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WEINERT, Nadia Cristine. Modelo hepatico ex vivo em suinos: efeito do
acetaminofeno, da fumonisina e do acido fitico. 2020. 90f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

Devido a similaridade organica ao homem, suinos sdo utilizados como modelos
experimentais. Os explantes ex vivo sao promissores na avaliagdo de xenobidticos no
organismo. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da fumonisina (FB1), acetaminofeno
e do acido fitico (IP6) utilizando-se o modelo de explante hepatico de suinos. Foram
realizados dois experimentos, nos quais foram analisados: resposta ao estresse
oxidativo, morfologia e biomarcadores hepaticos. O experimento (E1) avaliou o efeito
de IP6 (5mM) nos explantes expostos ao acetaminofeno (20mM). Utilizou-se nove
suinos de terminacg&o provenientes de frigorificos (grupo experimental 1 - GE1) e seis
suinos com 40 dias (grupo experimental 2 - GE2), estes eutanasiados. Os explantes
(8 mm) passaram pelos seguintes tratamentos durante quatro horas: controle 4h
(somente meio); IP6 (5mM); acetaminofeno (20mM) e IP6 + acetaminofeno. Explantes
nao incubados (Ctrl Oh) foram colhidos para comparagao com incubados (Ctrl 4h). Os
sobrenadantes foram colhidos apos 1/2h, 2h e 4h de incubagdo para analise de
biomarcadores (ALT, AST, FA, GGT, proteina e colesterol). Apos 4h, (3/tratamento)
foram fixados, processados para analise histologica ou congelados (2/tratamento) a -
80°C, para avaliacdo do estresse oxidativo: substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), tetrazdlio de nitroazul (NBT), capacidade antioxidante por
meio da glutationa reduzida (GSH), potencial de reducdo do ferro (FRAP) e
capacidade de eliminagc&o de radicais livres (ABTS). Para GE1 e GE2, na presenca
de IP6, observou-se atividade enzimatica menor de GGT e FA em relagdo ao controle.
Com acetaminofeno, a atividade enzimatica (FA, AST, ALT), PT e colesterol reduziram
comparado ao controle. Para o GE2, notou-se queda de FA e ALT para acetaminofeno
mais IP6 em relagdo ao controle. Os explantes incubados apenas com meio de cultura
(Ctrl 4h) apresentaram aspectos histologicos similares aos ndo incubados (Ctrl Oh).
Assim, a incubagdo nao interferiu na integridade do tecido. Para o ensaio TBARS
(GE1), ocorreu diferenga entre controle 4h e acetaminofeno, menor para este ultimo.
Estes achados indicam que provavelmente ndo houve peroxidagédo lipidica nos
explantes expostos ao acetaminofeno. Houve redugdo da GSH no grupo exposto ao
IP6. Para o GE2, houve aumento da capacidade antioxidante (GSH, FRAP e ABTS)
do grupo acetaminofeno comparado com controle 4h, IP6 e acetaminofeno acrescido
de IP6 e para o NBT diferenca entre controle 4h e acetaminofeno, maior para este
ultimo, indicando possivel lesdo oxidativa. No segundo experimento (E2), a
metodologia foi similar ao primeiro, sendo os explantes submetidos aos tratamentos:
controle Oh; controle 4h; IP6 (5mM); FB1 (100 uM); FB+ + IP6. N&o houve diferenga no
escore da leséo entre GE1 e GE2. Para o GE1 e GE2, os tratamentos IP6 e FB4 + IP6
diminuiram a atividade de FA em relacdo ao controle e FB1. Quando o IP6 foi
adicionado ao FB1, reduziu a atividade de ALT e PT comparado ao FB+ e ao controle.
Para o GE1 e GE2, a FB1 induziu ao aumento de GSH comparado ao IP6 e controle,
respectivamente, enquanto a incubagcdo com FB1+ IP6 dimininui GSH em
comparacgao ao FB1. Os resultados obtidos evidenciaram uma acéo protetora do IP6.

Palavras-chave: Biomarcadores. Estresse Oxidativo. IP6. Morfologia. Suinos.
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WEINERT, Nadia Cristine. Ex vivo liver model in swine: effect of acetaminophen,
fumonisin and phytic acid. 2020. 90p. Thesis (Doctorate degree in Animal Science)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Due to the organic similarity to man, pigs are used as experimental models. Ex
vivo explants are promising in the evaluation of xenobiotics in the body. Thus, the
objective was to evaluate the effects of fumonisin (FB1), acetaminophen and phytic
acid (IP6) using the swine liver explant model. Two experiments were carried out, in
which it where analyzed: response to oxidative stress, liver morphology and
biomarkers. The experiment (E1) evaluated the effect of IP6 (5mM) on explants
exposed to acetaminophen (20mM). Nine finishing pigs were used from
slaughterhouses (experimental group 1 - GE1) and six 40-day-old pigs (experimental
group 2 - GE2) were used, euthanized. The explants (8 mm) underwent the following
treatments for four hours: control 4h (media only); IP6 (5mM); acetaminophen (20mM)
and IP6 + acetaminophen. Un incubated explants (Ctrl Oh) were collected for
comparison with incubated. Supernatants were collected after 1 / 2h, 2h and 4h of
incubation for analysis of biomarkers (ALT, AST, FA, GGT, protein and cholesterol).
After 4h, (3 / treatment) were fixed, processed for histological analysis or frozen (2 /
treatment) at -80°C, to assess oxidative stress: substances reactive to thiobarbituric
acid (TBARS), nitro-blue tetrazolium (NBT) and capacity antioxidant by means of
reduced glutathione (GSH), iron reduction potential (FRAP) and ability to eliminate free
radicals (ABTS). For GE1 and GEZ2, in the presence of IP6, less GGT and FA enzyme
activity was observed compared to the control. With acetaminophen, the enzymatic
activity (FA, AST, ALT), PT ando cholesterol decreased compared to the control. For
GEZ2, there was a decrease in FA and ALT for acetaminophen plus IP6 compared to
control. The explants incubated only with culture media (Ctrl 4h) presented similar
histological aspects to those not incubated (Ctrl Oh). Thus, incubation did not interfere
with tissue integrity. For the TBARS trial (GE1), there was a difference between the 4h
control and acetaminophen, which was smaller for the latter. These findings indicate
that there was probably no lipid peroxidation in the explants exposed to
acetaminophen. There was a reduction in GSH in the group exposed to IP6. For GE2,
there was an increase in the antioxidant capacity (GSH, FRAP and ABTS) of the
acetaminophen group compared to the 4h control, IP6 and acetaminophen plus IP6
and for the NBT, the difference between the 4h control and acetaminophen, greater for
the latter, indicating possible oxidative damage. In the second experiment (E2), the
methodology was similar to the first, with the explants subjected to treatments: control
Oh; control 4h; IP6 (5mM); FB1 (100 uM); FB1 + IP6. There was no difference in the
injury score between GE1 and GE2. For GE1 and GE2, treatments IP6 and FB1 + IP6
decreased the activity of AF in relation to control and FB1. When IP6 was added to
FB1, it reduced the activity of ALT and PT compared to FB1 and the control. For GE1
and GE2, FB1 induced an increase in GSH compared to IP6 and control, respectively,
while incubation with FB1 + IP6 decreased GSH compared to FB1. The results
obtained showed a protective action of IP6.

Keywords: Biomarkers. IP6. Morphology. Oxidative stress. Pigs.
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1 INTRODUGAO

Os modelos ex vivo, caracterizam-se pelo cultivo de fragmentos de érgéos que
sdo colhidos e posteriormente incubados em placas com meio de cultura em
temperatura semelhante a corpérea, simulando as condigbes de um organismo vivo.
A metodologia dos explantes também proporciona a possibilidade de colher varias
amostras de um unico doador, aumentando assim a confiabilidade estatistica da
investigac&o e reduzindo o numero de animais a serem utilizados, concordando com
o principio dos 3 R’s da experimentagdo animal (Replacement, Reduction e
Refinemment) proposto por Russell e Burch em 1959. No entanto, uma das maiores
limitacbes da técnica € o tempo de viabilidade celular devido a hipdxia a qual o tecido
€ submetido durante o tempo de cultivo (RANDALL et al., 2011).

Neste sentido, os suinos sao muito utilizados em pesquisas por apresentarem
grandes similaridades anatémicas e fisioloégicas com o ser humano. O figado é um
orgao que também compartilha dessa similaridade e cada vez mais esta espécie vem
sendo utilizada para experimentos laboratoriais e procedimentos com xenobidticos
(SIMOES, 2004; GUILLOTEAU et al., 2010).

O figado é de vital importancia para o bom funcionamento do organismo. Este
orgao atua no armazenamento e degradacéo de substancias, hormdnios e participa
da sintese e secregdo de sais biliares, além de promover a regulagdo dos
carboidratos, proteinas e lipidios. Devido as inumeras e relevantes funcbes que
desempenha no organismo, foram desenvolvidas varias técnicas para avaliar seu
funcionamento, bem como para apontar possiveis lesdes neste 6rgdo (GUYTON,
1997).

Existem farmacos que causam hepatotoxicidade, como o acetaminofeno que é
classificado como um anti-inflamatério ndo esteroidal. Quando este principio ativo se
encontra em concentragdes elevadas, ocorre o processo de oxidagao no figado pelo
citocromo P450 e com essa metabolizagdo forma-se o N-acetil-p-benzoquinona-imina
(NAPQI), que é um metabdlito toxico para o organismo (ANDERSSON, 1990).

Além deste farmaco, alimentos estédo sujeitos a contaminagéo por substancias
também hepatotdxicas, cuja ingestdo € capaz de causar sérios transtornos ao
organismo do homem e dos animais (DILKIN et al., 2010). As micotoxinas s&o
metabdlitos secundarios produzidos por certos fungos. Os fungos podem crescer em

uma variedade de graos e alimentos, incluindo cereais, frutas secas, magas e
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especiarias, geralmente sob condigbes quentes e umidas. Assim, quando alimentos
contaminados séo ingeridos pelo homem e animais, podem provocar uma doenga
denominada de micotoxicose, devido a exposi¢ao crénica com baixas doses (MOSS,
1991).

Dentre as micotoxinas, as fumonisinas s&o moléculas estruturalmente
relacionadas, sendo que algumas ja foram isoladas e caracterizadas. As fumonisinas
B1 (FB1) e B2 (FB2) foram isoladas de uma amostra de Fusarium verticillioides, porém
outras espécies do género Fusarium também sao produtoras dessas micotoxinas. A
toxicidade de FB+ foi comprovada em algumas espécies animais, ocasionando edema
pulmonar em suinos e leucoencefalomalacia em equinos, além de cancer esofagico e
hepatico em seres humanos (DILKIN et al., 2010).

Desta forma, substancias antioxidantes vem sendo estudadas, como o acido
fitico (IP6) que inibe a formagao de radicais livres e € encontrado na maioria dos gréos,
sementes e feijdes (GHIRETTI, 1997). Além disso, o acido fitico pode diminuir a
incidéncia de cancer e proteger contra algumas doencgas inflamatoérias (GRAF, 1990),
sendo que esses efeitos protetores foram associados a redugdo da formacido de
substancias derivadas da peroxidacéo lipidica (DA SILVA, 2014).

Portanto, a utilizagdo de um modelo ex vivo hepatico suino busca elucidar a
acessibilidade e reprodutibilidade das alteracbes celulares diante da exposicdo ao
acetaminofeno e FB+4, bem como quais sdo os mecanismos celulares de protecao
hepatica que surgem a partir da utilizagdo do acido fitico, minimizando perdas

econdmicas e riscos a saude uUnica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O figado é um o6rgéo localizado na parte mais cranial do abdémen, tem um
tamanho médio variavel de 1 a 1,5% do peso corporeo em herbivoros, até 3 a 5% em
carnivoros. A sua unidade basica € denominada Iébulo hepatico, que € uma estrutura
cilindrica, com comprimento e didmetro variavel em milimetros. Os I6bulos hepaticos
estao constituidos por hepatécitos, arteriolas, vénulas e pequenos canaliculos biliares,
que formam o arcabouco estrutural do figado (DROUGAS et al., 1996).

Embora apresente pequenas diferengas morfologicas, o figado dos suinos tem
um metabolismo semelhante ao dos humanos (SWINDLE; SMITH, 1998). Trabalhos
relacionados a hemodinamica hepatica, metabolismo da glicose, lactato e glicerol
foram desenvolvidos e validados em suinos (DROUGAS et al., 1996). Estas
similaridades entre as espécies sdo observadas em diversos sistemas organicos,
como o sistema gastrointestinal (GUILLOTEAU et al., 2010), cardiovascular e
pulmonar. O tamanho e a morfologia sdo proximos ao do ser humano, além da
semelhanga fisioldgica nas areas de fluxo sanguineo coronario, crescimento do
aparelho cardiovascular, pulmonar e desenvolvimento neonatal. Outros 6rgaos como
a pele e a vesicula biliar dos suinos também sao utilizados em modelos experimentais
para seres humanos (SWINDLE; SMITH, 1998). Por isto, cada vez mais os suinos tém

sido empregados como modelos animais em estudos laboratoriais.

2.1 EXPLANTES TECIDUAIS NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

A reavaliagao da utilizagdo de animais nos experimentos é tendéncia mundial
e teve inicio a partir do surgimento de um programa internacionalmente reconhecido
denominado de 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement), que obijetiva, além de
diminuir o numero de animais utilizados na pesquisa, minimizar a dor e o desconforto
e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo (RUSSEL; BURCH, 1959;
BALLS, 1994; FLECKNELL,1994; SCHECHTMAN, 2002). Deste modo, em busca de
alternativa a experimentagdo in vivo, desde a década de 30, estudos buscam
desenvolver técnicas substitutivas, entre estas pode-se destacar o cultivo de
explantes modelo ex vivo. Neste modelo experimental, fragmentos de 6rgaos colhidos
por bidpsia sdo incubados em situagdes que mimetizam as condi¢gdes do organismo
vivo (FELL; ROBISON, 1930; BANSAL et al., 2009; RANDALL; TURTON; FOSTER,
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2011). Ximénez et al. (2017) empregaram um modelo hepatico ex vivo humano para
avaliar a expressao diferencial de genes patogénicos de Entamoeba histolytica x E.
dispar e a interagdo hospedeiro-parasita (incluindo a resposta imune humana).

O emprego da técnica ex vivo mostra um grande potencial no estudo de
micotoxinas ou demais agentes toxicos ao organismo humano e animal (BANSAL et
al., 2009; KOLF-CLAUW et al., 2009; RANDALL et al., 2011). O desenvolvimento do
modelo busca também atender aos requisitos éticos e legais presentes na
normatizacéo (decreto 93.933 aprovado em 1987) do Conselho Nacional de Saude
que determina que todo estudo deve ser planejado de maneira a obter o maximo de
informagdes utilizando-se o menor numero de animais (BASSO e BRACARENSE,
2013).

Os dados da literatura demonstram que o suino € um modelo animal eficaz em
pesquisas, podendo ser amplamente utilizado na busca do conhecimento das
afecgdes que afetam o homem. Esta técnica promissora é adequada para estudos
toxicoldgicos, nutricionais e patologicos, para ambas as espécies (RANDALL et al.,
2011), porém apresenta algumas limitagdées como o tempo de incubagao do tecido,
viabilidade celular e manutencao das condi¢des existentes in vivo, portanto boa parte
dos estudos com o modelo de explante busca aprimorar as técnicas de forma a
superar as limitagées contribuindo em diversos ramos da ciéncia, com utilizagao de
diferentes tecidos (BASSO; BRACARENSE, 2013).

Sendo assim, o proposito do presente trabalho foi realizar abordagem sobre o
principio dos 3Rs, considerando a implantacédo e validagdo de métodos alternativos
como a utilizacdo de explantes hepaticos, caracterizando lesbes e disturbios
funcionais, principalmente aplicados no contexto da toxicidade, avaliando o uso de
biomarcadores hepaticos, estresse oxidativo e caracterizagao histologica.

2.2 MICOTOXINAS: Fumonisina B; (FB1)

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, produzidas
por fungos em situagdes de estresse (CAST, 2003). A contaminagao de cereais, graos
e alimentos por fungos, é favorecida pelas condigbes ambientais, sendo que as
micotoxinas fumonisina B1 (FB1) e o desoxinivalenol (DON) sdo as principais
encontradas, tanto nas fontes de alimentagdo humana quanto animal (TARANU et al.,
2008). Elas também podem ser transportadas em produtos de origem animal, como
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carne, ovos e leite, comprometendo assim a seguranga dos consumidores humanos
e as concentragbes nos alimentos para animais devem ser monitoradas
continuamente para apoiar a avaliacdo de riscos (GRUBER et al., 2019). As
micotoxinas ndo podem ser destruidas pelo processamento comum dos alimentos e
com isso a exposi¢ao de animais e humanos a estas toxinas é inevitavel (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997).

A ingestdo de micotoxinas pode causar um quadro clinico chamado de
micotoxicose, na qual a gravidade vai depender da toxicidade da toxina ingerida como
também de outros fatores como: idade, escore fisico do individuo e o tempo de
exposic¢ao a substancia (BHATNAGAR et al., 2002). O diagndstico da doenga € muito
dificil, pois os sinais clinicos nos individuos s&do variados e inespecificos, como
diarreia, hemorragias, imunossupressao ou diminuicdo da produtividade (KANORA,;
MAES, 2009).

Em animais e humanos, intoxica¢gdes podem ter um curso agudo ou crénico.
Quando agudo, o quadro esta ligado a ingestdo de altas doses de toxinas,
ocasionando o aparecimento de forma rapida dos sinais clinicos, podendo levar o
individuo a morte. Por sua vez, a intoxicagado crbnica, tem a caracteristica de nao
demonstrar sinais clinicos, no entanto pode trazer prejuizos em parametros
zootécnicos e causa perdas significativas na producgéo animal (SANTURIO et al.,
2000; SANTIN et al., 2000).

Diferentes linhas de pesquisas descrevem os efeitos das micotoxinas, tanto em
humanos como animais (FREIRE et al., 2007; VITORINO, 2011), na qual a espécie
suina & considerada uma das mais vulneraveis as intoxicagbes por fumonisina e
desoxinivalenol (MALLMANN; DILKIN, 2007; YAZAR; OMURTAG, 2008).

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas de forma significativa
principalmente pelos fungos Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum
(CREPPY, 2002) que contaminam o milho e seus derivados pelo mundo todo
(TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999).

A infestacdo de milho com F. verticillioides e a consequente contaminagao por
fumonisina sao facilitadas por altas temperaturas e baixa precipitacdo em torno da
silagem. A casuistica de FB1 em alimentos produzidos no Brasil tem alcangando
indices proximos a 90% nos mais variados alimentos. A FB1 €& a principal
representante desse grupo comprometendo sobretudo suinos e aves (RODRIGUEZ-



O© 0 I N »n B~ W N =

W W W W W N N N N N DN N N N N ek e e e e e e
AW = O 00N N N R WD RO O NN WD~ O

15

AMAYA; SABINO, 2002), por sua vez as fumonisinas B2 e Bz aparecem em menores
proporgdes (DILKIN; MALLMAM, 2011).

No Brasil, a percentagem de contaminag¢ao do milho por FB+ varia dependendo
da regi&do e condi¢des climaticas, podendo chegar a 100% (CALDAS; SILVA, 2007).
Em humanos, o nivel de ingestdo toleravel de FBs é de 2ug/kg de peso/dia
(STOCMANN et al., 2008). Nao estdo bem estabelecidos niveis maximos toleraveis
de FB1 para os animais, mas o Comité de Micotoxinas da Associagdo Americana de
Diagnéstico Laboratorial Veterinario tem recomendado niveis maximos de 5, 10, 50 e
50 pg/g de ragdo para equinos, suinos, bovinos e aves respectivamente (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
determinou por meio da Resolugdo RDC n°59 (26 de dezembro de 2013) que a partir
de janeiro de 2016, prorrogado até 1° de janeiro de 2017, o limite maximo toleravel de
FB1 em milho em gréo e subprodutos € de 1000-1500 pg/Kg (ANVISA, 2011).

A fumonisina gera perdas econdémicas na produc¢do animal (DILKIN et al.,
2004). A intoxicagéo por FB1 nos animais causa leucoencefalomalacia em equinos e
nefrotoxicidade em ovinos (MALLMANN et al., 1999; VOSS et al., 2001), deficiéncia
imunologica e lesdes no figado e nos rins em galinhas (BIANCHI et al., 2005),
hepatoxicidade e nefrotoxicidade em bovinos (MATHUR et al.,, 2001) e cancer
hepatico e renal em roedores (SCOTT, 1993).

Suinos intoxicados com altas doses de FB1 (acima de 100mg/kg/ragao)
apresentam sinais clinicos de intoxicagdo aguda geralmente de trés a cinco dias apos
o inicio de ingestdo da ragado contaminada (HASCHECK et al., 2001). O quadro clinico
caracteriza-se por edema pulmonar, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e lesdes
pancreaticas (MALLMANN; DILKIN, 2007). Pequenas doses de micotoxinas levam ao
aparecimento de lesGes hepaticas em leitdes desmamados (CASTEEL et al., 1993).
Estas alteragbes podem ser avaliadas por meio do aumento das atividades
enzimaticas séricas (CASTEEL et al., 1994). A FB1 € pouco absorvida no trato
gastrintestinal, sendo eliminada rapidamente com pouca acumulag¢ao no figado e nos
rins (VOSS et al., 2002), entretanto as maiores concentragées s&o vistas em tais
orgaos (PRELUSKY et al., 1996). Esta toxina é resistente ao calor sendo apenas
degradada em processos nos quais a temperatura ultrapassa 150°C (KAWASHIMA;
SOARES, 2006).

Em seres humanos, a ingestao crénica de alimentos contaminados com FB+ foi

associada a cancer esofagico (WESTHUIZEN et al., 1999). Em suinos, a intoxicagéo
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crénica por FB1 ocorre pelo consumo de ragcdo com baixas concentracdes da toxina e
por um tempo prolongado. Suinos alimentados com ragdo contaminada na
concentragédo de 6 mg de fumonisina/kg durante cinco semanas apresentaram edema
pulmonar e lesdes hepaticas como vacuolizagdo e megalocitose (GRENIER et al.,
2011). Também ja foi relatado, letargia, perda de apetite, taquicardia e taquipnéia,
apos ingestao de alimentos contaminados por doses entre 1 a 20 mg/Kg de FB;
(POZZl et al., 2002; DILKIN; MALLMAM, 2011). Fémeas gestantes podem apresentar
aborto e se este ndo ocorrer, os leitdes podem apresentar sinais de edema pulmonar
(DILKIN; MALLMAM, 2011). Estes sinais variam conforme a concentracdo da
micotoxina ingerida, sexo, idade e tempo de consumo (HASCHEK et al., 1992; POZZI
et al., 2002).

A morte de suino intoxicado ocorre normalmente poucas horas apds o inicio da
apresentacado destes sinais. Na necropsia, pode ser observado edema pulmonar,
hidrotorax, ictericia, figado escurecido e firme. Doses baixas induzem degeneracgéo
hepatica progressiva, enquanto doses mais altas causam edema pulmonar
(OSWEILER et al., 1992).

A intoxicacao crénica com fumonisina em suinos esta associada a elevagao da
atividade de fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e gamaglutamil
transferase (KANEKO, 1997). Observa-se também aumento dos niveis sanguineos
de colesterol e de bilirrubina (OSWEILER et al., 1992; MOTELIN et al., 1994).

O mecanismo de ag¢do das fumonisinas ainda nao é perfeitamente conhecido,
todavia Wang et al. (1991) propuseram que a FB1 poderia intervir na biossintese de
esfingolipidios ou “turnover’ de esfingosina, porque existe uma similaridade da
molécula de FB1 com o complexo amino alcool esfingosina, que é um dos trinta ou
mais amino alcoois da cadeia longa encontrados nos esfingolipidios de varias
espécies. Os esfingolipidios mais abundantes dos tecidos animais sdo a esfingosina
e os glicoesfingolipideos. A inibicdo de biossintese dos esfingolipidios pode ter um
profundo efeito sobre a célula, uma vez que esses componentes tém papel importante
na estrutura da membrana, comunicagédo celular, interagdo intracelular e matriz
celular, regulagdo de fatores de crescimento, como mensageiro de varios fatores,
incluindo fator de necrose tumoral, interleucina 1 e fator de crescimento de nervos
(MERRILL et al., 1993). FB1 inibe a fagocitose e a biossintese de esfingolipideos nos

macrofagos pulmonares, induzindo um acumulo de material membranoso nas células
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endoteliais dos capilares pulmonares. Essa alteracdo parece ser especifica a esse
tipo de célula e a espécie suina (HASCHEK et al., 2001).

A inibicdo dessa via metabdlica resulta na deplecdo do complexo esfingolipidio
e no aumento intracelular da concentragdo de esfinganina e esfingosina, as quais na
célula podem desencadear sinais pro-apoptoticos, citotdéxicos e imunotdxicos. Além
disso, quando acumuladas no meio intracelular, esses compostos deixam a célula e
aparecem no sangue periférico (WANG et al., 1992) e na urina (RILLEY et al., 1994,
WANG et al., 1999). Assim, a elevacao das bases esfingoides em urina, soro e tecidos
pode ser usada como biomarcador na exposi¢ao as fumonisinas (RILLEY et al., 1994).

O estresse oxidativo estimulado por FB1 pode perturbar a capacidade
antioxidante celular e a transducao das vias de sinais para células alvo, por aumento
da produgéo de espécies de oxigénio (ERO) e peroxidacgéo lipidica (STOCKMANN-
JUVALA, et al. 2004).

2.3 ACETAMINOFENO

O acetaminofeno conhecido também como paracetamol é um farmaco com
acao analgésica e antipirética. Metabolizado pelo figado, mais especificamente no
reticulo endoplasmatico liso dos hepatocitos (DAHLIN, 1984). Sua ligagdo com
proteinas plasmaticas € de 10% a 30%, podendo chegar a 50% em casos de
sobredose. Apresenta capacidade de atravessar a barreira placentaria e hemato-
encefalica (SEBBEN et al., 2010) e sua eliminag&o é renal.

2.3.1 N-acetil-p-benzoquinonaimina: o metabdlito hepatotoxico

A principal via de metabolizacdo do paracetamol € a hepatica, a qual ocorre por
meio de trés mecanismos metabdlicos: conjugacdo com acido glicurénico
(glicuronidagéo), sulfatacdo e oxidagdo. A via oxidativa produz um metabdlito
altamente téxico, que em condigdes terapéuticas, se une a glutationa, formando
conjugados de cisteina e acido mercapturico. Enquanto a glicuronidagédo e a
sulfatacao produzem metabdlitos atoxicos (SEBBEN et al., 2010).

Em doses acima de 4 g/dia, apds a saturagcéo das vias metabdlicas principais,
o paracetamol sofre oxidacdo, gerando o metabdlito téxico n-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI) (HE et al., 2011).
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2.3.2 Hepatotoxicidade

O acetaminofeno é considerado hepatotéxico em doses altas e pode promover
lesdo hepatocelular (JUNIOR, 2011). A alteragdo caracteristica € o aumento da
atividade das enzimas ALT e AST (transaminases hepaticas). O periodo de 72 horas
a cinco dias € de maxima expressao da hepatotoxicidade, podendo evoluir para
faléncia hepatica aguda (SEBBEN et al., 2010).

Quando se encontra em concentracdes elevadas, o principio ativo passa a
sofrer o processo de oxidagao mais importante do figado pelo citocromo P450 e essa
metabolizagdo resulta na formagao do N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), que &
um metabdlito tdéxico para o organismo (ANDERSSON, 1990). Entretanto, o
organismo tenta compensar esse desbalango e conjuga esse metabdlito com a
glutationa, porém um dos principais motivos da intoxicagéo € a diminui¢ao significativa
da glutationa, ocorrendo a saturagao dessa via (MAZRAATI, 2018). Por consequéncia,
o NAPQI pode reagir com as macromoléculas celulares do figado causando lesdes
por meio do estresse oxidativo (CHAN et al., 2018).

Para diagnosticar a intoxicagédo e/ou exposi¢ao por acetaminofeno, podem ser
feitos diversos exames complementares, como a dosagem sérica deste principio ativo,
na qual a obtencao da amostra deve ser 4 horas apds a administracao; transaminases,
nas quais a atividade seérica de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) se elevam apds a administragdo de acetaminofeno. Pode-se
ainda mensurar bilirrubina, albumina (que diminue e permanece baixa durante a
faléncia hepatica), glicemia, amilase e coagulograma (SEBBEN et al., 2010; HE et al.,
2011). A caracteristica bioquimica mais relevante da toxicidade por acetaminofeno &
a alta atividade das aminotransferases (MAZRAATI, 2018).

2.4 ENZIMAS DE EXTRAVAZAMENTO

Para Thrall et al. (2015), os exames laboratoriais hepaticos podem ser divididos
em testes que mensuram lesdo nos hepatdécitos, que detectam colestase e por fim os
que avaliam a funcao hepatica. As lesdes nos hepatocitos sdo detectadas por meio
da mensuracido de enzimas séricas liberadas apods ruptura celular hepatica,
fornecendo informagdes da extens&o, magnitude e curso (aguda ou crbnica) da leséo.
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A liberacdo destas enzimas pode ocorrer também por necrose e alteracido na
permeabilidade (reagdes inflamatorias e degeneracéo celular).

Os testes convencionais para avaliacdo hepatica fornecem informagdes sobre
a integridade do hepatdcito (ALT, AST e SDH) e integridade do sistema biliar (FA e
GGT). Afuncao hepatica pode ser avaliada testando a capacidade excretora do figado
(acidos biliares e bilirrubina) e fungédo de sintese (NHs/ureia, albumina, fibrinogénio,
protrombina entre outros) (KANEKO, 1997).

2.4.1 ALT/ TGP (alanina aminotransferase/ transaminase glutdmico piruvica)

ALT € uma enzima encontrada livre no citoplasma dos hepatocitos, entdo no
rompimento e alteracdo da permeabilidade celular ela é liberada na corrente
circulatoria sanguinea (THRALL et al., 2015). Esta enzima catalisa a reacéo de
transaminagao reversivel de alanina e a-cetoglutarato em piruvato e glutamato, e
utiliza como cofator o piridoxal-fosfato. Os cées e gatos apresentam maiores
concentracdes desta enzima que as demais espécies, mas nao necessariamente ela
€ uma enzima hepato-especifica, pois também pode ser encontrada no musculo
estriado esquelético e cardiaco, rins e eritrocitos (GONZALEZ; SILVA, 2006).

A atividade da ALT é baixa no citoplasma dos hepatdcitos de equinos, suinos
e ruminantes para ter valor diagndstico, ndo sendo desta forma uma prova confiavel
para estas espécies (KANEKO, 1997).

Varias condicbes como hipdxia, acumulo de lipidios hepaticos, doengas
bacterianas e virais, inflamacdes, neoplasias hepaticas, endo e exotoxinas, bem como
medicamentos podem induzir a lesdo hetatocelular e a consequente aumento da
atividade enzimatica de ALT no sangue dos caes e gatos. ALT é uma enzima que tem
curso de elevagado agudo, mas sua elevagao pode ser relacionada a les&o encontrada,
tendo seu pico de liberacdo detectado de 3 a 4 dias apds a lesdo, mas com retorno
basal em até 14 dias (GONZALEZ; SILVA, 2006). Segundo Thrall et al. (2015), ALT
tem uma meia vida estimada de 17 a 60 horas em cées e de 3,5 horas em gatos. Em
animais com lesdes cronicas pode haver um discreto aumento desta enzima, o que

pode ser quase imperceptivel.
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2.4.2 AST/ TGO (aspartato aminotransferase/ transaminase glutamico oxalacética)

AST promove a catalisacdo de transaminacao reversivel de aspartato e a-
cetoglutarato em oxalacetato e glutamato e tem como cofator piridoxal-fosfato. E
encontrada predominantemente no citoplasma e nas mitocdndrias dos hepatdcitos, e
nas células musculares esqueléticas e cardiacas de todas as espécies domésticas
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

A atividade enzimatica de AST podem ser induzidos por varias alteracgoes,
semelhantes as citadas para elevagdo de ALT (hipdxia, infecgdes, inflamagdes,
neoplasias), sendo que pode ocorrer aumento em exercicio intenso e em deficiéncia
de vitamina E e selénio (THRALL et al., 2015).

2.5 ENZIMAS DE INDUCAO

Durante a colestase o fluxo biliar fica comprometido de forma parcial ou total,
no decorrer deste processo as células biliares liberam algumas enzimas que podem

ser detectadas na corrente circulatoria.

2.5.1 GGT (y-glutamiltransferase)

A GGT é uma enzima que tem papel de catalisar a transferéncia de grupos
gamacarboxila do glutamato a um peptideo, sendo ele geralmente o dipeptideo Gly-
Gly, podendo ser encontrada nas membranas e no citosol de células, especialmente
no epitélio dos ductos biliares e tubulos renais (GONZALEZ; SILVA, 2006). De acordo
com Thrall et al. (2015), GGT € uma enzima que pode estar elevada em les&o hepatica
aguda, e pode ser encontrada na maioria dos tecidos corporais, dentre eles, no
pancreas, células tubulares renais e glandula mamaria de cadelas, ovelhas e vacas.
Porém, as enzimas que estdo presentes no plasma sanguineo, geralmente tém

origem hepatica, devido a maior concentragdo nos ductos biliares.
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2.5.2 FA (fosfatase alcalina)

De acordo com Gonzalez e Silva (2006), a FA promove a catalisagdo da
hidrélise de ésteres do acido fosforico sob condi¢des alcalinas, tendo um pH de 6tima
atividade in vitro em torno de 10, existindo isoenzimas de FA na membrana celular de
varios tecidos. Os 6rgaos como figado, rins, intestinos, pancreas, ossos e a placenta,
tem maiores concentragdes de FA nas membranas celulares; sdo duas formas de
isoenzimas produzidas a partir de dois genes diferentes, uma intestinal e uma tecidual
inespecifica, esta ultima pode sofrer alteragdo pos-translacional adicional nos
diferentes tecidos, formando diferentes isoformas nos ossos, rins, placenta e figado.
Também de acordo com os mesmos autores, a maior parte de FA sérica é de origem
hepatica, devido a isoenzima estar presente nas células do epitélio biliar e nas

membranas dos canaliculos biliares.

2.6 ACIDO FiTICO

O acido fitico (IP6) é um antioxidante presente naturalmente em cereais,
leguminosas, nozes, sementes oleaginosas e polen, compondo cerca de 1-5 % de
peso, sendo responsavel por 60-90 % do fosforo total de sementes (LOLAS;
PALAMIDIS; MARKAKIS, 1976; GRAF; EATON, 1990). E encontrado naturalmente na
forma de sais, como fitato de Na?Mg®, K2Mg® e Ca’Mg® (PLAAMI, 1997), é inerte e
muito estavel, podendo ser estocado em solugao alcalina ou neutra a 5°C por varios
meses (GRAF e EATON, 1990).

Sua estrutura quimica é composta por seis grupos de fosfato ligados a um
anel de inositol e quando todos os seis carbonos estdo aderidos aos grupos fosfatos,
€ conhecido como inositol hexafosfato (acido fitico, IP6, InsP6, inositol hexafostato ou
mio-inositol-1,2,3,4,5,6- hexafosfato). O agrupamento dos fosfatos nas posigdes 1, 2
e 3 (axial-equatorial-axial) é unico no IP6, cuja estrutura € responsavel pela interagao
especifica com o ferro, inibindo sua habilidade em catalisar a formagédo de radicais
hidroxila (reacdo de Fenton), tornando o IP6 um antioxidante fisiologico potente
(VUCENIK e SHAMSUDDIN, 2006).

A enzima fitase é indispensavel para que ocorra a hidrolise e liberacao do
fésforo da molécula de fitato (VATS; BANERJEE, 2004). Estas enzimas sao



O© 00 I N »n b~ W N =

W W W W W N N N N N DN N N N N ek e e e e e e
AW = O 0NN R WD RO O NN WD~ O

22

largamente disseminadas na natureza e podem ser encontradas nas plantas, nos
animais e nos micro-organismos (PACHECO, 2010).

Existem trés nomenclaturas que s&o utilizadas para denominar o substrato da
fitase, sdo eles: acido fitico, fitato e fitin (SELLE; RAVINDRAN, 2007).

Quando formuladas, as ragcdes de aves e suinos possuem o fornecimento
insuficiente de fésforo disponivel pelas fontes de origem vegetal para suprir as
exigéncias nutricionais de maneira que o desempenho seja desejavel, assim ha a
necessidade de suplementagcdo com fontes inorgéanicas de fosforo (ROSTAGNO;
SILVA, 1998).

Fitases possuem n&o sé o papel de poupar a retirada de fésforo no ambiente,
como de diminuir a capacidade poluente dos dejetos dos animais, tendo em
consideragao que este mineral podera ser absorvido a nivel intestinal, evitando assim
a sua disseminacado no solo e em fontes hidricas, fato que poderia acarretar em
impactos ambientais (FREITAS et al., 2013).

Na maioria das vezes os fitatos sdo soluveis em meio acido e quase
completamente insoluveis em meios alcalinos. A juncéo de fitatos a minerais leva a
formacédo de complexos que se precipitam no intestino (duodeno) (JONGBLOED et
al., 1993). Na espécie suina, os complexos se desenvolvem no ambiente acido do
estdbmago (KIES et al., 2006).

Quando presente na dieta, o acido fitico pode causar o desenvolvimento desses
complexos com diversos nutrientes, principalmente com o ferro, fazendo com que este
mineral fique menos disponivel para a absor¢ao (LINDER, 1991). Esta caracteristica
do acido fitico em formar um quelato com o ferro, deixando-o inativo, proporciona uma
funcdo antioxidante, inibindo a oxidagdo com formagéao de radicais hidroxila (EMPSON
et al., 1991).

Esta acdo antioxidante do acido fitico foi constatado por diversos
pesquisadores, especialmente em carnes e modelos de conservacdo de produtos
(LEE; HENDRICKS, 1995; STODOLAK et al., 2007; FILGUEIRAS et al., 2009).

Os efeitos protetivos do IP6 em diferentes doencas estdo relacionados a sua
acao antioxidante pela quelagdo com o ferro, supressao da formacao de radicais livres
de oxigénio e quelagdo com Ca?*. Estudos evidenciaram sua agdo em inibir a
peroxidacéo lipidica no célon de suinos (PORRES et al., 1999), afetando a atividade
da glutationa peroxidase e da catalase. Além disso, o IP6 modula as fungdes do

sistema imune, aumentando a atividade das células natural killer, regulando a agao
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dos neutrofilos e diminuindo a expressao de citocinas e interleucinas pro-inflamatérias
(CHOLEWA et al., 2008). Além disso, inibicao de agregagao plaquetaria (VUCENIK,
et al. 1999), redugao de lipidios (ONOMI; OKAZAKI; KATAYAMA, 2004), prevengao
de doengas cardiovasculares (GRASES et al, 2006), bem como um efeito protetor nas
doencas neurodegenerativas (ANEKONDA et al., 2011). Em estudos in vitro (KAPRAL
et al., 2012) e em modelos animais in vivo (KHATIWADA et al., 2011) descreveram
uma diminuicdo do desenvolvimento de varios tipos de cancer. Estudos prévios ex
vivo (SILVA et al., 2014) demonstraram efeitos protetores do |IP6 sobre as alteragbes

morfologicas induzidas pelas micotoxinas no intestino.

2.7 ESTRESSE OXIDATIVO

O organismo possui um complexo sistema de prote¢cdo antioxidante, como
mecanismo de defesa contra os radicais livres, que sdo formados constantemente no
metabolismo celular normal e em varios eventos patologicos e, quando em excesso,
podem ocasionar a oxidagado de moléculas biolégicas. O desequilibrio entre o desafio
oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante do organismo é denominado de
estresse oxidativo (MACHADO et al., 2009).

Com o metabolismo do oxigénio e nitrogénio varias moléculas toxicas,
conhecidas como espécies reativas sao produzidas (BARREIROS et al., 2006).
Qualquer organismo que utilize o oxigénio ou nitrogénio durante a respiragéo celular
na quebra de aminoacidos da dieta para obtengcédo de energia, estdo passiveis de se
encontrar em estresse oxidativo (FERREIRA; ABREU, 2007). A producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) esta elevada nas lesdes teciduais causadas por traumas,
infec¢des, parasitas, radiacdes, hipdxia, toxinas e exercicios extremos sendo que
trabalhos demonstram que a agado dessas espécies na homeostase celular pode ser
primaria ou secundaria ao desenvolvimento de enfermidades devido ao efeito
cumulativo das lesdes celulares produzidas nessas condi¢gdes (CURTIS,2013; SILVA
et al., 2013; RUSSO; BRACARENSE, 2016).

Existem no organismo, alguns mecanismos para a protegdo contra essas
substancias, porém, em algumas condi¢gdes esses mecanismos nao sao suficientes e
acabam ocasionando danos em tecidos (DA SILVA, 2014). Em pequena quantidade
sdo benéficos e algumas vezes indispensaveis, contudo, em altas concentragdes

podem ser téxicos, sobretudo ao oxidarem moléculas biolégicas alterando suas
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caracteristicas e provocando transtornos no metabolismo celular (CHIHUAILAF et al.,
2002). O excesso de radicais livres no organismo € combatido pelos antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta (BARREIROS et al., 2006; CAMPOS;
LEME, 2018) e podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a sua oxidagcéo (HALLIWELL et al., 2000).

Varios métodos foram desenvolvidos para avaliar o dano oxidativo celular,
formacao de espécies radicais e mecanismos antioxidantes intracelulares. A maioria
dos ensaios utilizados avalia o estresse oxidativo e envolve a medigédo de glutationa
reduzida (GSH) e peroxidagéo lipidica [nivel de malondialdeido (MDA)] (SCHAFER,;
BUETTER, 2001; VASCONCELOS et al, 2007). Para aferigdo indireta das ERMO
(espécies reativas ao metabolismo do oxigénio) e, consequentemente, das lesbdes
oxidativas s&o os espectrofotométricos e cromatométricos, que medem a atividade
enzimatica de superéxido desmutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-
Px) e glutationa redutase (GSH-Rd) e/ou a concentragdo de tripeptideos (GSH,
GSSG) e aldeidos (MDA). Estas medidas podem ser realizadas em tecidos, sangue e
outros fluidos. A lipoperoxidacdo de membranas é habitualmente monitorada pelo
método do MDA (malonaldeido), conhecido como TBARS (substéncias reativas ao
acido tiobarbiturico) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007).

O ensaio FRAP ("Ferric-Reducing Ability of Plasma") testa a forca
antioxidante baseada no fato de que a habilidade de um composto em produzir Fe?* a
partir de Fe3* define sua forga antioxidante e o ensaio TEAC ("Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity") ou teste do ABTS baseia-se na inibicdo por antioxidantes do
cation radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio) que
apresenta absorbancia caracteristica primaria em 415 nm e absor¢des secundarias
em 660, 734 e 820 nm (RE et al., 1999; PRIOR et al., 2003).

A determinacao dessas substancias revela-se de grande importancia, pois o
entendimento dos mecanismos utilizados pelas células para a manuteng¢ao do balango
redox do meio é fundamental na identificacdo de biomarcadores representativos para
a avaliagao do nivel de estresse oxidativo de diferentes individuos. Nessa perspectiva,
pesquisas aliando esses marcadores e novos desenvolvimentos de ferramentas e
métodos analiticos que possibilitem uma avaliagao de forma menos invasiva, sensivel,
rapida e simples, com janelas de detecgdo cada vez menores, vém assumindo um

papel relevante no avango da investigagéo. A intoxicagao por fumonisina em suinos e
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a utilizacado de altas doses de acetaminofeno podem comprometer a funcionalidade
do figado devido a hepatotoxicidade. A utilizagdo de técnicas laboratoriais como o
modelo ex vivo permite elucidar os mecanismos de agcéo dessas substancias sob o
organismo, auxiliando na normatizagdo de limites maximos e na prevencédo das

intoxicagdes e lesdes.
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4 HIPOTESES

e O modelo ex vivo hepatico pode ser utilizado como uma alternativa viavel
dentro do principio 3Rs da experimenta¢ao animal.

e A fumonisina B1 e 0 acetaminofeno causam alteracdes/lesbes nos explantes
hepaticos.

e A adicdo de acido fitico modula as lesbes causadas pela fumonisina B4 e 0
acetaminofeno.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do acido fitico (IP6) na hepatotoxicidade produzida pela
fumonisina B1 (FB+4) ou acetaminofeno em um modelo ex vivo hepatico de
leitdes e suinos de terminagdo por meio de atividade enzimatica, substancias

que indicam fung&o, escore histopatoldgico e resposta ao estresse oxidativo.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar o modelo de explante para avaliagédo toxicologica hepatica;
Caracterizar histologicamente alteragdes induzidas pela FB+1 e acetaminofeno
nos explantes;

Avaliar a resposta ao estresse oxidativo apds exposicdo a FB1 e
acetaminofeno;

Verificar a eficiéncia da mensuracao de biomarcadores no sobrenadante obtido
do meio de cultura como método diagnodstico de lesdo, colestase e fungao
hepatica;

Avaliar os efeitos do IP6 nos explantes submetidos aos tratamentos com FB1 e
acetaminofeno;

Avaliar os achados histopatolégicos, bioquimicos e de resposta ao estresse
oxidativo em explantes de suinos de diferentes faixas etarias.
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Hepatotoxicidade do acetaminofeno em explantes hepaticos de suinos: avaliacdo dos
biomarcadores de integridade celular, sistema biliar, sintese, escore histopatologico e
capacidade antioxidante

Nadia Cristine Weinert ', Ana Paula Frederico R. L. Bracarense®”
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Resumo: Culturas de tecido de suinos na forma de explantes tém sido utilizadas com sucesso
na avaliacdo de diferentes substancias, possibilitando a realizagdo de diversos tratamentos
simultaneos, de forma rapida e baixo custo. Objetivou-se padronizar um modelo ex vivo para
avaliar os efeitos da exposi¢dao ao acetaminofeno e acido fitico (IP6). Explantes hepaticos de
nove suinos (120 dias) (GE1) e seis suinos (40 dias) (GE2) foram avaliados e classificados de
acordo com um escore lesional histologico, biomarcadores hepaticos e resposta ao estresse
oxidativo. Os explantes foram divididos em cinco tratamentos: controle Oh (imediatamente
fixado em formol 10%); controle 4h (Ctrl 4 h); IP6 (5SmM); grupo exposto ao acetaminofeno
(20mM) e acetaminofeno + IP6, durante quatro horas a 37° C. Realizou-se nos tempos de 1/2,
2 e 4 horas, a mensuracdo dos indicadores de lesdo hepatica, colestase e fungdo. Para o GEI,
na presenca de IP6, observou-se menor atividade enzimdtica de FA e GGT, e para o GE2,
apenas de GGT, em relagdo ao controle (p<0,05). Explantes expostos ao acetaminofeno
apresentaram reducdo significativa da atividade de FA, AST, ALT, PT e colesterol em
comparag¢do ao controle. Para o GE2, notou-se uma queda significativa na atividade de FA e
ALT no grupo acetaminofeno mais IP6 em relagdo ao controle. Os explantes incubados apenas
com meio de cultura (Ctrl 4 h) apresentaram aspectos histoldgicos similares aos ndo incubados
(Ctrl Oh). Nao houve diferenca significativa no escore lesional histoldgico entre os tratamentos
nos explantes oriundos do GE1 e GE2. Diminuicdo significativa nos niveis de TBARS e
aumento nos niveis de ABTS e FRAP foi observada nos explantes expostos (GEI) ao
acetaminofeno em relacdo ao controle. No GE2 observou-se aumento significativo nos niveis
de NBT e nos niveis de GSH, FRAP e ABTS no grupo acetaminofeno em relagdo ao controle.
Portanto, os resultados indicam que o modelo foi adequado para a avaliagdo experimental. A
exposicdo a agentes toxicos ¢ frequente e afeta a saude animal e humana, portanto o
desenvolvimento de mecanismos que reduzam os efeitos toxicos contribui de modo
significativo com a satide Unica.

Palavras-chave: acetaminofeno; acido fitico; figado.

Abstract: Swine tissue cultures in the form of explants have been used successfully in different
substances, allowing the realization of several simultaneous uses, quickly and low. Objective:
to standardize an ex vivo model to assess the effects of exposure to acetaminophen and phytic
acid (IP6). Hepatic explants of nine pigs (120 days-old) (GE1) and six pigs (40 days-old) (GE2)
were evaluated and classified according to a lesional histological history, liver biomarkers and
response to oxidative stress. The explants were divided into five controls: Oh control (activated
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fixed on the 10% form); control 4h (Ctrl 4h); IP6 (5SmM); group exposed to acetaminophen
(20mM) and acetaminophen + IP6, for four hours at 37° C. Performed in 1/2, 2 and 4 hours, the
measurement of liver injury, cholestasis and function indicators. For GE1, in the presence of
IP6, decrease the lower enzyme activity of FA and GGT, and for GE2, only of GGT, compared
to the control (p <0.05). Explants exposed to acetaminophen, significantly reducing the activity
of FA, AST, ALT, PT and cholesterol compared to control. For GE2, there is no significant
probability of AF and ALT activity in the acetaminophen group plus IP6 compared to the
control. The explants incubated only with culture media (Ctrl 4h) presented similar historical
aspects to those not incubated (Ctrl Oh). There was no significant difference in the histological
score between procedures on explants from GE1 and GE2. Significant decrease in TBARS
levels and increase in ABTS and FRAP levels were observed in the explants exposed (GE1) to
acetaminophen in relation to the control. No GE2 significantly reduced the levels of NBT and
GSH, FRAP and ABTS in the acetaminophen group compared to the control. Therefore, the
results that the model was suitable for an experimental evaluation. Exposure to toxic agents is
frequent and affects animal and human health, therefore, the development of mechanisms that
reduce toxic effects contributes a significant effect on unique health.

Key words: acetaminophen; phytic acid; liver.
1 INTRODUCAO

O figado atua de forma direta no armazenamento e degradacdo de substancias,
hormonios e participa da sintese e secrecao de sais biliares, além de promover a regulagdo dos
carboidratos, proteinas e lipideos. Devido as inumeras e relevantes fungdes que o figado
desempenha de forma direta e indireta no organismo, foram desenvolvidas varias técnicas para
mensurar o desempenho, bem como apontar possiveis lesdes neste 6rgao (GUYTON, 1997).

O modelo ex vivo, caracteriza-se pelo cultivo de fragmentos de 6rgios que sdo colhidos
e posteriormente incubados em placas com meio de cultura em temperatura semelhante a
corpdrea, simulando as condi¢gdes de um organismo vivo (RANDALL; TURTON; FOSTER,
2011). A metodologia dos explantes também proporciona a possibilidade de colher varias
amostras de um unico doador, aumentando assim a confiabilidade estatistica da investigacao e
reduzindo o nimero de animais utilizados (KOLF-CLAUW et al., 2009). Explantes de tecidos
de suinos tém sido muito utilizados na experimentacdo animal e uma das finalidades ¢ a
observagao dos efeitos toxicos de certas substancias (BASSO, 2013). Ximénez et al. (2017)
empregaram um modelo hepatico ex vivo humano para avaliar a expressao diferencial de genes
patogénicos de Entamoeba histolytica x E. dispar e a interagdo hospedeiro-parasita (incluindo
a resposta imune humana).

O acetaminofeno ¢ um principio ativo que possui agdo analgésica e antipirética
(DAHLIN, 1984). A metabolizacdo ocorre no figado, mais especificamente no reticulo
endoplasmatico liso dos hepatdcitos. Este 6rgao auxilia na depuragdo de componentes toxicos

que possam vir a causar danos, apresentando uma fun¢ao detoxificante (BANDEIRA, 2017).
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As vias predominantes da biotransformagao de acetaminofeno no figado sdo a formagao
direta de conjugados com o acido glicuronico e com o sulfato, chamadas de glicuronidagdo e
sulfatagdo resultando em conjugados inativos atdxicos excretados na urina e na bile
(MANYIKE, 2000). Porém, quando o acetaminofeno encontra-se em concentracdes elevadas,
essas vias se saturam e o principio ativo passa a sofrer o processo de oxidagdo mais importante
do figado pelo citocromo P450, formando N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que ¢ um
metabolito toxico para o organismo (ANDERSSON, 1990). Entretanto, o organismo tenta
compensar esse desbalango e conjuga esse metabdlito com a glutationa, porém um dos
principais motivos da intoxica¢do ¢ a diminuicdo significativa da glutationa, pois também
ocorre a saturacdo dessa via (MAZRAATI, 2018). Por consequéncia, o NAPQI pode reagir
com as macromoléculas celulares do figado causando as lesdes por toxicidade, sendo a enzima
CYP2EI a principal fonte para o metabolismo oxidativo do acetaminofeno, sendo entdo o
estresse oxidativo conhecido como um dos mecanismos que induz lesao por esse principio ativo
(CHAN et al., 2018). Desta forma, devido ao dano dos lipidios, proteinas da membrana, DNA
e carboidratos, ocorrem os disturbios metabodlicos e celulares (MACHADO et al., 2009).

A caracteristica bioquimica mais relevante da toxicidade por acetaminofeno ¢ o alto
nivel de aminotransferases (MAZRAATI, 2018). Atividade enzimatica de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) s3o sempre elevadas por
consequéncia de uma exposi¢ao a doses altas desse principio ativo.

O 4acido fitico (IP6) ¢ um antioxidante vegetal natural, que pode ser encontrado na
maioria dos graos, sementes e feijoes e ¢ uma forma utilizada pelas plantas para o
armazenamento de fosforo, capaz de inibir a formag¢ao de radicais livres (GHIRETTI, 1997).
Pelo mesmo mecanismo o acido fitico pode diminuir a incidéncia de cancer e proteger contra
algumas doengas inflamatorias (GRAF, 1990). Em adicdo, efeitos protetores foram associados
a redugdo da peroxidagdo lipidica (DA SILVA, 2014).

Levando em considera¢do os fatores supramencionados, o objetivo desse estudo foi
estabelecer um modelo ex vivo para caracterizar alteragdes estruturais e funcionais hepaticas,

por meio da utilizagdo do acetaminofeno e 4cido fitico.
2 MATERIAL E METODOS
Nove suinos em fase de terminagdo (120 dias) oriundos de frigorificos da regido de

Londrina, estado do Parand, com servi¢o de inspe¢do federal (SIF) foram alocados no grupo

experimental 1 (GE1) e seis leitdes com aproximadamente 40 dias no grupo experimental 2
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(GE2). Os animais do GE1 foram abatidos apos insensibilizagdo por eletrocussdo seguida de
exsanguinacdo, ja os animais do GE2 foram eutanasiados (acepromazina 1%, 40mg/kg de
pentobarbital de s6dio e KCI 15%). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
comissao de ética no uso em animais (CEUA 15-2019). Todos os animais estavam clinicamente
saudaveis. Para o GE1 foram colhidos 165 explantes hepaticos e estes divididos em trés grupos:
controle 4 horas (Ctrl 4h), grupo exposto acido fitico (SmM) e grupo exposto ao acetaminofeno
(20mM). Para o GE2 foram colhidos 147 explantes, além do acréscimo de um quarto grupo
exposto ao acetaminofeno (20mM) mais acido fitico (SmM). Estes explantes foram mantidos
incubados durante 4 horas na presenga de uma solucao de meio de cultura (Dulbecco Modified
Eagle Medium - DMEM) suplementado com penicilina-estreptomicina (1%), L-glutamina, 3,7g
de NaHCOs3 e soro fetal bovino, para posteriormente serem fixados em formol a 10%.
Adicionalmente foram colhidos explantes que ndo foram incubados para analise histologica e
comparag¢dao com o controle incubado por 4 horas. O acetaminofeno foi utilizado como possivel

indutor de lesdo hepatica.

2.1 Colheita dos explantes

No ambiente do fluxo laminar foi realizado a colheita dos explantes com auxilio de
navalha estéril de microtomo, depositando os fragmentos nas placas de 6 pogos contendo uma
cama de 1 ml de 4gar-agar sobreposta por 5 mL de meio de cultura DMEM. Dois explantes

foram cultivados por pogo, de forma que em cada placa foram incubados 12 explantes.

2.2 Incubagdo dos explantes

Logo apds a colheita, as placas contendo os explantes foram mantidas em agitagcdo
vertical dentro de uma estufa a 37°C durante o periodo de quatro horas. No tempo de trinta
minutos, duas e quatro horas de incubag@o o material era retirado da estufa e em capela de fluxo
laminar eram aliquotados 200 pL do sobrenadante de cada pogo, sendo este fracionado em
quatro tubos eppendorf contendo 50 pL do sobrenadante que foram utilizados para
quantificacdo dos biomarcadores hepaticos. Apos o periodo de incubacdo de quatro horas,
exceto o controle 0 horas (Oh) que foi imediatamente fixado apds a coleta, os explantes foram

retirados da estufa e entdo foram transferidos para uma solugdo de formol a 10%.
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2.3 Avaliag¢do dos biomarcadores de lesdo, colestase e fun¢do hepatica

Na avalia¢do laboratorial foram realizadas as mensuragdes das atividades enzimaticas:
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); colestase: fosfatase
alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase (GGT) e funcdo hepatica: colesterol e proteinas totais
com intuito de determinar a extensdo da hepatotoxicidade possivelmente causada pelo
acetaminofeno. O teste cinético de alta sensibilidade foi empregado para mensurar as atividades
enzimaticas (ALT, AST, FA e GGT) e o colorimétrico para colesterol e proteina total,
utilizando equipamento automatico Dimension Clinical Chemistry System® (Siemens,
Alemanha) conforme técnica padronizada pelo fabricante no Laboratério de Patologia Clinica

do Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de Londrina.

2.4 Avaliag¢do histopatologica

Os fragmentos fixados em solugdo de formol neutro a 10%, tamponado com fosfato,
0,01 M pH 7,4 e mantidos em alcool 70% até o processamento, foram processados seguindo
técnicas de rotina sendo corados em hematoxilina-eosina (HE) e entdo os fragmentos foram
analisados por meio de microscopia Optica de acordo com sete critérios (desorganizagdo
trabecular, degeneragdo vacuolar citoplasmatica, degeneracdo vacuolar nuclear, infiltrado
inflamatério, megalocitose celular, apoptose e necrose) que foram pontuados conforme a
gravidade da lesdo: zero (0) para tecidos sem alteracao, um (01) para alteracdes discretas, dois

(02) para alteragdes moderadas e trés (03) para alteragdes graves.

2.5 Estresse oxidativo

As amostras de figado coletadas foram congeladas a -80°C. As amostras congeladas
foram processadas e homogeneizadas com 500 pl de KC1 (1,15%), depois centrifugadas (200 x
g, 10 min, 4°C) e a capacidade antioxidante total do figado, no sobrenadante resultante, foi
avaliada pelos ensaios potencial de capacidade de redugdo do ferro (FRAP), reducdo da
glutationa (GSH) e capacidade de eliminag¢do de radicais livres (ABTS) (HOHMANN et al.,
2013).
Para a determinacgdo da resposta oxidativa foram realizados os ensaios de reducdo do
tetrazolio de nitroazul (NBT) e substincias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS)

(HOHMANN et al., 2013; FATTORI et al., 2017).
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2.6 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011). Os
dados submetidos a andlise estatistica foram representados como média + desvio padrdo. Os
biomarcadores hepaticos foram analisados por meio de ANOVA fatorial, seguido pelo teste de
Tukey assim como o efeito dos tratamentos na resposta oxidativa (GSH, FRAP, ABTS, NBT e
TBARS) foram analisados pelo ANOVA, seguido de teste de Tukey (p<0,05), utilizando o
software estatistico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 38 USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os biomarcadores hepaticos, avaliou-se primeiramente a atividade enzimatica
indicadora de lesdo hepatica e colestase, seguida de andlise da funcdo do figado. Para a
atividade enzimatica, observou-se efeito significativo dos tratamentos independentemente do
tempo de incubacdo para lesdo (ALT e AST), colestase (FA e GGT), assim como para fun¢ao
(proteina total e colesterol), no sobrenadante obtido dos explantes de suinos de terminagdo
(GE1) (Tabela 1). Nao foi observada interagdo entre os tempos estudados em cada tratamento
analisado (Tabela 3). Na presenca de IP6, foram observados atividade enzimatica
significativamente menor para a enzima GGT (12,20%) e FA (19,34%) em relagdo ao grupo
controle (p = 0,03; p <0,0001). Quando o acetaminofeno foi adicionado ao meio de cultura, a
atividade de FA (7,4%; p< 0,0001), AST (17,16%; p = 0,03), ALT (59,94%; p<0,0001), PT
(11,47%; p = 0,02) e colesterol (10,19%; p = 0,0002) diminuiram significativamente em

comparacdo com o controle (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito do tratamento independentemente do tempo nos parametros bioquimicos do
sobrenadante da cultura de explantes hepaticos de suinos de terminagao (GE1) expostos ao meio
de cultura (Controle); acido fitico (IP6) e 20 mM de acetaminofeno (Acet) ¥ .

Controle 1P6 Acet.

gffi 38,04+5,10a 33,40+4,13 b 35.2042.83 b
GGT 12,77+5.22a 10,30+4,82b 11,4242,12ab
UI/L
AST
iy 963,10+216,05a  909.54265.95ab  797.80+310,70b
‘?HL/LT 56,7429 87a 60,18+34.24a 22.73+11,79b
PT 0,610,08a 0,600,08a 0,54+0,08b
g/dL

C"lge/fltLeml 4,120,332 4,07+0,26a 3,70+0,42b

9 Osresultados sdo expressos como média + DP. ®° letra mintiscula diferente indica significancia estatistica
entre tratamentos independentemente do tempo pela ANOVA fatorial seguida pelo teste de Tukey p<0,05.
FA - fosfatase alcalina; GGT —y - glutamiltransferase; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina
aminotransferase; PT- proteina total; Trat — tratamento.

Para os leitdes (GE2), também ndo foi observada interagdo entre os tempos estudados
em cada momento analisado (Tabela 4), porém observou-se um efeito significativo do
tratamento nas atividades de FA, AST e ALT (p = 0,0002; p = 0,0002; p <0,0001,
respectivamente) (Tabela 2). IP6 induziu uma redugdo significativa de 17,87% na atividade de
FA em comparacdo com o tratamento controle (p = 0,001). Da mesma forma que o GE1, com
acetaminofeno diminuiu significativamente, FA (11,86%), AST (27,48%) e ALT (37,66%) em
comparacdo ao grupo controle (p = 0,04; p=0,001; p <0,0001, respectivamente). Além disso,
foi observada uma queda significativa de FA (18,71%) e ALT (36,02%) no grupo
acetaminofeno acrescido de IP6 em relagdo as amostras controle, respectivamente (p = 0,0005;

p <0,0001).
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Tabela 2 - Efeito do tratamento independentemente do tempo nos pardmetros bioquimicos do
sobrenadante da cultura de explantes hepaticos de leitdes (GE2) expostos ao meio de cultura
(Controle); acido fitico (IP6); 20 mM de acetaminofeno (Acet) e Acet (20mM) mais IP6
(5SmM)?.

Controle 1P6 Acet. Acet.+1P6
gffi 41,57+534 a 34,14+5,17 b 36,64+6,48 b 33,79+4,92 b
([;JSLT 11,91+1,94 a 11,72+1,95 a 11,30+1,99 a 11,63+1,74 a
‘;“HS/E 596,354203,77a  617,324221,05a  432,42+121,59b  562,18+190,72 a
ALT 19,57+6,40 a 19,6146,30 a 12,2043,63 b 12,52+4,30 b
UI/L
o 0,50+0,04 a 0,47£0,07 a 0.48+0,05 a 0,43£0.06 2
C"lge/fltLeml 20,76+5,31 a 20,67+5,37 a 20,65+5,41 a 23,02+0,08 a

9 Osresultados sdo expressos como média + DP. ®° letra mintiscula diferente indica significancia estatistica
entre tratamentos independentemente do tempo pela ANOVA fatorial seguida pelo teste de Tukey p<0,05.
FA - fosfatase alcalina; GGT —y - glutamiltransferase; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina
aminotransferase; PT- proteina total; Trat — tratamento.

Esses dados diferem substancialmente daqueles encontrados na literatura, nos quais esse
principio ativo (acetaminofeno) leva ao aumento significativo das transaminases (ALT e AST)
em altas doses in vivo (McGILL, 2012, VLIEGENTHART et al, 2015). O fator tempo pode ter
contribuido com a ndo elevagdo das atividades enzimaticas, ja que para Larson et al. (2005),
em geral, a lesdo provocada pelo acetaminofeno no figado surge 12-72 horas apds a ingestao,
sendo que no presente estudo a exposi¢do foi de quatro horas.

Para modelos ex vivo, nao ha dados sobre dose hepatotoxica, assim utilizou-se 20 mM
referente a um estudo in vitro que utilizou esta dose em figados de camundongos
(AMARAL et al., 2013). A dose de 20mM foi equivalente a 2351,37 mg/kg de acordo com a
densidade e pureza de 98% do acetaminofeno no meio de cultura. As doses de 1000 - 2000
mg/kg administradas em suinos (in vivo) demostraram intoxicacao, levando ao 6bito de alguns
animais devido a formacao de metahemoglobinemia (BRUNS et al.,1988) sendo que a utilizada
neste trabalho, encontra-se dentro dos valores toxicos para a espécie.

A reducdo da atividade enzimdtica no sobrenadante dos explantes expostos ao
acetaminofeno de ambos os grupos (GE1 e GE2) pode ser justificada pela agao anti-inflamatoria
do farmaco que inibe a cicloxigenase-2 (COX-2), diminuindo a permeabilidade celular
(SPINOSA; SCHWARZ, 2008). Outra hipotese, pode estar relacionada ao mecanismo de agao
do farmaco, que pode atuar na célula por vias distintas chamadas de glicuronidagao e sulfatacao,

em que correspondem a aproximadamente 60% e 30% da sua metabolizagdo no figado,
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respectivamente, podendo resultar na producdo de metabdlitos atdxicos pela catalisagdo por
enzimas especificas (McGILL, 2013). As vias que provavelmente foram induzidas, sdo
responsaveis pela diminui¢cdo ou ndo alteracdo das enzimas de lesdo hepatica, ja que o tempo
utilizado para incubagdo ¢ relativamente curto e essas sdo as vias primarias da metaboliza¢ao

(MANYIKE, 2000).
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1  Tabela 3 - Efeito do tratamento dependente do tempo nos parametros bioquimicos no sobrenadante da cultura de explantes hepaticos de suinos de
2 terminagio (GE1) expostos ao meio de cultura (Controle); acido fitico (IP6), 20 mM de acetaminofeno (Acet) e Acet (20mM) mais IP6 (SmM). ¥
30 minutos 2 horas 4 horas Tratamento Valor de p
¥
CTRL 1P6 Acet CTRL 1P6 Acet CTRL 1P6 Acet CTRL 1P6 Acet Trat? Tempo T];:rr;latpo
FA 38,00+ 34,52+ 36,0633 36,96 33,32+ 35,72+ 39,14+ 32,36+ 33,91+ 38,04+ 33,40+ 35,20+ ~0.0001 0.56 0.44
UI/L 5,99 3,27 8 4,36 2,87 2,15 4,96 5,68 2,71 5,10a 4,13 b 2,83 b : : ’
GGT 11,18+ 10,50+ 10,33+ 13,82+ 10,82+ 12,17+ 13,30+ 9,51= 11,76+ 12,77+ 10,30+ 11,42+ 0.03 0.8 01
UI/L 3,50 3,84 2,44 7,0 4,80 1,46 4,47 3,66 2,12 5,22a 4,82b 2,12ab : : ’
AST 931,71 894,89+ 609,11 1084,29=1  1031,93x2 897,56+ 873,3+ 801,61+ 886,694 963,10 909,5+ 797,804 0.03 0.003 013
UI/L 206,48 235,52 245,47 61,06 10,09 264,47 230,40 307,51 351,28 216,05a 265,95 ab 310,70 b ’ ’ ’
ALT 36,25+ 37,20 19,00+ 57,21+ 60,00+ 20,28+ 76,76+ 83,34 28,91+ 56,74+ 60,18+ 22,73+ ~0.0001 0.0001 017
UI/L 16,62 17,32 11,55 22,57 31,60 10,70 33,83 35,39 11,79 29.87a 3424 a 11,79 b ’ ’ ’
PT 0,54 0,58+ 0,51 0,63+ 0,58+ 0,58+ 0,65+ 0,64 0,57 0,61 0,60+ 0,54+ 0.00 0.0003 017
g/dL 0,06 0,09 0,08 0,06 0,09 0,07 0,08 0,06 0,10 0,08 a 0,08 a 0,08 b ’ ’ ’
Col 4,074+ 4,07+ 3,89+ 4,21+ 4,07+ 3,78+ 4,07+ 4,07+ 3,67+ 4,12+ 4,07+ 3,70+ 0.0002 0.51 0.64
g/dL 0,27 0,27 0,33 0,43 0,27 0,44 0,27 0,27 0,50 033a 0262 042 b ’ ’ ’
3
4
5
6  Tabela 4 - Efeito do tratamento dependente do tempo nos parametros bioquimicos no sobrenadante da cultura de explantes hepaticos de leitoes
7 (GE2) expostos ao meio de cultura (Controle — CTRL); Acido fitico (IP6); 20mM de acetaminofeno (Acet.) e Acet. (20mM) mais IP6 (SmM). @
30 minutos 2 horas 4 horas Tratamento Valor de p
Acett Acet+ Acet+ Acet+ ) Trat*
CTRL 1P6 Acet P6 CTRL 1P6 Acet P6 CTRL 1P6 Acet P6 CTRL 1P6 Acet P6 Trat Tempo Tempo
&?L 41,65+ 3640+ 37,67+ 3555 418t 34,55 37,77+ 3538t 41,18t 33,73k 34,50+ 30,45+ 4157+ 34,144 36,644 33,794 0.0002 0.06 0.93
5,91 4,41 7,04 4,22 5,82 5,30 5,96 4,61 5,28 8,27 7,03 4,81 534a 517b 6,48 b 4,92b ’ ’ ’
GGT 10,57+ 10,60+ 10,78+ 11,1051 11,6 11,83+ 11,05+ 1222+ 13,55+ 12,75+ 12,05+ 11,57+ 11,91+ 11,724 11,30+ 11,63+ 078 0.007 0.57
UL 096 1,43 1,66 24 1,39 1,43 2,17 2,32 2,11 2,48 2,24 1,61 1,942 1,.95a 1,9a 1,74 a ’ ’ ’
AST 35223 38528+ 317,55 42638+ 647,07 644,10+ 49055 61373+ 78977+ 822,17+ 489,15+ 64643= 59635+ 61732  43242%  S62,18+ oo oo 0.08
UL 57,18 6890 43,15 2329 7565 122,48 493,76 126,79 112,70 17426 12594 139,72  203,77a  221,05a  121,59b  190,72a ’ ’ ’
ALT 13,67+ 1433+ 10,17+ 1143+ 20,0+ 20,00 13,67+ 1200+ 2500+ 2450+ 13,50+ 14,12+ 19,57+ 19,61+ 12,20+ 12526 _ o0 00001 017
UVL 3,19 4,24 2,41 5,85 4,72 4,12 3,83 1,51 541 6,14 4,32 4,63 6,40 a 6,30a 3,63b 4,30 b ’ ’ ’
PT 047 042+ 047+ 043 052+ 050+ 0,50 0,50+ 0,50+ 0,52+ 0,47 0,504 0,504 0,47+ 0,484 0,484 074 0.0008 047
g/dL 0,05 0,07 0,05 0,05 0,04 0,06 0,00 0,06 0,06 0,04 0,05 0,06 0,04a 0,07a 0,05a 0,06 a ’ ’ ’
Col, 20,78+ 20,67+ 20,67+ 23,00:0 20,67+ 20,67+ 20,62+ 23,05t 2083 20,67+ 20,67+ 23,00+ 20,76 20,67+ 20,65+ 23,024+ 0.40 0.99 0.9
gidL 543 572 5,71 ,00 5,71 5,71 5,84 0,12 5,81 5,71 5,71 0,00 531a 537a 541a 0,082 ’ ’ ’
8 ® Os resultados séo expressos como média + DP. »° letra mintscula diferente indica significancia estatistica entre tratamentos independentemente do tempo pela ANOVA
9 fatorial seguida pelo teste de Tukey p<0,05. FA - fosfatase alcalina; GGT — vy - glutamiltransferase; AST — aspartato aminotransferase; ALT — alanina aminotransferase; PT-
10 proteina total; Col — colesterol; Trat — tratamento.
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Os explantes incubados apenas com meio de cultura durante quatro horas (Ctrl 4 horas)
apresentaram aspectos histologicos similares aos explantes ndo incubados (Ctrl 0 horas). O
escore lesional médio nos suinos de terminagdo foi de 0,56 + 0,70 ¢ 0,94 + 0,68 para o grupo
Ctrl Oh e Ctrl 4h, respectivamente. Nos leitdes o escore de lesdo no grupo Oh foi 2,72+1,67 e
no grupo controle 4h, 2,08+1,31. Em ambas as idades os explantes incubados apenas com o
meio de cultura (Ctrl 4h) apresentaram discretas alteracdes caracterizadas por vacuolizagdo
citoplasmatica (Figura 1). Os resultados indicam que a incubacao dos explantes durante 4 horas
ndo interferiu na integridade do tecido hepatico, sendo o modelo adequado para avaliagcdo da
toxicidade.

Os principais achados histologicos nos explantes expostos ao acetaminofeno foram
infiltrado inflamatorio mononuclear, vacuolizagdo citoplasmatica e megalocitose (Figura 1).
Nao houve diferenga significativa no escore de lesdo entre os tratamentos, tanto nos animais de
terminagdo como nos leitdes (Figura 1). Esses resultados diferem do descrito em ratos expostos
a uma Unica dose de paracetamol (200 mg/kg) em que degeneracdo hidropica e necrose de
hepatocitos foram observadas (AHMAD et al., 2019). O acetaminofeno ¢ uma das principais
causas de lesdo hepatica em seres humanos e em modelos in vivo, sendo que a dose de
400mg/kg/10mL causou degeneracdo dos hepatocitos, dilatagdo dos capilares sinusoides,
infiltrado inflamatorio e necrose em figado de ratos (NIKRAVESH e al., 2018). Em suinos,
uma superdosagem de acetaminofeno causa hepatotoxicidade devido a agdo toxica de seus
metabolitos (JAMES et al., 2003), podendo levar a insuficiéncia hepatica aguda na espécie
(LEE et al., 2013; NEWSOME et al., 2010).

O curto tempo de incubagdo ou a forma de exposicdo (contato direto) podem justificar
a diferenca entre os resultados, pois a dose utilizada (2351,37 mg/kg), é considerada
hepatotoxica para a espécie suina (BRUNS ez al.,1988).

As médias obtidas no GE1 foram 0,94+0,68; 1,36+1,32 ¢ 1,92+1,65 para os grupos Ctrl
4h, IP6 e acetaminofeno, respectivamente. Para o GE2 os escores foram 2,08+1,31; 1,72+0,96;
1,67+1,24; 1,67+1,08 para os grupos Ctrl 4h, IP6, acetaminofeno e acetaminofeno acrescido de

IP6, respectivamente (p>0,05) (Figura 1).
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Figura 1 — Efeitos do acetaminofeno e acido fitico (IP6) em explantes hepaticos de suinos. A.
Controle 4 horas. Morfologia hepatica normal. HE. Barra 20 pm. B. Grupo IP6. Observa-se
discreta vacuolizagdo citoplasmatica. HE. Barra 20 um. C. Grupo acetaminofeno. Observa-se
moderado infiltrado linfocitario periportal. HE. Barra 100 um. D. Grupo [P6+acetaminofeno
(GE1). Observa-se discreta desorganizagao trabecular. HE. Barra 100 um. E. Escore médio de
lesdo em explantes hepaticos de suinos de terminagdo (GE1). F. Escore médio de lesdo em
explantes hepaticos de leitdes (GE2).

* As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas barras ndo mostraram diferenca significativa entre os
tempos (teste de Tukey, 5% de probabilidade).
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Na avaliacdo do estresse oxidativo no GE1 ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos no ensaio NBT (p>0,05) (Figura 2). Quando h4 producdo de anion superdxido por
fagdcitos como macrofagos e neutrdfilos ¢ um passo crucial no estresse oxidativo levando a
peroxidacdo lipidica e deplegdo dos sistemas antioxidantes endogenos gerais (HOHMANN et al.,
2003). Adicionalmente, a concentracdo de TBARS no grupo acetaminofeno foi inferior ao grupo
controle (p<0,05), indicando que ndo houve aumento na formagdo de peroxidos lipidicos e,

consequentemente, estresse oxidativo naqueles explantes.
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Figura 2 - Efeitos do acetaminofeno (20mM) e écido fitico (IP6) (5 mM) na resposta oxidativa
hepética (GE1). Controle 4 horas; IP6 (5SmM); Acetaminofeno (20mM). Peroxidac@o lipidica e
producdo de anion superdxido. A. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). B.

Tetrazolio de nitroazul (NBT).
® As médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas barras ndo mostraram diferenga significativa entre os tempos

(teste de Tukey, 5% de probabilidade).

Porém, ocorreu aumento da capacidade antioxidante (FRAP e ABTS) do grupo acetaminofeno
comparado com controle 4h ¢ IP6, sugerindo uma resposta tecidual exacerbada a determinado
estimulo causado pelo principio ativo utilizado, porém sem altera¢cdes morfologicas celulares. Houve
uma reducdo do potencial antioxidante fisiologico da glutationa reduzida (GSH) no grupo exposto ao
IP6, que pode ser justificada pela atuacdo exdgena deste antioxidante, poupando a liberacdo
fisiologica. A lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofeno ¢ caracterizada por aumento da
peroxidacdo de lipidios e diminui¢do do funcionamento de enzimas ou sistemas ndo enzimaticos de
defesa antioxidante (EL-SHAFEY et al., 2015), ao contrario do que foi verificado neste estudo,

exceto para a glutationa reduzida (Figura 3).
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Figura 3 - Efeitos do acetaminofeno (20mM) e écido fitico (IP6) (5 mM) na resposta oxidativa
hepatica (GE1). Controle 4 horas; IP6 (SmM); Acetaminofeno (20mM). Defesa hepatica antioxidante.
A. Capacidade de eliminagdo de radicais livres (ABTS). B. Glutationa reduzida (GSH). C. Potencial
de reducado do ferro (FRAP).

® As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas barras no mostraram diferenca significativa entre os tempos
(teste de Tukey, 5% de probabilidade).
J& para o GE2 (Figura 4), emrelacdo a toxicidade do acetaminofeno, ndo houve diferenga para
o ensaio TBARS, porém para o NBT ocorreu diferenca entre o controle 4h e acetaminofeno, sendo
maior para este ultimo (p = 0,0245), além de diferenca entre o tratamento IP6 (p=0,0002) e
acetaminofeno acrescido de acido fitico (p= 0,0151), com o tratamento acetaminofeno, sendo este
superior do que ambos. Provavelmente ocorreu um estimulo de aumento de permeabilidade/lesdo
celular quando em contato com o acetaminofeno, pois ¢ um farmaco que aumenta a peroxidagao de

lipidios em altas doses, podendo causar hepatotoxicidade (JUNIOR, 2011; EL-SHAFEY et al., 2015).
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Figura 4 - Efeitos do acetaminofeno (20mM) e 4cido fitico (IP6) (5 mM) na resposta oxidativa
hepética (GE2). Controle 4 horas; IP6 (SmM); Acetaminofeno (20mM). Peroxidacdo lipidica e
producdo de anion superdxido. A. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). B.

Tetrazolio de nitroazul (NBT).
® As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas barras nio mostraram diferenga significativa entre os tempos

(teste de Tukey, 5% de probabilidade).

Houve aumento da capacidade antioxidante (GSH, FRAP e ABTS) do grupo acetaminofeno
comparado com controle 4h, IP6 e acetaminofeno acrescido de acido fitico, sugerindo uma resposta
tecidual exacerbada a determinado estimulo causado pelo principio ativo utilizado, porém sem
alteragdes morfologicas celulares. Para o ensaio de GSH, houve diferenga entre os grupos controle e
acetaminofeno (p= 0,0122), acido fitico e acetaminofeno (p=0,0045) e acetaminofeno com
acetaminofeno acrescido de acido fitico (p= 0,0049), sendo superior nos trés casos, no grupo
acetaminofeno (Figura 5).

Para a capacidade antioxidante total (ABTS), os grupos controle e acido fitico diferiram com
o grupo acetaminofeno (p<0,0001), sendo superior os valores para este grupo, além deste direrir
também do grupo acetaminofeno com acido fitico (p=0,0039), sendo inferior para este ultimo. No
ensaio de reducgdo de ferro (FRAP), ocorreu diferenga entre todos os grupos (p < 0,0001), exceto para
o controle e 4cido fitico.

Como houve aumento da capacidade antioxidante hepatica no GE2, pode-se inferir que leitdes
apresentam mecanismos de desintoxicagdo dependentes de glutationa, superior aos suinos terminagao
(GE1) que tiveram diminuicdo desta defesa antioxidante (EL-SHAFEY et al., 2015). Em criancas
com idade inferior a 5 anos, foi comprovada menor susceptibilidade a hepatotoxicidade pelo
acetaminofeno em decorréncia da menor producdo de NAPQI e em adultos ocorreu um aumento da
metabolizagdo pelo citocromo P450 (JUNIOR, 2011).

A glutationa ¢ produzida pela propria célula hepatica e ¢ constituida pelos aminoacidos:
glutamina, glicina e cisteina. Quando concentragdes maiores de acetaminofeno sdo usadas, ocorre

esgotamento da glutationa e o composto toxico se acumula, resultando em dano hepatico
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(MUHLBAUER, 2016) nio observado no GE2. Estes achados, concordam com os valores obtidos
pelas dosagens bioquimicas, indicando que provavelmente ndo houve alteragdes morfologicas
relevantes nos hepatdcitos expostos ao acetaminofeno, evidenciada pela intensa capacidade
antioxidante, sendo que a L-glutamina suplementada no meio de cultura, pode ter contribuido com a
formacao de GSH, participando da desintoxicagdo dos metabdlitos produzidos pelo acetaminofeno
no figado (TRUMPER, et a/.1996; MAZER; PERRONE, 2008). A glutamina é o aminoacido mais
abundante no corpo e desempenha um papel central no crescimento e manutengéo celular. Em cultura,
células utilizam a glutamina em quantidades superiores a de qualquer outro aminoacido (CURI et al.,

2005).
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Figura 5 - Efeitos do acetaminofeno (20mM) e écido fitico (IP6) (5 mM) na resposta oxidativa
hepatica (GE2). Controle 4 horas; IP6 (SmM); Acetaminofeno (20mM). Defesa hepatica antioxidante.
A. Capacidade de eliminagdo de radicais livres (ABTS). B. Glutationa reduzida (GSH). C. Potencial
de reducao do ferro (FRAP).

® As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas barras no mostraram diferenca significativa entre os tempos
(teste de Tukey, 5% de probabilidade).

O tempo de incubacdo ¢ um fator limitante do modelo. A incubagdo de tecidos com elevada
metabolizag@o por periodos superiores a quatro horas induz a perda da viabilidade tecidual decorrente
da hipoxia prolongada (RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011). O modelo utilizado mostrou-se

adequado para avaliacdo de hepatotoxicidade, no entanto, sdo necessarios mais estudos para
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aprimorar o método, visando avaliar o tempo de incubagdo com a preservagdo da celularidade do

orgao.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que a técnica de explante hepatico ex vivo ¢ viavel para avaliagdo de
hepatotoxicidade no periodo de incubacdo de quatro horas auxiliando na reducdo do numero de
animais na experimentagdo. A similaridade anatdmica e fisiolégica do homem com a espécie suina,
faz com que estes resultados sejam relevantes. Porém, os mecanismos da lesdo hepatica induzida por
acetaminofeno sdo altamente complexos e muitos eventos intracelulares e extracelulares estdo
envolvidos neste processo fisiopatologico, incluindo metabolismo do acetaminofeno, estresse
oxidativo mitocondrial, disfungdo celular, inflamagdo, além da regeneragdo hepatica, que ainda
precisam ser elucidados, principalmente entre diferentes faixas etarias. O pré-tratamento com
glutamina e o mecanismo dos efeitos protetores do acido fitico ainda precisam ser melhor elucidados,
porém podem ser uma op¢ao para prevenir danos funcionais e estruturais hepaticos promovidos pela

acetaminofeno.

Limitagdes: O fator tempo (4 horas) e o contato direto do acetaminofeno com o explante, sem o
cumprimento completo da farmacocinética, pode ter contribuido com a ndo elevagdo da atividade
enzimatica no modelo. Porém ¢ importante ressaltar que este farmaco, apesar da baixa capacidade
anti-inflamatoria, ¢ considerado um AINE, o que pode ter contribuido com o resultado obtido, além
de que as vias primarias de metabolizacdo sdo consideradas atoxicas.

Conflitos de interesse: Os autores declaram ndo haver conflito de interesse.
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Abstract: Mycotoxins are found in many foods and can cause health damage.The development of
mechanisms that reduce these toxic effects contributes to individual health. The objective of this study
was to establish an ex vivo model to characterize liver histological changes by evaluating the effects
of fumonisin (FB:) and phytic acid (IP6) exposure. Hepatic explants from nine swine (120 days old)
(EG1) and six piglets 40-days old (EG2) were evaluated in the following treatments: control Oh;
control 4 h (Ctrl 4); FB; (100 uM); IP6 (5 mM) and FB; (100 uM) + IP6 (5 mM). The explants were
incubated for 4h and half, two and four hours of biomarkers of lesion, colestase and liver function
were evaluated. There was no difference in the injury score for GE1 and GE2. For GE1 and GE2, the
IP6 and FB; + IP6 treatments were responsible for the significant decrease in the enzymatic activity
of FA compared to the control and FB;. When IP6 was added to FB;, there was a reduction in ALT
and PT activity compared to FB; and the control. For GE1 and GE2, exposure to FB; induced an
increase in GSH compared to IP6 and control, respectively, while incubation with FB; + IP6
decreased GSH compared to FB,. This model was suitable for toxicological evaluation demonstrating
the hepatoprotective effect of [P6, can be added to animal feed.

Keywords: fumonisins; hepatotoxicity; mycotoxins; reactive oxygen species

Key Contribution: FB; induces in the increase of GSH and NBT in oxidative stress, morphological
alteration (nuclear and cytoplasmic vacuolization and megalocytosis) and increase of liver enzymes
(ALP, ALT and AST) dosed in the supernatant of the culture medium of the swine liver explants.
Phytic acid modulates the enzymatic increases and the oxidative stress induced by FB;.

1 Introduction

Food and feed are subjected to contamination by highly toxic substances [1, 2]. Mycotoxins
are low molecular weight natural products (small molecules) produced as secondary metabolites by
filamentous fungi. These metabolites are a toxigenic and chemically heterogeneous group that can

cause disease and death in humans and other vertebrates [3].
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Mycotoxicosis in pigs are responsible for significant losses in production [4]. Fumonisins are
produced by the genus Fusarium spp. and are hepatotoxic for all species, regardless of the route of
administration. The liver disease in animals and humans can progress rapidly to insufficiency, despite
the liver's regenerative capacity. Hepatocyte lesions can be detected by measuring the serum enzymes
released by hepatocyte rupture, providing information on the extent, magnitude and course (acute or
chronic) of this lesion [5]. In addition, increased serum bilirubin and cholesterol may occur [6]. In
pigs high-doses of FB; induce pulmonary edema and hydrothorax due to reduced left ventricular
mechanical efficiency and L-type calcium channel blockage [7]. In acute liver abnormalities,
trabecular disorganization, hepatocellular vacuolization, megalocytosis, apoptosis and necrosis have
been reported [8].

At the cellular level, FB, alter sphingosine biosynthesis by inhibiting the enzyme ceramide
synthetase. Interruption of sphingolipid production is important as they are essential elements of cell
membranes and have a regulatory function of eukaryotic cells [9]. The intracellular action of these
mycotoxins has been elucidated, and the induction of oxidative stress and generation of radical
oxygen species (ROS) plays an important role in their toxic effects, as observed in vivo [10,11] and
in vitro [12, 13]. However, the association between liver lesions and oxidative stress induced by FB;
has not been elucidated and most studies focusing on the effects of FB; on oxidative stress have been
performed in vitro or using laboratory mammals and chickens [14]. The body has a complex system
of antioxidant protection as a defense mechanism against free radicals, which are constantly formed
in normal cell metabolism and various pathological events and, when in excess, can cause the
oxidation of biological molecules. The imbalance between the oxidative challenge and the antioxidant
defense capacity of the organism results in oxidative stress [15].

Free radicals, more specifically ROS, are continuously produced within the cell as a result of
normal physiological processes and many of them are required for certain biological reactions. An
overproduction of these free radicals and/or the deactivation of the cellular defense mechanisms
involved in free radical protection will result in an overall rise in their concentrations and eventually
give rise to cellular damage [16]. The excess of free radicals in the body is counteracted by
antioxidants produced by the body or absorbed in the diet and can be defined as any substance that,
when present in a low concentration compared to that of the oxidizable substrate, regenerates the
substrate or significantly oxidation [17]. Many factors, including toxins, have the ability to interfere
with free radical related processes, thereby inducing oxidative stress in the target cells, which could
lead to metabolic and cellular disturbances mainly due to the damage of membrane lipids and

proteins, DNA, and carbohydrates [18].
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Therefore, the search for substances capable of mitigating the toxic effects of mycotoxins is
essential and some studies with phytic acid (IP6) like antioxidant have already been carried out [19].
IP6 is a natural antioxidant found in cereals, nuts, legumes, oilseeds, spores and pollen. Its antioxidant
property results from the ability to bind iron [20]. In the literature, some studies have already
demonstrated its protective effects against the action of several mycotoxins in the intestine,
demonstrating the reduction of toxic effects by deoxynivalenol and fumonisin B, [19, 21], however,
there are no data on the possible effects beneficial effects on the liver. Thus, the development of
mechanisms that reduce the toxic effects of mycotoxins, such as IP6, can contribute effectively to one
health, since exposure to mycotoxins is frequent and significantly affects the health of humans and
animals [22].

Pigs exhibit physiological characteristics similar to humans leading to an increase use as
animal models in laboratory studies. These similarities are observed in several systems, with the
gastrointestinal, cardiovascular and pulmonary systems being the most used in laboratory research
[23]. Other organs such as the skin, liver and gall bladder of swines are also used in experimental
models for humans [24].

As an alternative to in vivo evaluation, ex vivo models such as extracorporeal organ
maintenance and explant techniques have shown promising results. The advantages of the technique
include the decrease in the number of animals used in the experiment, and the use of animals from
abattoirs prevents the euthanasia for experimentation. This is important because, in addition to
adapting to ethical and legal aspects, there are many other advantages, including: better environmental
control, application of the substance dose directly to the target, and more reliable results, since
treatments and control are performed from the same donor. The ex vivo model is an attractive
technique, but it has some limitations such as tissue incubation time, cell viability and maintenance
of the existing in vivo [25].

Considering the mentioned data, the present study aimed to validate the hepatic explant
model and also to evaluate the effect of IP6 on liver explants in pigs exposed to FB; using liver
biomarkers, histological lesions and oxidative stress response assays. The model used was suitable
for evaluating hepatotoxicity, however, further studies are needed to improve the method, aiming to

increase the incubation time with the preservation of the tissues morphological structures.

2 Results
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2.1 Enzyme evaluation and liver function

Two different analysis were performed concerning biochemical parameters. We have
evaluated differences among the periods of incubation (30 min, 2 and 4 h) and among the treatments.

In the experimental group one (EG1), the factorial analysis of the biochemical data from
supernatant of finishing pigs explants culture revealed no interaction effect between factors
(treatments x time), but a significant effect of the treatment in the ALP, ALT, and PT levels was
observed (p <0.0001; p=0.04; p=0.02) (Table 1; Table 3). The treatments IP6 and FB;+IP6 were
responsible for a significant decrease in the ALP levels in relation to control (12.20%, p < 0.0001;
11.51%, p < 0.0001) and FB; groups (14.90%, p < 0.0001; 14.24%, p < 0.0001), respectively. In
addition, when IP6 was added to FB; a significant reduction in the levels of ALT (35.33%, p=0.005)
and TP (8.33%, p = 0.02) was observed compared to FB; and control groups, respectively.
Table 1 - Effect of treatment independently of the time on the biochemical parameters in the culture
supernatant of hepatic explants of finishing pigs (EG1) exposed to the culture medium (Control -

CTRL); 5 mM of phytic acid (IP6); 100 uM of fumonisin By (FB;) and FB; (100uM) uM plus IP6
(5mM) 2,

Control 1P6 FB, FB:+IP6

I‘A}IL/]I: 38.0445.19a  33.4044.13b  39.2542.92a  33.6642.57b
GGT

ool 127745222 10.71%4.82a 123042932 10.17+3.28a
6‘15/{ 963.104216.05a  909.504265.95a 923.50+295.10a 897.60+308.57a
éb{ 56.74+29.87ab  60.18+34.24ab  70.23430.56a  45.42429.78b
;;’L 0.60+0.08a 0.6040.08ab  0.58+0.07ab 0.5540.07b
Chol

L. 4.1240.33a 4.07+0.26a 4.2240.40a 4.0740.27a

9 Results are expressed as mean+SD. ®® Different lower case letter indicates statistical significance between
treatments independently of the time by factorial ANOVA followed by Tukey’s test P<0.05. ALP — alkaline
phosphatase; GGT - y-glutamyltransferase; AST - aspartate aminotransferase; ALT - alanine aminotransferase;
TP - total protein; Chol - cholesterol; Treat — treatment.

As shown in table 2 and table 4, no significant interaction effect was found between treatment
and time for biochemical parameters observed in the tissue culture of piglets (EG2). In contrast,
treatment effect was observed in the concentrations of ALP, AST, and ALT (p <0.0001; p=0.0007;
p <0.0001). In the IP6 and FB,+IP6 groups a significant decrease in the ALP levels was observed
when compared to the control (16.07%, p = 0.004; 16.91%, p = 0.002) and FB1 treatments (17.32%,
p =0.002; 18.15%, p = 0.0009), respectively. In contrast, AST levels were significantly increased
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in the culture supernatant of the hepatic explants exposed to FB; plus IP6 in relation to FB; treatment
(1.4 fold increase, p=0.008). In addition, FB; induced a significant increase of ALT levels compared
to control (40.41%, p < 0.0001), IP6 (40.29%, p < 0.0001) and FB; plus IP6 (43.73%, p < 0.0001)
treatments.

Table 2 - Effect of treatment independently of the time on the biochemical parameters in the culture

supernatant of hepatic explants of piglets (EG2) exposed to the culture medium (Control - CTRL);
5 mM of phytic acid (IP6); 100 uM of fumonisin B; (FB;) and FB; (100uM) uM plus IP6 (5SmM) .

Control 1P6 FB, FB:+IP6

I‘A}IL/]I: 41.57+534a 34.8945.95b  41.9945.08a  34.3745.37b
gsg 11.9141.94a 117241952 123043.56a  11.20+1.59
é‘ls/{ 596.354203.77ab  617.324221.0ab 518.874184.8b 714.574275.04a
ALT

onl 19.5746.40b 19.6146.30b  32.8449.12a  18.4849.82b
g/T;L 0.50+0.04a 0.4740.07a 0.47+0.05a 0.4740.06a
;‘(‘l"L' 20.76+531a 20.674537a  20.6945.38a  21.7043.86a

9 Results are expressed as mean+SD. *° Different lower case letter indicates statistical significance between
treatments independently of the time by factorial ANOVA followed by Tukey’s test P<0.05. ALP — alkaline
phosphatase; GGT - y-glutamyltransferase; AST - aspartate aminotransferase; ALT - alanine aminotransferase;
TP - total protein; Chol - cholesterol; Treat — treatment.
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1 Table 3 - Effect of treatment dependently of the time on the biochemical parameters in the culture supernatant of hepatic explants of finishing pigs (EG1)
2 exposed to the culture medium (Control - CTRL); SmM of phytic acid (IP6); 100 uM of fumonisin By (FB1) and FB; (100 uM) plus IP6 (5SmM) .
30 minutes 2 hours 4 hours Treatment P-value
Treat
CTRL 1P6 FB, FBi+IP6 CTRL 1P6 FB1 FB1+IP6 CTRL 1P6 FB, FBi+IP6 CTRL 1P6 FB1 FB1+IP6 Treat? Time *
Time
ALP 38.00+ 34.52+ 37.56+ 3411+ 36.96+ 3332+ 39.17+ 33.67+ 39.14+ 32.36+ 41.02+ 33.20+ 38.04+ 33.40+ 39.25+ 33.66+ <0.0001  0.75 032
UI/L 5.99 3.27 2.36 2.88 4.36 2.87 2.76 2.75 4.95 5.68 2.78 2.26 5.19a 4.13b 2.92a 2.57b ) i i
GGT 11.18+ 10.50+ 10.72+ 10.83+ 13.82+ 10.82+ 12.11+ 10.39+ 13.30+ 10.80+ 14.08+ 9.30+ 12.77+ 10.71+ 12.30+ 10.17+ 0.06 0.46 0.65
UI/L 3.51 3.84 2.88 2.45 7.03 4.80 1.85 2.91 4.47 5.96 3.14 2.60 5.22a 4.82a 2.93a 3.28a i i i
AST 931.71+ 894.89+  926.20+ 774.94+ 1084.29+  1031.9+ 938.28+ 1098.3+ 873.31+ 801.61+3  903.28+ 819.5+ 963.10+ 909.50+ 923.50+ 897.60+ 0.68 0.001 058
UL 206.48 235.52 260.20 255.11 161.93 210.09 190.29 189.22 230.40 07.51 329.88 373.40 216.05a 265.95a 295.10a 308.57a : : :
ALT 36.25+ 37.20+ 42.67+ 26.94+ 57.21+ 60.00+ 72.00+ 54.72+ 76.76+ 83.34+ 92.69+ 76.85+ 56.74= 60.18+ 70.23+ 45.42+ 0.04 <0.0001 0.95
UI/L 16.62 17.32 13.24 9.97 22.56 31.60 23.01 2149 3.83 35.39 33.79 30.25 29.87ab 34.24ab 30.56a 29.78b ) ) )
TP 0.54% 0.58+ 0.52+ 0.49+ 0.63+ 0.58+ 0.58+ 0.57+ 0.65+ 0.64+ 0.63+ 0.61= 0.60+ 0.60=+ 0.58+ 0.55+ 0.00 200001 096
g/dL 0.06 0.09 0.07 0.06 0.06 0.09 0.04 0.05 0.08 0.06 0.05 0.06 0.08a 0.08 ab 0.07ab 0.07b ) ) i
Chol  4.07+ 4.07+ 433+ 4.00+ 421+ 4.07+ 417+ 411+ 4.07+ 4.07+ 4.17+ 4.11% 4.12+ 4.07+ 422+ 4.07+ 0.24 0.87 0.70
g/dL 0.27 0.27 0.50 0.00 0.43 0.27 0.35 0.33 0.27 0.27 0.35 0.33 0.33a 0.26a 0.40a 0.27a i ) )
3
4
5
6  Table 4 - Effect of treatment dependently of the time on the biochemical parameters in the culture supernatant of hepatic explants of piglets (EG2) exposed to
7 the culture medium (Control - CTRL); 5 mM of phytic acid (IP6); 100 uM of fumonisin B; (FB;) and FB; (100uM) puM plus IP6 (SmM) 9.
30 minutes 2 hours 4 hours Treatment P-value
*
CTRL 1P6 FB, FB:+1P6 CTRL 1P6 FB1 FBi+IP6 CTRL 1P6 FB1 FBi+1P6 CTRL 1P6 FB1 FBi +1P6  Treat® Time ;zilt
ALP 41.65+ 36.40+ 41.72+  36.12+ 41.88+ 3455+  43.08+  35.28+ 41.18+  33.73+  41.17+ 31.73+ 41.57+ 34.89+ 41.99+ 3437+ <0.0001 041 097
UI/L 5.92 4.41 5.48 5.77 5.82 5.30 5.77 5.36 5.28 8.27 4.71 4.82 5.34a 5.95b 5.08a 537b ) ) )
GGT 10.57+ 10.60+ 9.57+ 10.05+ 11.60+ 11.83+ 12.77+ 11.45+ 13.55+ 12.75+ 14.53+ 12.12+ 1191+ 11.72+ 12.30+ 11.20+ 047 <0.0001 0.60
UI/’L 0.96 1.43 1.34 0.85 1.39 1.43 4.56 1.50 2.11 2.48 2.26 1.70 1.94 a 1.95a 3.56a 1.59 a ) i i
AST 352.23+ 385.28+ 355.1+  433.9+ 647.0+ 644.1+ 528.0+  785.2+ 789.7+ 822.1+  673.4% 936.3+ 596.35+ 617.32+ 518.87+ 714.57+ 0.0007 <0.0001 0.69
UI/L 57.18 68.90 102.71 112.69 75.65 122.48 73.88 217.67 112.70 174.26 197.89 181.53 203.77ab 221.0 ab 184.8 b 275.04 a i i i
ALT 13.67+ 14.33+ 3235+ 10.98+ 20.05+ 20.00+ 2920+ 2435+ 25.00¢ 2450+  36.68+ 23.35+ 19.57+ 19.61+ 32.84+ 18.48+ <0.0001 0.0006 036
UI/L 3.19 4.24 6.16 5.30 4.72 4.12 9.04 9.85 5.41 6.14 10.13 6.15 6.40 b 6.30 b 9.12a 9.82b i i i
TP 0.47+ 0.42+ 0.48+ 0.43+ 0.52+ 0.50+ 0.48+ 0.47+ 0.50+ 0.52+ 0.47+ 0.48+ 0.50+ 0.47+ 0.47+ 0.47+ 045 0.03 041
g/dL 0.05 0.07 0.04 0.08 0.04 0.06 0.07 0.05 0.06 0.04 0.05 0.07 0.04a 0.07a 0.05 a 0.06 a i} | i}
Chol 20.78+ 20.67+ 20.67+  20.67+ 20.67+ 20.67+ 20.72+  21.45+ 20.83+  20.67+  20.67+ 23.00+ 20.76+ 20.67+ 20.69+ 21.70+ 0.92 0.92 0.99
g/dL 543 5.71 5.71 5.71 5.71 5.71 5.74 3.79 5.81 5.71 5.71 0.00 5.31a 5.37a 5.38a 3.86 a i i i
8 ®  Results are expressed as mean+SD. » Different lower case letter indicates statistical significance between treatments independently of the time by factorial ANOVA followed
9 by Tukey’s test P<0.05. ALP — alkaline phosphatase; GGT - y-glutamyltransferase; AST - aspartate aminotransferase; ALT - alanine aminotransferase; TP - total protein; Chol

- cholesterol; Treat — treatment.
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2.2 Morphological Assessment

No significant difference was observed in the lesion score among the treatments for
both EG1 and EG2. The mean values of histological score (EG1) were 0.9 £ 0.7 for control;
1.25 £ 1.5 for FBy; 1.4 + 1.3 for IP6 and 1.65 + 1.9 for FB; + IP6 and for EG2 were 1.4 +0.73
for control; 2.0 + 1.9 for FBy; 1.6 = 0.8 for IP6 and 1.4 £ 0.9 for FB, + IP6. For de EG1, the
histological aspects in the control explants indicated a well-organized hepatocyte trabeculae,
with mild hepatocyte cytoplasmic vacuolization. The main histological findings in explants
submitted to FB; treatments were nuclear vacuolization and hepatocyte megalocytosis, whereas
IP6 and FB;+IP6 treatments remained similar to the control. For EG2 the histological aspects

for the treatments were similar to EG1 (Figure 1).
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Figure 1 - Histological aspects of pigs’ liver explants. A. Control group. Normal aspect of liver.
HE. Bar 100 um. B. Phytic acid (IP6) group. Normal aspect of liver. C and D. Fumonisin B,
group. Nuclear vacuolization of hepatocytes (thin arrow) (C) and hepatocyte megalocitosis
(dotted arrow) (D). HE. Bar 100 um. E. FB; . IP6. Normal aspect of liver. HE. Bar 100 um. F.
Liver lesion score in finishing pigs (EG1). Morphological score (AU—Arbitrary Units). G.

Liver lesion score in piglets (EG2) Morphological score (AU—Arbitrary Units).
2 Means followed by the same letters do not difference significanty by ANOVA test (p<0,05).

2.3 Oxidative Stress Evaluation

2.3.1 Experimental group 1 (EG1): finishing pigs
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A significant increase in NBT levels was observed in the FB; and FB,+IP6 groups when
compared to the other treatments. On the other hand, no difference among treatments occurred
in TBARS levels (Figure 2). Concerning the antioxidant capacity, significant differences were
observed in GSH and ABTS levels. Exposure to FB; induced a significant increase (112%) in
endogenous GSH levels compared to the IP6 group, whereas the incubation with FB;+IP6
produced a decrease in GSH levels (76.3%) compared to the FB; group (Figure 2). Increased
levels of ABTS (95.2%) were observed in the IP6 group compared to the control and FB, groups
(Figure 2).
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ABTS (nmol/Trolox Eq/mg of protein)

FRAP (nmol/Trolox Eq/mg of protein)

$S Qb 5’\ X@b
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@ D &

Figure 2 - Effects of fumonisin (FB;) and phytic acid (IP6) on liver oxidative stress in EG1.
Explants exposed to control treatment ( [1); [P6 (SmM) ( E3 ); FB; (100pM) (@) and FB,
(100 uM) plus IP6 (5 mM) (E4). Lipid peroxidation and superoxide anion production. A.
Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS). B. Nitroblue tetrazolium (NBT). Liver
antioxidant defense. C. Free-radical scavenging ability (ABTS). D. Ferric reducing ability

potential (FRAP). E. Reduced glutathione (GSH).
® Means followed by different letters indicate statistical significance by ANOVA test ( p<0,05).

2.3.2 Experimental group 2 (EG2): Piglets

Following exposure to FB; (100uL) for 4 h intracellular reactive species (iROS) were
measured. Overall, these results indicate that FB; caused increased ROS that were counteracted
by engaging the antioxidant defense. The liver explants exposed to FB; showed a significant
increase in endogenous GSH levels compared to the control (133.3%). The presence of IP6 with

FB; induced a decrease in GSH levels 35.7% compared to the FB; group (Figure 3). Data
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indicate that pre-treatment with IP6 did not differ statistically for FRAP, ABTS, NBT and

TBARS in cellular antioxidant capacity and oxidative response in liver explants.
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Figure 3 - Effects of fumonisin FB; (FB1) and phytic acid (IP6) on liver oxidative stress in the
EG2. Explants exposed to control treatment ( (3 ); [P6 (SmM) ( E1); FB1 (100uM) ( ™ ) and
FB: (100 uM) + IP6 (5 mM) ( & ). Lipid peroxidation and superoxide anion production. A.
Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS). B. Nitroblue tetrazolium (NBT). Liver
antioxidant defense. C. Free-radical scavenging ability (ABTS). D. Ferric reducing ability

potential (FRAP). E. Reduced glutathione (GSH).
 Means followed by different letters indicate statistical significance by ANOVA test ( p<0,05).

3 Discussion

Pigs are considered an adequate experimental model due to the anatomical and
physiological similarity with the human species and other mammals [23]. The efficacy of the
explant model has already been demonstrated in other organs [19, 26]; however, there is no data
on the efficacy of the technique in liver fragments.

During the 4-hour period, the liver tissue was preserved, allowing the analysis. Prior
to this study, the morphology of this tissue was compared between 0 hours (no incubation) and
4 hours of incubation in the control group and no significant difference between the groups
were observed (data not shown). Considering tissue maintenance during incubation, explants
were exposed to different treatments, including a well-known hepatotoxic mycotoxin.
Histological analysis showed mild changes in explants submitted to FB;, meanwhile, the mean
lesion score remained similar in all treatments. With these data, it is possible to infer that the

morphological and biochemical aspects indicate that the ex vivo model was suitable for
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experimentation. The absence of significant differences between these groups may be due to
the short incubation time or the mode of exposure (direct contact), as liver histological changes
have already been demonstrated as a consequence of fumonisin administration [27].

Fumonisins cause hepatic injury in all species regardless the route of administration.
In pigs, morphologic alterations were observed following ingestion (>23ppm) or intravenous
administration [28]. Acute hepatic changes include disorganization of hepatic cords,
hepatocellular vacuolation, megalocytosis, apoptosis, necrosis, and cell proliferation [1]. In this
study, after 4h of exposure to FB; the explants exhibited mainly hepatocyte nuclear and
cytoplasm vacuolization, megalocytosis, inflammatory infiltrate and apoptosis, agreeing with
the effects of fumonisin B; in murine liver included apoptotic hepatocytes and occasional
mitotic figures scattered throughout the liver tissue with inflammatory changes characterized
by anisocytosis and cytoplasmic vacuolation [29].

Another aim of this study was to assess biochemical parameters of liver lesion and
function in this model. First, we aimed to analyze liver injury and cholestasis indicators, and
second the liver function. Interestingly, the values for the liver enzymes GGT and ALT obtained
in the supernatant were similar to serum values for pigs (GGT: 10-60 UI/L and ALT: 31-58
UI/L). For the other parameters (ALP, AST, total protein and cholesterol) the values diverged
[30]. In regard to the period of incubation, the exposure of liver explants to FB; induced a
significant increase in three different parameters (ALP, AST and ALT enzymes) over the time,
indicating a hepatotoxic effect. Changes in serum total bilirubin, ALP, AST, GGT, and
cholesterol have been associated with fumonisins chronic intoxication in pigs in vivo models
[31].

For the EG1 (finishing pigs), there was a reduction in the enzymatic activity of ALT
in the FB1 plus IP6 group compared to the control and FB1 group. For EG2 (piglets), there was
a reduction in activity in the control groups, IP6 and FB1 plus IP6, compared with FB1 group.
This enzyme, as well as ALT, when measured in swine have little diagnostic value, due to the
low tissue concentration in this species, but due to its increase, it is suggested a more intense
lesion without histological detection or secondary elevation of synthesis following an intense
stimulus [32, 33]. Previous studies suggested that hepatic transaminases increase 12-72 hours
after injury, and the time factor (4h) may be one of the causes of enzyme elevation [34, 35].

In addition to these data, a significant reduction was observed in IP6 and FB1 + IP6

group compared to FB; in ALP enzymes for both experimental groups (EG1 and EG2). This
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result suggests a protective effect of IP6 in the liver, since these enzymes are related to liver
lesion. A beneficial effect of [P6 was previously reported in intestinal explants exposed to FB;
[19], however, to the best of author's knowledge there is no data regarding the use of fumonisins
and phytic acid in liver explants. Since IP6 is an antioxidant, it may be the mechanism of this
substance against mycotoxins, however, the mechanism of IP6 against mycotoxins is not yet
understood [21].

That in all domestic species AST activity is high in the liver, so in acute or chronic liver
injury the plasma concentration of AST will be high [36]. The increase in the enzymatic activity
of AST (EG1) occurred in the FB1 plus IP6 group compared to the FB1 group. The incubation
of tissues with high metabolism for periods of more than four hours induces loss of tissue
viability due to prolonged hypoxia [37]. Increase in hepatic transaminases 12-72 hours after
injury, and the time factor may be one of the causes of enzyme elevation [34, 30].

The morphological and biochemical results indicate that the ex vivo model was suitable
for experimentation. Previous work has shown that fumonisin B; increases the susceptibility to
lipid peroxidation due to oxidative stress [38]. Analysis for oxidative stress involves radical
generation (resulting in lipid peroxidation) and depletion of antioxidant compounds. For the
finishing pigs, a significant increase in NBT levels was observed in FB; and FB;+IP6 groups
compared to control and IP6. NBT is associated with free radical generation [39] indicating the
potential of fumonisins to induce oxidative stress. Similarly, human hepatoma cells exposed to
FB; exhibited increased levels of reactive oxygen species [42]. The exposure to mycotoxins
probably induced an increase in cytoplasmic and mitochondrial permeability, which may be
associated with ROS generation and resulting lipid peroxidation, as observed in vitro [12] and
in vivo [6,9]. On the other hand, the addition of IP6 induced no protective effect in NBT levels
compared to FB;. The antioxidant response capacity was evaluated through ABTS, FRAP and
GSH levels. An increase in ABTS levels was observed in IP6 group compared to other
treatments. Likely, GSH levels increased in FB; compared to IP6 and FB;+IP6.

For the piglets, FB; demonstrated effects only for GSH. The exposure to mycotoxins
probably induced an increase in cytoplasmic and mitochondrial permeability, which may be
associated with ROS generation and resulting lipid peroxidation, as observed in vitro [41, 16]
and in vivo [12, 13], but there was no difference (p> 0.05) in the lipid peroxidation (TBARS)
test, comparing the control and treated with FB; group. The GSH level incresed after FB,

exposure.
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Controversial results were reported in the literature. Recently, increased levels of GSH,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) were reported
in hepatoma cells treated with FB; [39]. Mice and rats fed fumonisin-diets also presented
increased levels of GSH in liver and kidney [10,42]. However, reductions in these same
enzymes were seen in other studies [9,11]. The elevation of GSH can be justified by the high
hepatic antioxidant capacity and the liver being considered an organ with great regeneration
capacity. Glutathione (GSH) together with two enzymes, glutathione peroxidase (GPx or GSH-
Px) and glutathione reductase (GR or GSH-Rd), and the presence of selenium in the enzyme
(selenecysteine) an antioxidant in the body. This system also catalyzes the dismutation of
hydrogen peroxide in water and oxygen, with glutathione operating in cycles between its
oxidized form and its reduced form [15].

The mechanisms of action of oxidative stress induced by FB; include mitochondrial
injury, activation of caspase-3 [40]. The oxidative stress induced by FB; occurs indirectly via
the intracellular accumulation of sphingolipids [41], a toxic mechanism with slower progression
at the ribosomal level. IP6 promoted a significant decreased in GSH level and antioxidant
capacity in the liver explants compared exposed to FB1, IP6's antioxidant capacity may have
occurred. In agreement, the ability of IP6 to protect cells against oxidative stress has been
associated with the inhibition of ROS generation, increase of GSH level, CAT, GPx, and SOD
content, and decrease of lipid peroxidation (MDA) in hepatocarcinogenesis studies in rats [42,
43, 44]. The beneficial effects of IP6 against FB, toxicity are probably associated with its
antioxidant capacity, mainly its ability to inhibit the Fenton reaction and formation of hydroxyl
radicals [19].

The development of mechanisms that reduce the toxic effects of mycotoxins such as IP6
effectively contributes to one health, as exposure to mycotoxins is frequent and significantly
affects the health of humans and animals [41]. Moreover, the data from this work can be
extrapolated to human medicine, since swine liver metabolism is similar to that of human
organs [23]. The present results demonstrate that the protective effect of IP6 on the liver
oxidative stress is associated with its capacity to mitigate lipid peroxidation and increase the

antioxidant capacity of the tissue.

4 Conclusions
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The results of the present study indicate that liver explants are appropriate for
assessing the effects of toxic substances on cell integrity. From the biomarkers evaluated in this
model it was found that FB, caused injury early and effectively. In conclusion, the hepatic ex
vivo model provides an opportunity to evaluate both tissue morphology and biochemical
aspects. However, more studies are needed to elucidate the mechanisms and intracellular
signaling pathways that trigger oxidative stress induced by this mycotoxin in the liver. Phytic
acid exerts beneficial effects upon the liver, modulating the changes induced by FB; and
protecting cells against oxidative stress. In this way, the use of explants seems to be the
promising model for toxicological studies, besides contributing with the 3 R's of the animal

experimentation.

5 Material and Methods

5.1 Animals and Reagents (FB; and Phytic Acid)

Six 40-day-old (half-castrated males and half females) swinelets (nearly 13.0 Kg) and 9
pigs 120-day-old (half-castrated males and half females) pigs from slaughterhouses were used
in the present study. The FB; (MW: 721.83; Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA) were dissolved in ultrapure water at final concentrations of 100 uM for FB,, and stored
at 4oC. The phytic acid salt (MW: 819; Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) was dissolved in
distilled water to the concentration of 15 mM, and the pH adjusted to 7.2. The solution was
stored at —20°C before dilution in the explant culture media. The IP6 (5 mM) and FB; (100 uM)

concentrations used were chosen according to previous studies [19, 45].

5.2 Ex Vivo Experimental Model

The experimental procedures on animals were approved by the ethics commission,
(OF. CIRC. CEUA N° 15/2019 - 13812.2017.19). The piglets were euthanized (acepromazine
1%, sodium pentobarbital 40 mg/Kg and KCI 15%) and fragments of the liver were sampled,
washed with a buffer solution. The explants submitted into the following treatments: control
(Ctrl 4), fumonisin B; (100 uM), phytic acid (5 mM) and fumonisin B; (100 pM) + phytic acid
(5 mM). For each treatment, six explants were sampled using a microtome razor (8 mm),
resulting in 24 explants/ animal totaling 216 explants for the EG1 and 144 explants for the EG2.

The explants were incubated in six well plates (two explants/well) containing 1mL of the agar
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(1,5%) and filled with SmL of DMEM (Gibco-BRL Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with penicillin/streptomycin (1.25 uL/mL, Gibco-BRL Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), fetal bovine serum (100 pL./mL, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brazil) and
glutamine (0.4 pL/mL, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Then, the explants were incubated
for 4 hours in an incubator at 37 °C in a chamber under controlled conditions with orbital
shaking. Supernatant (200 pL) was sampled from each well at half, two and four hours for
biochemical analysis (Figure 4). After a total period of incubation, the explants (three from each
treatment) were fixed in 10% neutral buffered formalin solution, dehydrated in alcohols and
embedded in paraffin for histological. Two explants were immediately frozen in liquid nitrogen
and posteriorly stored at —80°C for the quantification of reduced glutathione (GSH),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), nitroblue tetrazolium (NBT), 2,2’-azino-bis-
3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) and ferric-reducing antioxidant power

(FRAP) assays.

Figure 4 - A. Supernatant harvest for biochemical measurements. B. Collection of liver
explants after 4-hours for histopathological processing, in order to verify the different injury
scores.

5.3. Histological evaluation

Following fixation, the explants were dehydrated in increasing alcohol solutions and
embedded in paraffin wax. Tissue sections (5 um) were stained with hematoxylin—eosin for
histopathological evaluation. The histological sections were analyzed under a lesion score. The
criteria evaluated were trabecular disorganization, cytoplasmic and nuclear vacuolar

degeneration, inflammatory infiltrate, cellular megalocytosis, apoptosis and necrosis, and these
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were scored according to the severity of the lesion, in zero (0) for unchanged tissues, one (1)
for mild or (2) for moderate changes and three (3) for severe alterations. The criteria of
cytoplasmic and nuclear vacuolar degeneration, since they present an important factor in the
development of the lesion, when present had the score multiplied by two and the criterion of
necrosis because it is the most advanced stage of the lesion, multiplied by three. After the
evaluation of the established criteria, the sum of all the scores was done in order to obtain the

lesion score, allowing a comparison between the experimental groups.

5.3 Biomarkers assessment of lesion and liver function

Biochemical evaluation of the supernatant was carried out at half, two and four hours
of incubation. The aim was to measure the levels of enzymes indicating injury, cholestasis and
liver function. The dosage of alkaline phosphatase (ALP) and y-glutamyltransferase (GGT)
(induction enzymes); alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
(extravasation enzymes) were measured by enzyme activity test of high sensitivity and for
evaluation of function, cholesterol and total protein by means of a colorimetric assay. These
tests were processed by the Dimension Clinical Chemistry System (Siemens, Germany)

according to the manufacturer standardized technique.

5.4 Oxidative stress response analysis

Liver samples were also collected to determine lipid peroxidation and superoxide anion
production through the levels of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) and nitroblue
tetrazolium (NBT) reduction assays, respectively. In addition, the antioxidant capacity was
evaluated through the reduced glutathione (GSH), ferric reducing ability potential (FRAP) and
free-radical scavenging ability (ABTS). The oxidative stress response was measured in the

different treatments after four hours of incubation.

5.5.1 Determination of antioxidant capacity by the reduced glutathione (GSH), ferric-reducing
ability potential (FRAP) and free-radical scavenging ability (ABTS) assay

The collected liver samples were frozen at -80 °C. These samples were processed and

homogenized with 500 pl of 1.15% KClI, then centrifuged (200 x g, 10min, 4°C) and with the
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resulting supernatant the total antioxidant capacity of the liver was assessed by FRAP and

ABTS assays [46].

5.5.1.1 GSH Levels Measurement

Glutathione (GSH) is a thiol tripolide, which has several biological functions, such as
acting as an antioxidant [47]. The intracellular concentration of GSH is an indicator of oxidative
stress. Levels of glutathione (GSH) in tissue samples were determined using a
spectrophotometric method previously described [48]. Frozen liver samples were homogenized
using Tearor Tissor (Bjospec, Sdo Paulo, SP, Brazil) in cold 0.02M EDTA buffer. The
homogenate was treated with 50% trichloroacetic acid and centrifuged (1500 x g, 15 min), and
to the supernatant 0.4 M Tris-HCI (pH 8.9) and 10 mM dithiobisnitrobenzoic acid were added.
After 5 min, the absorbances were read at 412 nm (Multiskan GO Microplate
spectrophotometer, ThermoScientific, Vantaa, Finland). A standard curve was prepared using
different concentrations of GSH, in addition to the other reagents mentioned above. The results

were presented as nmol GSH / mg protein.

5.5.1.2. FRAP and ABTS Assays

The ability to reduce the radical cation 2,2'-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate; ABTS +) (ABTS assay) and iron-reducing antioxidant power (FRAP) was evaluated
in liver explants for different treatments. The FRAP method is based on the production of Fe**
ion (ferrous form) from the reduction ofthe Fe*"ion (ferric form) present in the tripyridyltriazine
complex (TPTZ) by means of acidic antioxidants. This assay provides a very useful "total"
antioxidant concentration [17]. For the FRAP assay, 15 pl of the supernatant was mixed with
45 pl of deionized water and 200 pl of freshly prepared FRAP reagent (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). The mixture was then incubated at 37° C for 30 min and the absorbance
was measured at 595 nm (GO Multiskan microplate spectrophotometer, ThermoScientific,
Vantaa, Finland). The ABTS procedure is based on the ability of antioxidant molecules to
reduce ABTS cation radical [49]. For the ABTS assay, the ABTS solution (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) was diluted with phosphate buffered saline at pH 7.4 for an
absorbance of 0.80 at 730 nm. Then, 200 pl of diluted ABTS solution was mixed with 15 ul of

supernatant. After 6 minutes the absorbance was measured at 730 nm (Multiskan GO, Thermo
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Scientific). A standard curve was prepared using different concentrations of Trolox (1.5-30
umol /1, final concentrations). The protein levels in the samples were used for normalization of
the data and the results were expressed as nmol of the Trolox equivalent (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) per milligrams of protein in both assays.

5.5.2. Determination of the oxidative response by nitroblue tetrazolium (NBT) and
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) assays

5.5.2.1 Nitroblue tetrazolium (NBT)

The superoxide anion production was determined by the reduction of the redox dye
nitroblue tetrazolium (NBT) [50]. The tissues were homogenized with 500 ul of 1.15% KCI
and aliquots of 50 pul ofhomogenate were transferred to a 96-well plate, followed by the addition
of 100 pl of NBT solution (1 mg/mL), and maintained at 37°C in a warm bath for 1 h. The
supernatant was carefully removed, and the formazan precipitated was then solubilized by
adding 120 pl of 2M KOH and 140 pl of DMSO. The optical density was measured by
microplate spectrophotometer (Multiskan GO, Thermo Scientific) at 600 nm. The protein levels
in the samples were used for data normalization and the results were presented as NBT

reduction (optical density [OD] per milligram of protein).

5.5.2.2. Lipid Peroxidation Measurement (TBARS)

Lipid peroxidation in the liver explants was assessed by determining TBARS levels,
using an adapted method [49]. For this assay, trichloroacetic acid (10%) was added to the
homogenate to precipitate proteins, followed by centrifugation (1000 x g, 3 min, 4° C). The
protein-free supernatant was separated and mixed with thiobarbituric acid (0.67%). The mixture
was incubated for 15 min in water bath (100°C) and transferred to an ice bath. This procedure
measures the malondialdehyde (MDA) an intermediate product of lipid peroxidation,
determined by the difference between absorbance at 535 and 572 nm using a microplate
spectrophotometer reader. The result was presented as TBARS (OD AS535-A572/mg of

protein).
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5.6. Statistical Analysis

The data (mean =+ standard error) were analyzed using the free software Sisvar 5.6 [51].
The histological score was compared by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey’s test for multiple comparisons and liver biomarkers were analyzed using factorial
ANOVA, followed by the Tukey test (p values < 0.05). The effect of treatments on the oxidative
stress response (GSH, TBARS, ABTS, and FRAP assays) was analyzed by ANOVA, followed
by Tukey’s test (p values < 0.05), using the statistical software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, 38 USA).

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.
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8 CONCLUSOES

A utilizacdo deste modelo experimental é promissora para estudos
toxicoldgicos e os resultados do presente estudo indicam que os explantes
hepaticos de suinos sao adequados para avaliar os efeitos de substancias
toxicas, mantendo a integridade celular no periodo de 4 horas e contribuiu com
os 3 R's da experimentagdo animal (Reduction, Replacement e Refinement),
pois utilizando tecidos de suinos de terminacido, ha reducdo do numero de
animais na experimentagdo e com base no fato de que os suinos séo
semelhantes aos humanos, os achados podem ser relevantes para esta
espécie.

Os biomarcadores hepaticos avaliados neste modelo mostraram que a FB;
(100uM) promoveu incremento da atividade das enzimas hepaticas tanto para
o GE1 quanto para o GE2, possivelmente por aumentar a permeabilidade dos
hepatdcitos. Porém para o acetaminofeno, os mecanismos de lesdo hepatica
sao altamente complexos e muitos eventos intracelulares e extracelulares
estdo envolvidos neste processo fisiopatolégico, incluindo metabolismo do
acetaminofeno, estresse oxidativo mitocondrial, disfuncao celular, inflamagao,
além da regeneragdo hepatica, que ainda precisam ser elucidados, utilizando
este modelo experimental.

O acido fitico exerce efeitos benéficos sobre o explante hepatico, modulando
as alteragcbes induzidas pelo FB1 e acetaminofeno. Esses efeitos estao
associados a uma resposta ao estresse oxidativo, incluindo possivel
capacidade antioxidante.

O aumento da capacidade antioxidante hepatica (GSH) no GE2 em ambos os
experimentos, sugerem que leitdes apresentam mecanismos de
desintoxicagao dependentes de glutationa, superior aos suinos de terminagao
(GE1) que tiveram aumento desta defesa antioxidante apenas com FBj,
comparada com |IP6 e IP6+FB+. Para o GE2, com acetaminofeno, houve
elevagcdo dos ensaios ABTS e FRAP, contribuindo também com a defesa

antioxidante. Suinos de terminacédo (GE1), foram mais susceptiveis a lesdes
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do que leitdes (GE2), devido a elevacdo de NBT (tetrazolio de nitroazul) no

grupo FB1.
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