraram um alargamento do didmetro
dos sinusoides hepéticos e aumento do ndcleo das células (diametro e perimetro) no grupo de
animais com lesdo, uma caracteristica de displasia e anaplasia (SHANMUGAM et al., 2013).
Enquanto que os grupo tratados com EFIS foram semelhantes ao grupo silimarina, sugerindo
que EFIS preserva a arquitetura do tecido hepatico. Esses dados estdo de acordo com anélises
histoldgicas e morfométricas de experimentos realizados por Lima et al. (2014) que mostrou a
auséncia de alteracdo estrutural no epitélio hepatico e didmetro dos sinusoOides de
camundongos portadores de sarcoma 180 apds tratamento com Indican isolado de folhas de I.
suffruticosa, porém alteracdes significativas foram observadas no grupo controle com

sarcoma 180.

A porcentagem de atividade antioxidante também pode ser proporcional a
quantidade de DPPH consumida pela amostra (RENUKADEVI e SULTANA, 2011). Desta
forma, quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua absorbancia e
maior a sua atividade antioxidante. A atividade antioxidante do extrato etandlico de EFIS na
concentra¢do 1000 pg/mL e 500 pg/mL mostrou presenca de substancias capazes de doar
elétrons e assim reduzir radicais livres. O EFIS tém grande potencial antioxidante

diretamente relacionado com o aumento da dose. Esses resultados sdo semelhantes aos
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encontrados por Renukadevi e Sultana (2011) referente aos extratos metandlicos Indigofera
tinctoria, que mostrou atividade antioxidante significativa nas concentrac@es testadas.

Estudos futuros com o extrato (EFIS) utilizado neste trabalho, bem como dos
flavonoides presentes em sua composicdo devem ser realizados. Os resultados obtidos neste
estudo sugerem que o EFIS apresenta potencial hepatoprotetor, curativo e atividade

antioxidante.



64

7 CONCLUSAO

e O pré ou pos-tratamento com EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) antes da administracdo de
overdose de paracetamol, diminuiu significativamente as concentragdes sériacas das enzimas
aminotransferase (ALT), alanina aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP)

aumentadas pelo paracetamol.

e O grau de lesdo hepatica nos animais que receberam overdose de paracetamol e submetidos
ao pré ou poés-tratamento com EFIS foi visivelmente reduzido. A arquitetura tecidual do
figado desses animais foi comparavel aquela dos animais sadios (veia centrolobular sem
alteracdes, corddes hepéaticos muito bem arranjados e capilares sinusoides sem distensdo). A
analise histomorfométrica dos animais tratados com EFIS também nédo revelou nenhuma

alteracdo na area e perimetro dos hepatocitos ou no diametro dos sinusoides.

e O pré tratamento ou pos tratamento com EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) restaurou as
atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e de
grupamentos tiois, todos significativamente reduzidos nos animais com lesdo hepatica

induzida pelo paracetamol.

¢ Através do método de captura do radical livre DPPH, o EFIS (125,250,500, 1000 pg/ mL)
apresentou uma atividade antioxidante concentracdo dependente, apresentando-se como um

bom limpador de radicais livres na concentragdo de 1000 pg/ mL (71,84%).
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e Administrados de acordo com o esquema de preventivo (pré-tratamento) ou curativo (pés-
tratamento), o EFIS (50 ou 100 mg/kg; v.0.) exerceu efeito hepatoprotetor e curativo da
hepatotoxicidade induzida por paracetamol em camundongos Swiss. Dessa forma, pode-se
apresentar como uma alternativa de uso clinico para a prevencdo ou intervencdo da

hepatotoxicidade induzida por overdose de paracetamol.

e E provavel que a atenuacdo do estresse oxidativo, principal causa da hepatotoxicidade
induzida por paracetamol, seja um dos mecanismos envolvidos nos efeitos hepatoprotetor e
hepatocuratico do EFIS e, esteja associado a presenca de compostos com atividade
antioxidante (flavonoides), ja detectados em |. suffruticosa. Novas investigacfes sdo
necessarias para caracterizar esse(s) composto(s) presente no EFIS e elucidar seu possivel

mecanismo de acao.
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Abstract

Introduction and aim: Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae) is abundant in northeastern
Brazil and popularly used in the treatment of infectious and inflammatory processes. Several
biological properties, such as anti-inflammatory, anticancer, antitumor, hepatoprotective and
low toxicity, are reported for this plant. This study investigated hepatoprotective activity and
the antioxidant effect of methanolic extract of I. suffruticosa (IS) leaves on Swiss albino mice
submitted to experimental models of acetaminophen-induced liver injury. Materials and
methods; The IS extract at 50 mg/kg (orally) was standardized according to the LD50 and its
hepatoprotective property on Swiss albino mice evaluated during a 7-day period. On the
eighth day, the acetaminophen-induced hepatic injury was performed. Histomorphometric
analysis of liver tissue, antioxidant activity and blood enzyme levels of alanine
aminotransferase (AST), aspartate aminotransferase (ALT) and bilirubin were measured.
Results: The IS extract restored serum enzyme levels and results were close to those of
positive control (silymarin) when compared to the negative control. Histopathological and
histomorphometric analyzes confirmed IS extract hepatoprotective activity, showing
reorganization of structural units of cells, nuclei and sinusoidal capillaries of hepatocytes,
reducing the damage on liver tissue and increasing organ regeneration rate. The IS extract
showed high antioxidant potential at 1000 and 500 pg/mL concentrations. Conclusions: This

study suggests that I. suffruticosa has hepatoprotective activity and high antioxidant potential

Keywords: histomorphometric; histopathology; acetaminophen; antioxidant; models; liver

1. INTRODUCTION

The liver plays an important role in maintaining metabolic homeostasis and biotransformation
of chemicals in the body." Hepatic diseases are a worldwide health problem, and are triggered
mainly by viruses, metabolic diseases or chemical compounds.?™

The treatment of such diseases is carried out conventionally using synthetic pharmaceuticals,
or, secondarily, by using isolated compounds or parts of medicinal plants used in popular

medicine.> ®

However, there are still few drugs used to treat liver diseases with significant effects on
humans.” Thus, medicinal plants with hepatoprotective or curative activity used for the

treatment of hepatic disorders become important subjects of studies to elucidate their
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mechanism of action and characterize compounds that can be used for the development of
new hepatoprotective drugs.®

Some experimental models are used to demonstrate the hepatoprotective action of certain
plants, especially against paracetamol.® Paracetamol may promote hepatocellular injury
through three mechanisms, independently or in association. The first and most common
mechanism is ingestion of doses higher than 10 g by adults and up to 150 mg/kg by children,
popularly known as "overdose™. The second mechanism is the cytochrome P450 (CYP) over
activation, resulting from the use of enzyme-inducing drugs and chronic alcohol abuse.
Finally, the third mechanism occurs with glucagon depletion in hepatocytes through alcohol
intake or malnutrition.’® Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae) is abundant in the
northeastern Brazil, and has intense popular use for treatment of infections, inflammations
and other processes, without reports of harmful side effects to humans. The phytochemical
investigation of leaf extracts of I. suffruticosa revealed the presence of alkaloids, flavonoids,
steroids, proteins, carbohydrate, triterpenes and indigo coumarin.*** Pharmacological studies
showed aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa have anti-inflammatory, antimicrobial
and embryotoxic properties, besides being used as alternative anticancer and antitumor
therapy.'#™ The aqueous leaf extract of I. suffruticosa has been shown to inhibit egg hatching,
larval ecdyse and to have detergent effects on oviposition of Aedes aegypti mosquitoes.’’
Mice carrying sarcoma 180 had hepatic response to subchronic treatment with extract of I.
suffruticosa.’® The phytochemical properties of two (2) compounds from |. suffruticosa
leaves, indigo and indirubin, were identified, isolated and purified by Vieira et al.'® Later, the
bis-indolic alkaloid fraction of leaves of I. suffruticosa was investigated and proved to be a
phytotherapeutic agent of liver.’ The plant has low toxicity, with 98% viability of larvae.?"
The structural organization of the renal tubules and hepatocyte nuclei of mice were preserved
after treatment with 1. suffruticosa. 2%

Due to the anti-inflammatory, anticancer and antitumor properties, and because it is a liver
protective agent with previously reported low toxicity, we hypothesize the plant can be used
as a hepatoprotective phytotherapic agent.

This study investigated the effect of I. suffruticosa on the hepatoprotective activity as well as
its antioxidant effect through an experimental model of paracetamol-induced hepatic lesion in

Swiss albino mice.
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2. Materials and Methods
2.1 Chemicals

Methanol, distilled water, 10% formalin, 0.9% normal saline solution, hematoxylin, eosin,
silymarin and acetaminophen were supplied by Merck (Germany).

2.2. Plant material and extraction

Leaves of I. suffruticosa were collected in the city of Recife, state of Pernambuco, Brazil, in
July 2014. The sample was certified by the biologist Marlene Barbosa from the Department of
Botany at the Federal University of Pernambuco (UFPE) and it is deposited under the No.
43694 in the Herbarium of the Center for Biological Sciences —(UFPE). Leaves of I.
suffruticosa (1.3 kg) were washed in running water, pulverized and extracted with methanol
(MeOH) at room temperature for 48 hours. Then, the solvent was filtered and evaporated at

35°C under reduced pressure. The 1S methanolic extract yielded 54.5 g
2.3. Experimental animals

Eighteen (18) healthy male Swiss albino mice, aged 40 days, weighing on average 35
to 45 g were acquired from the Aggeu Magalhdes Research Center (Pernambuco, Brazil).
Animals received water and feed. They were kept under standard environmental conditions of
temperature, humidity 12:12 light-dark cycle. The Committee on Animal Research and Ethics
of UFPE approved the experiments under opinion No. 500/12, process No.
23076.025195/2012-64 of 2012.

2.4. Experimental design and treatment arrangement

Swiss albino mice were randomly divided into 3 groups (G1, G2 and G3) containing 6
animals each. The control groups were G1 - negative with 15 ml/kg of oral saline solution
(0), G2 - positive with Silymarin (25 mg/kg, orally) and G3 — pre-treated with methanolic
extract of I. suffruticosa (IS) leaves (50 mg/kg, orally). The IS extract dose was based on
LD50.%* All groups received 300 mg/kg oral acetaminophen on the eighth day after
pretreatment. After 24 hours, they were euthanized for collection of blood and liver samples.
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2.5. Levels of transaminases

Serum enzyme levels of groups G1, G2 and G3 of Swiss albino mice submitted to
pretreatment with IS extract prior to paracetamol-induced hepatic injury were measured using
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and bilirubin. The blood
collection was through cardiac puncture 24 hours after paracetamol application Blood samples
were centrifuged (3,000 rpm for 15 min at 4°C) to separate serum, which was stored at -20°C

for analysis of enzymatic dosages.

2.6. Histopathological and histomorphometric analysis of liver

The liver of control groups (G1 and G2) and treatment group (G3) were fixed in 2.5%
formaldehyde and stained with hematoxylin and eosin (HE).?® Thirty histological sections
were analyzed through four random fields. The histological sections were digitized using a
digital video camera (Leica DFC 280, Wentzler, Germany) coupled to a light microscope
(Leica Microscopy & Systems GmbH, Wentzler, Germany) under 40x final magnification.
Morphometric evaluation, the perimeter of hepatocyte nuclei and the diameter of sinusoidal
capillaries were determined using the Scion Image software (Scion Corporation, New York,
USA)

2.7. Antioxidant activity

The antioxidant test was performed by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) in a 96-well
plate. IS extract solutions were prepared at the concentrations 1,000, 500, 250 and 125 pg/ml,
and DPPH with absorbance between 0.6 and 0.7 at 517 nm. Samples were incubated at 1:1
(V/IV) of DPPH for 40 minutes at 25°C, analyzed in a microplate reader at 517 nm and related
to the negative control (DPPH and ethanol). The positive control was Ascorbic Acid. The
ability to eliminate DPPH (% of antioxidant activity) was calculated using the following
equation:

(Abs amostra - Abs controle)

Elimination DPPH] (%) = Abs controle x 100

2.8. Statistical Analysis
The results for levels of transaminases, as well as histopathological and histomorphometric

parameters of hepatocytes nuclei =were expressed as mean + SEM (standard error of the
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mean) and analyzed by Kruskal-Wallis test at p <0.001. The antioxidant activity was analyzed

by Tukey test (p<0.05) using the Assistat software - version 7.6 beta.

3. Results

3.1. Levels of transaminases

Table 1 shows the serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and bilirubin of Swiss albino mice treated with IS extract prior to
paracetamol-induced hepatic injury (PCM). The animals of the group (G1) showed high levels
of ALT (94.48 + 6.89), AST (120.98 £ 13) and bilirubin (7.9 + 3.5) compared to animals
treated with silymarin (G2): ALT (31.36 £ 4.78), AST (36.65 % 5.35) and bilirubin (1.4 +
0.5), which reduced serum enzyme levels. Results of G2 were close to those treated with 1S
extract (G3): ALT (37.78 £ 4.56), AST (39.24 £ 5.78) and bilirubin (2.1 £ 1.2). The reduction
in serum levels of these important markers related to liver integrity suggests a
hepatoprotective activity of the IS extract against paracetamol-induced hepatic injury.

Table 1 - Serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and bilirubin in
Swiss albino mice treated with IS extract prior to paracetamol-induced hepatic injury(PCM)

Group  Dose (mg/kg) ALT (IUIL) AST (1U/L) Bilirubin (mg/L) Resu
Its
Gl 15 ml/kg 94.48 + 6.89** 120.98 £ 13.67** 7.9 +3.5** 2;% r
G2 25 mg/kg 31.36 +4.78 36.65 +5.35 1.4+05 esse
G3 37.78 + 4.56* 39.24 + 5.78* 21+1.2* d as
50 mg / kg mea
n*

SEM; * statistically significant compared to animals treated with saline solution (p <0.05); ** statistically
significant for animals treated with silymarin and IS extract (p <0.05).

3.2. Histopathological and histomorphometric analysis of liver

Hepatic tissue samples collected from each group on the eighth day were evaluated at 400x
magnification. A photomicrograph of each group is shown in Figure 1. Histological analysis
of hepatic tissue after pretreatment with oral 50 mg/kg of IS extract (G3) and the positive
control (G2) receiving silymarin (25 mg/kg) prior to paracetamol-induced hepatic injury
showed normal hepatic tissue. Lobular central vein (CV) radiating out of the vein, well-
reorganized hepatocyte cords (HC) in the structural units of cells among which are the well-
arranged sinusoidal capillaries (S), suggesting a possible angiogenic action compared to the

negative saline control (G1). The G1 showed structural differences in the hepatic tissue whose
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hepatocyte cords (HC) showed no organized cellular structural units, congested sinusoidal
capillaries (S) and areas of necrosis with discrete leukocyte infiltration (LI).

Fig. 1. Photomicrograph of Swiss albino mice hepatic tissue (Magnification 400x). G1 hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 hepatic
tissue/administered IS extract. Formalin-fixed, HE - stained. Leukocyte Infiltration (LI), sinusoidal capillaries
(S), central veins (CV), hepatocyte cords (CH).

3.2.1. Area and perimeter of hepatocyte nuclei.

The areas and perimeters of hepatocyte nuclei of the three groups were randomly compared
and are shown in Figures 2 and 3. The areas and perimeters of G3 (0.106 + 0.025 and 1.145 +
0.140) showed no significant difference compared to those of G2 (0.094 + 0.027 and 1.082 +
0.150). However, the areas and perimeters of G1 (0.434 + 0.127 and 1.650 * 0.669) showed
significant difference when compared to those of G2 (0.094 + 0.027 and 1.082 + 0.150) and
G3(0.106 £ 0.025 and 1.145 + 0.140) (P <0.001).
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NE 0.4 §__ R
E -
S s G2
Z: 0.2 % % = G3
= |
0.0 ey

Fig. 2. Histomorphometry of hepatocyte nuclei of mice (area): G1 = hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 = hepatic
tissue/administered IS extract. Data were subjected to analysis of variance using Tukey test (P
<0.001). N- 240 hepatocyte nuclei



84

2.5+
. 20-
=
= EE G1
g L -I- == G2
£ = G3
@
o

0.5+

0 . 0 a e ] {..-....F:::.::.::.;:

Fig. 3 - Histomorphometry of hepatocyte nuclei of mice (perimeter): G1 = hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 = hepatic
tissue/administered methanolic extract of IS. Data were subjected to analysis of variance using
Tukey test (P <0.001). N- 240 hepatocyte nuclei

3.2.2. Diameter of hepatic sinusoidal capillaries

Sinusoidal capillaries of G3, subjected to subchronic pretreatment with 50 mg/kg of IS
extract, G2 positive control/silymarin and Glnegative/saline solution, were randomly
compared and are shown in Figure 4. The hepatic sinusoidal capillaries of G3 mice (28 +
11.86) showed no significant difference when compared to G2 (30.85 + 7.81). However, G1

(59 + 14) showed significant difference when compared to G2 (30.85+7.81) and G3
(28+11.86) (P < 0.001).
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Fig. 4. Histomorphometry of hepatic sinusoidal capillaries of mice (diameter): G1 = hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered silymarin; G3 = hepatic
tissue/administered IS extract. Data were subjected to analysis of variance using Tukey test (P
<0.001). N- 240 hepatic capillaries.

3.4. In vitro antioxidant activity of IS extract by DPPH free-radical scanning method
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The IS extract antioxidant potential is shown in Figure 5: 73.79% £ 1.5915 of antioxidant
activity at 1,000 pg/mL; 79.58% + 1.0231 at 500 pg/mL; 67.25% + 2.6531 at 250 pg/ml and
57.12% + 0.4641 at 125 pg/ml. Results suggest EMFIS have great antioxidant potential at
1,000 and 500 pg/mL and may contain substances capable of donating electrons; thus

reducing free radicals.
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Fig. 5. Comparison of IS extract antioxidant activity at different concentrations. Data were
subjected to analysis of variance using Tukey test (P <0.001).

4. Discussion

Liver diseases are a worldwide health problem mainly triggered by viruses, metabolic
diseases or chemical compounds.?* The hepatoprotective activity of extracts and compounds
has been verified through the model of paracetamol-induced intoxication (PCM).>?*%" The
increase in serum enzyme levels is among the evidence of PCM-induced hepatic injury .2
Serum enzymes levels act as markers reflecting both hepatocellular necrosis and their release

into the blood after damage to cell membrane.?**

The 1. suffruticosa has been used in traditional medicine for the treatment of infections and
inflammation without reports of side effects to humans. These data were demonstrated by its
properties:  anti-inflammatory, embryotoxic, antimicrobial, anticancer, antitumor,
hepatoprotective and low toxicity.** > *® This study investigated the effects of methanolic
extract of I. suffruticosa (IS) leaves on and its antioxidative action on Swiss albino mice
submitted to paracetamol-induced liver injury.

The results of liver enzyme function markers showed a marked protection capacity in mice

submitted IS extract pretreatment prior to paracetamol —induced hepatic injury, showing a
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restoration of serum enzyme levels of ALT, AST and bilirubin, reduced hepatic tissue damage
and increased organ regeneration rate. This effect was similar to the group treated with
silymarin (G2). Possibly, this effect is associated with the extract antioxidant activity. On the
other hand, the negative control (G1) had increased serum enzyme levels. The serum enzyme
levels using Caralluma umbellate, a perennial and succulent herb, were investigated.
Pretreatment with ethanolic extract followed by paracetamol administration led to reduced
levels of total bilirubin, cholesterol, ALT, AST, and alkaline phosphatase. The extract showed
hepatoprotective activity for restoring serum enzyme levels and preventing oxidative
stress.**Similar data were described for Melia azedarach L. (cinnamon) used for treatment of
leprosy and inflammatory processes. The methanolic extract of Melia azedarach (500 mg/kg)
administered in rats for seven days, followed by the paracetamol administration on the 5™ day
showed a hepatoprotective activity, reducing levels of AST, ALT and alkaline phosphatase
and increasing enzyme activity.?” The hepatoprotective potential in our study was due to the
IS extract pretreatment at 50 mg/kg, which showed restoration of normal physiology of serum
enzyme levels. These data can be corroborated by histological analysis of liver. Histological
analysis is an important tool for detection of morphological changes in the liver caused by
bioactive compounds. The results of histological analysis showed structural organization in
the hepatic tissue of mice subjected to paracetamol-induced injury after subchronic
pretreatment with methanolic extract of I. suffruticosa leaves, similarly to the positive
control/silymarin. However, hepatic tissue changes observed for the negative/saline solution
control included: congested sinusoids, changes in hepatocyte cords and areas of necrosis and
hemorrhage, characterizing leukocyte infiltration. Our data corroborate the results found by

Silva et al.?*

who demonstrated that the aqueous extract of I. suffruticosa leaves preserved the
liver architecture, suggesting its use as alternative hepatoprotective agent.?* In this study,
there was reorganization of hepatocyte structural units and sinusoidal capillary cells,
suggesting a possible angiogenic action in the liver of mice treated with methanolic extract of
I. suffruticosa leaves and corroborating the pharmacological, anti-inflammatory, anticancer
and antitumor properties of the extract.,*? 1> 16:20

The histomorphometric analysis of the area and perimeter of hepatocyte nuclei and diameter
of sinusoidal capillaries of mice subjected to paracetamol-induced injury after subchronic
treatment with IS leaf methanolic extract were similar when compared to silymarin. The IS
extract and silymarin showed no significant statistical differences. These data corroborate
histological and morphometric analyses of experiments performed by Lima et al. (2013) who

showed the absence of a structural change in the hepatic epithelium of mice carrying sarcoma
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180 after treatment with Indican of I. suffruticosa leaves. However, significant changes were
observed in the control group with sarcoma 180. *°

The nuclei and sinusoidal capillaries of hepatocytes after subchronic treatment with extract
and silymarin showed protective effect on the hepatic tissue of mice compared to the negative
control. The results of this study suggest a possible angiogenic action due to a structural
reorganization of glandular epithelial tissue, cells, nuclei and sinusoidal capillaries of
hepatocytes after subchronic treatment with methanolic extract of I. suffruticosa leaves. This
may also be due to its interference with DNA synthesis. The same mechanisms of leaf extract
of I. suffruticosa may be involved in the embryo development in mice.* Biological activities
of compounds detected in the methanolic extract of I. suffruticosa leaves may be related to the
antitumor activity found by Vieira et al.'™® Other studies have reported the preservation of
structural organization of renal tubules and hepatocyte nuclei of mice following treatment
with I. suffruticosa. 2 %

Muthulingam et al, using paracetamol as acute hepatotoxicity model, reported that the
treatment of animals with aqueous extract of Indigofera tinctoria showed marked reduction of
necrosis and liver tissue degeneration. % The efficacy of any hepatoprotective drug is
essentially dependent on its ability to reduce harmful effects or maintain the normal hepatic
physiology that has been disrupted by a hepatotoxin.** Silymarin extracted from seeds of
Marian thistle (Silypum marianum) consists of many polyphenolic flavonoids, including
silibinin (the main one), isosilybine, silycristin and silydianin.*® Silymarin has been used for
centuries because of its known hepatoprotective effects and several pharmacological
properties.*

Lipid peroxidation is a chain reaction of polyunsaturated fatty acids of cell membranes
generating free radicals that change their permeability, fluidity and integrity.*® Antioxidant
activity provides health benefits by inhibiting lipid peroxidation.?* The percentage of
antioxidant activity is proportional to the amount of DPPH consumed by the sample.*®> Thus,
the higher the DPPH consumption per sample, the lower its absorbance and the higher its
antioxidant activity.

Our study on the antioxidant activity of the methanolic extract of I. suffruticosa leaves at
1,000 ug/mL and 500 ug/mL showed the presence of substances capable of donating electrons
and thus reducing free radicals. These results suggest the methanolic extract of I. suffruticosa
leaves have a great antioxidant potential directly related to the dose increase. These results are
similar to those found by Renukadevi et al. for methanolic extracts of Indigofera tinctoria,

which showed significant antioxidant activity at the concentrations tested. *  The
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hepatoprotective activity of I. suffruticosa found in this study is probably related to chemical
compounds capable of donating electrons and reducing free radicals;*” a fact confirmed by the
antioxidant activity of this plant that induces the inhibition of the tissue injury according to
studies reported in the pertinent literature®® Also, other studies are recommended to evaluate
the curative efficacy on hepatic tissue of mice in experimental models of paracetamol-induced
hepatic injury subjected to post-treatment with methanolic extract of I. suffruticosa leaves. In
conclusion, this study suggests that hepatic tissue of mice in experimental models of
paracetamol-induced hepatic injury subjected to pretreatment with methanolic extract of I.
suffruticosa leaves showed restoration of hepatic physiology at serum enzyme levels,
reorganization of tissue structural units, hepatic sinusoidal cells and capillaries, besides
antioxidant potential, indicating reduced damage to the hepatic tissue and increased organ
regeneration rate. These data suggest that Indigofera suffruticosa has hepatoprotective

activity.
ABBREVIATION
e AST: aspartate aminotransferase
e ALT: alanine aminotransferase
e CAPES: Coordinator of Improvement of Higher Level Personnel
e CNPg: National Council of Scientific and Technological Development
e CYP: Cytochrome P450 system
e DPPH: 2,2-dephenyl-1-picry
e Gl1: negative saline
e G2: positive with Silymarin
e G3: methanolic extract of I. suffruticosa leaves
e HE: hematoxylin and eosin
e |S: indogofera suffruticosa
e MeOH: methanol

e UFPE: Federal University of Pernambuco
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TABLE 1.

Table 1 - Serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and bilirubin in
Swiss albino mice treated with IS extract prior to paracetamol-induced hepatic injury (PCM)

Group  Dose (mg/kg) ALT (1UL) AST (1U/L) Bilirubin (mg/L) Resu
Its
Gl 15 ml/kg 94.48 £ 6.89** 120.98 + 13.67** 7.9 £3.5** 2>r<ep r
G2 25 mg/kg 31.36 £4.78 36.65 +5.35 1.4+05 esse
G3 37.78 + 4.56* 39.24 +5.78* 21+12* das
50 mg / kg mea
n+

SEM; * statistically significant compared to animals treated with saline solution (p <0.05); ** statistically
significant for animals treated with silymarin and IS extract (p <0.05).

FIGURE 1, 2, 3, 4, and 5,

Fig. 1. Photomicrograph of hepatic tissue of Swiss albino mice (Magnification 400x). G1 =
hepatic tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 =
hepatic tissue/administered IS extract. Formalin-fixed, HE - stained. Leukocyte Infiltration
(LI), sinusoid capillaries (S), central veins (CV), hepatocytes cords (CH).
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Fig. 2. Histomorphometry of the area of hepatocyte nuclei of mice: G1 = hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 = hepatic
tissue/administered IS extract. The data were analyzed by analysis of variance using the
Tukey test (P <0.001). N- 240 hepatocyte nuclei
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Fig. 3 - Histomorphometry of the perimeter of hepatocyte nuclei of mice: G1 = hepatic
tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered Silymarin; G3 = hepatic
tissue/administered methanolic extract of IS. The data were analyzed by analysis of variance using
the Tukey test (P <0.001). N- 240 hepatocyte nuclei
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Fig. 4. Histomorphometry of the diameter of hepatic sinusoids capillaries of mice: G1 =
hepatic tissue/administered saline solution; G2 = hepatic tissue/administered silymarin; G3 =
hepatic tissue/administered IS extract. The data were analyzed by analysis of variance using
the Tukey test (P <0.001). N- 240 hepatic capillaries
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Fig. 5. Comparison of the antioxidant activity of the IS extract at different concentrations. The
data were analyzed by analysis of variance using the Tukey test (P <0.001).



