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ALVES, Leandro Marcondes. Extracdo e isolamento do acido caurendico da
Sphagneticola trilobata e avaliagdo do efeito farmacoldgico em modelo de leséo
hepatica induzida por acetaminofeno. 2017. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Sphagneticola trilobata € uma planta da familia das Asteraceae, nativa do Brasil, cujo
nome popular pode variar de acordo com a regido, chamada de pseudo-arnica,
margaridao, pingo-de-ouro, mal-me-quer-do-brejo, picdo-da-praia ou vedélia. Possui
entre seus fitoconstituintes o Acido Caurendico (AC), um fitohorménio diterpénico que
além de possuir papel importante na fisiologia vegetal, apresenta atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica. A Sphagneticola trilobata foi colhida nos
meses de outubro a novembro de 2014 e as raizes foram secadas, pulverizadas e
submetidas a extracdo exaustiva com diclorometano, com posterior secagem do
solvente. O extrato diclorometanico foi fracionado atraves da CLV (Cromatografia
Liquida a Vacuo) e lavagem com solvente, isolando-se 302 mg do acido caurendico.
O AC foi investigado sobre o modelo de les@o hepatica induzida por acetaminofeno
(APAP). Todas as amostras, sangue ou figado, foram coletadas 10h apés o estimulo
com APAP. Camundongos Swiss machos foram tratados com AC via oral nas doses
de 3, 10, e 30mg/kg. Posteriormente foi realizada a administracdo de APAP na dose
de 650mg/kg. A determinacdo da dosagem de 30mg/Kg, foi através do ensaio de
sobrevida apds estimulo com APAP. O tratamento com AC reduziu os niveis
plasmaticos de marcadores de lesdo hepatica aminotransferase de alanina (ALT) e
aminotransferase de aspartato (AST). Além disso, AC reduziu o recrutamento de
neutréfilos por meio da atividade da MPO e macréfagos por atividade da NAG e
estresse oxidativo, observado através da normalizacdo dos niveis de GSH e
peroxidacao lipidica. Como consequéncia, o AC reduziu a producao de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, TNF-a e IL-33, além de normalizar os niveis da citocina anti-
inflamatéria IL-10. Assim, o AC apresenta um grande potencial para o tratamento de
intoxicacao hepética por APAP.

Palavras-chaves: Sphagneticola trilobata. Acido Caurendico. Acetaminofeno.
Glutationa. Citocinas. Antioxidante.



ALVES, Leandro Marcondes. Extraction and isolation of cahaloic acid from
Sphagneticola trilobata and evaluation of the pharmacological effect in a model
of hepatic injury induced by acetaminophen. 2017. 51 p. Dissertation (Master’s
Degree in Chemistry) — UniversidadeEstadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Sphagneticola trilobata Brazilian plant that has in its sap the kaurenoic acid (KA), a
substance derived from the mevalonate biosynthetic pathway and belonging to a
phase of the cyclization of the phytohormone geranilgeranildiphosphate (GGPP).The
KA is a diterpene found in several plant species such as Copaifera langsdorffii,
Montanoa tomentosa, Cosmus sulphureo and Sphagneticola trilobata, the latter being
the plant of choice because it contains large amounts of this diterpene in its
roots.Studies have shown that KA can stimulate erythroid nuclear factor (Nrf2), which
are receptor proteins, present mainly in the membrane of megakaryocytes, responsible
for the stimulation of transcription of the production of antioxidants. This production
can promote cell protection and prevent cancer, Alzheimer's disease, and liver
damage, among others. The extraction of the KA was done by collecting the roots that
were pulverized and the material was subjected to exhaustive extraction with
dichloromethane 100%, this extract was submitted to an increasing polarity gradient
through the CLV (liquid column vacuum), resulting in the isolation of KA with the aid of
the thin layer chromatography CCD analysis, its purity was subsequently determined
by HPLC and its molecular structure identified by NMR. The hepatoprotective potential
of KA was investigated in an acetaminophen (APAP) induced liver injury model. Oral
KA was tested at 3, 10 and 30 mg/kg following the intraperitoneal application of APAP
650 mg/kg. The dose of KA that had the best hepatoprotective performance was
chosen for the biochemical tests, these tests were performed in Swiss mice,
investigating liver protection through the levels of aminotransferases AST and ALT,
which are markers of liver damage , we also analyzed hepatic cytokines: interleukin-
33 (IL-33), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin beta (IL-B),
proinflammatory substances that mark the inflammation level of hepatic tissue and
Interleukins 10 (IL-10), which are anti-inflammatory cytokines. The enzymes
myeloperoxidase (MPO) and n-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) determined the
migration of neutrophils and macrophages into the liver tissue. The production of
reduced glutathione (GSH) and lipid peroxidation through malonaldehyde (MDA) was
determined to quantify the KA response to free radicals. Histological sections were
also made to identify and compare necrotic foci of hepatic tissue. We propose,
therefore, that hepatic injury caused by the toxic levels of APAP can be inhibited by
the action of KA, according to which it can act by stimulating the kappa nuclear factor
system (NF-kB), promoting the stabilization of pro and anti-cytokines Inflammatory and
preventing apoptosis and also interact with the erythroid nuclear factor system (Nrf2).

Keywords: Sphagneticola trilobata. Diterpene. Kaurenoic acid. Cytokines
Acetaminophen. Nuclear factor erythroid.
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1 INTRODUCAO

Desde antes de Cristo (século IX e VlIl a.C.) (VIDAL-NAQUET, 2000),
ha indicios de que o homem busca na natureza recursos para melhorar sua prépria
condicdo de vida. Envolvem atualmente componentes sociais e culturais,
especialmente nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, encontrando nas
plantas medicinais uma importante oportunidade de solucdo de problemas de saude
por meio da producdo, comercializacdo e utilizacao de fitoterapicos padronizados (DI
STASI, 1996).

As plantas da familia Asteraceae, estdo entre as espécies de plantas
mais utilizadas pelo empirismo popular e na fitoterapia como: alcachofra (Cynara
scolymus) para disfuncbes hepaticas, arnica (Arnica montana) como analgésica,
artemisia (Artemisiaannua) no tratamento da malaria, caléndula (Calendula officinalis)
como anti-inflamatoéria, camomila (Matricaria chamomilla) como antiespasmadica,
principalmente o género Sphagneticola (PRUSKI, 1955; ROQUE; BAUTISTA, 2008).
Deste modo destaca-se a ampla distribuicdo desta familia no mundo todo
(TAKASUGI; MASUDA, 1996; TESK, M. & TRENTINI, 2001), sendo uma das maiores
familias de plantas, compreendendo cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies
(ANDENBERG, A.A., BALDWIN, B.G., BAYER, R.G., BREITWIESER et al., 2007).No
Brasil, a familia é representada por aproximadamente 180 géneros e 1.900 espécies,
distribuidas em diferentes formas vegetais (BARROSO, G.M.; PEIXOTO, A.L.;
COSTA, C.G.; ICHASO; GUIMARAES, E.F.; LIMA, 1991):; considerada como a familia
de maior importancia entre as fanerégamas, representando dez por cento do total da
flora de angiospermas (WILSON, 1986).

Estudos fitoquimicos realizados com a Sphagneticola trilobata (folhas,
flor, caule e raiz) demonstraram maiores concentracdes de compostos de natureza
terpénica, como por exemplo, o acido caurendico (AC) produzido e armazenado
principalmente naraiz (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005; ROBLES-ZEPEDA et al.,
2009). O AC é um precursor do fitormbnio de crescimento vegetal, as giberelinas
(CASTILLO; MARTINEZ, 1997; KENDE; ZEEVAART, 1997; KHLESTKINA; KUMAR;
RODER, 2010), possui atividades biolégicas importantes, tais como, acgao
antibacteriana (MOREIRA et al.,, 2016), antiparasitaria (MIRANDA et al., 2015),
antifingica (COTORAS; FOLCH; MENDOZA, 2004), anticancerigena (FERNANDES
et al., 2013), hipoglicémica (BRESCIANI et al., 2004), analgésica e anti-inflamatoria
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(FUCINA et al., 2012; MIZOKAMI et al., 2012). Estudos evidenciaram que o diterpeno
AC é um ativador do fator nuclear eritréide (Nrf2), responsavel por promover a
transcricdo, ativando a translocacéo para o ndcleo e aumentando assim a expressao
de genes relacionados as enzimas antioxidantes e diminuicdo da resposta anti-
inflamatoria, podendo ter acdo hepatoprotetora ( PAIVA et al., 2004;LYU et al., 2011;),
devido a essa possivel acdo, foi proposto neste trabalho, um modelo de lesdo do
tecido hepatico, induzido por acetaminofeno (APAP).

Desde a década de 70 ja havia conhecimento da interacdo entre o
estresse oxidativo e a hepatotoxicidade induzida pelo APAP, através do excesso de
metabdlitos téxicos produzidos pela deplecao de glutationa (MITCHELL et al., 1973).
O APAP é um medicamento analgésico, amplamente utilizado para alivio de dores
leves, por meio da inibicdo seletiva de isoenzimas da ciclooxigenase do sistema
nervoso central (RANG; DALE; RITTER, 1999). Sua metabolizacao ocorre através das
enzimas do complexo citocromo P450, majoritariamente pela CYP2E1 (KAPLOWITZ,
2004), na CYP2EL1 ocorre uma desidrogenacdo do APAP e rapida degradacéo a n-
acetil-p-benzoquinona, produzindo o principal metabdlito, o n-acetil-p-benzoquinona-
imina (NAPQI), espécie extremamente reativa. A superdosagem do APAP, intencional
ou acidental, provoca o acumulo de NAPQI nos hepatdcitos, ocasionando disfuncéo
mitocondrial, dano de DNA e estresse oxidativo (YOKOI, 2010), consequentemente
essa combinacdo de fatores acarretara necrose e faléncia hepatica (HEIT; KUBES,
2011; NAKAMURA et al., 2011). Outro fator que contribui para o0 aumento da lesao
hepética € o préprio processo inflamatorio, pois células recrutadas e ativadas liberam
citocinas pré-inflamatérias como interleucinas (IL-1B) e fatores de necrose tumoral
(TNF-a), além de espécies reativas de oxigénio e leucotrienos (BORGHI et al., 2013)
gue promovem a apoptose.

O AC extraido das raizes da Aralia continentalis é capaz de aumentar
a ativacao do fator de transcricdo Nrf2 em modelo in vitro e quando ativado aumenta
a expressao de genes citoprotetores, aumentando os niveis de glutationa (XU; LI;
KONG, 2005; LYU et al., 2011). Mizokami e colaboradores (2012) avaliaram o efeito
antinociceptivo do AC obtido por meio das raizes da Sphagneticola trilobata, que
exibiu efeito analgésico devido a inibicdo da producéo de citocinas. O AC surgiu como
alternativa possivelmente viavel para aumentar a producdo de GSH, através da
ativacdo da via Nrf2 (LYU et al.,, 2011; TURPAEV, 2013) e promover a protecao

hepatica.
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Considerando a atividade farmacolégica do AC, o presente estudo
teve como objetivo investigar os efeitos hepaprotetores in vivo do AC isolado das
raizes da Sphagneticola trilobata, em modelo de lesédo hepatica induzida por APAP

em camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SPHAGNETICOLA TRILOBATA

A espécie Sphagneticola trilobata(Figura 1) pertence a familia
Asteraceae tem se destacado, pois estudos fitoquimicos realizados com a planta
demonstraram maior concentragdo de compostos de natureza terpénica, esteroidal,
fenilica (flavonoides) com auséncia de alcaldides. As diferentes partes da planta (raiz,
caule, folha e flor) possuem perfis cromatograficos distintos, indicando uma
constituicdo quimica diferente entre elas, porém com alguma similaridade em relacao
a alguns compostos (FILHO et al., 2004), o diterpeno acido caurendico encontra-se
em todas as partes da planta, porém em concentracdes maiores na raiz (BATISTA,
BRAGA; OLIVEIRA, 2005; ROBLES-ZEPEDA et al., 2009). Esta espécie foi descrita
anteriormente como, Acmela brasiliensis, Wedelia paludosa e atualmente
Sphagneticola trilobata, € nativa do Brasil e muito freqlente em regides litoraneas e
em terrenos baldios, sendo conhecida popularmente por pseudo-arnica, margaridao,
pingo-de-ouro, mal-me-quer-do-brejo, picdo-da-praia ou simplesmente vedélia
(MICHALAK, 1997).

Figura 1 — Partes aéreas da Sphagneticola trilobata

g

(@) Yonartan Matalon, www.ColorfulNature.com

Fonte: MATALON. at al.(2014).
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2.2 DITERPENOS

Os diterpenos s&do compostos provenientes do metabolismo
secundario da classe dos terpenos, constituidos por 20 atomos de carbono,
correspondendo a condensacéo de quatro unidades isoprénicas. Estas substancias
naturais sdo bastante comuns em plantas e sdo biossintetizadas nos plasmideos,
mais comumente pela via mevalonato através da ciclizacdo do geranilgeranildifosfato
(GGPP) sendo precursor direto de todos os diterpenos. O Acido Caurenoico (AC) é
um diterpeno tetraciclico proveniente dos ent-cauranos (NATURAL; PAUL, 2002) e
gue também sdo produzidos em algumas plantas como: Copaifera langsdorffii (PAIVA
et al., 2002), Montanoa tomentosa (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005), Cosmus
sulphureo e Sphagneticola trilobata (FUCINA et al., 2012). O AC é um intermediario
na producédo de giberelinas (KHLESTKINA; KUMAR; RODER, 2010), substancia
pertence a um importante grupo de hormonios do crescimento vegetal, envolvidos no
controle de diferentes processos fisiolégicos como: regulacdo da brotacdo de muitas
culturas comerciais, ajuste da floracdo em algumas plantas bienais e também
influencia na maturacdo e desenvolvimento de frutos (CASTILLO; MARTINEZ,
1997;KENDE; ZEEVAART, 1997).

2.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DO ACIDO CAURENOICO (AC)

O AC possui atividades biolégicas importantes, tais como, acao
antibacteriana (MOREIRA et al.,, 2016), antiparasitaria (MIRANDA et al., 2015),
antifangica (COTORAS; FOLCH; MENDOZA, 2004), anticancerigena (FERNANDES
et al., 2013), hipoglicEmica (BRESCIANI et al., 2004), analgésica e anti-inflamatoria
(FUCINA et al., 2012; MIZOKAMI et al., 2012). Através da literatura (LYU et al., 2011),
foram encontrados indicios de que o AC promove a ativacdo do Nrf2. O Nrf2 € um
fator de transcricdo que desempenha importante papel no mecanismo de defesa
celular contra o estresse oxidativo, através do controle da expressdo de genes
relacionados com desintoxicacdo, eliminacdo de oxidantes reativos e agentes
eletréfilos (ITOH et al., 1997; CHAN; KAN, 1999; KWAK et al., 2001; KWAK et al.,
2002). Este controle da atividade transcricional do Nrf2 é feito pela proteina Keapl
citosolica, molécula rica em residuos de cisteina e com atividade ubiquitina-ligase, que

consequentemente é o inibidor dessa via de sinalizacao (ITOH et al., 1997). Portanto,
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sob condicdes fisiologicas o Nrf2 esta associado ao Keap-1, constantemente ligado a
proteina ubquitina, apés modificagfes em Keap-1 decorrente de ataque eletrofilico em
residuos tidis especificos de cisteina, associado a fosforilagho em residuos
especificos de serina do Nrf2, ocorre a dissociacdo do Keap-1 e estabilizacdo do fator
de transcricdo, que é degradado via proteossomo. O Nrf2 estavel € capaz de se
dimerizar com proteina sMaf (smallMaf) e com consequente translocagéo para nucleo
(HUANG; NGUYEN; PICKETT, 2002), onde ativam genes de regides promotoras
denominadas Elemento de resposta antioxidante (ARE), para que haja aumento da
expressao de genes relacionados a resposta citoprotetora (TURPAEYV, 2013).

O metabolismo de substancias (FOYE et al., 2008) como drogas,
toxinas, xenobidticos entre outras, sédo realizadas pelo citocromo celular através de
enzimas microssomais divididas em duas fases, na primeira fase, dependendo da
substancia, ela pode sofrer efeitos como: oxidagéo, reducdao, hidrolise e desmetilacao,
na segunda fase denominada conjugac¢édo, uma molécula é conjugada ao metabdlito
para torna lo mais hidrosoltvel, com o intuito de facilitar a excrecdo renal. Nesta ultima
fase o Nrf2 estéa envolvido na expresséo de varios genes de desintoxicacdo, como a
subunidade catalitica de glutamato-cisteina ligase (GCLC), NAD (P) H: quinina
oxidorredutase-1 (NQO1), e heme oxigenase-1 (HO-1) (ALAM et al., 1999; CHANAS
et al., 2002; BLOOM; JAISWAL, 2003). Experimentos in vitro demonstraram que o AC
também inibe a inducdo promovida pelo lipopolissacarideo (LPS - componente de
bactérias gram-negativas, que desencadeiam processos inflamatorios) ao processo
inflamatoério, bem como a producao de 6xido nitrico, producgéo de prostaglandina E2
(PGE2), a expressao de ciclooxigenase-2 e producdao de NO induzivel (iNOS) em
macréfagos RAW 264.7. (FELIPE; FERNANDES, 2013). Esta acdo do AC sobre o
processo inflamatério pode estar relacionada com a atividade do NFkB (MIZOKAMI et
al., 2012)e também com o aumento da expressédo de ciclooxigenase, INOS, e da
producao de citocinas pré-inflamatérias, tais como, TNF —a, IL-1p3, IL -33.

Pode-se perceber a relagdo Nrf2 glutationa, pois a perda do fator de
transcricdo Nrf2 provoca uma diminuigcdo acentuada na expressdo constitutiva e
induzivel da glutationa S-transferase de genes Gstal, Gsta2, GSTM1, Gstm2, GSTM3
e Gstm4 nos figados de ratos machos e fémeas (CHANAS et al., 2002) (Fig2).
Portanto, o AC pode estar envolvido na regulacao das respostas inflamatorias através
NFkB e detoxificante e antioxidante através do Nrf2 (XU; LI; KONG, 2005).
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2.4 FORMACAO DE EROS (ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO)

O oxigénio é uma molécula fundamental para a existéncia da vida.
Apesar de indispensavel, o oxigénio promove a formacéo de radicais livres e demais
moléculas que surgem em funcao das suas a¢cfes oxidativas nos sistemas bioldgicos,
que sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo formadas apd6s
a transferéncia de elétrons na cadeia fosforilativa (mitocondria) ou através do sistema
da NADPH oxidase (JONES, 2008), quando ativo, o sistema multienzimatico NADPH
oxidase é responsavel pela transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio
molecular, formando o anion superéxido (BEDARD; KRAUSE, 2007) causando a
peroxidagcdo dos lipidios das membranas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) e
também sdo capazes de oxidar diversas proteinas, especialmente com residuos de
cisteina (ti6is). Para se protegerem contra oxidacdes, o organismo dispbe de
mecanismos quimicos e enzimaticos, que permitem ativar diversas vias de
sinalizacao, entre elas o Nrf2 (GLOIRE; PIETTE, 2009; TURPAEYV, 2013).

Figura 2 — Vias de sinalizacdo do Nrf2 Uma representacao esquematica de farmacos,
guimicos e xenobioticos que induzem a resposta de stress oxidativo
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2.5 FISIOLOGIA HEPATICA

O figado metaboliza uma enorme variedade de compostos, ndo so
enddgenos como sais biliares, bilirrubina e horménios, mas também exdgenos (drogas
e toxinas)(NUNES; MOREIRA, 2007). O hepatdcito lida com todas estas moléculas
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por meio da captagdo de substancias plasmaticas por varios transportadores e canais
existentes na sua membrana basolateral, pelo processamento dessas substancias, o
que inclui o transporte e modificacdo quimica intracelular, através de numerosas
enzimas e cofatores, este passo € essencial, jA que muitas das substancias captadas
pelos hepatdécitos séo lipofilicas e estas modificagdes tornam as substancias mais
hidrossollveis, permitindo a sua posterior excre¢do via renal ou via biliar, este Gltimo,
através da membrana apical para a bile. Apesar de alguns compostos serem
completamente digeridos dentro dos lisossomas dos hepatdcitos, muitas outras
substancias sofrem uma série de reacdes de biotransformacéo, que geralmente
ocorrem em 2 fases. As reacoes de fase | representam reacdes de oxidacéo/reducao
(hidroxilacéo, desalogenacao, dealquilacao, etc) que tém como caracteristica comum,
a insercdo de um atomo de oxigénio no substrato, transformando-o num composto
mais polar. As principais enzimas envolvidas nestas reagdes de fase | sdo os
citocromos P-450, que existem principalmente no reticulo endoplasmético (RE) e
tipicamente catalizam reacdes de hidroxilagdo. Como as reacdes de fase |, apesar de
essenciais, apenas conferem um aumento modesto na solubilidade, a maioria das
substancias, mas nédo todas, terdo que sofrer reacbes da fase Il. Nesta fase o
hepatécito procede a conjugacéo dos metabdlitos formados na fase I, com compostos
como o glucuronato, sulfato, glutationa, radicais metil e acetil entre outros, de maneira
a produzir compostos mais hidrofilicos e/ou menos téxicos que rapidamente sao
secretados no sangue ou na bile. Apesar de o hepatdcito usar varias reacdes de
conjugacao, as trés mais importantes séo: (1) a conjugacdo com o glucuronato através
das UGTs (uridinediphosphateglucuronosyl transferases) que existem principalmente
no reticulo endoplasmatico celular; (2) a conjugacdo com o sulfato, através das
sulfotransferases; (3) a conjugagcdo com a glutationa através da glutationa-S-

transferases, estas duas ultimas enzimas, existem principalmente no citosol.

2.6 ACETAMINOFENO - APAP

O APAP é amplamente utilizado como medicamento analgésico para
alivio de dores leves, através da inibicdo seletiva de isoenzimas (ciclooxigenases) do
sistema nervoso central (RANG; DALE; RITTER, 1999). Sua metabolizag&o ocorre em
duas fases: na primeira fase através das enzimas do complexo citocromo P450,
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majoritariamente pela CYP2E1(KAPLOWITZ, 2004) onde ha uma n-hidroxilacéo, o
derivado de n-hidroxi que sofre rapida degradacdo espontanea a n-acetil-p-
benzoquinona (MOLDEUS, 1978), espécie reativa do farmaco e o principal metabélito
produzindo o n-acetil-p-benzoquinona-imina  (NAPQI). A intoxicacdo por
acetaminofeno é rara, porém letal. Apés superdosagem intencional ou acidental,
ocorre o acumulo de NAPQI nos hepatdcitos, ocasionando disfungdo mitocondrial,
dano de DNA e estresse oxidativo (YOKOI, 2010). A combinacéo desses fatores tem
como denominador final necrose e faléncia hepatica. Em condicbes normais, esse
metabolito € rapidamente detoxificado pela glutationa reduzida (GSH) Fig 3.
Entretanto, apés doses toxicas de APAP, o GSH é depletado e, como
consequéncia o NAPQI acumula e liga-se covalentemente a proteinas hepaticas,
iniciando a leséo hepatica (HEIT; KUBES, 2011; NAKAMURA et al., 2011). Durante o
processo inflamatério, as células recrutadas e ativadas liberam citocinas pro-
inflamatérias como interleucinas (IL-18) e fatores de necrose tumoral (TNF-a), além
de espécies reativas de oxigénio e leucotrienos, contribuindo para a lesdo hepatica.
O AC pode ser capaz de aumentar a expressdao do Nrf2 (LYU et al., 2011), por
conseguinte, um fator de transcricdo que quando ativado, aumenta a expressao de
genes citoprotetores (XU; LI; KONG, 2005), que por sua vez, aumenta
significativamente os niveis de glutationa, promovendo sua conjugagdo com APAP,
evitando a formacao de NAPQI (forma toxica) impedindo assim a lesdo no hepatdcito.
Sendo assim, o0 AC parece ser uma alternativa vidvel em casos de intoxicacdes por
APAP. Na Figura 4 pode-se observar o Mecanismo da hepatotoxicidade induzida por
acetaminofeno (TUJIOS; FONTANA, 2011). Em (A) o papel do sistema metabdlico. A
maioria do acetaminofeno ingerido é transformada por glucuroniltransferases e
sulfotransferases a metabdlitos estaveis, que sdo seguramente excretados na urina e
na bile. No entanto, se este sistema for estrapolado, uma maior proporcdo de
paracetamol é oxidativamente metabolizada pelas isoenzimas CYP para o metabalito
intermediario altamente reativo, NAPQI. Este metabdlito liga-se covalentemente as
proteinas dos hepatécitos e pode perturbar a fungdo mitocondrial, resultando em
danos nos hepatdcitos. Em (B) o papel do sistema imunolégico do paciente. Os
macrofagos infiltrados no figado podem reconhecer hepatdcitos danificados e levar a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL33, TNFa), bem como citocinas pro-
regenerativas (IL-10). No entanto, a expressado reduzida de CD44 em linfécitos é

hipotetizada para conduzir a uma maior tendéncia para a sinalizacéo de citocinas pro-
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inflamatoérias que, em ultima analise, resulta em apoptose de hepatécitos. O CD44 é
uma molécula de adeséo que se expressa em linfocitos-B e T, participa na mediacao
de adeséo destas células e dos componentes da matriz extracelular e na adeséo a

células endoteliais vasculares.

Figura 3 — Esquema metabdlico do acetaminofeno
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Figura 4 — Mecanismo da hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno
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2.7 RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS NA LESAO HEPATICA PROVOCADA
PELO APAP

Apés a sobredose de APAP (650mg/Kg) em camundongos,
qguimiocinas e produtos mitocondriais colaboram para a migracdo e ativacdo de
neutroéfilos hepaticos, causando hepatotoxicidade adicional. Ocorre um aumento de
lesGes por estes neutrofilos, através da producdo de ROS, contribuindo para a
resposta inflamatoria sistémica, podendo promover insuficiéncia hepatica aguda. Os
neutroéfilos sdo a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, sendo um dos
pilares da resposta imune inata (PHILLIPSON; KUBES, 2011). Além disso, ap0s a
morte celular estéril, os neutréfilos migram para locais de necrose, resultando na
cicatrizacdo e remocéao de detritos celulares (JAESCHKE et al., 2012). No entanto, a
migracdo e ativagdo descontrolada de neutrdfilos ajuda a promover o “choque
necrotico” dos hepatdcitos. O descontrole dos neutrofilos ocorre, pois o APAP
promove danos mitocondriais levando a liberacdo do receptor do formil peptideo
(FPR), classe de receptores acoplados a proteina G envolvidos na quimiotaxia,
atraves da sinalizacdo de FPR1 (MARCH et al., 2011). Os neutrofilos precisam de um
contato mais intimo com o alvo para promover a morte da célula, através de um
microambiente, no qual a producdo de ROS facilita a citotoxicidade pela liberagcéo do
conteudo dos granulos. As populacdes de células hepaticas (células de Kupffer e

hepatocitos) (YE et al., 2009) e também os neutrofilos, possuem receptores CXCR2
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(SAHIN; TRAUTWEIN; WASMUTH, 2010) e FPR1, moléculas de relevancia no
contexto de necrose celular, as quimiocinas CXCR2 e os formil peptideos trabalham
em conjunto para orientar os neutrofilos para sitios de necrose hepatica, onde podem
causar lesdes hepaticas adicionais, contribuindo para uma resposta inflamatoria
sistémica e ainda para lesbes de érgaos remotos. O APAP ao promover a lesdo
mitocondrial do hepatdcito, promove também a liberacdo de gDNA, o qual é
reconhecido via TLR9 (MCGILL et al., 2012).
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3.1 OBJETIVO GERAL

Extrair e isolar o AC da Sphagneticola trilobata e investigar seu efeito

em modelo de lesdo hepatica induzida por APAP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

f)

9)

Coletar e preparar 0 extrato bruto em diclorometano da
Sphagneticola trilobata.

Fracionar, purificar e identificar o AC.

Determinar a melhor dose de AC no ensaio de sobrevida, apds
estimulo com APAP.

Avaliar o efeito do AC sobre os marcadores de lesdo hepatica ALT
e AST, apos estimulo com APAP

Avaliar o efeito do AC sobre atividade do recrutamento de neutrofilos
e macrofagos, através da mensuragcdo da atividade da
mieloperoxidase  (MPO) e n-acetil-B-glicosamina  (NAG),
respectivamente, apos estimulo com APAP.

Avaliar o efeito do AC sobre a producao das citocinas IL-33, IL-10,
IL-1B, TNF-qa, apés estimulo com APAP

Avaliar o efeito do AC sobre parametros relacionados ao estresse

oxidativo, GSH e MDA, ap0s estimulo com APAP.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

As raizes da Sphagneticola trilobata (Asteraceae), foram coletadas no
municipio de Londrina-PR- Brasil (“832 m de altitude, 23°20°20.87” Latitude S e
51°7'11.96” Longitude O) na ACEL (Associacdo Cultural Esportiva de Londrina) -
Estrada Major Archilles Pimpao, 2300 - Jardim Vale Verde, 86040-020, no periodo de
outubro a novembro de 2013, época de florescéncia da planta. Posteriormente, as
raizes foram secas ao ar livre, protegido da luz solar, a temperatura ambiente por uma

semana, seguida de moagem em moinho de facas (Willye).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO E FRACIONAMENTO EM CROMATOGRAFIA
LIQUIDA A VACUO - CLV

Para a extracdo do AC, 861,959 das raizes pulverizadas foram
submetidas a extracdo exaustiva com diclorometano, obtendo-se um extrato
concentrado de 73,852g. O extrato diclorometanico foi submetido a gradiente
crescente de polaridade (Tabela 1), através de CLV resultando 13 fracdes, das quais,
ocorreu a cristalizacdo na fracdo 2 (148mg). Através da andlise em CCDC -
cromatografia de camada delgada comparativa (25DC-Alufolien 20x20cm/Kiesel gel
60 F2s4, Merck), revelado com p-anisaldeido sulfurico, seguida de aquecimento a 110
°C pode-se observar a presenca de Unico composto, indicando a possibilidade de
pureza, ja na fracdo 3 também observamos 0 mesmo composto, com certa impureza,
que atraves da técnica de recristalizacdo, onde a amostra foi aquecida com 3mL de
metanol, seguida de refrigeracdo, com a formacao de cristais, estes foram separados,
obtendo-se o rendimento de 154mg. As fragbes 2 (148mg) e 3.(154mg) foram
submetidas a analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e

espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C.
4.3 IDENTIFICACAO QUIMICA

Ressonancia Magnética Nuclear - RMN
Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) e *3C (100 MHz) da mistura
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das FR2 e FR3 foram registrados em equipamento Bruker Avance Ill (Daltonics,
Billerica, MA, EUA), no qual utilizou o sinal de tetrametilsilano (TMS) como referéncia
primaria (*H-RMN, 0,00 ppm) em relagdo aos deslocamentos quimicos (3, ppm) das
fragcGes e o cloroférmio deuterado (CDCIs) como solvente e referéncia secundaria (*H-
RMN, 7,27 ppm; 13C-RMN, 77,0 ppm).

4.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - CLAE

O fator de retencao caracteristico do AC foi identificado através da
(CLAE) (Shimadzu CBM-20a, software LC solution, detector Shimadzu UV-DAD
(SPD-M10A) e coluna Waters ODS (4.6 x 250 mm, 5 pm, 100 A). Como fase mdvel,
utilizou-se Acetonitrila:Agua (85:15) para um fluxo de 1mL/min com A = 210 nm.

4.5 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados em camundongos da linhagem
albina Swiss machos (20-30g), provenientes do Biotério do Departamento de Ciéncias
Patologicas da Universidade Estadual de Londrina. Os camundongos foram mantidos
sob ciclo de claro/escuro (12/12 h), por pelo menos dois dias antes dos experimentos,
evitando assim estresse dos camundongos e interferéncia nos resultados
bioguimicos. Os animais foram divididos em gaiolas de polipropileno padrao, medindo
41 x 34 x 16 cm (Insight®) de acordo com 0s grupos experimentais (maximo de 12
animais por gaiola), com livre acesso a agua e ragdo, e adaptados aos ambientes e
condicdes experimentais com pelo menos 1 hora de antecedéncia em relacdo aos
experimentos, para que nao haja alimento no estbmago do animal e interfira na
absorcdo da droga a ser administrada. Os procedimentos de cuidado e manuseio de
animais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual
de Londrina (numero do processo 26405.2014.43).

4.6 INDUCAO DE LETALIDADE

Os camundongos foram pré-tratados com AC via oral nas doses de 3,
10 e 30 mg/kg, diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO). Apés 30 minutos, foi
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administrado o APAP na dose letal de 650 mg/kg (i.p) (ISHIDA; KONDO; OHSHIMA,
2002; LIU et al., 2006). O efeito do AC sobre a sobrevida dos camundongos foi
avaliado em intervalos de 6h durante 72h. Esse ensaio foi determinante para a escolha

da melhor dose de AC.

4.7 ANALISE BIOQUIMICA

4.7.1 Aminotransferases

O aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase
(ALT) (Baynesand; Dominiczak, 2000), foram obtidos através da analise do sangue,
coletado em microtubos, contendo 50uL de EDTA (5000 Ul/mL) e centrifugados (200
g/10 minutos, 4°C), para separagdo do plasma. Para determinar a atividade
enzimatica de AST e ALT, o plasma foi processado de acordo com as instru¢des do

fabricante (Labteste Diagndstico S.A., Brasil).

4.7.2 Citocinas

A producao das citocinas hepéticas (DE OLIVEIRA et al., 2011) IL-1B,
TNF-a e IL-10, foram analisadas através do método Enzime-linked Immuno sorbent
Assay (ELISA), onde o tecido hepético foi coletado para dosagem destas citocinas e
as amostras foram trituradas e homogeneizadas em tampdo PBS. Ap6s a
homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm, 4°C, 10 minutos) e 0
sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis das citocinas por ELISA, utilizando

kits comerciais, de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

4.7.3 Migracao leucocitaria (neutrofilos e macréfagos)

A producgéo de mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-B-glicosaminidase
(NAG) no figado foi analisada através de ensaio colorimétrico, onde o tecido hepatico
foi coletado em 200pul de tampéao fosfato com HTAB, uma parte do homogenato foi
separada para MPO, e outra, para o ensaio de NAG. ApGs a homogeneizacdo, as
amostras foram centrifugadas (14.000 rpm, 2 minutos, 4°C). No ensaio enzimatico o

substrato do NAG foi adicionado aos macrofagos e o MPO aos neutrofilos.
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4.7.4 Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram determinadas espectrofotometricamente,
como previamente descrito por Hohmann et al., 2015. As amostras de figado
perfundidas congeladas foram homogeneizadas em EDTA frio 0,02 M. Tratou-se o
homogeneizado com &cido tricloroacético a 50% e centrifugou-se (1.500 x g, 15 min),
e adicionou-se ao sobrenadante Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9. Em seguida, as amostras
foram misturadas com vortex, e adicionou-se acido ditiobisobenzdico 10 mM, seguido
por mistura com vortex. As amostras foram deixadas em repouso durante 5 minutos
antes de serem lidas a 412 nm. Preparou-se uma curva padrdo utilizando diferentes
concentracbes de GSH, para além dos outros reagentes mencionados antes. Os

resultados sédo apresentados como nmol GSH / mg de figado.

4.7.5 Peroxidacao Lipidica.

A peroxidacao lipidica no figado foi avaliada pela determinagdo dos
niveis de TBARS, utilizando um método adaptado de Hohmann et al., 2013. Os niveis
de acido tiobarbitdrico (TBA) - substancias reativas (TBARS), principalmente
malondialdeido (MDA), foram quantificados espectrofotometricamente usando um
método de Vitorino e Alper (2013) com adaptacées. O homogenato de tecido foi
colocado em reacdo com TBA para formar complexos MDA- (TBA) 2, e as proteinas
foram precipitadas com &cido tricloroacético. As amostras foram incubadas durante
15 minutos, em banho de agua fervente e transferidas para um banho de gelo. O MDA,
um produto intermediario de peroxidagéo lipidica, foi determinado pela diferenca entre
a absorvancia a 535 e 572 nm, utilizando um leitor espectrofotométrico de microplacas
(Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).
Os resultados sao apresentados como peroxidagao lipidica (AOD A535-A572 / mg de
figado).

4.8 CORTE HISTOLOGICO

Para a analise histopatologica do figado, as sec¢cdes medianas dos
lobos esquerdos do figado foram fixadas em solucdo de formalina neutra tamponada
a 10% durante 24 h e embebidas em cera de parafina, e secgdes de 5 um foram
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preparadas e coradas com hematoxilina-eosina (H & E). As sec¢des de figado
manchadas H & E foram capturadas utilizando uma camara de alta resolucao
(Moticam 2500, 5,0 megapixel, USB 2.0) ligada ao microscopio éptico Zeiss Axiophot.
As seccdes do figado foram examinadas e o grau de necrose foi determinado como
previamente descrito (Yaman et al., 2013). O grau de necrose foi classificado em uma
escala de 0-3 [normal: 0 (0%), leve: 1 (1-25%), moderado: 2 (26-49%), severo: 3 (50-
100% )] E expressa como a média de 10 campos de alta poténcia (HPFs), escolhidos

aleatoriamente.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Para os ensaios, os resultados foram apresentados como média +
EPM (erro padrédo da média). Utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via,
procedimento utilizado para comparar trés ou mais analises dentro de um
experimento, seguido pelo pés-teste de Tukey, que consiste em definir a menor
diferenca significativa para experimentos. As taxas de sobrevida foram estimadas pelo
método de Kaplan-Meier, método que descreve livremente o acontecimento baseado
em dados quantitativos que gera uma funcdo de distribuicdo no tempo, até a
ocorréncia de um determinado evento (BUSTAMANTE-TEIXEIRA; FAERSTEIN;
LATORRE, 2002), a andlise estatistica foi confirmada pelo teste de log rank para
avaliar a igualdade das curvas, consideradas significativas diferencas para P< 0,05
para ambas as analises (HOHMANN et al., 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 RESULTADOS

5.1.1 Identificacdo quimica das fracdes

5.1.1.1 RMN

No espectro de RMN H, observa-se que a substancia (Figura 5)
apresenta poucos sinais desprotegidos, indicando a presenca de um sistema ciclico
pouco oxigenado e/ou pouco insaturado. Através da analise de seus dados, pode-se
deduzir que esta substancia trata-se de um diterpeno, visto que substancias com o
mesmo perfil jA foram isoladas de diversas espécies do género Sphagneticola
(BLOCK et al., 1998). Os singletos em & 4,79 e 4,75 (*H cada) podem ser atribuidos
a dois hidrogénios pertencentes a uma ligacdo dupla exociclica, tipica de derivados
do AC, a qual ocorre entre C16-C17. Pode-se observar também a presenca de um
slem & 2,63 atribuido ao H13 (alilico) e a ocorréncia de dois singletos integrados para
3H cada em 01,24 e 0,95, indicando a presenga de dois grupamentos metila. Esses
hidrogénios metilicos foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H18 e H20
(ARAKAWA, 2003).

A andlise do espectro de RMN *C dessa substancia (Figura 6)
indicou a presenca de 20 sinais, reforgando a possibilidade de a substancia tratar-se
de um diterpeno. Um sinal em & 184,2 foi atribuido ao carbono de uma carboxila, que
geralmente ocorre em C19. Outro sinal em & 155,8 foi atribuido ao carbono olefinico
C16 e o carbono metilénico C17 foi relacionado a um sinal em & 102,9. A partir destes
dados foi possivel confirmar que a substancia isolada trata-se de um diterpeno do tipo

caurano, mais precisamente o acido ent-caur-16-en-19-6ico

5.1.1.2 Polarizacéo do AC

Confirmamos também o angulo de rotagdo no polarimetro é de [a]*°p
-110°, muito comum em espécies de Sphagneticola. Os dados foram confirmados
com base na literatura (DA COSTA, 1996) e os valores atribuidos aos hidrogénios (H)

e carbono (C) das substancias encontram-se nas Tabelas 2 e 3 respectivamente



(ARAKAWA; COSTA, 2003).

A analise cromatografica da mistura das FR2 e FR3, (Figura 7)
apresentou um pico bem definido em 16,486 min, evidenciando assim a presenca
majoritaria do acido caurendico. A extracao e fracionamento cromatografico do extrato
e a analise de ressonancia magnética das fracdes, permitiram a identificacdo e
isolamento do AC com a pureza de 92%, determinado através do célculo da area do

pico do fator de retencdo do CLAE. O AC isolado foi submetido aos testes biolégicos.

Tabela 1 — Gradiente crescente de polaridade de solventes para a eluicdo na CLV —
Coluna Liquida a Vécuo do extrato diclorometanico da raiz da

Sphagneticola trilobata

Fra;;oe Solventes Concegtragoe Rendimento*
1 Hexano 100% 270mg
2 Hexano / Acetato de Etila 90:10 200mg
3 Hexano / Acetato de Etila 80:20 569mg
4 Hexano / Acetato de Etila 70:30 946mg
5 Hexano / Acetato de Etila 60:40 320mg
6 Hexano / Acetato de Etila 50:50 324mg
7 Hexano / Acetato de Etila 30:70 302mg
8 Hexano / Acetato de Etila 100% 291mg
9 MeOH 100% 195mg

()* - Rendimento das amostras obtidas ao longo dos processos cromatogréaficos (CLV e CMP).

Tabela 2 — Dados do espectro de RMN 'H da substancia (300 MHz, CDCls, & em

ppm, mult. eJ em Hz).

Deslocamento

. o .. .
Hidrogénio Dados Teodricos Quimico do AC (5)
3 2,62; sl 2,63; sl
15 2,08 sl 2,15 sl
17a 4,66; s 4,75;s
17b 472;s 4,79; s
18 1,16; s 1,24;s
20 0,87 s 0,95; s

Fonte*:(Da Costa, 1996)
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Figura5 —RMN *H (300 MHz, CDClz, & em ppm, mult. e J em Hz) da mistura FR2 e
FR3 da Sphagneticola trilobata.
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Tabela 3 — Dados do espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls, & em ppm) em relagao
aos dados da literatura.

Dados Teodricos Deslocamento Quimico
Carbono

(5,ppm) (5,ppm)
1 40,7 40,7
2 19,0 19,0
3 37,7 37,8
4 43,8 43,7
5 57,0 57,0
6 21,8 21,8
7 41,3 41,2
8 442 44,2
9 55,0 55,1
10 39,7 39,6
11 18,4 18,4
12 33,0 33,0
13 43,9 43,8
14 39,7 39,6
15 48,9 48,9
16 155,8 155,8
17 103,0 102,9
18 29,0 28,9
19 185,0 184,2
20 15,5 15,5

Fonte: (Da Costa, 1996).
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Figura 6 — RMN 13C da substancia (75 MHz, CDCls,  em ppm) da mistura FR2 e FR3
do extrato Sphagneticola trilobata.

Figura 7 — Cromatograma obtido por CLAE para o acido caurenoico.
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5.2 TAXA DE LETALIDADE

A taxa de sobrevida para o grupo APAP foi de 45%, enquanto os
tratados com AC apresentaram sobrevida maior que 55% em 42 horas, para a menor
dose, (Figura 8). Os tratados com dose de 3 mg/kg e 10 mg/kg ndo apresentaram
diferencas significativa em relacdo grupo controle. Observa-se na Figura 8, que a

dose de 10 mg/kg apresentou uma resposta constante a partir de 10 horas,
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evidenciando uma resposta lenta no efeito do AC sobre o APAP. Animais tratados
com a dose de 30 mg/kg apresentaram uma sobrevida de 90%, sendo esta a dose

definida para os testes biologicos.

Figura 8 — Avaliagdo da letalidade induzida pelo APAP (600mg / kg, via
intraperitoneal) e tratado com AC nas concentracdes 3, 10 e 30mg/Kg,
onde os niveis de sobrevida mais proeminentes foram os tratados na
concentracdo de 30mg/Kg de AC cerca de 90% (A). Os valores sdo meédia
+ S.EMM.,, N = 15 por grupo experimental, representativo de duas
experiéncias separadas. * P <0,05 em comparacao com solucéo salina, #
p <0,05 em comparacdo com veiculo + acetaminofeno. (Kaplan-Meier,
seguido pelo teste log-rank. (A e B)). Os resultados sdo expressos como
média £ SEM (n = 15 por grupo por experiéncia, representativa de duas
experiéncias separadas). * P <0,05 versus grupo salino #p <0,05 versus
grupo AC (ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Bonferroni).
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5.3 MARCADORES DE LESAO HEPATICA

A avaliacdo da lesdo hepatica foi reduzida por meio da deteccéo
plasmatica dos niveis de ALT e AST, (Figura 5). O APAP aumentou significativamente
as concentracdes plasmaticas de ALT e AST quando comparado ao controle nos
camundongos, enquanto os animais tratados com 30 mg/kg de AC sofreram reducgéo
dos niveis de ALT de 57% e AST de 72% quando comparados ao APAP somente,
(Figura 9).
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Figura 9 — Os camundongos que foram tratados com AC (30mg/kg, via enteral), 30
min antes do acetaminofeno, obtiveram concentra¢des plasmaticas de ALT
(B) e AST (C) menores que os nédo tratados com AC, respectivamente
houve uma reducédo de aproximadamente 57% e de 72%. Os valores séo
meédia + S.E.M., N = 15 por grupo experimental, representativo de duas
experiéncias separadas. * P <0,05 em comparacao com solucao salina, #
p <0,05 em comparacdo com veiculo + acetaminofeno. (ANOVA de uma
via conforme Tukey)
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5.4 ATIVIDADE DAS ENZIMAS MPO E NAG

O recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o figado foi avaliado
pela determinacédo da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e a n-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), 10 h apos aplicacéo de APAP (650mg / kg) e o AC (30mg/kg),
ocorreu um aumento nos niveis de MPO, correspondendo a 7791,71 neutrofilos por
miligrama de figado de camundongo para o controle (APAP + veiculo), 40% acima da
salina, enquanto que com o AC houve reducéo de 27% em relagdo ao APAP. No caso
da enzima NAG ocorreu um acréscimo correspondente de 996,126 macréfagos por
miligrama de figado que corresponde a 46% acima do normal, enquanto que, com o
uso do AC houve um aumento de somente 20% do normal e em relacdo ao APAP

teve uma reducéao de 33% (Figura 10).
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Figura 10 —O recrutamento de neutrofilos e macréfagos para o figado foi avaliado
pela determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO) e da n-acetil-
B-D-glucosaminidase (NAG) em 10 h apés APAP (650mg / kg). Ocorreu
uma diminuicao de 27% da producédo de MPO e de 33% de NAG através
do uso do AC (30mg/Kg). Os valores sdo média + S.E.M., N = 15 por
grupo experimental, representativo de duas experiéncias separadas. * P
<0,05 em comparacao com solucéo salina, # p <0,05 em comparac¢do com
veiculo + acetaminofeno (ANOVA unidirecional conforme Tukey).
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5.5 AVALIACAO DE CITOCINAS HEPATICAS

As citocinas avaliadas foram as IL 13, TNF —a, IL -33, IL -10, (Figura
11). A Interleucina 1B (IL 1-) teve um aumento na produgao, com a indugao do APAP
(650 mg/kg) de 4,04658 pg/mg de figado, cerca de 45% acima do normal e o AC 22%
menor que o controle (APAP). O Fator de Necrose Tumoral (TNF —a) apresentou um
aumento na producédo de 2,92975 pg/mg de figado, 47% acima dos valores normais e
com o AC uma reducgdo de 22% do controle. J& a interleucina -33 (IL -33) teve um
acréscimo de 10,0067 pg/mg de figado, 58% acima da salina, e com o uso do AC
obteve uma reducdo de 33% na producdo em relagdo ao controle. Estas citocinas
observadas anteriormente sdo pro-inflamatorias e esta ultima que tem acao anti-
inflamatoria, ocorreu uma inversao das taxas, o0 APAP promoveu uma diminui¢cdo dos
niveis IL -10 cerca de 39% dos valores normais, e sob o efeito do AC teve uma reducao
de apenas 16% dos valores normais e em relacédo ao APAP teve uma producao de

28% acima.
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Figurall — Avaliacdo da inducdo e a producédo de citocinas hepaticas através da
determinacédo dos niveis de (A) IL33, (B) TNF-a, (C) IL-1B e (D) IL-10.
Onde houve uma reducao dos niveis de (A) IL33 (33%), (B) TNF-a (22%)
e (C) IL-1B (22%)e um aumento nos niveis de (D) IL-10 (28%) em
comparacao com o APAP sem AC.Os valores sdo média + S.E.M., N =15
por grupo experimental, representativo de duas experiéncias separadas.
* P <0,05 em comparacdo com solucéo salina, # p <0,05 em comparacéo
com veiculo + acetaminofeno (ANOVA unidirecional conforme Tukey).
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5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: GSH E MDA

O APAP induziu estresse oxidativo e promoveu a deplecéo dos niveis
de GSH, o nivel normal para o GSH foi de 1,95208 nmol/mg de proteina hepatica, com
0 uso do APAP houve uma queda nos niveis de GSH de 41% dos valores normais e
com a administragcdo do AC, esta queda foi reduzida a 2%. O nivel de Malonaldeido
(MDA) que representa o grau de peroxidacdo da membrana celular do hepatdcito
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apresentou um acréscimo na produc¢éo de 47% acima do normal com o uso do APAP,

e com o uso do AC teve uma producdo 28% menor (Figura 12).

Figura 12 — Avaliacdo dos niveis de GSH e MDA em camundongos tratados via oral
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administrar intraperitoneal APAP (600mg / kg), ou solu¢éo salina. Apos 4
h, houve um aumento na concentracao de (A) glutationa (GSH), cerca de
41% nos animais que fizeram uso do AC em comparacéo ao APAP sem
o AC. O Malondialdeido MDA teve uma reducéo de cerca de 28% nos
camundongos que receberam o AC, em comparacdo dos que nao
receberam. Os valores sdo média + S.E.M., N = 15 por grupo
experimental, representativo de duas experiéncias separadas. * P
<0,0001 em comparacdo com solucéo salina, # p <0,01 em comparacao
com veiculo + acetaminofeno (ANOVA unidirecional conforme Tukey).
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5.7 CORTES HISTOPATOLOGICOS

Exame histologico de tecido hepatico de camundongos Swiss,

tratados com APAP, quando comparado ao controle (A), houve uma reacéo

inflamatoria difusa com focos necréticos e hemorragicos (B) e (E). As secdes

hepaticas de camundongos tratados por via enteral com &cido caurendico (30 mg / kg)

(C) e (G), atenuaram a perturbacdo morfoldgica e reduziram o edema mucoso e o

foco hemorragico causado pela administracdo de APAP (Figura 13).
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Exame histologico de tecido hepatico de camundongos Swiss, tratados
com APAP, quando comparado ao controle (A), houve uma reacdo
inflamatoria difusa com focos necréticos e hemorragicos (B) e (E). As
seccOes hepaticas de camundongos tratados por via enteral com &cido
caurenodico (30 mg / kg) (C) e (G), atenuaram a perturbacéo morfoldgica
e reduziram o edema mucoso e o foco hemorragico causado pela
administracdo de APAP.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado que uma dose efetiva do AC, extraida
das raizes da Sphagneticola trilobata, pode reduzir a hepatotoxicidade e impedir
letalidade induzida pelo APAP, através da reducédo do estresse oxidativo, da producao
de citocinas pro-inflamatorias, do recrutamento leucocitario e também dos niveis
plasmaticos de ALT e AST, como consequéncia disso, menor necrose hepética,
menor letalidade e melhora da defesa antioxidante do hospedeiro. No teste realizado,
0s niveis de GSH se mantiveram estaveis e em grau de normalidade sob os efeitos
do AC. Dado que o acetaminofeno reduz acentuadamente a defesa antioxidante
hepatica (HOHMANN et al., 2013, 2015; MITCHELL et al., 1973), o aumento desta
defesa antioxidante aqui observado foi promovido pela inibicdo da deplecdo de GSH
e da peroxidacéo lipidica, sendo atribuida a via de sinalizacdo Nrf2, constatada pelo
indice de MDA e GSH dos testes realizados onde neste caso promoveu tal inibicao.
O recrutamento de neutrofilos e macrofagos é uma caracteristica da leséo hepatica,
neste caso induzida pelo acetaminofeno (HOHMANN et al., 2015; MARQUES et al.,
2012). Estes leucdcitos migram, seguindo um gradiente de quimiocinas, fornecido
inicialmente pela lesdo celular e por gradiente necrotico fornecido pelo n-formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), um peptideo presente, entre outros, derivados de
mitocéndrias (MARCH et al., 2011) neste caso, fornecido pelo ataque de metabdlitos
toxicos do APAP, responsavel pela ativacdo dos neutrofilos e macrofagos. Estes
niveis de alteracdo foram detectados pelos testes de MPO e NAG, onde o AC reduziu
estes niveis. Esta é uma caracteristica importante, considerando que os neutrdfilos e
macrofagos recrutados contribuem para a lesdo hepatica, produzindo espécies
reativas ao oxigénio (ROS) e citocinas (HOHMANN et al., 2015; MARQUES et al.,
2012). A necrose dos hepatocitos provoca a liberacdo de contetdos intracelulares,
tais como fMLP, enzimas hepaticas ALT e AST, juntamente com a producéo de IL-33
(MARQUES et al., 2015), que € uma alarmina, que contribuem para o recrutamento
de neutréfilos e macréfagos produzindo fibrose hepatica (HAMMERICH; TACKE,
2014). A sinalizacdo de TLR9-DAMP que seria 0 reconhecimento dos neutrdfilos ao
dano ao DNA hepatico (MARQUES et al., 2015), estimula a via de NF-kB e aumenta
a producdao de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-33, TNF-a e IL-1B8 (HAYDEN;
GHOSH, 2008; JAMES, [s.d.]); que contribuem ainda mais para a lesao hepatica.

Verificou-se que o AC reduz a resposta inflamatéria do inibidor IKB
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quinase, consequentemente, inibe ativacdo da via de sinalizacdo de NF-kB (KUMAR
et al., 2014), reduzindo os niveis TNF-a e IL-13 possivelmente pela inibigao da via NF-
KB que causou o bloqueio de infiltracdo de neutrdfilos, evitando a hepatotoxicidade
(Marqgues et al., 2012), abrindo novas vias para o tratamento de insuficiéncia hepatica
induzida por farmaco. Observa-se que o AC reduziu a atividade de macréfagos e
neutrofilos, observados nos testes MPO e NAG, o0 que se comprova a relatos
anteriores (CHO et al., 2010; CHOI et al., 2011; LIM et al., 2009; MIZOKAMI et al.,
2012). A exposicdo ao APAP esta associada a alteragdes significativas dos
marcadores enziméaticos de lesdo hepatica, por metabdlitos tdéxicos que atacam a
mitocondria celular, promovendo entre outros, baixa do nivel de ATP, resultando em
apoptose ou necrose. Os animais que receberam o APAP apresentaram niveis
aumentados de marcadores de danos hepéticos, contudo, os que receberam o AC
obtiveram reducdo destes niveis. O AC promoveu uma normalizacdo dos niveis de
aminotransferases (aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase
(ALT)) (BAYNES; DOMINICZAK, 2000), estas enzimas estdo envolvidas na
interconversdo dos aminoacidos a cetoacidos para a producdo de energia, portanto,
€ necessaria para o metabolismo hepatico do nitrogénio e dos carboidratos, em caso
de lesdo no hepatdcito, a lise celular promove o extravasamento de ALT e AST para
a corrente sanguinea, servindo entdo de marcadores de lesdo hepética, sendo assim,
com a utilizacdo do AC nédo houve lesdo hepética suficiente para 0 aumento destas
aminotransferases. O AC demonstrou estimular a producédo IL-10 (DE OLIVEIRA et
al., 2011) um polipeptidio ndo glicosilado, sintetizado em células imunoldgicas que
inibe as citocinas proé-inflamatérias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6, produzidas por
macrofagos e mondcitos ativados (DE OLIVEIRA et al.,, 2011), estimulando a
producdo enddgena de citocinas anti-inflamatérias. Com isso, houve a modulacéo e
normalizac&o das citocinas pro-inflamatorias como a IL-33 (HORIZONTE, 2014), que
atua em varios tipos celulares, incluindo células de origem hematopoiéticas,
preferencialmente liberadas de células clivadas durante a necrose e ou apoptose
(LUTHI et al., 2009), esta IL-33 € caracteristica no processo inflamatério, pela funcdo
de alarminas em sinais de perigo endégeno (LAMKANFI; DIXIT, 2009). O TNFa (DE
OLIVEIRA et al., 2011) € uma citocina pro-inflamatéria, que desempenha funcdes
importantes como, hiperalgesia e apoptose. Apesar da agressao provocada pelo
APAP, os niveis de TNFa foram estabelecidos com a acédo do AC juntamente com IL-

1B, responsavel pela inflamacao sistémica.



45

7 CONCLUSAO

O modelo de les@o hepatica induzido pelo APAP e o de protecao
hepatica promovida pelo Acido Caurenoico foram padronizados pelo nosso laboratério
e se mostram como alternativas viaveis para o0s modelos pré-existentes de
hepatoprotecdo. O AC é uma molécula hepatoprotetora em potencial, tendo em vista
gue pode atuar em uma via de ativacdo muito importante e na transcricdo e producao
de substancias antioxidantes, desintoxicantes. Seu alvo molecular € o estimulo do
Nrf2 e citocinas IL-10, aumento da atividade da GSH, inibicdo do recrutamento de

neutréfilos e macréfagos; além de possuir baixa toxicidade.
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