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 7 

RESUMO 8 
 9 
 10 

Apesar de existirem terapias para tratar inúmeras doenças em que a exacerbação 11 
do processo inflamatório ou reparo tecidual têm papel central, ainda há necessidade 12 
de buscar novas abordagens terapêuticas. Os tratamentos atuais ainda não são 13 
eficazes em curar ou parar a progressão de algumas doenças e condições. Na 14 
hepatotoxicidade por acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol; APAP), por exemplo, há 15 
apenas um tratamento e este é mais eficaz quando administrado precocemente. 16 
Após o início da lesão hepatocelular, a eficácia é substancialmente diminuída e o 17 
risco de insuficiência hepática aguda é alto. Na nefrotoxicidade induzida por anti- 18 
inflamatórios não-esteroides (AINES) como o diclofenaco, ainda não há tratamentos 19 
específicos. As terapias atuais, em sua maioria, são controversas ou direcionadas 20 
ao tratamento das complicações da falência renal. Na fibrose pulmonar idiopática 21 
(FPI), as terapias aprovadas são eficazes apenas em desacelerarem a progressão 22 
da doença, mas não impedir sua progressão ou diminuir a mortalidade. A 23 
persistência de fibroblastos senescentes resistentes à apoptose nos focos de fibrose 24 
pulmonar contribui para a progressão da fibrose, assim abordagens terapêuticas 25 
focadas na modulação deste fenótipo podem contribuir com os tratamentos 26 
atualmente utilizados e parar a progressão da doença. Nesse contexto, nós 27 
avaliamos o efeito do extrato de Hypericum perforatum (H. perforatum) e da vitexina 28 
na letalidade, lesão hepática e renal, estresse oxidativo e inflamação induzidos por 29 
APAP e diclofenaco em camundongos swiss machos. Além disso, investigamos se a 30 
quercetina restaura a susceptibilidade de fibroblastos senescentes isolados do 31 
pulmão de pacientes com FPI estável ou de progressão rápida a estímulos pró- 32 
apoptóticos e os mecanismos envolvidos neste efeito. A análise por HPLC 33 
demonstrou a presença de rutina, quercetina, hipericina, pseudohipericina e 34 
hiperforina em extrato de H. perforatum. O APAP (0,15; 0,5; 1,5 e 3,0 g/kg, via oral; 35 
p.o.) induziu letalidade dose-dependente. A dose letal sub-máxima de APAP (1,5 36 
g/kg, p.o.) foi escolhida para os demais experimentos deste estudo. O tratamento 37 
com o extrato de H. perforatum (30, 100 e 300 mg/kg, intra-peritoneal, i.p.) 30 min 38 
antes do estímulo reduziu, de forma dose-dependente, a letalidade induzida por 39 
APAP. O aumento induzido por APAP nas concentrações plasmáticas de aspartato 40 
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), e na atividade da 41 
mieloperoxidase hepática, nos níveis de IL-1β, TNF-α e IFN-γ, bem como na 42 
depleção da glutationa reduzida (GSH) e da capacidade de sequestrar o radical 43 
cátion 2,2′ -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS˙+) foram inibidos pelo 44 
tratamento com H. perforatum (300 mg/kg). Para avaliar o efeito protetor da vitexina 45 
na nefrotoxicidade induzida por diclofenaco, os camundongos foram tratados com 46 
vitexina (1, 3 ou 10 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administração de diclofenaco (200 47 
mg/kg, p.o.). Somente a dose de 10 mg/kg (i.p.) de vitexina inibiu o aumento nos 48 
níveis séricos de ureia e creatinina. A vitexin (10 mg/kg, i.p.) inibiu a proteinúria, 49 
depleção da capacidade antioxidante [redução dos níveis de GSH, do poder de 50 



 

 

reduzir o ferro (FRAP) e da capacidade de sequestrar o radical cátion ABTS˙+] e o 1 
aumento nos níveis de ânion superóxido e peroxidação lipídica no rim e sangue. A 2 
vitexin (10 mg/kg, i.p.) também inibiu o aumento de IL-1β, TNF-α, IL-6 e IFN-γ, 3 
ativação do fator nuclear-kappa B (NF-κB) e redução dos níveis de IL-10 no rim e 4 
sangue induzidos pelo diclofenaco. No estudo da quercetina em fibroblastos 5 
senescentes, observamos que fibroblastos de pacientes com FPI apresentam 6 
fenótipo senescente, i.e. replicação celular diminuída, expressão de β-galactosidase 7 
associada à senescência e expressão aumentada dos genes da p16 e p21. 8 
Fibroblastos controle e de pacientes com FPI (estável ou de progressão rápida) 9 
foram submetidas a passagens em série até a senescência de toda a cultura. Os 10 
fibroblastos senescentes de pacientes com FPI exibiram resistência à apoptose 11 
induzida por mediadores indutores de apoptose [ligante de Fas (FasL) e ligante 12 
indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL)], diminuição na 13 
expressão dos receptores do FasL (Fas) e do TRAIL (DR4 e DR5), da caveolina-1, 14 
bem como, aumento na ativação de AKT comparado aos de pacientes controle. O 15 
tratamento apenas com quercetina (50 ou 100 µM) não induziu apoptose em 16 
fibroblastos senescentes controle ou de FPI, no entanto restaurou a susceptibilidade 17 
à apoptose induzida por FasL e TRAIL. Além disso, a quercetina (50 µM) aumentou 18 
a expressão de Fas e caveolina-1, bem como diminuiu a ativação de AKT. Em 19 
conjunto os resultados deste trabalho demonstram o efeito protetor do extrato de H. 20 
perforatum e da vitexina na hepatotoxicidade e nefrotoxicidade induzidas pelo APAP 21 
e diclofenaco, respectivamente, e este efeito parece estar relacionado com a inibição 22 
da inflamação e estresse oxidativo. Além disso, demonstram que quercetina restaura 23 
a susceptibilidade à apoptose mediada pelo FasL e TRAIL em fibroblastos 24 
senescentes de pacientes com FPI e este efeito pode ser atribuído à regulação da 25 
expressão de caveolina-1 e Fas e modulação da ativação de AKT. Assim, este 26 
trabalho aponta a necessidade de mais estudos para investigar o potencial 27 
terapêutico do H. perforatum, da vitexina e quercetina nos modelos estudados e em 28 
outras condições que a inflamação, o estresse oxidativo e a perda da 29 
susceptibilidade à apoptose têm papel importante. 30 
 31 
Palavras-chave: Hypericum perforatum. Vitexina. Quercetina. Hepatoxicidade. 32 

Nefrotoxicidade. Inflamação. Estresse oxidativo. Fibrose pulmonar 33 
idiopática. Senescência. Apoptose. 34 
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 7 

ABSTRACT 8 
 9 
 10 

Although there are therapies currently available to treat numerous diseases in which 11 
the exacerbation of the inflammatory process or wound healing plays a central role, 12 
there is still a need for new therapeutic approaches. Therapies available are not 13 
effective in curing or stopping the progression of some diseases and conditions. In 14 
acetaminophen (N-acetyl-p-aminophenol; APAP)-induced hepatotoxicity, for 15 
example, there is only one treatment option, which is most effective when 16 
administered shortly after intoxication. After the onset of hepatocellular injury, 17 
efficacy is substantially decreased and the risk of acute liver failure is high. In cases 18 
of acute renal failure induced by drugs, for example diclofenac, specific and targeted 19 
therapies are still not available. Moreover, therapies currently used are controversial 20 
or directed at the management of the complications of renal failure. In idiopathic 21 
pulmonary fibrosis (IPF), the therapies that are approved to treat this disease are 22 
effective only at slowing the progression of the disease, but not halting its 23 
progression or reducing mortality. Studies show that the persistence of apoptosis 24 
resistant senescent fibroblasts within the fibrotic foci contributes to the progression of 25 
fibrosis. Therefore, therapies focused on the modulation of this phenotype may 26 
contribute to the currently used therapeutic approach and halt the progression of the 27 
disease. In this context, we assessed the effect of Hypericum perforatum (H. 28 
perforatum) extract and vitexin on the lethality, hepatic and renal injury, inflammation, 29 
and oxidative stress induced by APAP and diclofenac, respectively in male swiss 30 
mice. Additionally, we investigated whether quercetin could restore the susceptibility 31 
of senescent fibroblasts isolated from the lungs of patients with IPF (stable or rapidly 32 
progressing disease) to pro-apoptotic stimuli and the mechanisms involved. HPLC 33 
analysis demonstrated the presence of rutin, quercetin, hypericin, pseudohypericin, 34 
and hyperforin in H. perforatum extract. APAP (0.15, 0.5, 1.5, and 3.0 g/kg, per oral; 35 
p.o.) induced dose-dependent mortality. The sub-maximal lethal dose of APAP (1.5 36 
g/kg, per oral; p.o.) was chosen for the experiments in the study. Treatment with H. 37 
perforatum (30, 100, and 300mg/kg, intra-peritoneal; i.p.) 30 min before stimulus 38 
dose-dependently reduced APAP-induced lethality. APAP-induced increase in 39 
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) in the plasma 40 
and myeloperoxidase activity and IL-1β, TNF-α, and IFN-γ concentrations in the liver, 41 
as well as decreased reduced glutathione (GSH) concentrations and capacity to 42 
reduce 2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate radical cation; ABTS˙+) were 43 
inhibited by H. perforatum (300mg/kg) treatment. To assess the protective effect of 44 
vitexin in diclofenac-induced nephrotoxicity, mice were treated with vitexin (1, 3 or 10 45 
mg/kg, i.p.) 30 min before the administration of diclofenac (200 mg/kg, p.o.). Only the 46 
dose of 10 mg/kg (i.p.) of vitexin inhibited the increase in ureia and creatinine levels 47 
in the serum. Vitexin (10 mg/kg, i.p.) inhibited proteinuria, the depletion in antioxidant 48 
capacity [reduction in GSH levels, ferric-reducing antioxidant power (FRAP), and free 49 
radical scavenging ability (ABTS)], and increase in the levels of superoxide anion and 50 



 

 

lipid peroxidation in the kidney and blood. Vitexin (10 mg/kg, i.p.) also inhibited 1 
diclofenac-induced increase in IL-1β, TNF-α, IL-6 e IFN-γ levels, activation of nuclear 2 
factor-kappa B (NF-κB), the reduction in IL-10 levels in the kidney and blood. In the 3 
investigation using senescent lung fibroblasts, we observed that fibroblasts from 4 
patients with IPF exhibit senescent phenotype, i.e. decreased cell replication, 5 
senescence associated β-galactosidase expression, and increased p16 and p21 6 
gene expression. Control and IPF (stable or rapidly progressing disease) were 7 
submitted to serial passages until all fibroblasts became senescent. Senescent 8 
fibroblasts from patients with IPF exhibited resistance to apoptosis induced by pro- 9 
apoptotic mediators [Fas ligand (FasL) and tumor necrosis factor-related apoptosis 10 
inducing ligand (TRAIL)], decreased FasL (Fas) receptor, TRAIL receptors (DR4 and 11 
DR5), and caveolin-1 expression, as well as increased AKT activation compared to 12 
those from control patients. Treatment with quercetin alone (50 or 100 µM) did not 13 
induce apoptosis in control or FPI fibroblasts, however, it restored the susceptibility to 14 
apoptosis induced by FasL and TRAIL. In addition, quercetin (50 µM) increased the 15 
expression of Fas and caveolin-1, as well as decreased AKT activation. Collectively, 16 
these results demonstrate the protective effect of H. perforatum extract and vitexin on 17 
the lethality and hepatic and kidney injury induced by APAP and diclofenac, 18 
respectively. Moreover, this effect seems to be related to the inhibition of 19 
inflammation and oxidative stress. Additionally, the data demonstrates that quercetin 20 
can restore the susceptibility to apoptosis mediated by FasL and TRAIL in senescent 21 
fibroblasts from patients with IPF. The mechanisms involved in this effect are 22 
increased caveolin-1 and Fas expression and regulation of AKT activation. In 23 
conclusion, this study elucidates the need for further investigations on the therapeutic 24 
potential of H. perforatum, vitexin, and quercetin in the models studied and other 25 
conditions that inflammation, oxidative stress, and loss of susceptibility to apoptosis 26 
play an important role. 27 
 28 
Keywords: Hypericum perforatum. Vitexin. Quercetin. Hepatoxicity. Nephrotoxicity. 29 

Inflammation. Oxidative stress. Idiopathic pulmonary fibrosis. 30 
Senescence. Apoptosis. 31 
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 1	
  
1. INTRODUÇÃO  2	
  

 3	
  
A inflamação é uma resposta adaptativa desencadeada por estímulos nocivos, como 4	
  

infecção ou injúria tecidual. Embora a resposta inflamatória seja parte integrante dos 5	
  
mecanismos de defesa do hospedeiro, sua exacerbação pode causar danos aos tecidos (1). 6	
  
Uma resposta inflamatória bem sucedida resulta na eliminação do agente infeccioso ou 7	
  
lesivo, seguida de uma fase de resolução e reparo tecidual (1). Porém, a persistência ou 8	
  
exposição repetida a um agente nocivo não permite a resolução da inflamação, criando um 9	
  
ambiente pró-fibrogênico (2). Em conjunto, estas condições favorecem a desregulação do 10	
  
processo de reparo e desenvolvimento de doenças fibróticas (3, 4).  11	
  

Apesar de existirem terapias para tratar inúmeras doenças em que a exacerbação do 12	
  
processo inflamatório ou reparo tecidual têm papel central, ainda persiste a necessidade de 13	
  
buscar novas abordagens terapêuticas. Os tratamentos atuais ainda não são eficazes em 14	
  
curar ou parar a progressão de algumas doenças (5, 6). Além disso, muitos tratamentos 15	
  
apresentam  diversas reações adversas que dificultam o seu uso e adesão (7). Assim, cada 16	
  
vez mais tem aumentado o interesse em avaliar o potencial terapêutico de produtos naturais 17	
  
(extratos e compostos isolados). Neste trabalho foi avaliado o efeito do extrato de Hypericum 18	
  
perforatum (H. perforatum) e o flavonoide vitexina na lesão hepática e renal induzida pelo 19	
  
acetaminofeno e diclofenaco, respectivamente. Além disso, foi avaliado o efeito da 20	
  
quercetina em fibroblastos pulmonares senescentes de pacientes com fibrose pulmonar 21	
  
idiopática; sendo que neste estudo foi focado no efeito da quercetina na resistência à 22	
  
apoptose apresentada por fibroblastos, um aspecto essencial da progressão da fibrose na 23	
  
FPI.  24	
  

Considerando que estes estudos abordam aspectos diferentes da inflamação, a 25	
  
introdução desta tese foi subdividida em três seções. Em cada seção foi abordada a 26	
  
bibliografia relevante para os temas sob estudo. 27	
  
 28	
  
 29	
  
 30	
  

31	
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 1	
  
Artigo científico 1: “Hypericum perforatum reduces paracetamol-induced 2	
  
hepatotoxicity and lethality in mice by modulating inflammation and oxidative stress” 3	
  
 4	
  
1.1  Hepatotoxicidade por Acetaminofeno 5	
  

 6	
  
O acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol; APAP), também conhecido como 7	
  

paracetamol, é amplamente utilizado por seus efeitos analgésicos e antipiréticos. Apesar do 8	
  
APAP ser considerado um medicamento seguro em doses terapêuticas, i.e. doses ≤ 4 g/dia 9	
  
para adultos e 80 mg/kg para crianças, a ingestão de doses elevadas pode causar 10	
  
intoxicações potencialmente fatais (8, 9). Tentativas de suicídio são uma causa frequente da 11	
  
exposição aguda a doses altas deste medicamento. Além disso, a ingestão não intencional 12	
  
de doses altas do APAP devido ao uso concomitante de medicamentos que possuem o 13	
  
APAP em sua composição farmacêutica, por exemplo medicamentos para dores 14	
  
musculares, gripe, resfriados e enxaqueca, tem sido cada vez mais frequente (8, 10). 15	
  

A intoxicação por APAP pode acometer os rins, o fígado, coração e sistema nervoso 16	
  
central, no entanto a morte por intoxicação aguda da droga é secundária, principalmente, à 17	
  
disfunção hepática e falência hepática aguda (11), sendo estas caracterizadas pela necrose 18	
  
hepática centrolobular (12). Atualmente, a hepatotoxicidade por APAP é uma das causas 19	
  
mais comuns de falência hepática aguda em muitos países desenvolvidos (10, 13). Apesar 20	
  
de ainda não existirem dados precisos das principais causas de falência hepática aguda no 21	
  
Brasil, estudos demonstram que o número de casos de intoxicação por APAP vem 22	
  
aumentando nos últimos anos (14, 15). De acordo com o Centro de Informação Toxicológica 23	
  
(CIT) do Rio Grande do Sul, nos últimos anos, os analgésicos/antipiréticos têm sido uma das 24	
  
principais classes de agentes envolvidas nas exposições a agentes tóxicos, sendo que, 25	
  
dentre os medicamentos desta classe, o APAP foi responsável por mais de 60% dos casos 26	
  
(15). Em Santa Catarina (CIT/SC), a intoxicação por APAP correspondeu a 6,5% dos casos 27	
  
atendidos no período de 2003 a 2010 e 55% dos casos de intoxicação por 28	
  
analgésicos/antipiréticos (16). Assim, é possível que a falência hepática aguda decorrente da 29	
  
hepatotoxicidade por APAP também seja elevado no Brasil.  30	
  

O passo inicial para a lesão hepática é a metabolização do APAP e a formação do 31	
  
metabólito altamente reativo, N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) (12). Em doses 32	
  
terapêuticas, mais de 90% do APAP sofre glicuronidação ou sulfatação e é eliminado pela 33	
  
via renal ou biliar. Apenas uma porcentagem pequena é metabolizada pelo citocromo P450 34	
  
(CYP), principalmente pelo citocromo 2E1 (CYP2E1), produzindo a NAPQI (17). Este 35	
  
metabólito é quase que imediatamente detoxificado pela conjugação com a glutationa 36	
  
reduzida (GSH) hepática. No entanto, na intoxicação por APAP, há saturação das vias de 37	
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glicuronidação e sulfatação, resultando em excesso de formação de NAPQI, que, por sua 1	
  
vez, depleta os níveis de GSH (18). Assim, a NAPQI se torna disponível para ligar-se com 2	
  
proteínas celulares (19), principalmente proteínas mitocondriais (20) (Figura 1).  3	
  

A ligação covalente do NAPQI com proteínas da mitocôndria não é diretamente 4	
  
responsável pela morte celular. Eventos celulares subsequentes são responsáveis pela 5	
  
injúria e morte hepatocelular (20, 21). A ligação do NAPQI com proteínas da mitocôndria 6	
  
inibe a cadeia respiratória e desencadeia a formação de peroxinitrito e o estresse oxidativo 7	
  
(22, 23). O estresse oxidativo mitocondrial ativa a quinase c-jun-N-terminal (JNK) 1/2 via 8	
  
diferentes MAP quinases redox-sensíveis (24, 25). A subsequente translocação da JNK 9	
  
fosforilada para a mitocôndria amplifica o estresse oxidativo, o que resulta na abertura dos 10	
  
poros de transição de permeabilidade mitocondrial e no colapso do potencial de membrana 11	
  
(26). Além disso, a formação de poros na membrana da mitocôndria permite a translocação 12	
  
de proteínas mitocondriais como o citocromo c, fator indutor de apoptose e a endonuclease 13	
  
G para o núcleo que, por sua vez, causam a fragmentação do DNA (27, 28) (Figura 1).   14	
  
 15	
  

 16	
  
Fonte: Adaptado de Jaeschke et al. (2012) (20). 17	
  
 18	
  
Figura 1. Fases da hepatotoxicidade induzida pelo o acetaminofeno (APAP). Após a 19	
  
ingestão de dose elevada de APAP, o APAP é transformado em seu metabolito reativo N- 20	
  
acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI) pelo citocromo P450 (CYP450) (citocromo 2E1). O 21	
  
excesso de NAPQI formado esgota a reserve hepática de glutationa (GSH) e favorece a 22	
  
ligação covalente do NAPQI com proteínas da mitocôndria. Essa ligação inibe a cadeia 23	
  
respiratória e desencadeia a formação de peroxinitrito e o estresse oxidativo, iniciando o 24	
  
processo de injúria. Na fase de amplificação, estas alterações mitocondriais resultam na 25	
  
ativação de c-jun-N-quinase terminal (JNK) 1/2, seguido da abertura dos poros de transição 26	
  
de permeabilidade mitocondrial e translocação de proteínas mitocondriais, tais como fator 27	
  
indutor da apoptose e endonuclease G, para o núcleo, produzindo a fragmentação do DNA e 28	
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necrose celular. Os componentes celulares liberados durante a necrose, incluindo 1	
  
fragmentos de DNA nuclear, peptídeos e a proteína de alta mobilidade box 1 (HMGB1), 2	
  
podem atuar como padrões moleculares associados a dano (DAMPs) e ativar células 3	
  
endoteliais e do sistema imune, por exemplo células de Kupffer (macrófagos residentes do 4	
  
fígado) e neutrófilos, amplificando a injúria hepática.  5	
  
[Amplification and injury phase: fase da amplificação e injúria; APAP: acetaminofeno; Cyt 6	
  
P450: citocromo P450; DAMPS: padrões moleculares associados a danos; DNA 7	
  
fragmentation: fragmentação do DNA; GSH: glutationa reduzida; GSH depletion: depleção de 8	
  
GSH; hepatocytes: hepatócitos; initiation phase: fase inicial; Kupffer cell: célula de Kupffer; 9	
  
mitochondrial oxidative stress & dysfunction: estresse oxidativo e disfunção mitocondrial; 10	
  
mitochondrial permeability transition: transição de permeabilidade mitocondrial; NAPQI: N- 11	
  
acetil-p-benzoquinona-imina; NAPQI-GSH adduct: aduto NAPQI-GSH; NAPQI-protein 12	
  
adduct: aduto de proteína-NAPQI; necrotic hepatocytes: hepatócitos necróticos; sinusoidal 13	
  
endothelial cell: célula endotelial sinusoidal; space of disse: espaço de disse; stellate cells: 14	
  
células de Ito; translocation of mitochondrial factors: translocação de proteínas da 15	
  
mitocôndria]. 16	
  
 17	
  
 18	
  
1.2 Amplificação da Lesão Hepática Induzida pelo APAP 19	
  

 20	
  
Apesar da necrose celular possuir papel central na hepatotoxicidade por APAP, esta 21	
  

é autolimitada e não explica a extensão da necrose hepática comumente observada. 22	
  
Estudos mostram que os componentes celulares liberados por células necróticas podem 23	
  
atuar como padrões moleculares associados a dano (DAMPs) e ativar células endoteliais e 24	
  
do sistema imune (por exemplo, células de Kupffer (macrófagos residentes do fígado) e 25	
  
neutrófilos) (29) (Figura 1). Quando ativadas, estas células são fonte de mediadores 26	
  
inflamatórios como citocinas, espécies reativas e enzimas lisossomais que em conjunto 27	
  
sustentam o processo inflamatório e estresse oxidativo (30-32). Estudos têm demonstrado 28	
  
que  a inflamação e o estresse oxidativo desempenham papel importante na amplificação da 29	
  
lesão hepática por APAP (31, 33-35). Nesse contexto, nesta próxima sessão foram 30	
  
abordados os mecanismos secundários à necrose celular que são importantes para a 31	
  
amplificação da lesão hepática induzida pelo APAP. 32	
  
 33	
  
 34	
  
1.2.1 Participação dos neutrófilos na amplificação da lesão hepática induzida pelo APAP 35	
  
 36	
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Há evidências de que a interação entre as células parenquimais e não parenquimais 1	
  
possui papel importante na amplificação da hepatoxicidade por APAP. Os neutrófilos são as 2	
  
primeiras células imunes a responder à necrose celular durante a hepatotoxicidade por 3	
  
APAP (35). DAMPS (por exemplo HMGB1, proteínas S-100, proteínas do choque térmico, 4	
  
entre outros) e citocinas liberados durante a lesão e necrose recrutam neutrófilos para a 5	
  
vasculatura e tecido hepático (29, 35). Apesar da presença de neutrófilos no local da lesão 6	
  
ser essencial para a eliminação de restos celulares e retorno à homeostase, o seu 7	
  
recrutamento pode agravar a inflamação e lesão hepática induzida pelo APAP (35-37). 8	
  
Neutrófilos ativados são fonte de proteases e espécies reativas e o seu extravasamento dos 9	
  
sinusóides e aderência aos hepatócitos (38) permite que oxidantes como o peróxido de 10	
  
hidrogênio e ácido hipocloroso induzam a morte a morte de hepatócitos e (35, 39, 40). 11	
  
 12	
  
 13	
  
1.2.2 Participação de citocinas na amplificação da lesão hepática induzida pelo APAP 14	
  

 15	
  
A hepatotoxicidade por APAP é acompanhada do aumento nos níveis séricos e 16	
  

hepáticos de citocinas inflamatórias como a interleucina (IL)-1α, IL-1β, fator de necrose 17	
  
tumoral (TNF)-α, IL-6, entre outras (31, 41). No fígado, as citocinas são produzidas 18	
  
principalmente pelas células de Kupffer e são potentes propagadores da hepatotoxicidade 19	
  
induzida pelo APAP (42). As citocinas podem ativar outras células não-parenquimais, e 20	
  
sustentar a inflamação (33, 37). A IL-1β e o TNF-α, por exemplo, ativam e recrutam 21	
  
neutrófilos para vasculatura e tecido hepático (33, 41). O TNF-α também estimula a 22	
  
produção de outras citocinas e liberação de espécies reativas de oxigênio (EROs) por 23	
  
células de Kupffer e neutrófilos infiltrados (43). Além disso, o TNF-α por si só é capaz de 24	
  
gerar efeitos citotóxicos e induzir apoptose e necrose (44). Corroborando o papel destas 25	
  
citocinas na amplificação das lesões secundárias ao APAP, a neutralização da IL-1β e o 26	
  
TNF-α com anticorpos específicos reduz a lesão do fígado e outras manifestações da 27	
  
intoxicação por APAP (33). 28	
  

O aumento de interferon gama (IFN-γ) também está associado às lesões hepáticas 29	
  
induzidas pelo APAP. Foi demonstrado que o IFN-γ possui papel importante no recrutamento 30	
  
de leucócitos e aumento da expressão de outras citocinas, como a IL-1α, IL-1β, IL-6 e o 31	
  
TNF-α, quimiocinas (por exemplo, proteína quimioatraente de monócito-1 e proteínas 32	
  
inflamatórias de macrófagos-1α e -2), moléculas de adesão (molécula de adesão 33	
  
intercelular-1 e molécula de adesão celular-vascular-1)  e óxido nítrico sintase induzível 34	
  
(iNOS) na hepatoxicidade por APAP; e uso de anticorpos anti-IFN-γ reduz a inflamação, 35	
  
necrose hepática, bem como a letalidade induzida pelo APAP (45). Em conjunto, estes 36	
  
estudos elucidam o papel central das citocinas na lesão hepática induzida pelo APAP. 37	
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 1	
  
1.2.3 Participação do estresse oxidativo na amplificação da lesão hepática induzida pelo 2	
  
APAP 3	
  
 4	
  

O estresse oxidativo é outro mecanismo implicado na propagação da lesão hepática 5	
  
induzida pelo APAP (46). O estresse oxidativo pode resultar do excesso de produção de 6	
  
espécies reativas ou da depleção das defesas antioxidantes; e na hepatotoxicidade por 7	
  
APAP ambos são observados (47, 48).  8	
  

Após a exposição a doses tóxicas do APAP, aumento nos níveis hepáticos de EROs 9	
  
e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) é rapidamente detectado. Este aumento está 10	
  
atribuído a diversas fontes, leucócitos ativados (neutrófilos e células de Kupffer) (37, 49, 50), 11	
  
mitocôndrias disfuncionais e até mesmo o CYP450 durante a formação da NAPQI (51).  12	
  

As espécies reativas podem iniciar a peroxidação de membranas fosfolipídicas, 13	
  
oxidação de proteínas e alterações no DNA. Nesse sentido, estas são consideradas 14	
  
potentes mediadores da lesão tecidual (46). O aumento nos níveis do NO, por exemplo, se 15	
  
correlaciona positivamente com os níveis do marcador de lesão hepática alanina 16	
  
aminotransferase (ALT) (32). Além disso, o peroxinitrito, um produto da reação entre o ânion 17	
  
superóxido e NO, é um potente agente oxidante capaz de promover a nitração de resíduos 18	
  
de tirosina em proteínas e o aumento dos seus níveis se correlaciona com a toxicidade 19	
  
induzida pelo  APAP (34). 20	
  

Em condições normais, as espécies reativas como o peróxido de hidrogênio, 21	
  
peroxinitrito e ácido hipocloroso são detoxificados pela GSH/GSH peroxidase (52), no 22	
  
entanto, na hepatotoxicidade por APAP este importante mecanismo de defesa encontra-se 23	
  
comprometido (34). Além da GSH, a atividade de outros antioxidantes como a superóxido 24	
  
dismutase, catalase, GSH peroxidase e GSH redutase também está diminuída após 25	
  
administração de APAP (53). Os antioxidantes são essenciais para a detoxificação de 26	
  
espécies reativas e manutenção da homeostase redox (54), assim, a depleção dos 27	
  
antioxidantes hepáticos contribui significativamente para o acúmulo de espécies reativas e 28	
  
estresse oxidativo observado na hepatotoxicidade por APAP (46).  29	
  

Além da ação direta nos danos teciduais, o estresse oxidativo também pode 30	
  
amplificar a lesão hepática de maneira indireta, por exemplo pela produção de citocinas (55). 31	
  
Diversos fatores de transcrição sensíveis às espécies reativas podem induzir a transcrição 32	
  
de genes de citocinas como a IL-1, IL-6, TNF-α e moléculas de adesão. O fator nuclear- 33	
  
kappa B (NF-κB) é um dos fatores de transcrição mais importantes que respondem 34	
  
diretamente ao estresse oxidativo. As espécies reativas podem regular a atividade de 35	
  
quinases responsáveis pela ativação da via de sinalização do NF-κB. Vários antioxidantes 36	
  
capazes de detoxificar as espécies reativas podem inibir a ativação do NF-κB, sugerindo que 37	
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as espécies reativas possuem papel central nesta via de sinalização (55, 56). Além disso, 1	
  
existe evidência que citocinas como o TNF-α e IL-1β podem ativar nicotinamida adenina 2	
  
dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase e induzir a produção de EROs e estas, por sua vez,  3	
  
induzirem a ativação de NF-κB e, assim, aumentar a produção de citocinas (57). Assim, as 4	
  
citocinas também têm papel importante na manutenção do próprio estresse oxidativo. 5	
  

 6	
  
 7	
  
1.3 Abordagens Terapêuticas para a Hepatotoxicidade Induzida pelo APAP  8	
  

 9	
  
Atualmente, único antídoto clinicamente aprovado para a toxicidade induzida por 10	
  

APAP é a N-acetilcisteína (NAC). A NAC é um precursor para a síntese de GSH e atua 11	
  
aumentando a eliminação do metabólito reativo NAPQI durante a fase de metabolismo (58). 12	
  
O seu uso é mais eficaz dentro de 8 horas da sobredosagem. Embora a NAC seja benéfica 13	
  
mesmo após 24 horas, a eficácia é substancialmente diminuída e o risco de insuficiência 14	
  
hepática aguda é alto (6, 58). Desta forma, tratamentos que modulem os mecanismos 15	
  
responsáveis pela propagação da lesão hepática iniciada pelo APAP poderiam contribuir 16	
  
com terapias  existentes. 17	
  
 18	
  
 19	
  
1.3.1 Hypericum perforatum (H. perforatum) 20	
  
 21	
  

O Hypericum perforatum L. (Hypericaceae), popularmente conhecido como Erva de 22	
  
São João, é uma planta herbácea perene amplamente utilizada na medicina popular e 23	
  
fitoterápica (Figura 2) (59). Os extratos das partes aéreas da planta contêm 6 grandes 24	
  
grupos: naftodiantronas, floroglucinóis, flavonoides, biflavonas, fenilpropanos e 25	
  
proantocianidinas e cada um possui seus compostos específicos, que são responsáveis 26	
  
pelos inúmeros efeitos biológicos descritos (Tabela 1) (60).  27	
  

 28	
  
 29	
  
 30	
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 1	
  
 2	
  
 3	
  

Fonte: Karioti e Bilia, 2010  (61). 4	
  

 5	
  

Figura 2. Hypericum perforatum L. 6	
  

 7	
  

 8	
  

Tabela 1. Principais grupos e respectivas compostos encontrados no extrato de Hypericum 9	
  
perforatum e algumas de suas atividades biológicas 10	
  
 11	
  

     Grupos Compostos Atividades Biológicas 
Naftodiantronas Hipericina  

 
 
 
Pseudo-hipericina (62) 
 

Inibição da liberação de ácido 
araquidônico, leucotrieno B4 e 
NO e IL-1α) de leucócitos (63) 
 
Inibição da produção de 
prostaglandinas E2, NO e 
citocinas  (IL-1β, TNF-α e IL-6) 
em macrófagos (64) 
 

Floroglucinóis Hiperforina  
 
 
 
 
Adhiperforina (60) 
 

Inibição da produção de 
prostaglandina E2 em 
macrófagos (64) e da atividade 
da 5-lipoxigenase (65) 
 
Redução de edema (66) 
 

   
Flavonoides Kaempferol,  

 
 

Aumenta a atividade de 
glutationa e das enzimas 
glutationa peroxidase e redutase 
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Luteolina  
 
 
 
 
Miricetina 
 
 
 
 
 
 
Quercetina  
 
 
 
 
Hiperosídeo  
 
 
 
 
 
 
Rutina 
 
 
 
 
 
 
Quercitrina   
 
 
 
Isoquercitrina (60, 67, 68) 
 

e superóxido dismutase (69) e 
produção de  TNF-α e IL-6 e 
ativação de NF-κB (70) 
 
Inibição da expressão de TNF-α,  
IL-1β, IL-6, dos receptors toll like 
2 e 4, metalloproteinase-2 e -9 e 
atividade de NF-κB (71) 
 
Inibição da expressão de  TNF-
α,  IL-1β, IL-6, ativação de NF-
κB e produção de EROs e 
aumento da expressão de  
glutationa peroxidase e 
superóxido dismutase (72) 
 
Inibição da produção de 
prostaglandinas E2, NO e 
citocinas  (IL-1β, TNF-α e IL-6) e 
macrófagos (64) 
 
Efeito ‘scavanger’ de EROs e 
aumento da atividade de 
enzimas antioxidants (73) e 
inibição da produção de TNF-α, 
IL-6 e NO e ativação de NF-κB 
(74) 
 
Inibição do recrutamento de 
neutrófilos (75) e da produção 
de NO e TNF-α, da atividade da 
mieloperoxidase (MPO) em 
neutrófilos (76)  
 
Inibiçao da atividade da MPO, e 
peroxidação lipídica (77, 78) e 
produção de TNF-α, IL-6 e 
EROs  
 
Inibição da produção de  TNF-α, 
IL-1β e IL-6, expressão de iNOS 
e da vias de NF-κB e MAP 
quinase (79) 
 

Biflavonas 3’,8’’-biapigenina  
 
Amentoflavona  
 
 
 
 
6’,8’’-diquercetina (80, 81) 

Não conhecidas 
 
Inibição da produção de 
prostaglandinas E2, NO e citocinas  
(IL-1β, TNF-α e IL-6) e macrófagos 
(64) 
 
Não conhecidas 
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 1	
  
 2	
  

 3	
  
 4	
  
 5	
  
 6	
  
 7	
  
 8	
  
 9	
  

 10	
  
 11	
  
Atualmente, o H. perforatum é uma das plantas medicinais mais consumidas 12	
  

mundialmente por seus efeitos antidepressivos e antissépticos (84), porém o seu potente 13	
  
efeito anti-inflamatório também é relevante. O extrato de H. perforatum inibe o recrutamento 14	
  
e ativação de leucócitos, principalmente neutrófilos, in vivo (85). Este efeito pode ser 15	
  
atribuído à atividade inibitória do extrato na expressão de moléculas de adesão e produção 16	
  
das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 (74, 85, 86). Além disso, a hiperforina 17	
  
(65), bem como extrato hidroalcoólico de H. perforatum (87), inibe a 5-lipoxigenase, uma 18	
  
enzima com papel importante na letalidade e hepatotoxicidade induzidas pelo APAP (88).  19	
  

Além do efeito anti-inflamatório direto, o extrato de H. perforatum também modula a 20	
  
resposta inflamatória pela sua ação antioxidante (89). O extrato de H. perforatum possui 21	
  
atividade ‘scavenger’ de espécies reativas (90) e a inibição de espécies reativas como EROs 22	
  
previne a infiltração de neutrófilos para o sítio de inflamação (91, 92). A capacidade do 23	
  
extrato de H. Perforatum de neutralizar radicais livres está diretamente relacionada à 24	
  
presença de flavonoides (93, 94), que são conhecidos por seus efeitos antioxidantes (95). 25	
  
Além da atividade anti-inflamatória atribuída ao seu efeito antioxidante, o H. perforatum 26	
  
também protege os tecidos contra danos oxidativos. Em modelo de isquemia e reperfusão 27	
  
do tecido intestinal, o H. perforatum inibiu a peroxidação lipídica, oxidação do DNA e danos 28	
  
secundários ao estresse nitrosativo (expressão de nitrotirosina nos tecidos) (89). Achados 29	
  
semelhantes foram reportados em outros modelos experimentais (96).  30	
  
 Considerando o potencial anti-inflamatório e antioxidante do H. perforatum, o seu 31	
  
extrato apresenta-se como um tratamento interessante para inibir os mecanismos que 32	
  
amplificam a lesão hepática iniciada pelo APAP. 33	
  
 34	
  
 35	
  
 36	
  

  

 
Fenilpropanos 

 
Ácido clorogênico (60) 
 
 

 
Inibição da produção de 
prostaglandinas E2, NO e citocinas  
(IL-1β, TNF-α e IL-6) e macrófagos 
(64) 

 
 
Proantocianidinas 
 

 
 
Procianidinas (82) 
 

 
 
Inibição da ativação de NF-κB 
e produção de EROs (83) 
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Artigo científico 2: “Vitexin inhibits diclofenac-induced acute kidney injury by 1	
  
targeting NF-κB activation, inflammatory cytokines, and oxidative stress in mice” 2	
  

1.4 Lesão Renal Induzida por Anti-inflamatórios Não-Esteroides (AINES) e Diclofenaco 3	
  

Os anti-inflamatórios não-esteroides (AINES) são uma das classes de medicamentos 4	
  
mais utilizados mundialmente por seus efeitos anti-inflamatórias, analgésicas e antipiréticas 5	
  
(97, 98). O efeito terapêutico dos AINES está relacionado, principalmente, à inibição da ciclo- 6	
  
oxigenase-1 (COX-1) e -2 (COX-2), que modulam a síntese dos mediadores da inflamação 7	
  
prostaglandinas (PGs) e tromboxano (98). A COX-1 é a forma constitutiva da COX, 8	
  
encontrada em plaquetas, células endoteliais, estômago e rins, onde está envolvida na 9	
  
produção de prostaglandinas responsáveis pela proteção da parede do estômago (PGE2), 10	
  
agregação plaquetária (tromboxano A2) e manutenção da função renal (PGI2) (99). Por outro 11	
  
lado, a COX-2 é a forma induzida da COX e é expressa em locais de inflamação e infecção. 12	
  
Porém, estudos demonstram que a COX-2 também pode ser encontrada no cérebro, rim e 13	
  
intestino, mesmo na ausência da inflamação, e sua expressão está relacionada à 14	
  
homeostase destes tecidos (99, 100). Nesse sentido, a inibição da COX-1 e/ou COX-2 por 15	
  
AINES é responsável pelos inúmeros efeitos adversos dos AINES (98, 101).   16	
  
 O diclofenaco é o AINE mais frequentemente prescrito para o tratamento de 17	
  
inúmeras condições dolorosas, como cólicas renais, gota aguda, dismenorreia, enxaqueca e 18	
  
febre e doenças osteomusculares, articulares, periarticulares e do tecido mole (98, 102-104). 19	
  
Assim como os demais AINES, o seu uso está relacionado à toxicidade e efeitos adversos 20	
  
gastrointestinais, do sistema nervosos central, hematológicos e hepáticos (105, 106). Além 21	
  
disso, o uso do diclofenaco está relacionado a efeitos adversos renais. Estudos demonstram 22	
  
que o diclofenaco pode causar toxicidade e alterações transitórias, como redução da função 23	
  
renal, proteinúria e aumento de ureia e creatinina no sangue. Porém, o diclofenaco também 24	
  
pode causar alterações renais mais graves, como a nefrite intersticial, síndrome nefrótica e 25	
  
insuficiência renal aguda (107-110). Estudos reportam que pacientes fazendo o uso do 26	
  
diclofenaco apresentam aumento de 77% no risco de desenvolver a lesão renal aguda (111) 27	
  
e o manejo inadequado deste quadro pode acelerar o desenvolvimento da insuficiência renal 28	
  
crônica. Um único episódio de lesão renal aguda aumenta em 1,9 vezes o risco de 29	
  
desenvolvimento da insuficiência renal crônica, quando comparado com pacientes que não 30	
  
apresentaram um episódio de lesão renal (112). Assim, fica evidente a relevância e o 31	
  
impacto da toxicidade e efeitos adversos renais do diclofenaco na saúde pública (111, 113). 32	
  

 33	
  

 34	
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1.5 Mecanismos Envolvidos na Lesão Renal Aguda Induzida pelo Diclofenaco 1	
  

As duas principais causas de insuficiência renal aguda induzida pelo diclofenaco e 2	
  
outros AINES são a redução da perfusão renal (causa pré-renal) e lesão do parênquima 3	
  
renal (causa renal ou intrínseca) e ambas estão associadas à redução dos níveis de PGs 4	
  
(111, 114). As PGs, especificamente a PGE2 e a PGI2, são responsáveis pela manutenção 5	
  
da perfusão renal e taxa de filtração glomerular (115); e a inibição da síntese destas 6	
  
moléculas pode causar alterações da função renal, a diminuição da pressão hidrostática 7	
  
glomerular e, consequentemente, disfunção renal (106, 114).     8	
  
  Outro fator que parece estar diretamente relacionado à nefroxicidade e lesão 9	
  
renal induzida pelo diclofenaco, é o seu acúmulo nos rins (116). Quando comparado a outros 10	
  
órgãos, as concentrações do diclofenaco e seus resíduos encontram-se significativamente 11	
  
elevadas (116). Diferentes mecanismos de lesão renal induzida pelo diclofenaco foram 12	
  
demonstrados em estudos in vitro e in vivo. Ng et al. (2006) demonstraram que a disfunção 13	
  
mitocondrial é um evento inicial da lesão renal induzida pelo diclofenaco (107). O diclofenaco 14	
  
reduz a produção de NADPH e, consequentemente, a síntese de ATP na mitocôndria (107, 15	
  
117). Além disso, o diclofenaco aumenta os níveis de EROs e peroxidação lipídica, o que 16	
  
resulta em fragmentação do DNA e apoptose das células renais (108). Corroborando o papel 17	
  
do estresse oxidativo na lesão renal, o estímulo com dose tóxica de diclofenaco induz 18	
  
depleção das defesas antioxidantes e o tratamento com moléculas antioxidantes inibem a 19	
  
apoptose e lesão renal (118).         20	
  
 Além do estresse oxidativo, a inflamação também possui papel importante nas lesões 21	
  
renais e na nefrotoxicidade induzida pelo diclofenaco (118, 119). A intoxicação com 22	
  
diclofenaco induz a produção das citocinas inflamatórias IL-1β, IL-6, IFN-γ e TNF-α no rim de 23	
  
camundongos (118). Estudos demonstram que as citocinas podem mediar a iniciação e 24	
  
propagação da inflamação no rim (120). A IL-6, por exemplo, ativa a resposta inflamatória na 25	
  
nefrotoxicidade e lesão renal induzida pela isquemia (121, 122). Por outro lado, o TNF-α 26	
  
medeia a apoptose e lesão tecidual (123). Na lesão renal aguda induzida por cisplatina ou 27	
  
endotoxina, a inibição da produção ou ação do TNF-α protege o rim contra a nefrotoxicidade. 28	
  
Além disso, níveis mais elevados de citocinas no sangue está relacionado ao risco 29	
  
aumentado de morte em pacientes diagnosticados com insuficiência renal aguda (124).  30	
  
 Na última década, estudos têm demonstrando o papel do fator de transcrição NF-κB 31	
  
na fisiopatologia das lesões renais. Na nefropatia diabética e doença glomerular em 32	
  
humanos (125-127) e lesão renal aguda induzida pelo diclofenaco ou ácido fólico em 33	
  
camundongos (118, 128), o aumento da ativação de NF-κB é observada. Corroborando o 34	
  
papel da ativação do NF-κB na lesão renal induzida pelo diclofenaco, o tratamento com a 35	
  
vinpocetina [um inibidor da IKK (IκB kinase)] [19] ou PDTC (pirrolidina ditiocarbamato de 36	
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amônio, uma molécula inibidora do NF-κB) [Borghi et al. em preparação] reduz a lesão renal, 1	
  
bem como o estresse oxidativo, produção de citocinas e ativação de NF-κB renal induzidos 2	
  
pelo diclofenaco. 3	
  

 4	
  

1.6 Abordagens Terapêuticas para a Toxicidade e Lesão Renal Induzidas por 5	
  
Medicamentos 6	
  

 7	
  
Atualmente não existe uma terapia específica preconizada para o tratamento da 8	
  

toxicidade e lesão renal induzidas por medicamentos. Em sua maioria, as terapias são 9	
  
direcionadas ao tratamento das complicações decorrentes do comprometimento da função 10	
  
renal e têm como objetivo a recuperação da mesma (101). No passado, o efeito do 11	
  
tratamento com corticoides na recuperação da função renal decorrente da lesão renal aguda 12	
  
induzida por medicamentos já foi investigada. Apesar de alguns estudos terem observado 13	
  
que a terapia com o corticoide acelera e promove a recuperação completa da função renal 14	
  
(129-131), outros não confirmaram estes resultados (132-134). Nesse sentido, o uso do 15	
  
corticoide para o tratamento da lesão renal induzida por medicamentos ainda é controverso. 16	
  
Assim, fica evidente a necessidade de estudos buscado abordagens terapêuticas para a 17	
  
toxicidade e lesão renal induzidas por medicamentos, principalmente o diclofenaco, que é 18	
  
um dos medicamentos mais utilizados mundialmente. 19	
  

 20	
  
1.6.1 Vitexina 21	
  
 22	
  

A vitexina (apigenina-8-C-D-glucopiranosideo) é um flavonoide encontrado em plantas 23	
  
medicinais e consumidas na dieta (95), como Vigna radiata L. (Broto de feijão mungo) (135), 24	
  
Crataegus spp. (Biancospino, espinheira branca ou Crataegus) (136), Passiflora spp. (Flor 25	
  
do maracujá) (137), Mimosa pudica L. (138) e Phyllostachys nigra. A vitexina possui diversos 26	
  
efeitos biológicos (139-141), dentre eles, o seu efeito antioxidante se destaca. Estudos in 27	
  
vitro demonstram que a vitexina possui um IC50 de 84 µg/mL e 16 µg/mL para capacidade de 28	
  
sequestrar o radical DPPH (142) e ABTS (143), respectivamente. Além disso, a vitexina 29	
  
também possui a capacidade de sequestrar o ânion superóxido (142, 144) e reduzir a 30	
  
peroxidação lipídica induzida pelo Fe(II) ( IC50 de 2313 µM) (145). In vivo, a vitexina aumenta 31	
  
a expressão de enzimas antioxidantes e capacidade antioxidante total em tecidos como o 32	
  
fígado, rim e a pele, bem como inibe o dano oxidativo (peroxidação lipídica) (141, 146, 147). 33	
  
O seu efeito inibitório no estresse oxidativo confere proteção na lesão induzida por isquemia 34	
  
e reperfusão no miocárdio e cardiotoxicidade induzida pela doxirubicina em ratos e reduz a 35	
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dor inflamatória em camundongos (141, 148).  1	
  
Além do seu potente efeito antioxidante, a vitexina também modula a inflamação (139, 2	
  

149). O efeito anti-inflamatório da vitexina parece estar relacionado principalmente à 3	
  
modulação da produção de citocinas. Em macrófagos RAW 264.7 estimulados com 4	
  
lipopolissacarídeo (LPS), a vitexina inibe a produção de IL-1β, NO, PGE2, bem como 5	
  
aumenta a IL-10 (150). In vivo, a vitexina inibe da produção de TNF-α , IL-1β , IL-6 e IL-33 6	
  
induzida pela carragenina e este efeito contribui para a redução da dor inflamatória induzido 7	
  
por este estímulo em camundongos (147).  8	
  

Considerando o efeito antioxidante e anti-inflamatório da vitexina, esta apresenta-se 9	
  
como uma droga candidata interessante para o tratamento da nefrotoxicidade induzida por 10	
  
medicamentos como o diclofenaco.  11	
  
 12	
  
 13	
  
Artigo 3: “Quercetin Enhances Ligand-Induced Apoptosis in Senescent Idiopathic 14	
  
Pulmonary Fibrosis Fibroblasts” 15	
  
 16	
  
 17	
  
1.7 Fibrose  18	
  

Durante o processo inflamatório, a injúria tecidual também inicia uma série de eventos 19	
  
para reparar a integridade estrutural e funcional do tecido danificado (151). O processo de 20	
  
reparo tipicamente envolve duas fases distintas, a regeneração, na qual as células lesadas 21	
  
são substituídas pelo mesmo tipo celular, e a cicatrização, também conhecida como 22	
  
fibroplasia ou fibrose, na qual ocorre deposição de elementos da matriz extracelular (MEC) e 23	
  
substituição do tecido parenquimatoso por tecido conjuntivo (151). 24	
  

Embora a cicatrização seja essencial para a manutenção da integridade funcional dos 25	
  
órgãos e sistemas, a exposição crônica a um agente lesivo pode desregular o processo de 26	
  
reparo. Apesar de possuir manifestações etiológicas e clínicas distintas, a maioria das 27	
  
doenças fibróticas crônicas têm em comum a persistência do dano tecidual e a desregulação 28	
  
do processo de reparo (4, 152, 153).        29	
  
 O contínuo estímulo lesivo sustenta a produção de fatores de crescimento, enzimas 30	
  
proteolíticas, fatores angiogênicos e citocinas fibrogênicas, que estimulam a deposição 31	
  
exagerada de elementos do tecido conjuntivo e remodelam e destroem a arquitetura do 32	
  
tecido (151, 154). Em algumas doenças, por exemplo a fibrose pulmonar idiopática, cirrose 33	
  
hepática e fibrose cardiovascular, a remodelação extensa de tecidos e fibrose podem levar à 34	
  
falência de órgãos e morte (4, 153, 155). 35	
  

 36	
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 1	
  
1.8 Fibrose Pulmonar Idiopática (FPI) 2	
  

 3	
  
A fibrose pulmonar idiopática (FPI) é a forma mais comum e letal de pneumonia 4	
  

intersticial idiopática. Esta doença acomete principalmente pessoas na sexta e sétima 5	
  
décadas de vida e do sexo masculino (156, 157). A sobrevida média após o diagnóstico é de 6	
  
3-5 anos e a progressão clínica da doença é imprevisível, variando de um declínio lento 7	
  
durante vários anos (FPI estável) para uma deterioração rápida (FPI de progressão rápida) e 8	
  
morte em alguns meses (158, 159). Os fatores desencadeadores da doença ainda são 9	
  
desconhecidos, mas o fumo, a exposição ambiental e ocupacional, infecções virais, refluxo 10	
  
ácido gástrico e predisposição genética têm sido relatados como fatores de risco para FPI 11	
  
(160-162). 12	
  

A patologia da FPI é caracterizada por repetidas micro lesões às células epiteliais 13	
  
alveolares e mecanismo de reparo desregulado, deposição excessiva de MEC, perda da 14	
  
arquitetura parenquimatosa e comprometimento dos alvéolos e da função pulmonar (155, 15	
  
163, 164). Na FPI, os fibroblastos exibem proliferação desregulada e diferenciam-se em 16	
  
miofibroblastos, os quais produzem componentes da MEC excessivamente e conferem 17	
  
rigidez ao tecido. O acúmulo destas células forma focos fibroblásticos, que são o local de 18	
  
remodelação tecidual ativa (165). 19	
  

 20	
  
 21	
  

1.9 Senescência na FPI 22	
  
 23	
  

Apesar da FPI ser uma doença que tem como fenômeno central a proliferação de 24	
  
fibroblastos, cada vez mais surgem evidências que há um aumento de senescência de 25	
  
fibroblastos (166), particularmente dentro dos focos de fibrose em biópsias pulmonares de 26	
  
FPI (167). A senescência celular é um estado de parada permanente do ciclo celular, 27	
  
associada a alterações fenotípicas, que tem um papel importante na manutenção da 28	
  
homeostase fisiológica, por exemplo supressão de tumores, cicatrização de feridas e 29	
  
proteção contra a fibrose tecidual em condições fisiológicas (168). No entanto, estudos vêm 30	
  
demonstrando que as células senescentes podem ter efeitos prejudiciais in vivo e causar, ou 31	
  
contribuir, para a remodelação de tecidos, envelhecimentos do organismo e doenças 32	
  
relacionadas à idade, como a FPI e doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD) (162, 168- 33	
  
170) (Figura 3). Recentemente foi demonstrado que os focos fibroblásticos de FPI são 34	
  
predominantemente compostos de fibroblastos senescentes. Além disso, miofibroblastos 35	
  
senescentes são detectados nos pulmões de camundongos envelhecidos e o acúmulo 36	
  
destas células impede a resolução de fibrose pulmonar induzida por bleomicina (167). 37	
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As células senescentes secretam diversos mediadores como citocinas pró- 1	
  
inflamatórias, quimiocinas, fatores de crescimento e proteases de matriz extracelular, que 2	
  
juntos constituem o fenótipo secretor associado a senescência (SASP). O SASP, associado 3	
  
aos altos níveis de EROs em células senescentes, pode cronicamente sustentar a 4	
  
inflamação e o dano tecidual, o que explica a correlação entre o acúmulo destas células, a 5	
  
remodelação tecidual contínua e a fibrose progressiva (171-173). Assim, intervenções 6	
  
terapêuticas que têm como alvo a redução do número de células senescentes são 7	
  
estratégias promissoras para modular a progressão da FPI e outras doenças relacionadas à 8	
  
idade. 9	
  

 10	
  
 11	
  
 12	
  

 13	
  
 14	
  
Fonte: Adaptado de Adnot et al. (2015) (171). 15	
  
 16	
  
Figura 3. Papel das células senescentes nas doenças pulmonares crônicas. A 17	
  
senescência celular pode ser desencadeada por fatores genéticos (por exemplo, a disfunção 18	
  
de telômeros ou deficiência da telomerase, enzima responsável por adicionar sequências 19	
  
específicas e repetitivas de DNA à extremidade 3' dos cromossomos aos telômeros), ou 20	
  
ambientais (por exemplo, idade avançada ou exposição a estímulos lesivos como o estresse 21	
  
oxidativo e fumo). As células senescentes podem ter efeitos prejudiciais in vivo. Elas 22	
  
secretam citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, espécies reativas de oxigênio (EROs), 23	
  
fatores de crescimento e proteases de matriz extracelular, que juntos constituem o fenótipo 24	
  
secretor associado a senescência (SASP). Este fenótipo sustenta cronicamente a inflamação 25	
  
e o dano tecidual, favorecendo a remodelação tecidual contínua e/ou a fibrose progressiva 26	
  
observada em doenças pulmonares como a doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD) e 27	
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fibrose pulmonar idiopática (FPI). Intervenções terapêuticas capazes de reduzir o número de 1	
  
células senescentes são estratégias promissoras para modular a progressão da doença 2	
  
pulmonares relacionadas à idade (171, 172). 3	
  
 4	
  
 5	
  
1.10 Senescência e Resistência à Apoptose 6	
  
 7	
  

Além do SASP, o aumento da resistência à apoptose é uma característica inerente às 8	
  
células senescentes (174, 175). Os mecanismos pelos quais as células senescentes 9	
  
resistem à apoptose ainda não são totalmente compreendidos. Porém, em algumas células, 10	
  
isso foi atribuído a alterações na expressão de proteínas que regulam a morte celular por 11	
  
apoptose (176, 177). Uma análise da expressão de genes envolvidos na regulação da morte 12	
  
celular revelou que em adipócitos senescentes a expressão de reguladores negativos da 13	
  
apoptose e genes anti-apoptóticos está aumentada e vias anti-apoptóticos e pró- 14	
  
sobrevivência ativadas (178).  15	
  

Na FPI diversos mecanismos de resistência à apoptose foram descritos, porém, em 16	
  
sua maioria em fibroblastos proliferantes. A proteína quinase B (AKT), por exemplo, é um 17	
  
componente central da via Fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K)/AKT “pró-sobrevivência” e a 18	
  
ativação aumentada de AKT promove a resistência à apoptose (179, 180). Na FPI, a 19	
  
ativação exacerbada da via PI3K/AKT está atribuído à baixa expressão de caveolina-1 em 20	
  
fibroblastos. Baixa expressão de caveolina-1, por sua vez, resulta em baixa atividade de 21	
  
fosfatase homóloga à tensina deletada no cromossomo 10 (PTEN) na membrana, o que 22	
  
favorece a ativação sustentada da via PI3K/AKT (181).  23	
  

A caveolina-1 é o componente principal das estruturas de membrana celular 24	
  
denominada caveolas, e a baixa expressão de caveolina-1 resulta em baixa expressão de 25	
  
Fas, receptor do ligante Fas [FasL; um ligante da família do TNF, que possui potente 26	
  
capacidade de induzir apoptose em diversos tipos de células (182)], na membrana das 27	
  
células (180, 183). A expressão diminuída de receptores de proteínas pró-apoptóticos tem 28	
  
papel central na perda da susceptibilidade à apoptose em diversos tipos celulares (180, 184- 29	
  
186). Em fibroblastos de FPI, a expressão de Fas está diminuída quando comparada a 30	
  
expressão em fibroblastos normais/controle, e a baixa expressão deste receptor foi implicada 31	
  
na redução da susceptibilidade à apoptose (180, 185). 32	
  

No âmbito da senescência, Hecker et al. (2015) demonstraram que perda da 33	
  
homeostase redox, caracterizada pela expressão elevada de NADPH oxidase (NOX) 4, 34	
  
níveis aumentados de EROs e a redução da capacidade de induzir a defesa antioxidante 35	
  
Nrf2 (fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2), favorece a resistência à apoptose em 36	
  
miofibroblastos senescentes e o acúmulo destas células em focos de fibrose pulmonar em 37	
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camundongos envelhecidos (167). A modulação gênica e farmacológica da NOX4 em 1	
  
camundongos envelhecidos com fibrose pulmonar induzida por bleomicina estabelecida 2	
  
restaurou a susceptibilidade à apoptose em miofibroblastos senescentes no pulmão e a 3	
  
resolução da fibroses pulmonar (167).  4	
  

Diversos mecanismos de resistência à apoptose em fibroblastos de FPI foram 5	
  
descritos, no entanto, em sua maioria, estes mecanismos foram observados em células 6	
  
proliferantes. Assim, pouco se sabe ainda a respeito dos mecanismos responsáveis pela 7	
  
resistência à apoptose em fibroblastos e miofibroblastos senescentes na FPI e como 8	
  
modulá-los. Portanto, estudos que buscam elucidar estes mecanismos podem contribuir para 9	
  
o conhecimento dos mecanismos fisiopatológicos da doença e também o desenvolvimento 10	
  
de novas estratégias terapêuticas para a FPI.  11	
  

 12	
  
 13	
  

1.11 Abordagens Terapêuticas para a FPI 14	
  
 15	
  

O desenvolvimento de novos fármacos para a FPI tem focado principalmente na 16	
  
fibrogênese e fibroproliferação. Atualmente, apenas duas drogas foram aprovadas pela 17	
  
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil (187) e outras agências, como a 18	
  
Food and Drug Administration nos EUA (188, 189), para o tratamento da FPI: a Ofev® 19	
  
(nintedanibe) e Esbriet® (pirfinidona).   20	
  

A pirfinidona é uma molécula pleiotrópica que apresenta atividade antifibrótica, anti- 21	
  
inflamatória e antioxidante (190). Por outro lado, o nintedanibe, que foi originalmente 22	
  
desenvolvido como um fármaco anticâncer, é um inibidor de tirosina quinases que inibe os 23	
  
receptores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 1-3, receptores do fator de 24	
  
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) α e β e receptores do fator de crescimento de 25	
  
fibroblasto (FGF) 1-3 (191). O efeito anti-fibrótico da pirfinidona e do nintedanib está 26	
  
relacionado, mas não limitado, à diminuição da deposição de MEC e inibição do aumento e a 27	
  
ação de citocinas inflamatórias e dos mediadores pró-fibróticos fator de transformação do 28	
  
crescimento (TGF)-β, PDGF, FGF, entre outros (192-196). Embora a perfinidona e o 29	
  
nintendanib sejam eficazes em desacelerem a progressão da doença, estes medicamentos 30	
  
não curam, nem reduzem a mortalidade da doença (5). Assim, ainda é necessário novas 31	
  
terapias capazes de parar a progressão da FPI e diminuir a mortalidade da doença. 32	
  
 33	
  
1.11.1 Quercetina 34	
  

A quercetina, que pertencente à classe dos flavonols, é o flavonoide encontrado em 35	
  
maior quantidade nos alimentos, principalmente frutas e verduras (197). Diversas atividades 36	
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biológicas foram demonstrados para a quercetina, como anti-inflamatório, antioxidante, anti- 1	
  
hipertensivo, antiaterogênico, anticâncer, antiviral, antimicrobiana, entre outros (198-200). 2	
  
Além disso, a quercetina também atua na indução de apoptose e inibição de várias enzimas 3	
  
envolvidas na proliferação e via de transdução de sinal (201). Em células altamente 4	
  
resistentes à apoptose, como células de câncer, a quercetina não só demonstrou efeito pro- 5	
  
apoptótico (202), por mecanismos como aumento da relação Bax/Bcl-2 (203), liberação de 6	
  
citocromo-c da mitocôndria e ativação de caspase-3 e caspase-9 (204), como também 7	
  
aumentou  a susceptibilidade à estímulos pro-apoptóticos (205, 206).    8	
  
 Recentemente Zhu et al. (2015) demonstraram que a quercetina induz apoptose de 9	
  
células endoteliais da veia umbilical humana senescentes e de células senescentes em 10	
  
tecido adiposo inguinal de camundongos envelhecidos. Os autores descreveram essa 11	
  
atividade como “senolítica”, visto que a quercetina induzia morte de maneira seletiva em 12	
  
células senescentes in vitro e in vivo. Considerando estes efeitos da quercetina, a mesma 13	
  
apresenta-se como uma molécula promissora para investigar seu efeito e mecanismos 14	
  
reguladores em fibroblastos senescentes de FPI. 15	
  

16	
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2. OBJETIVOS 1	
  
 2	
  

2.1 Objetivos gerais 3	
  
 4	
  

Demonstrar o efeito e mecanismos de ação do extrato de H. Perforatum e dos 5	
  
flavonoides vitexina e quercetina no tratamento de intoxicações por acetaminofeno e 6	
  
diclofenaco e fibrose pulmonar idiopática. 7	
  
 8	
  
 9	
  
2.2 Objetivos específicos para demonstrar o efeito terapêutico  e mecanismos de ação 10	
  
do extrato de H. perforatum na hepatotoxicidade induzida pelo APAP em 11	
  
camundongos: 12	
  
 13	
  

2.2.1 Avaliar o efeito do extrato de H. perforatum sobre a letalidade, lesão hepática, o 14	
  
aumento dos níveis das citocinas IL-1β, TNF-α e IFN-γ, recrutamento de neutrófilos e 15	
  
depleção da capacidade antioxidante no fígado induzidos pelo APAP; 16	
  

 17	
  
2.3 Objetivos específicos para demonstrar o efeito terapêutico e mecanismos de ação 18	
  
da vitexina na lesão renal induzida pelo diclofenaco em camundongos: 19	
  
 20	
  

2.3.1 Avaliar o efeito da vitexina sobre a lesão renal, o estresse oxidativo, aumento dos 21	
  
níveis das citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-γ e IL-10 e ativação do fator de transcrição NF- 22	
  
κB no rim e/ou no sangue induzidos pelo diclofenaco; 23	
  

 24	
  
2.4 Objetivos específicos para demonstrar o efeito e mecanismos de ação da 25	
  
quercetina sobre a resistência à apoptose em fibroblastos pulmonares senescentes de 26	
  
pacientes com FPI:  27	
  
 28	
  
- Avaliar a susceptibilidade de fibroblastos senescentes de pacientes controle e com FPI 29	
  
(doença estável e progressão rápida) à apoptose e os possíveis mecanismos relacionados à 30	
  
resistência à apoptose; 31	
  

 32	
  
- Avaliar o efeito da quercetina na apoptose e sobre a susceptibilidade à apoptose, bem 33	
  
como os mecanismos de ação envolvidos, em fibroblastos senescentes de pacientes 34	
  
controle e com FPI (doença estável e progressão rápida). 35	
  

36	
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3. MATERIAS E MÉTODOS 1	
  
 2	
  
3.1 Protocolos experimentais e ensaios laboratoriais utilizados nos artigos científicos 3	
  
1 “Hypericum perforatum reduces paracetamol-induced hepatotoxicity and lethality in 4	
  
mice by modulating inflammation and oxidative stress” e 2 “Vitexin inhibits 5	
  
diclofenac-induced acute kidney injury by targeting NF-κB activation, inflammatory 6	
  
cytokines, and oxidative stress in mice” 7	
  

 8	
  
3.1.1 Animais Experimentais 9	
  
 10	
  
 Foram utilizados camundongos machos Swiss pesando 20-25g. Os animais eram 11	
  
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina e mantidos no 12	
  
Biotério do Departamento de Ciências Patológicas da Universidade Estadual de Londrina 13	
  
pelo menos 72 horas antes dos experimentos. Os animais foram mantidos em ciclo de 14	
  
claro/escuro (12/12 h), com livre acesso a água e ração e controle de temperatura. Os 15	
  
estudos foram aprovados pelo do Comitê de Ética em Experimentação Animal da 16	
  
Universidade Estadual de Londrina [Número do processo CEUA UEL: 13280.2011.64 (Anexo 17	
  
1) e 12742.2016.32 (Anexo 2)] e seguiram suas normas. Animais morimbundos ou que 18	
  
apresentassem sofrimento extremo foram submetidos à eutanásia. 19	
  
 20	
  
 21	
  
3.1.2 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 22	
  
 23	
  

O extrato de H. Perforatum disponível comercialmente (Iperisan®, Fazenda Marjan, 24	
  
Santo Amaro-SP, Brasil) foi caracterizado por CLAE (Shimadzu) equipado com um detector 25	
  
fotodiodo (SPD-M10Avp), sistema de entrega de multisolventes (LC-10Avp), sistema de 26	
  
controle do forno (CTO-10ASvp) e controle de software Software Classe VP 6.14. A 27	
  
cromatografia foi realizada em coluna analítica de fase reversa Spherisob® (C-18 ODS) (250 28	
  
× 4,6 mm i.d., tamanho de partícula 5µm) (Waters). Os solventes de grau CLAE foram 29	
  
fornecidos por Panreac® e a água foi purificada usando Sistemas de filtro Milli-Q-plus 30	
  
(Millipore). Para execuções da CLAE um gradiente de água acidificado (ácido fórmico 2%) 31	
  
(solvente A) e acetonitril (ácido fórmico 2%), (solvente B) a uma vazão de 1 mL/min (volume 32	
  
= 20 µL) foi utilizado. Gradiente da CLAE: 0 min, 0% de B; 5 min, 0% de B; 20 min, 2,5% de 33	
  
B; 30 min, 5% de B; 50 min, 15% de B; 60 min, 25% de B; 65 min, 30% de B; 70 min, 45% B; 34	
  
75 min, 50% de B; 80 min, 70% de B; 85 min, 90% de B; 90 min, 100% de B; 95 min, 100% 35	
  
de B; 110 min, 0% de B. A detecção UV foi realizada a 200-400 nm e ajustado para 280 e 36	
  
340 nm. Espectros UV foram registados para cada pico principal nos cromatogramas. A 37	
  
quercetina-3-O-rutinosida (rutina, Sigma), quercetina (Sigma) e hipericina (Sigma) foram 38	
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utilizadas como padrões. Espectros de massa de alta resolução (HR-MS) foram registados 1	
  
por infusão de soluções 0,1 mg/mL (MeCN-H2O 7:3 v/v) em uma vazão de 0,1 mL/h em 2	
  
espectrômetros ultrO-TOF e de micro-TOF (Bruker Daltonics, EUA) e uma fonte de ionização 3	
  
por electrospray (ESI) em modo negativo (mz = [M - H]-). 4	
  
 5	
  
 6	
  
3.1.3 Protocolo experimental 7	
  

 8	
  
No estudo da avaliação do efeito protetor do H. perforatum na hepatotoxicidade 9	
  

induzido por APAP, foi realizado um estudo de dose-resposta para determinar a dose letal 10	
  
submáxima do APAP. Foi administrado pela via oral (p.o.) as doses de 0,15; 0,5; 1,5 e 3,0 11	
  
g/kg de APAP (200 mg/mL) ou o veículo (salina) e a letalidade foi avaliada a cada 6 horas 12	
  
durante 72 horas. A dose de 1,5 g/kg de APAP foi selecionada para os demais experimentos 13	
  
deste estudo. Em seguida foi avaliado o efeito do extrato de H. perforatum na letalidade, 14	
  
lesão hepática, recrutamento de neutrófilos, produção de citocinas e estresse oxidativo 15	
  
induzidos pelo APAP. Os animais foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com 30, 100 e 16	
  
300 mg/kg de extrato de H. perforatum ou veículo (tween 20%) 30 min antes da 17	
  
administração do APAP (1,5 g/kg, p.o.) ou salina e a letalidade foi avaliada conforme 18	
  
descrito. Para a avalição dos demais parâmetros, os animais foram submetidos à eutanásia 19	
  
4 horas após a administração do APAP e amostras de plasma e tecido hepático foram 20	
  
coletados conforme descrito anteriormente (88).  21	
  

Para avaliar o efeito protetor da vitexina na nefrotoxicidade induzida por diclofenaco, 22	
  
os camundongos foram tratados com vitexina (1, 3 ou 10 mg/kg, i.p.) 30 min antes da 23	
  
administração de diclofenaco (200 mg/kg, p.o.) e após 24 horas amostras de urina foram 24	
  
coletadas e em seguida os animais foram submetidos à eutanásia e amostras de sangue e 25	
  
rim foram coletados para a avaliação dos níveis séricos da ueia e creatinina, da proteinúria, 26	
  
do estresse oxidativo, produção de citocinas e ativação de NF- κB (118). 27	
  
 28	
  
3.1.4 Avaliação da lesão hepática 29	
  

  30	
  
A determinação dos níveis plasmáticos dos marcadores de lesão hepática aspartato 31	
  

aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) foi realizada utilizando kits 32	
  
comerciais da Labtest Diagnóstico S.A. (Brasil) (88, 118).  33	
  
 34	
  
 35	
  
 36	
  
3.1.5 Avaliação da lesão renal 37	
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  1	
  
A determinação dos níveis séricos dos marcadores de lesão renal ureia e creatinina 2	
  

foi realizada utilizando kits comerciais da Labtest Diagnóstico S.A. (Brasil). A proteinúria foi 3	
  
avaliada pelo método de Lowry, conforme descrito anteriormente  (88, 118).  4	
  
 5	
  
3.1.6 Dosagem de citocinas  6	
  

As citocinas, IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10 e IFN-γ foram quantificadas no soro, tecido 7	
  
hepático ou renal por ELISA utilizando kits comerciais da eBioscience (EUA) e os resultados 8	
  
expressos em pg/mg de tecido ou mL de soro (88, 118). 9	
  

 10	
  

3.1.7 Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 11	
  

O recrutamento de neutrófilos para o fígado foi avaliado de maneira indireta pela 12	
  
determinação da atividade da MPO. O tecido hepático foi homogeneizado em tampão fosfato 13	
  
0,05M pH 6,0 adicionado de HTAB (brometo de hexadecil trimetil amônio) e centrifugado por 14	
  
2 minutos a 14000rpm. Alíquotas do sobrenadante foram pipetadas em uma microplaca de 15	
  
ELISA, seguido da adição de 200µL de tampão fosfato (pH 6,0) contendo orto-dianisidina e 16	
  
peróxido de hidrogênio. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 15 min, 17	
  
seguida da leitura da absorbância a 450nm. Simultaneamente, uma curva padrão de 18	
  
neutrófilos foi avaliada para cálculo da quantidade de neutrófilos/mg de tecido (207, 208). 19	
  
 20	
  

3.1.8 Quantificação de GSH 21	
  

As amostras de tecido hepático ou renal foram homogeneizadas em EDTA (Ácido 22	
  
etilenodiamino tetra-acético) 0,02M gelado. Em seguida foi adicionado ácido tricloroacético 23	
  
50% e as amostras foram homogeneizadas em vórtex, incubadas por 15 min e centrifugadas 24	
  
(4.000 rpm, 15 min). O sobrenadante ou soro foram pipetados em uma microplaca de ELISA 25	
  
e Tris-HCl 0,4M (pH 8,9) e DTNB (ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico)) foram adicionados. 26	
  
Após 5 min de incubação a temperatura ambiente e a absorbância foi determinada em 27	
  
espectrofotômetro a 412 nm. Uma curva padrão de concentrações conhecidas de GSH foi 28	
  
utilizada para a determinação da concentração de GSH nas amostras (209). 29	
  
Simultaneamente foram determinados os níveis de proteína nas amostras conforme descrito 30	
  
anteriormente (210). Os resultados foram expressos µmol de GSH/mg de proteína ou mL de 31	
  
soro. 32	
  

3.1.9 Determinação da capacidade antioxidante  33	
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A capacidade antioxidante foi avaliada pelo ensaio do poder antioxidante de reduzir o 1	
  
ferro (FRAP) e da capacidade de sequestrar o radical cátion 2,2′ -azinobis-(3- 2	
  
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS˙+); ABTS] (88, 118, 211). As amostras de tecido 3	
  
hepático ou renal foram primeiramente homogeneizadas em KCl 1.15% gelado e 4	
  
centrifugadas a 1.500 rpm por 10 min a 4oC. Para o ensaio do FRAP, o sobrenadante ou 5	
  
soro foram pipetadas em uma microplaca de ELISA contendo água deionizada e o reagente 6	
  
de FRAP foi adicionado. As amostras foram incubadas a 37°C for 30 min e a absorbância 7	
  
determinada a 595 nm. Para o ensaio do ABTS, o sobrenadante ou soro foram pipetadas em 8	
  
uma microplaca de ELISA contendo água deionizada e o reagente ABTS contendo radical 9	
  
cátion ABTS˙+ (7 mM) em tampão fosfato (pH 7,4). Após 6 min de incubação a temperatura 10	
  
ambiente a absorbância das amostras foram determinados a 734 nm. Uma curva padrão de 11	
  
concentrações conhecidas de Trolox foi utilizada para a determinação da capacidade 12	
  
antioxidante das amostras equivalente ao Trolox. Os resultados foram expressos em nmol 13	
  
equivalente de Trolox/mg de tecido ou mL de soro (118). 14	
  

3.1.10 Determinação da redução do nitroazul de tetrazólio (NBT) 15	
  
 16	
  

As amostras de rim foram primeiramente homogeneizadas em KCl 1.15% gelado e 17	
  
alíquotas de 50 µL do homogenato ou do soro foram pipetadas em microplaca de ELISA. Em 18	
  
seguida foi adicionado 100 µL da solução de NBT (1 mg/mL) e as amostras incubadas a 19	
  
37°C por 5 min. O sobrenadante foi removido e o precipitado contendo formazan foi 20	
  
solubilizado com 120 µL de KOH  (2M) e 140 µL de dimetil sulfóxido. As absorbâncias foram 21	
  
medidas a 600 nm. A concentração de proteínas na amostra foi utilizado para a 22	
  
normalização dos dados e os resultados foram expressos como redução de NBT (densidade 23	
  
óptica [OD]/mg de proteína ou mL de soro) (118). 24	
  
 25	
  
3.1.11 Determinação da peroxidação lipídica 26	
  
 27	
  

Os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), principalmente o 28	
  
malonodialdeido (MDA), foram quantificados por espectrofotometria utilizando um método 29	
  
adaptado previamente descrito (118, 212). O homogenato de tecido renal ou soro reagem 30	
  
com o ácido tiobarbitúrico, formando complexos MDA-(ácido tiobarbitúrico)2. As proteínas 31	
  
foram precipitadas pelo ácido tricloroacético e as amostras foram incubadas por 15 min a 95- 32	
  
100oC e em seguida transferidas para banho de gelo. O MDA, um produto intermediário da 33	
  
peroxidação lipídica, foi determinada pela diferença das absorbâncias a 535 e 572 nm. Os 34	
  
resultados foram expressos em TBARS (ΔOD A535-A572 /mg de proteína ou mL de soro) 35	
  
(118). 36	
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 1	
  
3.1.12 Determinação da ativação de NF-κB  2	
  
 3	
  

Para a determinação da ativação de NF-κB o tecido renal foi homogeneizado em 4	
  
tampão de lise gelado (Cell Signaling Technology, USA), homogenato centrifugado (16,100 g 5	
  
x 10 min a 4°C) e o sobrenadante foi utilizado para quantificar os níveis de NF-κB p65 total e 6	
  
fosforilada por ELISA utilizando os kits PathScan #7836 e #7834, respectivamente (Cell 7	
  
Signaling Technology, USA). Os resultados foram expressos como ativação de NF-κB (razão 8	
  
p-NF-κB:total-NF-κB /mg de tecido) (118). 9	
  
 10	
  

3.1.13 Análise estatística  11	
  
 12	
  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 5 (GraphPad 13	
  
Software, La Jolla, CA). Os resultados expressos como média ± EPM e foram consideradas 14	
  
significativas as diferenças onde P<0,05. As taxas de sobrevida forma estimadas pelo 15	
  
método de Kaplan-Meier e a análise estatística realizada pelo teste de Log-Rank. As 16	
  
diferenças estatísticas entre dois ou mais grupos foram comparadas por ANOVA de uma via, 17	
  
seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni ou Tukey. Os experimentos 18	
  
foram realizados duas vezes e os dados representativos foram utilizados. 19	
  
 20	
  
 21	
  
3.2 Protocolos experimentais e ensaios laboratoriais utilizados no artigo científico 3 22	
  
“Quercetin enhances ligand-induced apoptosis in senescent idiopathic pulmonary 23	
  
fibrosis fibroblasts” 24	
  
 25	
  
3.2.1 Obtenção de cultura primária de fibroblastos pulmonares 26	
  
 27	
  

Os fibroblastos pulmonares foram isoladas de biópsias pulmonares de pacientes 28	
  
normais (controle), i.e. não diagnosticados com alguma doença pulmonar fibrótica, ou de 29	
  
pacientes com FPI clinicamente classificados como tendo a doença estável ou de 30	
  
progressão rápida. Para isolar as células os tecidos de pulmão foram finamente cortadas e 31	
  
os pedaços foram dispersos em frascos de cultura celular de 150 cm2 contendo meio de 32	
  
cultura completo DMEM (Lonza) contendo 15% de soro fetal bovino (Cell Generation), 100 33	
  
UI de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Lonza), 292 µg/mL de L-Glutamina (Lonza) 34	
  
e 100 µg/mL de Primocin (Invivogen). As células foram submetidas a cinco passagens em 35	
  
série para se obter populações puras de fibroblastos de pulmão. Os fibroblastos foram 36	
  
cultivados em meio de cultura completo a 37°C em incubadora de CO2 a 10%. O uso destas 37	
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células foi aprovado pelo comitê de revisão institucional (IRB) do Cedars Sinai Medical 1	
  
Center (Los Angeles, CA) (Número de aprovação: Pro34067). 2	
  

 3	
  
3.2.2 Obtenção de fibroblastos senescentes  4	
  
 5	
  

Fibroblastos pulmonares proliferantes isolados de pacientes controle e com FPI 6	
  
foram submetidas a passagem em série até que as células adquirissem o fenótipo de 7	
  
senescência (morfologia achatada, parada irreversível da proliferação celular, alteração de 8	
  
padrão de expressão gênica (expressão aumentada dos genes CDKN1A , CDKN2A , IL6 e 9	
  
IL8) e aumento na atividade da beta-galactosidase associada à senescência (β- 10	
  
galactosidase staining Kit, BioVision) (213). 11	
  
 12	
  
3.2.3 Avaliação da susceptibilidade de fibroblastos pulmonares senescentes à apoptose  13	
  
 14	
  
 Fibroblastos pulmonares senescentes de pacientes controle e com FPI (doença estável 15	
  
ou de progressão rápida)  (5 x 104 células/poço) foram tratados com duas concentrações de 16	
  
FasL recombinante humana (rh) (75 ou 150 ng/mL) + anticorpo monoclonal anti-poli-histidina 17	
  
ou TRAILrh (100 ou 200 ng/mL) + anticorpo monoclonal anti-poli-histidina (R&D Systems) ou 18	
  
veículo (0,05% de DMSO em meio de cultura DMEM) durante 24 h. A apoptose dos 19	
  
fibroblastos foi avaliada pela análise de imagens obtidas em microscópio de contraste de 20	
  
fase (IncuCyte ZOOM® Live Cell Imaging; Essen Bioscience) e medição da atividade da 21	
  
caspase-3, viabilidade celular e a liberação de lactato desidrogenase (LDH) conforme 22	
  
descrito na seção de métodos deste projeto. 23	
  
 24	
  
3.2.4 Avaliação do efeito pró-apoptótico da quercetina em fibroblastos pulmonares 25	
  
senescentes  26	
  
 27	
  

Fibroblastos pulmonares senescentes de pacientes controle e com FPI (doença 28	
  
estável ou de progressão rápida) (5 x 104 células/poço) foram tratados com duas 29	
  
concentrações de quercetina (50 ou 100 µM) (Sigma Aldrich) ou veículo (0,05% DMSO em 30	
  
meio de cultura DMEM) durante 24 h e a apoptose foi avaliada conforme descrito 31	
  
anteriormente e detalhado na seção de métodos deste projeto (178). 32	
  
 33	
  
3.2.5 Avaliação do efeito da quercetina na susceptibilidade de fibroblastos pulmonares 34	
  
senescentes à apoptose 35	
  
 36	
  

Fibroblastos pulmonares senescentes de pacientes controle e com FPI (doença 37	
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estável ou de progressão rápida) (5 x 104 células/poço) foram tratados com quercetina (50 1	
  
µM) ou veículo e as doses mais baixas de FasLrh (75 ng/mL) + anticorpo monoclonal anti- 2	
  
poli-histidina ou TRAILrh (100 ng/mL) + anticorpo monoclonal anti-poli-histidina durante 24 h 3	
  
e a apoptose foi avaliada conforme descrito anteriormente e detalhado na seção de métodos 4	
  
deste projeto. 5	
  
 6	
  
3.2.6 Atividade da caspase-3  7	
  
 8	
  

A atividade da caspase-3 foi quantificada utilizando o kit comercial Caspase-3 9	
  
Fluorometric Assay Kit (BioVision). Primeiramente o sobrenadante foi removido e os poços 10	
  
contendo os fibroblastos foram lavados com PBS. As células foram lisadas com tampão de 11	
  
lise durante 30 min em gelo. Em seguida, o tampão de reação 2x contendo 10 mM DTT e 50 12	
  
µM de substrato DEVD-AFC foram adicionados as amostras lisadas e a placa foi incubada a 13	
  
37°C durante 1 h. As amostras foram lidas num fluorômetro equipado com um filtro de 14	
  
excitação a 400 nm e filtro de emissão a 505 nm e os resultados foram expressos como 15	
  
unidades de fluorescência relativas normalizado para a β-actina. 16	
  
 17	
  
3.2.7 Viabilidade celular 18	
  
 19	
  

Para avaliar a viabilidade celular, primeiramente o sobrenadante foi removido e os 20	
  
poços contendo os fibroblastos foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida foi 21	
  
adicionada a solução tetraZ fornecida no TetraZ Cell Counting Kit (Biolegend) e a placa foi 22	
  
incubada durante 2 horas a 37°C e 10% de CO2. As absorbâncias das amostras foram 23	
  
determinadas por espectrofotometria a 450 nm e estas foram consideradas diretamente 24	
  
proporcionais ao número de células viáveis. 25	
  
 26	
  
3.2.8 Liberação de LDH 27	
  
 28	
  

A liberação de LDH pelas células apoptóticas foi avaliada utilizando o sobrenadante 29	
  
dos fibroblastos e seguindo as instruções do fabricante (Pierce LDH Citotoxicity Assay Kit, 30	
  
Life Technologies). Resumidamente, o sobrenadante dos fibroblastos foi transferido para 31	
  
uma nova placa de 96 poços contendo o Reaction Mixture do kit. As amostras foram 32	
  
incubadas à temperatura ambiente durante 30 min e em seguida foi adicionada a STOP 33	
  
Solution do kit para parar a reação. A absorbância das amostras a 490 nm e 680 nm foi 34	
  
medida por espectrofotometria e a diferença A490 nm - A680 nm foi considerada 35	
  
diretamente proporcional à atividade do LDH. 36	
  
 37	
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3.2.9 PCR quantitativo (PCRq) em tempo real  1	
  
 2	
  

O RNA total foi extraído utilizando o TRIzol (Thermo Fischer Scientific), conforme as 3	
  
orientações do fabricante. O grau de pureza do RNA foi estimado pela razão entre as 4	
  
absorbâncias medidas a 260 e 280 nm, que deve ser entre 1,8 e 2,0. A transcrição reversa 5	
  
do RNA total em DNAc e o PCR foram realizadas utilizando GoTaq® 2 step RT-qPCR 6	
  
System (Promega) seguindo as instruções do fabricante. A expressão de genes de interesse 7	
  
foi quantificada por PCRq em tempo real (VIIa ™ 7 Real-Time PCR System, Life 8	
  
Technologies) utilizando primers específicos (Integrated DNA Technologies) listados na 9	
  
tabela abaixo. A expressão do RNAm de 18S foi utilizado como o gene de referência para 10	
  
normalizar a expressão dos genes avaliados em cultura de fibroblastos. A expressão relativa 11	
  
foi medida usando o método comparativo 2−(ΔΔCq).  12	
  

 13	
  
Humanos: 14	
  

Genes Sequência 

 
18S 

F: 5’-AACCCGTTGAACCCCATT-3’ 
R: 5’-CCATCCAATGCGTAGTAGCG-3’ 

 
CAV1 

F: 5’-CAGGGAAACCTCCTCACAG-3’ 
R: 5’-TGTAGAGATGTCCCTCCGA-3' 

DR4 
F: 5'-CAGAACGTCCTGGAGCCTGTAAC-3' 
R: 5'-ATGTCCATTGCCTGATTCTTT GTG-3' 

DR5 
F: 5'-GCGAAGAAGATTCTCCTGAGATGTG-3' 
R: 5'-ACATTGTCCTCAGCCCCAGGTCG -3' 

FAS 
F: 5'-GGTTCTTACGTCTGTTGCT-3' 
R: 5'-CATGTTCACATCTGGAGGAC-3' 

HO1 
F: 5'-GCCAGGTGCTCAAAAAGATT3’ 
R: 5’-CCTGCAACTCCTCAAAAGAGC3’ 

IL6 
F: 5'-ATGTAGCCGCACACAGA-3' 
R: 5'-ATTTGCCGAAGAGCCCCTCAG-3' 

IL8 
F: 5'-AGAGTCATTGAGAGTGGACC-3' 
R: 5'-ACTTCTCCACAACCCTCTG-3' 

NOX4 
F: 5'-GGAGAGCCAGATGAACAGG-3’ 
R: 5'-CTCAGTCTTTGACCCTCGG3-’ 

NRF2 
F: 5’-gagagcccagtcttcattgc-3’ 
R: 5’-TTGGCTTCTGGACTTGGAAC-3’ 

 15	
  
Genes Primers TaqMan e ID dos probes 
CDKN1A Hs00355782_m1 
CDKN2A Hs00923894_m1 

 16	
  
 17	
  
 18	
  
 19	
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3.2.10 Western blot  1	
  
 2	
  

Os fibroblastos foram lisados em tampão de lise (Cell Signaling Technology) 3	
  
contendo inibidor de protease (Roche). Quantidades iguais de proteínas totais foram 4	
  
transferidas para géis Bolt® 4-12 % Bis-Tris (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram 5	
  
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos para as 6	
  
seguintes proteínas: p-AKT (Ser473) e AKT (PAN) (Cell Signaling Technology), Caveolina-1 7	
  
(Thermo Fisher Scientific)  e β-actina (Santa Cruz Biotechnology). 8	
  

 9	
  
3.2.11 Níveis de peróxido de hidrogênio  10	
  
 11	
  

Os níveis de peróxido de hidrogênio foram medido utilizando kit comercial Amplex® 12	
  
Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Thermo Fischer Scientific). 13	
  
 14	
  
3.2.12 Análise estatística  15	
  
 16	
  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 6 (GraphPad 17	
  
Software, La Jolla, CA). Os resultados foram expressos como média ± EPM e foram 18	
  
consideradas significativas as diferenças onde P<0,05. As diferenças estatísticas entre dois 19	
  
grupos foram comparadas pelo teste t de Student. As diferenças entre dois ou mais grupos 20	
  
foram comparadas por ANOVA de uma via, seguido do pós-teste de comparações múltiplas 21	
  
de Tukey.  22	
  
 23	
  
 24	
  
 25	
  
 26	
  
 27	
  
 28	
  
 29	
  
 30	
  
 31	
  
 32	
  

33	
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 2	
  
 3	
  
4.1 Artigo científico 1: “Hypericum perforatum reduces paracetamol-induced hepatotoxicity 4	
  
and lethality in mice by modulating inflammation and oxidative stress”. Este artigo foi 5	
  
publicado no periódico Phytotherapy Research em 2015. 6	
  
 7	
  
 8	
  
 9	
  

10	
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SHORT COMMUNICATION

Hypericum perforatum Reduces Paracetamol-
Induced Hepatotoxicity and Lethality in Mice by
Modulating Inflammation and Oxidative Stress

Miriam S. N. Hohmann,1 Renato D. R. Cardoso,1 Victor Fattori,1 Nilton S. Arakawa,2
José C. Tomaz,3 Norberto P. Lopes,3 Rubia Casagrande2 and Waldiceu A. Verri Jr.1*
1Department of Pathology, Biological Science Centre, State University of Londrina, Londrina, PR, Brazil
2Department of Pharmaceutical Sciences, Health Sciences Centre, State University of Londrina, Londrina, PR, Brazil
3Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos, Departamento de Química e Física, Faculdade de Ciências Farmacêuticas de
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Av. do café, s/n, Campus universitário, Monte Alegre14040-903, Ribeirão Preto, SP, Brazil

Hypericum perforatum is a medicinal plant with anti-inflammatory and antioxidant properties, which is commer-
cially available for therapeutic use in Brazil. Herein the effect of H. perforatum extract on paracetamol
(acetaminophen)-induced hepatotoxicity, lethality, inflammation, and oxidative stress in male swiss mice were
investigated. HPLC analysis demonstrated the presence of rutin, quercetin, hypericin, pseudohypericin, and
hyperforin in H. perforatum extract. Paracetamol (0.15–3.0 g/kg, p.o.) induced dose-dependent mortality. The
sub-maximal lethal dose of paracetamol (1.5 g/kg, p.o.) was chosen for the experiments in the study.H. perforatum
(30–300mg/kg, i.p.) dose-dependently reduced paracetamol-induced lethality. Paracetamol-induced increase in
plasma aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) concentrations, and hepatic
myeloperoxidase activity, IL-1β, TNF-α, and IFN-γ concentrations as well as decreased reduced glutathione
(GSH) concentrations and capacity to reduce 2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate radical cation;
ABTS˙+) were inhibited by H. perforatum (300mg/kg, i.p.) treatment. Therefore, H. perforatum protects mice
against paracetamol-induced lethality and liver damage. This effect seems to be related to the reduction of
paracetamol-induced cytokine production, neutrophil recruitment, and oxidative stress. Copyright © 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Hypericum perforatum; paracetamol hepatotoxicity; cytokines; oxidative stress.

INTRODUCTION

Paracetamol, also known as acetaminophen, is a widely
used analgesic and antipyretic drug that is safe at thera-
peutic doses. However, when taken in overdose, severe
hepatotoxicity, acute liver failure, and death can occur.
In fact, paracetamol overdose is considered the most
common cause of acute liver failure in many Western
countries. Paracetamol metabolism results in production
of N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) that binds
to mitochondrial proteins followed by mitochondrial
oxidative stress and dysfunction, DNA fragmentation,
and necrotic death of hepatocytes (Kaplowitz, 2004).
Cytokine production plays an important role in amplify-
ing paracetamol-induced hepatoxicity (Ishida et al.,
2002) by recruiting and activating macrophages and
neutrophils in the liver (Liu et al., 2006). Activated neu-
trophils and macrophages produce inflammatory and
oxidative molecules including cytokines, leukotrienes,
and reactive oxygen species, which increase inflamma-
tion and oxidative stress, resulting in further liver injury
(Liu et al., 2006; Hohmann et al., 2013).

Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) is popularly
known as St. John’s Wort. H. perforatum extract (HPE)
has been widely used in popular medicine and
phytotherapy because of antiseptic and antidepressant
effects, but significant anti-inflammatory and antioxi-
dant activities are also relevant properties. HPE
reduced periodontitis-induced neutrophil recruitment
and activation, expression of cytokines and adhesion
molecules (Paterniti et al., 2010), and reduced hepatic
ischemia/reperfusion injury-induced oxidative stress
(Bayramoglu et al., 2014). Moreover, hyperforin, which
is present in HPE, inhibited 5-lipoxygenase (Feisst
et al., 2009), an enzyme involved in paracetamol-
induced hepatotoxicity and lethality (Hohmann et al.,
2013).

Taking into account the above mentioned evidence,
the effect of HPE on paracetamol-induced lethality,
hepatotoxicity, cytokine production, neutrophil recruit-
ment, and antioxidant depletion was investigated.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Swiss mice (20–25 g), from the
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná,
Brazil, were used in this study. Mice were housed in
standard clear plastic cages with free access to food
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and water, a light/dark cycle of 12:12 h, and kept at 21°C.
Animals were handled humanely, and all procedures
concerning animal care and use were approved by the
Research and Ethics Committee of Universidade
Estadual de Londrina (process number 13280.2011.64).

High-performance liquid chromatography (HPLC)
characterization of HPE. Commercially obtained HPE
(Iperisan®, Marjan Farm, Santo Amaro-SP, Brazil) was
analyzed by HPLC (Shimadzu) equipped with a photodi-
ode array detector (SPD-M10Avp), multisolvent delivery
system (LC-10Avp), oven control system (CTO-10ASvp)
and controlled software Class VP 6.14 software. Chroma-
tography was performed on an analytical reverse phase
column Spherisob® (C-18 ODS) (250×4.6mm i.d.; parti-
cle size 5μm) (Waters). The HPLC grade solvents were
supplied by Panreac®, and water was purified using
Milli-Q-plus filter systems (Millipore). For HPLC runs,
a gradient of acidified H2O (2% formic acid) (solvent A)
and acetonitrile (2% formic acid) (solvent B) was used
at a flow rate of 1mL/min, and the volume injected was
20μL. HPLC gradient: 0min, 0% B; 5min, 0% B;
20min, 2.5% B; 30min, 5% B; 50min, 15% B; 60min,
25% B; 65min, 30% B; 70min, 45% B; 75min, 50% B;
80min, 70% B; 85min, 90% B; 90min, 100% B; 95min,
100% B; 110min, 0% B. UV detection was performed at
200–400 nm (scan) and set to 280 and 340nm. UV spectra
were recorded for each main peak in the chromatograms.
Quercetin-3-O-rutinoside (rutin, Sigma), quercetin (Sigma),
and hypericin (Sigma) were used as references. High-
resolution mass spectra (HR-MS) were recorded by direct
infusion of 0.1mg/mL solutions (MeCN-H2O7:3 v/v) using
a syringe pump at a flow rate of 0.1mL/h on a ultrO-TOF
and micro-TOF spectrometer (Bruker Daltonics, USA)
with an electrospray ionization (ESI) source operating
in the negative mode (mz= [M!H]!).

General experimental procedures. A dose–response
study was conducted to determine the sub-maximal le-
thal dose of paracetamol. For this, mice received p.o. ad-
ministration of 0.15, 0.5, 1.5, and 3 g/kg of paracetamol
suspended in saline (200mg/mL) or equal volume of sa-
line, and mice lethality was observed every 6h, during
72h. Any animal that showed extreme distress or be-
came moribund during survival studies was sacrificed.
The effect of HPE treatment on paracetamol-induced
lethality, liver injury, inflammation, and oxidative stress
was assessed. Mice were treated with 30, 100, and
300mg/kg of HPE or vehicle (tween 20%) (i.p.) 30min
before administrating paracetamol (1.5 g/kg, p.o.) or sa-
line, and lethality was evaluated as mentioned previ-
ously. For the subsequent experiments, mice were
sacrificed 4h after paracetamol overdose, and blood
and liver samples were collected and processed as previ-
ously described (Hohmann et al., 2013). Liver damage
was assessed by determining the plasma concentrations
of aspartate aminotransferase (AST) and alanine ami-
notransferase (ALT) using commercial diagnostic kits
(Labtest Diagnóstico S.A., Brazil) according to the
manufacturer’s instructions. Cytokine (IL-1β, TNF-α,
and IFN-γ) concentrations in the liver were quantified
by ELISA using eBioscience kits according to the man-
ufacturer’s instructions. Neutrophil recruitment to the
liver was assessed by determining myeloperoxidase

(MPO) activity, a commonly used indirect marker of
neutrophil recruitment to tissues, and oxidative stress
by the reduced glutathione (GSH) concentrations in
the liver and antioxidant capacity of the hepatic tissue
(capacity to reduce 2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonate radical cation; ABTS˙+) (Hohmann
et al., 2013).

Statistical analysis. The results are expressed as mean
±S.E.M. Survival rates were estimated by the Kaplan–
Meier method, and statistical analysis was carried out
by the logrank test to test for equality of the survival
curves. Statistical differences were compared by one-
way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple com-
parison test. All statistical analyses were performed
using Graph Pad Prism 5 (La Jolla, CA). The level of
significance was set at p<0.05. Studies were conducted
twice and representative data are shown.

RESULTS AND DISCUSSION

HPE presents quercetin, hypericin, pseudohypericin,
hyperforin, and rutin

Rutin, quercetin, and hypericin as reference compounds
were identified in the ethanolic HPE. The individual
compounds were identified by HPLC-PDA and com-
parison of UV data (λmax) of reported value; as the
extract indicated other main compounds, the HR-
ESI-MS were recorded indicating the presence of
pseudohypericin and hyperforin, m/z [M!H]!:
301.0355, 503.0810, 519.0713, 535.3781, and 609.1453
for quercetin, hypericin, pseudohypericin, hyperforin,
and rutin, respectively.

Paracetamol induces dose-dependent lethality in mice

A dose–response study with paracetamol was conducted
as previously described in the general experimental pro-
cedures section. Saline and 0.15 g/kg of paracetamol did
not induce death in any of the animals (Fig. 1A). The
administration of 0.5 g/kg of paracetamol induced 10%
lethality at 6 h and 40% at 12h, which was maintained
until the end of the experiment. The administration of
1.5 g/kg induced 65% lethality at 12h, which was also
maintained. Last, the dose of 3 g/kg induced 85% and
100% mortality within 6 and 12h, respectively. There-
fore, 1.5 g/kg of paracetamol was selected to induce
lethality and hepatotoxicity in this study considering it
presented sub-maximal lethality adequate to evaluate
both increase and decrease in lethality by HPE. Never-
theless, the dose chosen in our study (Fig. 1A) is higher
than previous studies which have used 500–750mg/kg
of paracetamol (Ishida et al., 2002; Liu et al., 2006).
Plausible explanations for this dose difference include
that in the present study mice were not fasted prior to
paracetamol administration and paracetamol was
administrated p.o., and in other studies mice were
fasted and paracetamol was administrated i.p. Further-
more, the paracetamol dose necessary to induce hepa-
totoxicity and lethality varies among mice strains
(Hohmann et al., 2013).

1098 M. S. N. HOHMANN ET AL.
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HPE reduces paracetamol-induced lethality and liver
damage

Mice were treated with 30, 100, and 300mg/kg of HPE
(i.p.) or vehicle (tween 20%) 30min before paracetamol
(1.5 g/kg, p.o.) or saline administration. Saline and the
highest dose of HPE alone did not induce death in any
of the animals (Fig. 1B). Paracetamol induced 65% le-
thality at 12h in mice treated only with vehicle (tween
20%), which was maintained until the end of the exper-
iment, and 70% and 80% lethality at 6 and 12h, respec-
tively, in mice treated with the lowest dose of HPE
(30mg/kg) tested. There was no significant difference
in lethality between these two groups. Paracetamol in-
duced 40% and 20% lethality at 6h in mice treated with
100mg/kg and 300mg/kg of HPE, respectively, which
remained until the end of experiment. Considering
the inhibition of paracetamol-induced lethality was
greater with 300mg/kg than 100mg/kg of HPE, the dose
of 300mg/kg of HPE was chosen for the following
experiments investigating its mechanisms of hepatic
protection.
Saline and HPE alone did not alter AST and ALT

plasma concentrations (Fig. 1C and D). Paracetamol
induced significant increase in plasma concentrations
of AST and ALT in mice, which was reduced by treat-
ment with HPE, demonstrating that HPE protects
against paracetamol-induced liver damage.
Paracetamol hepatotoxicity is dependent on the

metabolization of paracetamol into the reactive

metabolite NAPQI by cytochrome P-450 (CYP) en-
zymes, primarily CYP2E1 (Kaplowitz, 2004). In this
sense, inhibition of CYP2E1 activity would result in re-
duced NAPQI formation and consequently reduced
liver injury. However, treatment with a higher dose
(435mg/kg, daily, during 4days) of HPE than in the
present study did not affect CYP2E1 activity in Swiss
mice. Moreover, HPE treatment for even longer periods
(>21days) can induce, but not inhibit, CYP2E1 activity
(Bray et al., 2002). Therefore, it is unlikely that the
hepatic protection by HPE depends on reduced paracet-
amol metabolization by CYP2E1.

HPE reduces paracetamol-induced inflammation and
antioxidant depletion in the liver

Treatment with saline or HPE alone did not alter the pa-
rameters assessed in the liver of mice (Fig. 2). Paraceta-
mol induced significant increase in IL-1β, TNF-α, and
IFN-γ concentrations and MPO activity in the liver of
mice, which were reduced by treatment with HPE com-
pared to vehicle (tween 20%) (Fig. 2A–D). This is in
agreement with other studies demonstrating that HPE
reduces cytokine production and leukocyte recruitment
during other inflammatory conditions (Paterniti et al.,
2010). The reduction of paracetamol-induced increase
of MPO activity by HPE treatment (Fig. 2D) lines up
well with the reduction of IL-1β, TNF-α, and IFN-γ
concentrations in the liver (Fig. 2A–C) since these

Figure 1. Paracetamol-induced dose-dependent lethality and the effect of Hypericum perforatum extract (HPE) on the lethality and liver injury
induced by paracetamol in mice. (A) Mice received paracetamol (0.15–3.0 g/kg, p.o.) or saline and lethality was monitored during 72 h.
(B) Mice were treated with HPE (30–300mg/kg, i.p.) or vehicle (Tween 20%) 30min before paracetamol (1.5 g/kg, p.o.) or saline and lethal-
ity wasmonitored. nwas 10 for saline groups and 20 for all other groups, *p<0.05 versus saline and # p<0.05 versus vehicle+ paracetamol.
Kaplan–Meier method, followed by the log-rank test. (A and B). Mice were treated with HPE (300mg/kg, i.p.) 30min before paracetamol (1.5 g/
kg, p.o.) or saline and after 4-h plasma concentrations of (C) aspartate aminotransferase (AST) and (D) alanine aminotransferase (ALT) were
determined. Values are mean+S.E.M., n=5 per experimental group, representative of two separate experiments. *p<0.0001 compared
to saline, #p<0.01 compared to vehicle+paracetamol. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.
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cytokines mediate neutrophil recruitment and activation
(Ishida et al., 2002). Additionally, the increase in cyto-
kine (IL-1β, TNF-α, IFN-γ, among others) concentra-
tions in the liver and excessive neutrophil recruitment
has been implicated in amplifying paracetamol-induced
liver damage (Ishida et al., 2002; Liu et al., 2006). There-
fore, the reduction of paracetamol-induced increase in
AST and ALT plasma concentrations by HPE treatment
(Fig. 1C and D) can be attributed to reduced cytokine
production and neutrophil recruitment to the liver.
Paracetamol reduced GSH concentrations (Fig. 2E)

and antioxidant capacity (Fig. 2F) in the liver of mice,
which was inhibited by treatment with HPE. Paraceta-
mol induces liver antioxidant and GSH depletion in an
antioxidant sensible manner. Thus, HPE inhibition of
paracetamol-induced hepatic depletion of GSH and
antioxidant capacity is an important protective mecha-
nism. Some of the molecules present in the HPE, for
example the flavonoids rutin and quercetin, can scav-
enge free radicals, and thus preserve tissue GSH and
other antioxidants (De Paola et al., 2005). Accordingly,
previous studies have also evidenced the restoration of
depleted GSH concentrations and antioxidant capacity
in tissues by HPE (Singh et al., 2002; Bayramoglu et al.,

2014). It is noteworthy that GSH is not only
responsible for cellular defense against oxidative stress,
but also the detoxification of NAPQI (Kaplowitz, 2004);
thus it is possible that the HPE attenuation of GSH
depletion in the liver contributed to further reduction
of NAPQI accumulation and its hepatic damage
(Kaplowitz, 2004).

In conclusion, HPE inhibits paracetamol-induced
lethality and hepatotoxicity. The mechanisms involved
in the effect of HPE include inhibition of paracetamol-
induced cytokine production, neutrophil recruitment,
and depletion of GSH and antioxidant capacity in the
liver.
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 1	
  
Abstract  2	
  
 3	
  

Acute Kidney Injury (AKI) is a serious and frequent clinical complication that can lead to 4	
  
sudden loss of renal function. Important causes of AKI are nephrotoxicity and drug adverse 5	
  
effects. Diclofenac, which is one of the most frequently used non-steroidal anti-inflammatory 6	
  
drug (NSAID) worldwide, is known to cause AKI in humans and animals. Herein, we 7	
  
investigated the protective effect and mechanisms of action of the flavonoid vitexin on AKI 8	
  
induced by diclofenac in mice. Mice were treated with vitexin (1, 3, or 10 mg/kg, i.p.) 30 min 9	
  
before diclofenac (200 mg/kg, p.o.) administration and, 24 hours after the stimulus, kidney 10	
  
damage, oxidative stress, cytokine production, and nuclear factor-kappa B (NF-κB) activation 11	
  
were assessed. Treatment with vitexin inhibited the increase in blood urea and creatinine 12	
  
levels and proteinuria induced by diclofenac. Vitexin also inhibited diclofenac-induced 13	
  
depletion in antioxidant defenses [reduced glutathione (GSH), ferric-reducing antioxidant 14	
  
power (FRAP), and free radical scavenging ability (ABTS)] and increase in superoxide anion 15	
  
and lipid peroxidation levels in the renal tissue and blood. Lastly, vitexin inhibited diclofenac- 16	
  
induced IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ production, NF-κB activation, and the decrease in IL- 17	
  
10 levels in the kidney and blood. Collectively, these data show that vitexin has protective 18	
  
effects in diclofenac-induced AKI and the mechanisms associated with these effects are 19	
  
reduction of oxidative stress and modulation of cytokine production and NF-κB activation. 20	
  

 21	
  
Keywords: acute kidney injury, non-steroidal anti-inflammatory drugs, chronic kidney 22	
  
disease, renal failure, flavones, nuclear factor-kappa B 23	
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 1	
  
1. Introduction 2	
  

 3	
  
Acute Kidney Injury (AKI) is a serious and frequent clinical complication that can lead to 4	
  

sudden loss of renal function. It is associated with a very high risk for the development of 5	
  
chronic kidney disease (CKD) and high mortality rate (1-3). An important cause of AKI is 6	
  
nephrotoxicity. Compared to other organs, the kidneys are more susceptible to both chemical 7	
  
toxicity and drug adverse effects (3, 4).  8	
  

Diclofenac (2-[(2,6-dichlorophenyl)amino]phenylacetate), which is one of the most 9	
  
frequently used non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), is prescribed to millions of 10	
  
patients worldwide for the control of pain and inflammation associated with arthritis and other 11	
  
conditions, such as osteoarthritis, rheumatoid arthritis, and ankylosing spondylitis (5, 6). 12	
  
Although its toxicity is commonly associated with the gastrointestinal tract and with 13	
  
idiosyncratic hepatic injury (7, 8), there is a direct link between diclofenac and acute renal 14	
  
failure (9-11). In fact, a meta-analysis study assessing the individual effect of NSAIDs reveals 15	
  
that patients treated with diclofenac present a relative risk of 1.77 fold for the development of 16	
  
AKI, that is 77% increase in risk to develop AKI (12). This is important considering that 17	
  
NSAIDs intoxication has a direct impact on public health costs due to increased morbidity and 18	
  
mortality (12, 13). Moreover, if not properly managed, the complications of AKI can lead to 19	
  
incomplete renal recovery or can accelerate the progression to CKD (12). The two main types 20	
  
of acute renal failure induced by diclofenac and other NSAIDs are hemodynamic-mediated 21	
  
nephritis and acute interstitial nephritis, both associated with low levels of prostaglandins 22	
  
(PGs) (12, 14). PGs, mainly PGE2 and prostacyclin (PGI2), maintain normal renal blood flow 23	
  
and glomerular filtration rate (GFR) and the inhibition of their synthesis (15), secondary to 24	
  
cyclooxygenase-1 (COX-1) and -2 (COX-2) inhibition by diclofenac (16), leads to abnormal 25	
  
renal function, decline in glomerular hydraulic pressure, and ultimately renal dysfunction (8, 26	
  
14).  27	
  

Diclofenac and its residues are found to be more concentrated in the kidneys than in 28	
  
other organs and this seems to be directly responsible for diclofenac toxicity and kidney 29	
  
failure (17). Studies show that diclofenac targets kidney mitochondria, decreasing the rate of 30	
  
ATP biosynthesis (9, 18). Diclofenac also increases the production of reactive oxygen 31	
  
species (ROS) in the kidney, which induces oxidative stress and DNA fragmentation, 32	
  
ultimately translating into apoptotic cell death of kidney cells (10, 19). Moreover, diclofenac 33	
  
increases nuclear factor-kappa B (NF-κB) activation and thereby upregulates 34	
  
proinflammatory cytokines in the kidney. Accordingly, the inhibition of NF-κB activation 35	
  
reduces AKI (19).  36	
  

Vitexin (apigenin-8-C-D-glucopyranoside) is a naturally-derived flavonoid compound (20) 37	
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that is found in several plants consumed for medicinal or dietary purpose, for example, Vigna 1	
  
radiata L. (Mung Bean) (21), Crataegus spp. (hawthorn) (22), Passiflora spp. (passion flower) 2	
  
(23), Mimosa pudica L. (24), and Phyllostachys nigra. Studies have shown that vitexin 3	
  
possesses several biological effects (25-27). Among them, its potent antioxidant effect stands 4	
  
out. Vitexin increases the expression of antioxidant enzymes and enhances overall 5	
  
antioxidant capacity in tissues such as the liver and kidney, in addition to reducing oxidative- 6	
  
mediated cell damage (i.e. lipid peroxidation) (27, 28). Its ability to modulate oxidative stress 7	
  
provides significant protection in myocardial ischemia/reperfusion and drug-induced 8	
  
cardiotoxicity in rats (27, 29). Moreover, vitexin also possesses anti-inflammatory effect (25, 9	
  
30) and inhibits inflammatory pain in mice by targeting the production of pro-inflammatory 10	
  
cytokines (31).  11	
  

Considering the aforementioned evidence for vitexin, it is conceivable that vitexin may 12	
  
have a protective effect in diclofenac-mediated nephrotoxicity. Therefore, the present study 13	
  
aimed to investigate the potential protective effect of vitexin in diclofenac-induced AKI in mice 14	
  
and to elucidate the underlying mechanisms, focusing on oxidative stress, inflammatory 15	
  
cytokines, and NF-κB activation, which are central mechanisms of AKI. 16	
  
 17	
  
 18	
  
2. Materials and methods 19	
  
2.1 Animals 20	
  

The experiments were performed on male Swiss mice, weighing between 20-25g from 21	
  
Universidade Estadual de Londrina. Mice were housed in standard clear plastic cages with 22	
  
free access to water and food, light/dark cycle of 12/12 h and controlled temperature. Mice 23	
  
were maintained in the vivarium of the Department of Pathology, Universidade Estadual de 24	
  
Londrina for at least two days before the experiments. Mice were used only once and were 25	
  
acclimatized to the testing room at least 1 hour before the experiments, which was conducted 26	
  
during the light cycle. To collect blood samples, mice were first anesthetized by isoflurane 3% 27	
  
(Abbot, Abbott Park, IL, USA) inhalation. For euthanasia, mice were anesthetized by 28	
  
isoflurane 3% (Abbot, Abbott Park, IL, USA) inhalation overdose and terminally euthanized by 29	
  
cervical dislocation followed by decapitation. Animals were handled humanely and all efforts 30	
  
were made to minimize the number of animals used and their suffering. All procedures 31	
  
concerning animal care and use were approved by the Research and Ethics Committee of 32	
  
Universidade Estadual de Londrina (protocol number 12742.2016.32). 33	
  
 34	
  
2.2 Experimental design 35	
  

In the first set of experiments, mice (n = 6 per group) were treated with vitexin (1, 3, or 36	
  
10 mg/kg, 100 µL, intraperitoneal, i.p.) (Sigma-Aldrich) or vehicle (sterile saline, 100 µL, per 37	
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oral, p.o.) 30 min prior to the administration of toxic dose of diclofenac (Neutaren®; Novartis 1	
  
Biociências S. A.) (200 mg/kg, 100 µL, per oral, p.o.). After 24 hours, blood levels of urea and 2	
  
creatinine were measured to determine the best dose vitexin for the following experiments in 3	
  
this study. The dose of 10 mg/kg of vitexin was selected for the assessment of proteinuria, 4	
  
oxidative stress [quantification of reduced glutathione (GSH), ferric-reducing antioxidant 5	
  
power (FRAP), free radical scavenging ability (ABTS), nitroblue tetrazolium (NBT) reduction, 6	
  
and lipid peroxidation], cytokine production (ELISA), and NF-κB activation (ELISA) in the 7	
  
blood and/or kidney tissue (19). The doses of diclofenac and vitexin, as well as the time of 8	
  
sample harvesting and analyses, were based on previous studies (10, 19, 31). All the 9	
  
analyses performed in renal tissue were performed using the entire organ. 10	
  
 11	
  
2.3 Renal function tests 12	
  

Blood samples were collected by cardiac puncture 24 hours after diclofenac 13	
  
administration. The serum was separated by centrifugation (200 x g, 10 min, 4°C). Serum 14	
  
samples were processed according to the manufacturer’s instructions (Labtest Diagnóstico 15	
  
S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil) to evaluate urea and creatinine levels as indicators of 16	
  
nephrotoxicity. Results are presented as mg/dL of plasma urea or creatinine. Urine was 17	
  
collected 24 hours after diclofenac administration by applying gentle pressure over the 18	
  
bladder. Total protein content in the urine was quantified using Lowry’s method (32). 19	
  

 20	
  
2.4 Reduced glutathione (GSH) assay 21	
  

The levels of GSH in renal tissue samples were determined using a 22	
  
spectrophotometric method. Kidneys were collected 24 hours after the diclofenac 23	
  
administration and processed following a previously described protocol (32). The results are 24	
  
presented as nmols of GSH/mg of protein (Sigma Chemical Co., USA). 25	
  
 26	
  
2.5 Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) and free-radical scavenging ability (ABTS) 27	
  
assays 28	
  

The kidney and serum samples were collected 24 hours after diclofenac 29	
  
administration. Kidney samples were homogenized with 500 µL of 1.15% KCl and centrifuged 30	
  
(200 x g, 10 min, 4°C). The ability of the samples to resist oxidative damage was determined 31	
  
as FRAP and ABTS (33). For FRAP assay, 15 µL of tissue supernatant or serum was mixed 32	
  
with 45 µL of deionized water and 200 µL of freshly prepared FRAP reagent (Sigma 33	
  
Chemical Co., USA). The reaction mixture was incubated at 37°C for 30 min, and the 34	
  
absorbance was measured at 595 nm. For ABTS assay, ABTS solution (Sigma Chemical 35	
  
Co., USA) was diluted with phosphate buffer saline at pH 7.4 to an absorbance of 0.80 at 730 36	
  
nm. Then, 200 µL of diluted ABTS solution was mixed with 15 µL of tissue supernatant or 37	
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serum. After 6 min, the absorbance was measured at 730 nm. The results were equated 1	
  
against a Trolox standard curve (Sigma Chemical Co., USA). The protein levels in the 2	
  
samples were used for data normalization, and the results are expressed as nmol of Trolox 3	
  
equivalent/mg of protein or mL of serum. 4	
  
 5	
  
2.6 Nitroblue tetrazolium (NBT) reduction assay 6	
  

For NBT (Amresco, USA) reduction assay, kidney tissue and serum samples were 7	
  
collected 24 hours after diclofenac administration as described previously (34). Briefly, the 8	
  
kidney was homogenized with 500 µL of 1.15% KCl, and aliquots of 50 µL of tissue 9	
  
homogenate or serum were transferred to a 96-well plate, followed by the addition of 100 µL 10	
  
of NBT solution (1 mg/mL), and maintained at 37°C for 5 min. The supernatant was removed, 11	
  
and the precipitated formazan was solubilized by adding 120 µL of 2 M KOH (Sigma 12	
  
Chemical Co., USA) and 140 µL of dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co., USA). 13	
  
The optical density was measured at 600 nm using a microplate spectrophotometer reader 14	
  
(Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Finland). The protein levels 15	
  
in the samples were used for data normalization and the results are presented as NBT 16	
  
reduction (optical density [OD]/mg of protein or mL of serum). 17	
  
 18	
  
2.7 Lipid peroxidation assay 19	
  

The levels of thiobarbituric acid (TBA)-reactive substances (TBARS), primarily 20	
  
malondialdehyde (MDA), were quantified spectrophotometrically using an adapted method as 21	
  
previously described (35). Tissue homogenate or serum reacted with TBA to form MDA- 22	
  
(TBA)2 complexes, and the proteins were precipitated with trichloroacetic acid. Samples were 23	
  
incubated for 15 min in a boiling water bath and transferred to an ice bath. MDA, an 24	
  
intermediate product of lipid peroxidation, was determined by the difference between 25	
  
absorbance at 535 and 572 nm using a microplate spectrophotometer reader (Multiskan GO 26	
  
Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Finland). The results are presented as lipid 27	
  
peroxidation (ΔOD A535-A572 /mg of protein or mL of serum). 28	
  
 29	
  
2.8 Cytokine production 30	
  

For cytokine production assessment, samples of the kidney and serum were collected 31	
  
24 hours after diclofenac administration. The kidney tissue samples were homogenized in 32	
  
500 µL of the appropriate buffer containing protease inhibitors. Cytokine levels were 33	
  
determined by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using eBioscience kits 34	
  
(eBioscience, USA) accordingly with manufacturer instructions. The results were expressed 35	
  
as pg of cytokine/mg of tissue or mL of serum. 36	
  
 37	
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 1	
  
2.9 NF-κB activation 2	
  

The determination of NF-κB activation in renal tissue was performed accordingly with 3	
  
manufacturer instructions. The kidney was collected 24 hours after diclofenac administration 4	
  
and homogenized in ice-cold lysis buffer (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA). The 5	
  
homogenates were centrifuged (16,100 g x 10 min at 4°C) and the supernatants used to 6	
  
assess the levels of total NF-κB p65 subunit and phosphorylated NF-κB p65 subunit by 7	
  
ELISA using PathScan kits #7836 and #7834, respectively (Cell Signaling Technology, USA). 8	
  
The results are presented as the sample ratio (phospho-p65:total-p65/mg of tissue) 9	
  
measured at 450 nm. 10	
  
 11	
  
 12	
  
2.10 Statistical analysis 13	
  

Results are presented as mean ± standard error means (SEM) of measurements 14	
  
made on six mice in each group per experiment. Results are representative of two 15	
  
independent experiments. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey’s 16	
  
post hoc using the statistical software GraphPad Prism 6 (Graphpad Software Inc., La Jolla, 17	
  
CA, USA). Statistical differences were considered significant when P < 0.05. 18	
  
 19	
  
 20	
  
3. Results 21	
  
3.1 Vitexin inhibits diclofenac-induced increase of serum urea and creatinine and proteinuria 22	
  

Firstly, the dose of vitexin capable of reducing diclofenac-induced AKI was assessed 23	
  
(Fig.1). Mice were treated with vitexin (1, 3, or 10 mg/kg, i.p.) 30 min before the 24	
  
administration of diclofenac (200 mg/kg, p.o.) (19, 31). Blood samples were collected 24 25	
  
hours after the stimulus for the determination of urea and creatinine serum levels. Diclofenac 26	
  
increased urea and creatinine levels, which were inhibited by 10 mg/kg of vitexin, but not by 27	
  
the doses of 1 or 3 mg/kg (Fig. 1A and B). Thus, the dose of 10 mg/kg of vitexin was selected 28	
  
for the following experiments of this study. Next, the effect of vitexin on proteinuria was 29	
  
assessed. Urine was collected 24 hours after the stimulus. Diclofenac-induced increase in 30	
  
proteinuria was inhibited by vitexin (10 mg/kg) (Fig. 1C). 31	
  
 32	
  
3.2 Vitexin inhibits diclofenac-induced oxidative stress  33	
  

In the next set of experiments, the effect of vitexin on diclofenac-induced oxidative 34	
  
stress in the kidney (Fig. 2) and blood (Fig. 3) was evaluated. Mice were treated with vitexin 35	
  
(10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with diclofenac (200 mg/kg, p.o.) and, after 24 36	
  
hours, kidney and blood samples were collected for the determination of the antioxidant 37	
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capacity, superoxide anion production (NBT reduction), and lipid peroxidation. Diclofenac 1	
  
significantly reduced antioxidant defenses in renal tissue, as observed by reductions in GSH 2	
  
levels, FRAP, and ABTS (Fig. 2A-C). Additionally, superoxide anion (Fig. 2D) and lipid 3	
  
peroxidation (Fig. 2E) levels were increased in diclofenac-stimulated mice. Treatment with 4	
  
vitexin (10 mg/kg) inhibited diclofenac-induced depletion of antioxidant defenses (Fig. 2A-C) 5	
  
and increase in superoxide anion (Fig. 2D) and lipid peroxidation (Fig. 2E) levels in the 6	
  
kidney. In the blood, diclofenac also reduced FRAP and ABTS (Fig. 3A and B, respectively) 7	
  
and increased superoxide anion production (Fig. 3C) and lipid peroxidation (Fig. 3D), which 8	
  
were inhibited by vitexin (10 mg/kg) (Fig. 3A-D). 9	
  
 10	
  
3.3 Vitexin modulates diclofenac-induced cytokine production  11	
  

We next investigated the effect of vitexin on diclofenac-induced increase in cytokine 12	
  
production. Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with 13	
  
diclofenac (200 mg/kg, p.o.) and, after 24 hours, kidney and blood cytokine levels were 14	
  
determined (Fig. 4). Diclofenac increased IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ (Fig. 4A-D) and 15	
  
reduced IL-10 (Fig. 4E) levels in the kidney. Treatment with vitexin, on the other hand, 16	
  
inhibited diclofenac-induced increase in IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ levels (Fig. 4A-D). 17	
  
Further, vitexin inhibited the decrease in IL-10 levels induced by diclofenac (Fig. 4E). 18	
  
Similarly, diclofenac-induced increase in IL-6 levels in the blood was reduced by vitexin (Fig. 19	
  
4F). 20	
  
 21	
  
3.4 Vitexin inhibits diclofenac-induced NF-κB activation in the kidney 22	
  

Considering the inhibitory effect of vitexin on diclofenac-induced cytokine production, 23	
  
its effect on NF-κB activation was investigated. Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 24	
  
30 min before the stimulus with diclofenac (200 mg/kg, p.o.) and kidney sample was collected 25	
  
and NF-κB activation was determined by ELISA (phosphorylated-p65/total-p65 ratio). 26	
  
Diclofenac increased ELISA phosphorylated p65/total-p65 ratio when compared to control 27	
  
group (Fig. 5). Treatment with vitexin inhibited diclofenac-induced phosphorylated p65/total- 28	
  
p65 ratio (Fig. 5), indicating that vitexin inhibits diclofenac-induced NF-κB activation in the 29	
  
kidney.  30	
  
 31	
  
 32	
  
4. Discussion 33	
  
 34	
  

In the present study, we show that treatment with vitexin protects mice against diclofenac- 35	
  
induced nephrotoxicity. Treatment with vitexin reduced diclofenac-induced kidney injury as 36	
  
observed by inhibition of serum urea and creatinine levels and proteinuria. Notably, the 37	
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preservation of kidney function seems to be associated with reduction in oxidative stress and 1	
  
modulation of cytokine production and NF-κB activation.  2	
  

Kidney injury and disease are characterized by the generation of oxidant species (36). In 3	
  
diclofenac-induced AKI, elevated levels of ROS, followed by DNA damage and apoptosis of 4	
  
kidney cells, depicts the role of redox imbalance in renal damage in this model (9, 10, 19). In 5	
  
regard to cell death mechanisms, diclofenac induces apoptosis as observed by increased c- 6	
  
Myc protein (19), which is linked to ROS-, NF-κB-, and p53-related apoptotic mechanisms 7	
  
(37-39). Additionally, in diclofenac nephrotoxicity, antioxidant defenses are depleted and the 8	
  
kidney tissue is highly susceptible to oxidative-mediated damage (10). As such, strategies 9	
  
aimed at controlling oxidative stress may represent promising therapeutic approaches given 10	
  
that ROS can activate NF-κB signaling pathway (40) and an increase of ROS levels are 11	
  
linked with GFR impairment (41). Vitexin possesses in vitro and in vivo antioxidant activity 12	
  
(42-45). In vitro evidence shows that vitexin possesses an IC50 of 84 µg/mL for DPPH radical 13	
  
scavenger ability (42) and ABTS radical scavenger ability at 16 µg/mL (reduction of 46%) 14	
  
(43). Moreover, vitexin possesses superoxide anion scavenger ability at a varied range of 15	
  
concentrations (42, 44) and reduces Fe(II)-induced lipid peroxidation with an IC50 of 2313 µM 16	
  
(45). These findings corroborate the in vivo antioxidant activity of vitexin previously described 17	
  
in myocardial ischemia/reperfusion injury (25), doxorubicin cardiotoxicity (27), and 18	
  
carrageenan-induced inflammatory pain (31). Furthermore, it is in line with the vitexin 19	
  
reduction of diclofenac-induced superoxide anion production and lipid peroxidation. 20	
  
Therefore, this set of data explains the increase in antioxidant defense (i.e. depletion in GSH 21	
  
levels, FRAP, and ABTS) in the blood and kidney by vitexin. Considering that increased 22	
  
levels of ROS is prevalent during the progression of kidney injury (36), vitexin presents itself 23	
  
as a promising therapeutic for oxidative mediated damage in diclofenac AKI. 24	
  

In addition to oxidative stress, numerous studies have shown that a strong association 25	
  
between the inflammatory response and AKI exists (46-48). The generation of inflammatory 26	
  
mediators such as cytokines by vascular endothelial cells and/or in tubular epithelium plays 27	
  
an important role in the pathophysiology of AKI and renal failure (4, 48-51). In fact, diclofenac 28	
  
intoxication induces the production of IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ in the kidney (19). In the 29	
  
present study, diclofenac increased the production of IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ and 30	
  
decreased IL-10 levels in the kidney. Treatment with vitexin inhibited both the production of 31	
  
IL-1β, TNF-α, IL-6, and IFN-γ and reduction in IL-10 levels. Inflammatory cytokines are 32	
  
important in the initiation and extension of inflammation in the kidney (47). IL-6, for example, 33	
  
mediates injurious inflammatory response in both nephrotoxic and ischemic AKI in mice (51, 34	
  
52). TNF-α, on the other hand, is a potent mediator of apoptosis and tissue damage (53). 35	
  
Cisplatin and endotoxin-induced AKI is mediated in-part by TNF-α and the inhibition of the 36	
  
release or action of TNF-α protects the kidney from nephrotoxicity (54). In contrast, IL-10 is a 37	
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potent anti-inflammatory cytokine that inhibits inflammatory and cytotoxic pathways 1	
  
implicated in AKI (55). Therefore, it is conceivable that vitexin reduces kidney inflammation by 2	
  
inhibiting the production of inflammatory cytokines and preventing the decrease in IL-10. 3	
  
Moreover, vitexin also inhibited diclofenac-induced increase in IL-6 levels in the serum. 4	
  
Higher levels of cytokines in the blood are associated with increased risk of mortality in 5	
  
patients diagnosed with acute renal failure (56). In this sense, the modulation of cytokine 6	
  
production by vitexin may be a protective mechanism in diclofenac-induced nephrotoxicity.  7	
  

Over the years, data showing the role of the transcription factor NF-κB in the 8	
  
pathophysiology of AKI has surfaced. NF-κB has been ascribed to various forms of human 9	
  
and experimental kidney injury, including diclofenac-induced AKI (46, 57, 58). In human renal 10	
  
disease, there is evidence of NF-κB activation in the kidney in diabetic nephropathy, 11	
  
glomerular disease, and AKI (57-59). In agreement with our previous study (19), herein 12	
  
diclofenac also enhanced NF-κB activation in the kidney. Diclofenac-induced increase in NF- 13	
  
κB activation has also been observed in other cell types, such as HCT116 cells (60), 14	
  
astrocytes (61), and microglia (62). Corroborating the role of NF-κB activation in diclofenac- 15	
  
induced AKI, treatment with vinpocetine [an inhibitor of IKK (IκB kinases)] [19] or PDTC 16	
  
(pyrrolidine dithiocarbamate ammonium, a widely-used NF-κB inhibitor molecule) [Borghi et 17	
  
al. in preparation] reduce diclofenac-induced oxidative stress, cytokine production, and NF-κB 18	
  
activation in the kidney. Therefore, targeting this signaling pathway is a promising therapeutic 19	
  
approach for the treatment of AKI. Furthermore, in vitro evidence demonstrates that the NF- 20	
  
κB inhibitor PDTC, but not the antioxidant molecule N-acetylcysteine, reduces LPS-induced 21	
  
NF-κB activation in kidney tubular epithelial cells (63) suggesting that at least in this cell type, 22	
  
molecules with the ability to target this signaling pathway are more important than molecules 23	
  
with antioxidant activity. However, mechanistic studies are necessary to determine whether 24	
  
or not direct targeting of NF-κB and/or antioxidant reduction of NF-κB activation is observed 25	
  
in a sterile model of inflammation such as a drug-induced kidney injury. Importantly, 26	
  
treatment with vitexin inhibited this response, which is consistent with previous reports of 27	
  
inhibition of NF-κB activation by this flavonoid in other settings (25, 27). NF-κB regulates the 28	
  
expression of various inflammatory mediators, among them cytokines (64), thus the decrease 29	
  
in proinflammatory cytokines by vitexin may be secondary to the inhibition of NF-κB 30	
  
activation. It is noteworthy that the mechanism by which vitexin modulates NF-κB activation 31	
  
may be by inhibiting the decrease in IL-10 levels in the kidney, given that vitexin increases IL- 32	
  
10 levels (31), as we also observed herein. It has been shown that IL-10 signaling can block 33	
  
NF-κB activation by suppressing IKK activity, thus inhibiting degradation of IκB and 34	
  
subsequent NF-κB nuclear translocation. Moreover, IL-10 signaling can also block NF-κB 35	
  
binding to DNA (65). Oxidative stress and inflammation are closely linked to disease affliction 36	
  
in renal tissue (46). The inhibition of NF-κB activation by PDTC renders protection against 37	
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oxidative stress and early restoration of renal function in folic acid-induced AKI (46). 1	
  
Therefore, it is conceivable that inhibition of NF-κB by vitexin contributes to the decrease in 2	
  
oxidative stress. However, the inverse is also plausible, given that NF-κB, and downstream 3	
  
cytokine production, can be activated by stimuli such as ROS (64).  4	
  
 5	
  
 6	
  
5. Conclusions 7	
  
 8	
  
Herein we demonstrate that vitexin reduces diclofenac-induced AKI in mice. Vitexin reduces 9	
  
kidney damage by inhibiting oxidative stress and modulating NF-κB activation and 10	
  
downstream cytokine production. Therefore, the present work contributes to better 11	
  
understanding of the mechanisms of action of vitexin and points to the potential therapeutic 12	
  
use of vitexin in diclofenac-induced AKI. To the best of our knowledge, this is the first report 13	
  
demonstrating the protective potential of vitexin in diclofenac-induced nephrotoxicity. 14	
  
 15	
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 1	
  
Figure Legends 2	
  
Fig. 1. Vitexin reduces diclofenac-induced increase in serum urea and creatinine and 3	
  
proteinuria 4	
  
Mice were treated with vitexin (1, 3, or 10 mg/kg, i.p.) 30 min before the administration of 5	
  
diclofenac (200 mg/kg, p.o.). Blood and urine samples were collected 24 hours after the 6	
  
stimulus for the determination of urea (A) and creatinine (B) serum levels and proteinuria (C). 7	
  
Results are expressed as mean ± SEM, n = 6 mice per group per experiment, two 8	
  
independent experiments. **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared to saline control; #p < 0.05 9	
  
and ##p < 0.01 compared to 0 mg/kg of vitexin group. One-way ANOVA followed by Tukey's 10	
  
post hoc. 11	
  
 12	
  
 13	
  
Fig. 2. Vitexin inhibits diclofenac-induced oxidative stress in the kidney 14	
  
Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with diclofenac (200 15	
  
mg/kg, p.o.) and kidney samples were collected after 24 hours for the determination of 16	
  
reduced glutathione (GSH) levels (A), Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) (B), free- 17	
  
radical scavenging ability (ABTS) (C), superoxide anion production [nitro blue tetrazolium 18	
  
(NBT) reduction] (D), and lipid peroxidation (E). Results are expressed as mean ± SEM, n = 6 19	
  
mice per group per experiment, two independent experiments. *p < 0.05 and **p < 0.01 20	
  
compared to saline control; # p < 0.05 , ##p < 0.01, and ###p < 0.001 compared to 0 mg/kg 21	
  
of vitexin group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc. 22	
  
 23	
  
Fig. 3. Vitexin inhibits diclofenac-induced oxidative stress in the blood 24	
  
Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with diclofenac (200 25	
  
mg/kg, p.o.) and blood samples were collected after 24 hours for the determination of Ferric- 26	
  
reducing antioxidant power (FRAP) (A), free-radical scavenging ability (ABTS) (B), 27	
  
superoxide anion production [nitro blue tetrazolium (NBT) reduction] (C), and lipid 28	
  
peroxidation (D). Results are expressed as mean ± SEM, n = 6 mice per group per 29	
  
experiment, two independent experiments. *p < 0.05 compared to saline control; #p < 0.05 30	
  
and ####p < 0.0001 compared to 0 mg/kg of vitexin group. One-way ANOVA followed by 31	
  
Tukey's post hoc. 32	
  
 33	
  
Fig. 4. Vitexin modulates diclofenac-induced cytokine production in the kidney and 34	
  
blood 35	
  
Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with diclofenac (200 36	
  
mg/kg, p.o.) and kidney and blood samples were collected after 24 hours for the 37	
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determination of IL-1β (A), TNF-α (B), IL-6 (C), IFN-γ (D), and IL-10 (E) levels in the kidney 1	
  
and IL-6 (F) levels in the serum. Results are expressed as mean ± SEM, n = 6 mice per 2	
  
group per experiment, two independent experiments. **p < 0.01 and ****p < 0.0001 compared 3	
  
to saline control; #p < 0.05, ##p < 0.01, and #### p < 0.0001 compared to 0 mg/kg of vitexin 4	
  
group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc. 5	
  
 6	
  
Fig. 5. Vitexin inhibits diclofenac-induced NF-κB activation in the kidney 7	
  
Mice were treated with vitexin (10 mg/kg, i.p.) 30 min before the stimulus with diclofenac (200 8	
  
mg/kg, p.o.) and, after 24 hours, kidney samples were collected and NF-κB activation was 9	
  
determined by measuring tissue levels of total and phospho-NF-κB p65 subunits. Results are 10	
  
expressed as mean ± SEM, n = 6 mice per group per experiment, two independent 11	
  
experiments. **p < 0.01 compared to saline control; #p < 0.05 compared to 0 mg/kg of vitexin 12	
  
group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc. 13	
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 1	
  
4.3 Artigo científico 3: “Quercetin enhances ligand-induced apoptosis in senescent 2	
  
idiopathic pulmonary fibrosis fibroblasts”. Este artigo será submetido ao periódico científico 3	
  
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine.  4	
  

 5	
  

Normas do periódico: http://www.atsjournals.org/page/ajrccm/instructions 6	
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 1	
  
At a Glance Commentary 2	
  
Scientific Knowledge on the Subject: 3	
  
While cellular senescence may be a protective mechanism in modulating proliferative 4	
  
capacity, fibroblast senescence is now recognized as a key pathogenic mechanism in IPF. In 5	
  
bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice, senescent fibroblasts play a central in non- 6	
  
resolving lung fibrosis and the persistence of these cells seems to be related to apoptosis- 7	
  
resistant phenotype.  8	
  
 9	
  
What This Study Adds to the Field: 10	
  
The present study demonstrates that the flavonoid quercetin renders senescent primary 11	
  
human IPF fibroblasts exhibiting apoptosis-resistant phenotype susceptible to pro-apoptotic 12	
  
ligands such as Fas ligand (FasL) and tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis- 13	
  
inducing ligand (TRAIL). Quercetin mediates these effects in senescent IPF fibroblasts via 14	
  
increased caveolin-1 and FasL receptor expression, and the inhibition of AKT activation. 15	
  
 16	
  
The present study corroborates fibroblast senescence and apoptosis resistance in IPF. We 17	
  
show that quercetin can render senescent primary human IPF fibroblasts exhibiting an 18	
  
apoptosis-resistant phenotype susceptible to pro-apoptotic ligands. Fibroblast senescence is 19	
  
now recognized as an important pathogenic mechanism in IPF and apoptosis-resistance 20	
  
seems to have a central role in non-resolving lung fibrosis, thus the results provided in this 21	
  
study may contribute to future therapeutic strategies for IPF and other fibrotic disorder that 22	
  
progress with the accumulation of senescent fibroblasts. 23	
  
 24	
  
This article has an online data supplement, which is accessible from this issue's table of 25	
  
content online at www.atsjournals.org"  26	
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 1	
  
Abstract 2	
  
 3	
  
Rationale: IPF is characterized by senescent fibroblasts but until recently few studies 4	
  
addressed therapeutic strategies directed at these cells. 5	
  
 6	
  
Objectives: Investigate whether quercetin restores the susceptibility of senescent IPF 7	
  
fibroblasts to pro-apoptotic stimuli and the mechanisms involved. 8	
  
 9	
  
Methods: NL and IPF fibroblasts derived from patients with stable and rapidly progressing 10	
  
disease were serially passaged until senescence. Senescent NL and IPF fibroblasts were 11	
  
compared for the expression of FasL and TRAIL agonist receptor expression and 12	
  
susceptibility to apoptosis by these ligands. The effect of quercetin on the susceptibility to 13	
  
apoptosis and the mechanisms that may be involved in the restored susceptibility to 14	
  
apoptosis by quercetin was also explored.  15	
  
 16	
  
Measurements and Main Results: Unlike senescent NL fibroblasts, IPF fibroblasts were 17	
  
highly resistant to FasL- or TRAIL-induced apoptosis. Senescent IPF fibroblasts exhibited 18	
  
decreased expression of FasL and TRAIL agonist receptors and caveolin-1 and increased 19	
  
AKT activation compared with senescent NL fibroblasts. Resistance to FasL- or TRAIL- 20	
  
induced apoptosis in senescent IPF fibroblasts was abolished with the co-addition of 21	
  
quercetin and either ligand. Mechanistically, quercetin up regulated Fas and caveolin-1 22	
  
expression, and modulated AKT activation. 23	
  
 24	
  
Conclusion: Unlike senescent NL fibroblasts, IPF fibroblasts exhibit a resistance to death 25	
  
ligand induced apoptosis. Quercetin reversed this property in IPF fibroblasts by promoting 26	
  
FasL receptor and caveolin-1 expression, and inhibiting AKT activation.  27	
  
 28	
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 1	
  

Introduction 2	
  

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most common and lethal form of idiopathic 3	
  
interstitial pneumonia, despite the advent of therapeutic interventions. It is characterized 4	
  
histologically by the presence of usual interstitial pneumonia (UIP) and fibroblastic foci, which 5	
  
are speculated to be the site of active tissue remodeling (1). The disease course of IPF 6	
  
patients is highly variable, with a subset of patients exhibiting disease stability for prolonged 7	
  
periods of time (stable IPF), while other patients exhibit rapid disease progression and 8	
  
deterioration (rapid IPF) (2, 3). Although progression is a key feature of IPF, little is known 9	
  
about what dictates clinical progression of this disease. 10	
  

Cellular senescence is a state of permanent growth arrest combined with stereotyped 11	
  
phenotypic changes and it has an important role in maintaining physiological homeostasis 12	
  
(4). However, accumulating evidence indicates that senescent cells may also have causal 13	
  
and/or contributing role in tissue remodeling and age-related diseases, including IPF and 14	
  
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (4-7). In fact, it was recently shown that 15	
  
fibroblastic foci are predominantly comprised of senescent myofibroblasts. Further, senescent 16	
  
fibroblasts are detected in the lungs of aged mice and, the persistence of these cells prevents 17	
  
resolution of bleomycin-induced pulmonary fibrosis (8).  18	
  

Senescent cells secrete pro-inflammatory cytokines, chemokines, and extracellular 19	
  
matrix proteases, which collectively constitute the senescence-associated secretory 20	
  
phenotype (SASP). The SASP and increased reactive oxygen species (ROS) levels in 21	
  
senescent cells can chronically sustain inflammation and tissue damage, which explains the 22	
  
correlation between the build up of these cells and progressive fibrosis (9-11). Consequently, 23	
  
therapeutic interventions that target and reduce the burden of senescent cells pose as 24	
  
promising strategies to modulate the progression of IPF and other age-related diseases. 25	
  

Recently, Zhu et al. showed that the flavonoid quercetin had direct senolytic effects on 26	
  
senescent cells and this effect was linked to quercetin’s effect on the sensitivity of senescent 27	
  
cells to apoptosis (12). Although, quercetin showed a potent capacity to reduce the viability 28	
  
and number of senescent cells in vitro and in vivo, these previous studies were conducted in 29	
  
mice (12) leading us in the present study to query whether quercetin had any effects on the 30	
  
apoptotic responses of senescent human lung fibroblasts. Thus, considering, i) the 31	
  
deleterious effects of senescent cells in the progression of fibrosis, ii) that apoptosis-resistant 32	
  
phenotype of senescent fibroblasts is responsible for the accumulation of these cells in the 33	
  
lungs (8), and iii) recent evidence that quercetin can regulate apoptosis resistance, we 34	
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assessed the pro-apoptotic and modulatory effects of quercetin on apoptosis-resistant, 1	
  
senescent IPF fibroblasts.  2	
  

 3	
  

 4	
  

Methods 5	
  

(Additional details are provided in the online supplement) 6	
  

Culture of primary pulmonary fibroblast  7	
  
 8	
  

This study was approved by an IRB at Cedars Sinai Medical Center (Approval 9	
  
number: Pro34067). Pulmonary fibroblast cell lines from normal patients and patients with 10	
  
stable and rapidly progressing IPF were cultured in complete media (DMEM (Lonza) 11	
  
containing 15% FBS (Cell Generation), 100 IU penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Lonza), 12	
  
292 µg/ml L-Glutamine (Lonza) and 100 µg/ml of Primocin (Invivogen) at 37 ºC in a 10% CO2 13	
  
incubator. All the experiments in this study were performed under comparable conditions. 14	
  
 15	
  
Generating senescent fibroblasts   16	
  
 17	
  
 Proliferating normal and IPF lung fibroblasts were serially passaged in culture until the 18	
  
cells acquired a clear senescent phenotype (flattened morphology, permanent arrest of cell 19	
  
proliferation, altered pattern of gene expression (upregulation of CDKN1A, CDKN2A, IL6, and 20	
  
IL8 genes), and senescence-associated ß-galactosidase activity (β-Galactosidase Staining 21	
  
Kit, BioVision).  22	
  
 23	
  
Apoptosis studies 24	
  
 25	
  
 Senescent lung fibroblasts (5 x 104 cells per well) were treated with quercetin (50 µM) 26	
  
(Sigma-Aldrich), cross-linked recombinant human (rh) FasL (75 or 150 ng/mL) (R&D 27	
  
Systems), cross-linked rhTRAIL (100 or 200 ng/mL) (R&D Systems), and/or vehicle (0.05% 28	
  
DMSO in complete media) for 24 hours. rhFasL and rhTRAIL were cross-linked by mouse 29	
  
anti-polyHistidine monoclonal antibody (R&D Systems). Apoptosis was assessed by 30	
  
measuring caspase-3 activity, cell viability, and LDH release. Phase-contrast images of 31	
  
fibroblast cultures were collected using IncuCyte ZOOM® Live Cell Imaging (Essen 32	
  
Bioscience). 33	
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 1	
  
qPCR 2	
  
 3	
  

Expression levels of genes of interest were quantitated by a real-time quantitative 4	
  
PCR (ViiA™ 7 Real-Time PCR System, Life Technologies) using predesigned primers 5	
  
(Integrated DNA Technologies) and primers and probe sets (Life Technologies). The full 6	
  
primers sequence and IDs for primers and probes are listed in Table 1 in the online 7	
  
supplement. Transcript levels were normalized to 18S mRNA and the fold change in gene 8	
  
expression was calculated using Data Assist software (Life Technologies). Heat map was 9	
  
generated manually using the relative expression values between quercetin and vehicle 10	
  
(control)-treated cells.  11	
  

 12	
  
Western blot analysis 13	
  
 14	
  
 Cells were lysed lysis buffer (Cell Signaling Technology) containing protease inhibitor 15	
  
cocktail (Roche, Germany). Equal amount of total protein was loaded into a Bolt 4-12% Bis- 16	
  
Tris Plus gel (Life Technologies). Samples were transferred onto a nitrocellulose membrane 17	
  
and blotted using antibodies to the following: p-AKT (Ser473) and AKT (pan) (Cell Signaling 18	
  
Technology), Caveolin-1 (ThermoScientific), and β-actin (Santa Cruz Biotechnology).  19	
  
 20	
  
Statistical analysis  21	
  
 22	
  

Analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad Software). Data were 23	
  
expressed as means ± SEM and assessed for significance by one-way ANOVA followed by 24	
  
Tukey’s multiple comparisons test. Values of P < 0.05 were considered significant.  25	
  
 26	
  

 27	
  

Results  28	
  

Senescent IPF fibroblasts are resistant to apoptosis 29	
  

Lung fibroblasts were derived from diagnostic biopsies removed from patients who 30	
  
subsequently exhibited slow or rapidly progressing IPF (slow IPF and rapid IPF, respectively) 31	
  
over the first year after diagnosis. Primary normal fibroblasts (NL) were also derived from 32	
  
non-fibrotic lung samples lacking any evidence of disease. In the present study, lung 33	
  
fibroblasts derived from stable and rapid IPF patients exhibited a strikingly slower growth rate 34	
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at the same passage (i.e. passages 7 – 8; Figure 1A).  Further, regardless of clinical 1	
  
progression, IPF fibroblasts senesced after significantly fewer serial passage rounds 2	
  
compared with NL fibroblasts (See Figure E1A in online data supplement). Stable and rapid 3	
  
IPF fibroblasts expressed 2-fold or higher expression of CDKN1A and CDKN2A genes 4	
  
(Figure 1B), which encode cycle inhibitor proteins p21 and p16, respectively. Up regulation of 5	
  
p21 and/or p16 proteins are widely used markers of cellular senescence (4). A notably higher 6	
  
number of senescence-associated β-galactosidase (SA-β-gal)-positive cells were observed in 7	
  
IPF fibroblast cultures compared with cultures of NL fibroblasts at the same passage number 8	
  
(Figure 1C). Together, these findings suggested that unlike NL fibroblasts, IPF lung 9	
  
fibroblasts are much more prone to senesce in culture. 10	
  

To undertake further study of senescent NL and IPF fibroblasts (n=3 of each), we first 11	
  
serially passaged fibroblast lines until all cells in these cultures ceased to proliferate and 12	
  
acquired flattened morphology (Figure 1D, Figures E1B and E1C). Replicative senescence 13	
  
was further confirmed in NL and IPF lines by up regulation of CDKN1A, CDKN2A, IL6, and 14	
  
IL8 expression and positive SA-β-gal staining in NL, stable IPF, and rapid IPF fibroblasts 15	
  
(Figure E1D and Figure 1D, respectively). We next determined the susceptibility of senescent 16	
  
human fibroblasts to pro-apoptotic ligands.  Senescent NL and IPF fibroblasts were exposed 17	
  
to FasL (75 or 150 ng/mL) or TRAIL (100 or 200 ng/mL) for 24 hours and caspase-3 activity 18	
  
was measured. Senescent NL fibroblasts exhibited a dose-dependent increase in casapse-3 19	
  
activity following exposure to FasL or TRAIL (Figure 1E and F). In contrast, neither stable nor 20	
  
rapid senescent IPF fibroblasts exhibited equivalent responsiveness to FasL- or TRAIL- 21	
  
induced apoptosis (i.e. caspase-3 activity; Figure 1E and F). Thus, these findings 22	
  
demonstrate that senescent IPF fibroblasts are markedly less susceptible to FasL- and 23	
  
TRAIL-induced apoptosis.  24	
  

 25	
  

Expression of Fas, DR4, and DR5 is decreased in senescent IPF fibroblasts  26	
  

To determine why senescent IPF fibroblasts are resistant to FasL and TRAIL-induced 27	
  
apoptosis, we next assessed the expression of Fas (i.e. FasL receptor) and death receptors 28	
  
(DR) 4 and 5 by quantitative PCR.  Both rapid and stable senescent IPF fibroblasts showed 29	
  
significantly decreased expression of FAS and DR5 compared with NL fibroblasts (Figure 1G 30	
  
and 1I). Senescent rapid IPF fibroblasts also showed decreased expression of DR4 31	
  
compared to NL and stable IPF fibroblasts (Figure 1H).  Interestingly, FAS and DR4 32	
  
expression was approximately 2-fold lower in rapid IPF fibroblasts compared with stable IPF 33	
  
fibroblasts. Decreased death receptor expression is implicated in apoptosis resistance (13, 34	
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14), thus the resistance of senescent IPF fibroblast to apoptotic signals might be attributed to 1	
  
decreased expression of FasL and TRAIL receptors by these cells.  2	
  

 3	
  

Quercetin induces Fas expression in senescent IPF lung fibroblasts 4	
  

Recently, it was shown that quercetin selectively killed senescent cells via induction of 5	
  
apoptosis (12). To determine whether quercetin modulated apoptosis in senescent IPF 6	
  
fibroblasts, cells were treated with quercetin (at 50 µM) or vehicle (i.e. 0.05% DMSO) for 24 7	
  
hours and FAS, DR4, and DR5 mRNA expression was quantified. Quercetin induced an 8	
  
approximate 2-fold increase in FAS mRNA expression in NL, stable IPF, and rapid IPF 9	
  
fibroblasts compared with vehicle-treated groups (Figure 2A). In contrast, no difference was 10	
  
observed in DR4 or DR5 mRNA expression in NL or IPF fibroblasts treated with quercetin 11	
  
compared with the vehicle groups  (Figure 2B and C). A qPCR array revealed that quercetin 12	
  
had modest effects on fibrosis-associated transcripts but markedly up-regulated FAS in all 13	
  
fibroblast groups (Figure 2D). In contrast, Nintedanib (also referred to as Bibf-1120) markedly 14	
  
down-regulated the expression of genes involved in fibrosis, but did not alter FAS or FasL 15	
  
compared with vehicle-treated senescent fibroblasts (Figure 2D). These data demonstrate 16	
  
that quercetin up regulates the expression of Fas in senescent NL and IPF fibroblasts. 17	
  

Quercetin increases the susceptibility of senescent lung fibroblasts to FasL- and 18	
  
TRAIL-induced apoptosis 19	
  
 20	
  

We examined whether quercetin had a direct pro-apoptotic effect on senescent lung 21	
  
fibroblasts. NL and IPF fibroblasts were treated with quercetin (50 or 100 µM) or vehicle for 22	
  
24 hours, and caspase-3 activity, cell viability, and lactate dehydrogenase (LDH) release 23	
  
were measured. Compared with the vehicle-treated groups, neither 50 nor 100 µM of 24	
  
quercetin changed caspase-3 (Figure E2A), cell viability (Figure E2B), and LDH release 25	
  
(Figure E2C) in senescent NL or IPF fibroblasts, indicating that quercetin alone did not induce 26	
  
apoptosis in senescent lung fibroblasts. 27	
  

Given these findings, we next examined whether quercetin rendered senescent IPF 28	
  
fibroblasts susceptible to pro-apoptotic stimuli. NL and IPF fibroblasts were treated with FasL 29	
  
(75 ng/mL) for 24 hours with DMSO or quercetin (50 µM) and apoptosis was assessed using 30	
  
the three parameters indicated above. Neither quercetin nor FasL alone induced significant 31	
  
changes in caspase-3 (Figure 3A, 3D, and 3G), cell viability (Figure 3B, 3E, and 3H), or LDH 32	
  
release (Figure 3C, 3F, and 3I) in any of the senescent fibroblast groups. In contrast, the 33	
  
combination of quercetin + FasL significantly induced caspase-3 activity, reduced cell 34	
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viability, and increased LDH release in NL and IPF senescent fibroblast cultures compared 1	
  
with fibroblasts given DMSO alone (Figure 3A-I). Microscopically, a marked decrease in the 2	
  
number of viable cells was also observed in cultures of senescent fibroblasts treated with 3	
  
quercetin + FasL (Figure 4A-L), confirming that quercetin increased the susceptibility of both 4	
  
NL and IPF senescent fibroblasts to FasL-induced apoptosis.  5	
  

Although we observed negligible effects of quercetin on DR4 and DR5 (see Figure 6	
  
2B-C), we next assessed whether quercetin altered the responsiveness of senescent IPF 7	
  
fibroblasts to TRAIL. Fibroblasts were treated with TRAIL (100 ng/mL) for 24 hours in the 8	
  
presence of DMSO or quercetin (50 µM) and changes in apoptosis parameters were 9	
  
assessed. Unlike mono treatment with quercetin or TRAIL, the addition of quercetin + TRAIL 10	
  
(100 ng/mL) significantly induced caspase-3 activity, reduced cell viability, and increased 11	
  
LDH release in senescent NL and IPF fibroblast cultures compared with DMSO vehicle- 12	
  
treated controls (Figure E3). A microscopically evident decrease in the number of cells was 13	
  
also observed in NL and IPF senescent fibroblast cultures treated with the combination of 14	
  
quercetin + TRAIL  (Figure E4A-L). Collectively, these data demonstrate that quercetin 15	
  
renders both senescent NL and IPF fibroblasts susceptible to FasL- and TRAIL-induced 16	
  
apoptosis.  17	
  

Quercetin up regulates caveolin-1 expression  18	
  

       Low caveolin-1 expression in proliferating IPF fibroblasts appears to account, in part, for 19	
  
the reduced susceptibility of these cells to pro-apoptotic stimuli (15). In the present study, 20	
  
both stable and rapid senescent IPF fibroblasts exhibited markedly lower caveolin-1 protein 21	
  
expression compared with senescent NL fibroblasts (Figure 5A), suggesting that the 22	
  
association between loss of caveolin-1 and increased resistance to apoptosis is also present 23	
  
in senescent lung fibroblasts in IPF. We examined the effect of quercetin on caveolin-1 by 24	
  
measuring CAV1 mRNA by qPCR and protein expression by Western blot. Quercetin induced 25	
  
an approximate 1.5-fold in CAV1 mRNA expression in stable and rapid IPF fibroblasts, but 26	
  
not in NL fibroblast cultures (Figure 5B). In line with this observation, caveolin-1 protein 27	
  
expression was significantly increased in stable and rapid IPF fibroblasts treated with 28	
  
quercetin (Figure 5C). It is noteworthy that, although caveolin-1 protein expression was 29	
  
increased, quercetin did not completely restore caveolin-1 protein expression in stable or 30	
  
rapid IPF fibroblasts to levels observed in NL fibroblast cultures (Figure 5C). Thus, these 31	
  
findings suggest that the increased susceptibility of senescent IPF fibroblasts to pro-apoptotic 32	
  
ligands might be due, in part, to increased caveolin-1 levels in these cells.  33	
  

 34	
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Increased susceptibility to apoptosis by quercetin is independent of cellular redox 1	
  
homeostasis  2	
  

Stable and rapid IPF fibroblasts showed increased NOX4 mRNA expression (Figure 3	
  
E5A), hydrogen peroxide (H2O2) release (Figure E5B), and reactive oxygen species (ROS) 4	
  
(Figure E5C) levels compared to NL fibroblasts. Since previous studies have shown that 5	
  
increased ROS levels can induce the degradation of caveolin-1 and quercetin can preserve 6	
  
caveolin-1 in stromal fibroblasts by reducing oxidative imbalance (16, 17), we hypothesized 7	
  
that quercetin might increase caveolin-1 expression in senescent IPF fibroblasts by 8	
  
modulating the oxidative imbalance. Although quercetin is well known for having antioxidant 9	
  
properties, quercetin did not reduce NOX4 mRNA expression, H2O2 release, or ROS levels in 10	
  
NL or IPF fibroblasts. Further, quercetin showed no modulatory effect on NRF2 (Figure E5D), 11	
  
or NRF2-responsive target gene, HO1 (Figure E5E), mRNA expression, which suggests that 12	
  
quercetin increased caveolin-1 via a mechanism that is independent of restoring the oxidative 13	
  
balance in IPF fibroblasts. 14	
  
 15	
  
Quercetin modulates AKT activation 16	
  
 17	
  

AKT is a central component of PI 3-kinase/AKT cell survival pathway (18) and AKT 18	
  
activation has been implicated in low caveolin-1 expression in IPF fibroblasts (19). To 19	
  
address whether quercetin modulates AKT activation in senescent IPF fibroblasts, we 20	
  
measured basal phosphorylated-AKT (p-AKT) expression in NL and IPF fibroblasts. In 21	
  
agreement with previous reports (15), p-AKT expression was significantly higher in stable and 22	
  
rapid IPF fibroblasts (Figure 6A and B). Treatment with quercetin resulted in ~2 fold decrease 23	
  
in the expression of p-AKT in both NL and IPF fibroblasts (Figure 6A and C). Thus, it appears 24	
  
that quercetin increases caveolin-1 expression and the susceptibility to apoptosis by 25	
  
modulating AKT activation in senescent NL and IPF fibroblasts. 26	
  
 27	
  
 28	
  
Discussion 29	
  

Although IPF is a fibroproliferative disease, there is growing evidence of increased 30	
  
fibroblast senescence (20) particularly within the fibroblastic foci of IPF lung biopsies (8). 31	
  
During bleomycin-induced pulmonary fibrosis in aged mice, an apoptosis-resistant phenotype 32	
  
favors the persistence of senescent myofibroblasts and these cells contribute to a non- 33	
  
resolving, progressive lung fibrosis (8). The SASP, appears to directly affect lung tissue 34	
  
remodeling and promote senescence of the surrounding cells (11). Herein, we provide 35	
  
evidence that primary lung fibroblasts derived from patients with IPF (regardless of the pace 36	
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of disease progression) exhibited a senescent state.  Specifically, lung fibroblasts from 1	
  
patients with slow or rapid IPF exhibited: 1) a limited replicative capacity in vitro; 2) the up 2	
  
regulation of genes that encode for cell cycle inhibitor proteins; and 3) senescence- 3	
  
associated β-galactosidase staining. More notably, we observed that unlike senescent NL 4	
  
fibroblasts, senescent IPF fibroblasts were highly resistant to FasL- or TRAIL-induced 5	
  
apoptosis. This resistance to ligand-induced apoptosis was abolished with the co-addition of 6	
  
quercetin and either of these ligands to cultures of senescent IPF fibroblasts. Quercetin 7	
  
appeared to target multiple mechanisms in senescent IPF fibroblasts that have been 8	
  
implicated in the resistance of proliferating IPF fibroblasts to apoptosis including FasL 9	
  
receptor and caveolin-1 expression, and AKT activation. Thus, quercetin promoted 10	
  
responsiveness of senescent IPF fibroblasts to pro-apoptotic ligands.   11	
  

Decreased expression of pro-apoptotic death receptors is a key component in the loss 12	
  
of susceptibility to apoptosis in many cell types (13, 14, 19, 21), thus reduced expression of 13	
  
Fas, DR4, and DR5 might contribute to apoptosis resistance in senescent IPF fibroblasts. 14	
  
Numerous studies have reported lower Fas expression in IPF fibroblasts (19, 21) compared 15	
  
with normal fibroblasts, however, prior to this study the expression levels of DR4 and DR5 in 16	
  
fibroblasts had not been reported in IPF. Likewise, quercetin was known to sensitize 17	
  
leukemia and cancer cell lines to FasL, TRAIL, and other pro-apoptotic stimuli (22, 23) but 18	
  
these types of studies were lacking in the context of cells from IPF patients. Although a 19	
  
recent study demonstrates a direct pro-apoptotic (or senolytic) effect of this compound on 20	
  
various senescent cell types (12), we did not observe a direct pro-apoptotic effect with similar 21	
  
or higher doses of quercetin (50 - 100 µM) on senescent IPF fibroblasts. A plausible 22	
  
explanation for this divergence might be cell, tissue and/or disease specific (12). We 23	
  
observed that senescent IPF fibroblasts showed significantly lower expression of both FasL 24	
  
and agonist TRAIL receptors compared with senescent NL fibroblasts. Quercetin treatment 25	
  
enhanced Fas, but not DR4 or DR5, expression in senescent IPF fibroblasts, suggesting that 26	
  
the increased susceptibility of these cells to FasL-induced apoptosis could be attributed to 27	
  
enhanced Fas expression. In agreement, quercetin was found to increase the expression of 28	
  
genes in the Fas-apoptosis pathway in both senescent NL and IPF fibroblasts. Interestingly, 29	
  
this effect seemed to be specific to quercetin since two other flavonoids tested, namely 30	
  
naringenin and silymarin, did not show similar effects (data not shown). The enhanced 31	
  
responsiveness of quercetin-treated IPF fibroblasts to TRAIL-induced apoptosis appeared to 32	
  
be independent of changes in either DR4 or DR5 presumably indicating that quercetin might 33	
  
be modulating the expression/activation of DcR1 or DcR2, two receptors that antagonize the 34	
  
pro-apoptotic functions of TRAIL (24).  Thus, although quercetin alone did not appear to have 35	
  
direct pro-apoptotic effects on senescent NL or IPF fibroblasts, quercetin can render 36	
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senescent, apoptosis-resistant IPF fibroblasts susceptible to apoptosis induced by FasL and 1	
  
TRAIL.  2	
  

Caveolin-1 is a main constituent of cellular membrane structures termed caveolae and 3	
  
low caveolin-1 expression results in reduced Fas membrane expression (19, 25).  In line with 4	
  
the previously established role for caveolin-1 deficiency in the apoptosis resistance observed 5	
  
in IPF fibroblasts (19), we observed that caveolin-1 expression was markedly reduced in 6	
  
senescent stable and rapid IPF fibroblasts. Since it was previously shown that the sensitivity 7	
  
to pro-apoptotic stimuli is improved when caveolin-1 levels are increased in fibroblasts (19, 8	
  
26), we speculated that quercetin might increase caveolin-1 expression in IPF fibroblasts 9	
  
thereby increasing the susceptibility of these cells to pro-apoptotic stimuli. Indeed, treatment 10	
  
with quercetin increased both caveolin-1 mRNA and protein expression in senescent IPF 11	
  
cells. In contrast to previous data showing that quercetin preserves caveolin-1 levels in 12	
  
fibroblasts via the reduction of oxidative stress, quercetin did not alter ROS levels or the 13	
  
expression of Nrf2 or its downstream target HO-1 in senescent IPF fibroblasts. It is therefore 14	
  
unlikely that quercetin is preserving caveolin-1 by modulating the oxidative balance in these 15	
  
cells. These results were counter intuitive due to the remarkable antioxidant properties of 16	
  
quercetin in other systems (27). It is noteworthy that, quercetin may modulate Fas expression 17	
  
via caveolin-1, which coincides with our finding that quercetin increased both caveolin-1 and 18	
  
Fas expression in senescent IPF fibroblasts. Thus, our findings support a role for quercetin in 19	
  
the up regulation of caveolin-1 transcript and protein expression, rather than protecting loss 20	
  
of caveolin-1 levels due to oxidative degradation in senescent IPF fibroblasts.  21	
  

AKT is a central component of the PI3K/AKT pro-survival pathway and aberrant AKT 22	
  
activation promotes apoptosis resistance (18, 19). In IPF, pathological activation of PI3K/AKT 23	
  
pathway has been attributed to low caveolin-1 expression in fibroblasts. Low caveolin-1 at the 24	
  
plasma membrane creates a membrane microenvironment depleted of PTEN phosphatase 25	
  
activity thereby favoring sustained PI3K/AKT activation (15). Supporting this concept, up 26	
  
regulating caveolin-1 expression results in decreased PI3K/AKT activation, which restores 27	
  
the susceptibility of fibroblasts to apoptosis (19, 26).  In the present study, we confirmed that 28	
  
both stable and rapid senescent IPF fibroblasts exhibited increased AKT activation compared 29	
  
with senescent NL fibroblasts. Presently, our data suggest that quercetin might render 30	
  
senescent IPF fibroblasts susceptible to pro-apoptotic stimuli via the caveolin-1-dependent 31	
  
regulation of AKT activation. However, an inverse relation between caveolin-1 and AKT 32	
  
activity cannot be excluded since Nho et al. showed that low caveolin-1 expression is a result 33	
  
of increased activation of PI3K/AKT pathway (19). Thus, although the mechanism whereby 34	
  
quercetin inhibits AKT activation requires further investigation, it is likely that the reduced 35	
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activation of this anti-apoptotic signaling pathway following quercetin treatment restores the 1	
  
susceptibility of senescent IPF fibroblasts to apoptosis.  2	
  

In conclusion, we demonstrate that the flavonoid quercetin renders senescent IPF 3	
  
fibroblasts susceptible to apoptosis induced by FasL and TRAIL, and we provide insight into 4	
  
the mechanisms that are associated with quercetin’s effect on senescent IPF fibroblasts. 5	
  
Specifically, quercetin regulates caveolin-1 and Fas expression and modulates AKT 6	
  
activation thereby collectively accounting for the increased susceptibility of senescent 7	
  
fibroblasts to undergo apoptosis. Lastly, we conclude that the in vitro data provided in our 8	
  
study are very promising and merit further investigation of the use of quercetin (perhaps in 9	
  
combination with recombinant pro-apoptotic ligands) in aged mice where senescent cells 10	
  
actively participate in the progression of fibrotic lung disease.  Ultimately, these studies might 11	
  
culminate in therapeutic strategies for IPF and other fibrotic disorders. 12	
  

13	
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   1	
  
 2	
  
Figure legends 3	
  
Figure 1. Lung fibroblasts isolated from IPF patients exhibit a senescent and an 4	
  
apoptosis-resistant phenotype. (A) Number of fibroblasts at 0, 24, 48, and 96 hours, (B) 5	
  
CDKN1A and CDKN2A mRNA expression, and (C) senescence associated β-galactosidase 6	
  

(SA-β-gal) staining in fibroblasts at passages 7 - 8. (D) Induction of replicative senescence: 7	
  
fibroblasts were serially passaged in culture until cells became senescent late passage. SA- 8	
  
β-gal staining was determined in fibroblasts at early passage (passages 4 - 5) and at late 9	
  
passage (passages 11 – 18).  Caspase-3 activity induced by (E) FasL (75 or 150 ng/mL) or  10	
  
(F) TRAIL (100 or 200 ng/mL) and (G) FAS, (H) DR4, and (I) DR5 mRNA expression in 11	
  
senescent fibroblasts. Fibroblasts were isolated from the lungs of normal patients (NL) or 12	
  
patients with stable or rapidly progressing IPF (stable IPF and rapid IPF, respectively). 13	
  
Representative images were taken at 4X magnification. Data are presented as means ± 14	
  

SEM, n = 3-4 per group.  *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, and ****P ≤ 0.0001 as indicated 15	
  
by the bars. 16	
  
 17	
  
Figure 2. Quercetin up regulates FasL receptor expression in senescent human lung 18	
  
fibroblasts. Effect of quercetin on (A) FAS, (B) DR4, and (C) DR5 mRNA expression in 19	
  
senescent normal patients (NL) and patients with stable or rapidly progressing IPF (stable 20	
  
IPF and rapid IPF, respectively). (D) Heat map of relative expression of inflammatory-, 21	
  
antioxidant-, fibrosis-, and apoptosis-related genes in lung fibroblasts from treated with 22	
  
quercetin (50 µM, 24 hours) or Nintedanib (300 nM). Each gene is represented by a single 23	
  
row of colored bars. Red indicates up regulation of the gene expression and the green color 24	
  
denotes the down regulation of the gene expression compared with vehicle (0.05% DMSO) 25	
  
treated fibroblasts. Data are presented as means ± SEM, n = 3-4 per group. *P ≤ 0.05, **P ≤ 26	
  

0.01, and ***P ≤ 0.001 as indicated by the bars.  27	
  
 28	
  
Figure 3. Quercetin increases the susceptibility to FasL-induced apoptosis in 29	
  
senescent human lung fibroblasts. Caspase-3 activity, cell viability, and lactate 30	
  
dehydrogenase (LDH) release by senescent lung fibroblasts from normal patients (NL) (A - 31	
  
C) and patients with stable (D - F) or rapidly progressing IPF (G - I) (stable IPF and rapid IPF, 32	
  
respectively) following 24 hours treatment with vehicle (0.05%DMSO), quercetin (50 µM), 33	
  
FasL (75 ng/mL), or quercetin + FasL. Caspase-3 activity was expressed as relative 34	
  
fluorescence units (RFU) normalized to β-actin levels, cell viability as OD values at 450 nm, 35	
  
and LDH release as the difference in the absorbance values at 490 and 680 nm. Data are 36	
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presented as means ± SEM, n = 3-4 per group. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, and ****P 1	
  

≤ 0.0001 as indicated by the bars. 2	
  
Figure 4. Representative phase-contrast images of senescent human lung fibroblasts 3	
  
derived from normal patients (NL) (A - D) and patients with stable (E - H) or rapidly 4	
  
progressing (I - L) IPF (stable IPF and rapid IPF, respectively) treated with: vehicle, quercetin 5	
  
(50 µM), FasL (75 ng/mL), quercetin + FasL for 24 hours. Images were taken at 10x 6	
  
magnification and n = 3 per group. 7	
  
 8	
  

Figure 5. Quercetin modulates caveolin-1 expression in senescent human lung IPF 9	
  
fibroblasts. (A) Basal caveolin-1/β-actin protein expression and effect of quercetin (50 µM, 10	
  

24 hours) on (B) CAV1 mRNA expression and (C) caveolin-1/β-actin protein expression in 11	
  
senescent lung fibroblasts isolated from normal patients (NL) and patients with stable or 12	
  
rapidly progressing IPF (stable IPF and rapid IPF, respectively). Data are presented as 13	
  
means ± SEM, n = 3-4 per group. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, and ****P ≤ 0.0001 as 14	
  
indicated by the bars. 15	
  

 16	
  

Figure 6. Quercetin modulates AKT activation in senescent human NL and IPF lung 17	
  
fibroblasts. (A) Representative western blot of basal p-AKT/AKT protein expression, (B) fold 18	
  
change in basal p-AKT/AKT protein expression, and (C) effect of quercetin (50 µM, 24 hours) 19	
  
on p-AKT/AKT protein expression in senescent lung fibroblasts isolated from normal patients 20	
  
(NL) and patients with stable or rapidly progressing IPF (stable IPF and rapid IPF, 21	
  
respectively). Data are presented as means ± SEM, n = 3 - 4 per group. ***P ≤ 0.001, and 22	
  

****P ≤ 0.0001 as indicated by the bars. 23	
  

 24	
  

Figure 7. Schematic illustration of the mechanism by which quercetin renders 25	
  
senescent lung IPF fibroblasts susceptible to apoptosis by Fas ligand (FasL) and TNF- 26	
  
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). (A) Senescent lung fibroblasts derived from 27	
  
patients with IPF (regardless of the pace of disease progression) exhibited a senescent state. 28	
  
Decreased expression of FasL and TRAIL receptors, Fas and death receptor (DR) 4 and 29	
  
DR5, respectively, and caveolin-1 proteins, in addition to increased AKT activation, confer 30	
  
senescent IPF lung fibroblasts with apoptosis resistance to ligands such as FasL and/or 31	
  
TRAIL. The apoptosis-resistant phenotype favors the accumulation of senescent IPF flung 32	
  
fibroblasts and most likely progressive lung fibrosis. (B) Treatment with quercetin produces 33	
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notable increases in Fas and caveolin-1 expression and modulates AKT activation in 1	
  
senescent IPF lung fibroblast, thereby restoring susceptibility of senescent fibroblasts to pro- 2	
  
apoptotic FasL and/or TRAIL and favoring the resolution of fibrosis. 3	
  
 4	
  
 5	
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 8	
  
 9	
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 1	
  
Online Data Supplement 2	
  
 3	
  
 4	
  
Quercetin Enhances Ligand-induced Apoptosis in Senescent Idiopathic Pulmonary 5	
  
Fibrosis Fibroblasts. 6	
  
 7	
  
Miriam S. Hohmann, David M. Habiel, Ana L. Coelho, Waldiceu A. Verri, Jr, 8	
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 1	
  
Methods 2	
  
Isolation of primary pulmonary fibroblast lines 3	
  
IPF lung fibroblasts were cultured from surgical lung biopsies acquired from clinically 4	
  
classified IPF patients with rapid or stable progressing disease.  Normal lung fibroblasts were 5	
  
cultured from lung samples obtained from normal subjects. The lung tissues were finely 6	
  
minced and the dispersed tissue pieces were placed into 150-cm2 cell culture flasks with 7	
  
complete media. Cells were serially passaged a total of five times to yield pure populations of 8	
  
lung fibroblasts. 9	
  
 10	
  
Caspase-3 activity 11	
  
Caspase-3 activity was measured using the Caspase-3 Fluorometric Assay Kit (BioVision). 12	
  
First, the 96-well plates were centrifuged at 400 x g, conditioned supernatant was removed 13	
  
from the wells, and the cells were lysed with Cell Lysis Buffer for 30 min on ice. Next, 2x 14	
  
Reaction Buffer containing 10 mM DTT and 50 µM DEVD-AFC substrate were added to lysed 15	
  
samples and incubated at 37°C for 1 h. Samples were read in a fluorometer equipped with a 16	
  
400 nm excitation filter and 505 nm emission filter and results were expressed as relative 17	
  
fluorescence units (RFU) normalized to β-actin.  18	
  
 19	
  
Cell viability 20	
  
For cell viability assay, the supernatant was removed from the wells containing the cultured 21	
  
fibroblasts were washed twice with DPBS. The TetraZ solution provided in the TetraZ Cell 22	
  
Counting Kit (Biolegend) was added to the wells and incubated for 2 h at 37oC and 10% CO2. 23	
  
The absorbance at 450 nm was directly proportional to the number of viable cells.  24	
  
 25	
  
LDH release 26	
  
The release of LDH by dying cells was assessed in the conditioned supernatant following the 27	
  
manufacturer's instructions (Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit, Life technologies). Briefly, the 28	
  
fibroblast-conditioned supernatant was transferred to a new 96-well plate containing the kit 29	
  
Reaction Mixture. Samples were incubated at room temperature for 30 min and adding Stop 30	
  
Solution stopped reactions. The absorbance at 490 nm and 680 nm was measured using a 31	
  
plate-reading spectrophotometer to determine LDH activity.  32	
  
 33	
  
Reactive oxygen species (ROS) levels 34	
  
Lung fibroblasts were treated with quercetin (50 µM) or vehicle (0.05% DMSO) for 24 hours 35	
  
and total intracellular ROS and hydrogen peroxide (H2O2) release was determined. 36	
  
Intracellular ROS levels were measured by flow cytometry using the CellROX Green Flow 37	
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Cytometry Assay Kit (Life Technologies). Geometric mean fluorescence intensity (GMFI) was 1	
  
acquired using Flowjo (Treestar inc.). H2O2 levels were measured using the Amplex Red 2	
  
Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (ThermoFisher Scientific). 3	
  
 4	
  
qPCR 5	
  
TaqMan Primers and probes ID 6	
  

Genes ID 

18S Hs99999901_s1 

ACTA1 Hs00559403_m1 

AXL Hs01064444_m1 

BMP4 Hs03676628_s1 

CCND3 Hs01017690_g1 

CDKN1A Hs00355782_m1 

CDKN2A Hs00923894_m1 

COL1A1 Hs00164004_m1 

COL3A1 Hs00943809_m1 

CTGF Hs01026927_g1 

CXCL12 Hs03676656_mH 

FASLG Hs00181225_m1 

FGF10 Hs00610298_m1 

FN1 Hs00365052_m1 

GAS6 Hs01090305_m1 

GPX3 Hs01078668_m1 

GSR Hs00167317_m1 

GSS Hs01047959_m1 

HIF1A Hs00153153_m1 

HMOX1 Hs01110250_m1 

IFNA1 Hs00855471_g1 

IFNB1 Hs01077958_s1 

IGF1 Hs01547656_m1 

IGF1R Hs00609566_m1 

IL13RA2 Hs00152924_m1 

IL17RA Hs01064648_m1 

IL1A Hs00174092_m1 

IL1B Hs01555410_m1 

IL33 Hs00369211_m1 
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IL6 Hs00985639_m1 

IL8 Hs00174103_m1 

KIT Hs00174029_m1 

KITLG Hs00241497_m1 

KRT14 Hs00265033_m1 

KRT5 Hs00361185_m1 

LGALS3 Hs00173587_m1 

MMP28 Hs01020031_m1 

NOX4 Hs00418356_m1 

PDGFB Hs00966522_m1 

PGF Hs00182176_m1 

RAC2 Hs01036635_s1 

SERPINE1 Hs01126606_m1 

SOD2 Hs00167309_m1 

TGFB1 Hs00998133_m1 

TNF Hs01113624_g1 

TNFSF10 Hs00921974_m1 

TWIST2 Hs02379973_s1 

TXN Hs01555214_g1 

WNT5A Hs00998537_m1 

 1	
  
 2	
  
Primer sequence 3	
  

 

Genes 

 

Sequence 

 

18S 

Forward: 5’-AACCCGTTGAACCCCATT-3’ 

Reverse: 5’-CCATCCAATGCGTAGTAGCG-3’ 

 

CAV1 

Forward: 5’-CAGGGAAACCTCCTCACAG-3’ 

Reverse: 5’-TGTAGAGATGTCCCTCCGA-3' 

DR4 

Forward: 5'-CAGAACGTCCTGGAGCCTGTAAC-3' 

Reverse: 5'-ATGTCCATTGCCTGATTCTTT GTG-3' 

DR5 

Forward: 5'-GCGAAGAAGATTCTCCTGAGATGTG-3' 

Reverse: 5'-ACATTGTCCTCAGCCCCAGGTCG -3' 

FAS 

Forward: 5'-GGTTCTTACGTCTGTTGCT-3' 

Reverse: 5'-CATGTTCACATCTGGAGGAC-3' 

HO1 Forward: 5'-GCCAGGTGCTCAAAAAGATT3’ 
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Reverse: 5’-CCTGCAACTCCTCAAAAGAGC3’ 

IL6 

Forward: 5'-ATGTAGCCGCACACAGA-3' 

Reverse: 5'-ATTTGCCGAAGAGCCCCTCAG-3' 

IL8 

Forward: 5'-AGAGTCATTGAGAGTGGACC-3' 

Reverse: 5'-ACTTCTCCACAACCCTCTG-3' 

NOX4 

Forward: 5'-GGAGAGCCAGATGAACAGG-3’ 

Reverse: 5'-CTCAGTCTTTGACCCTCGG3-’ 

NRF2 

Forward: 5’-GAGAGCCCAGTCTTCATTGC-3’ 

Reverse: 5’-TTGGCTTCTGGACTTGGAAC-3’ 

 1	
  

 2	
  

 3	
  

4	
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 1	
  

Figure legends 2	
  

Figure E1. Serial passage leads to replicative senescence in human lung fibroblasts. 3	
  
(A) Number of passages necessary for fibroblasts to become senescent, (B) representative 4	
  
phase-contrast images of proliferating age and senescent fibroblasts at late passage,  (C) 5	
  
percent confluence over a period of 96 h, (D) CDKN1A, CDKN2A, IL6, and IL8 mRNA 6	
  
expression in senescent fibroblasts. Images were taken at 10X and 40X magnification. Data 7	
  
are presented as means ± SEM, n = 3 - 4 per group. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, and ***P ≤ 0.001 8	
  
as indicated by the bars. 9	
  

 10	
  

Figure E2. Quercetin alone does not induce apoptosis in senescent primary lung 11	
  
fibroblasts. Caspase-3 activity, cell viability, and lactate dehydrogenase (LDH) release by 12	
  
senescent lung fibroblasts from normal patients (NL) and patients with stable (or rapidly 13	
  
progressing IPF (stable IPF and rapid IPF, respectively) following 24 hours treatment with 14	
  
quercetin (50 or 100 µM) or vehicle (0.05%DMSO). Caspase-3 activity was expressed as 15	
  
relative fluorescence units (RFU) normalized to β-actin levels, cell viability as OD values at 16	
  
450 nm, and LDH release as the difference in the absorbance values at 490 and 680 nm. 17	
  
Data are presented as means ± SEM, n = 3 - 4 per group.  18	
  
 19	
  
Figure E3. Quercetin increases the susceptibility to TRAIL-induced apoptosis in 20	
  
senescent human lung fibroblasts. Caspase-3 activity, cell viability, and lactate 21	
  
dehydrogenase (LDH) release by senescent fibroblasts from normal lungs (NL) (A-C) and the 22	
  
lungs of patients with stable (D-F) or rapidly progressing (G-I) IPF (stable IPF and rapid IPF, 23	
  
respectively) following 24 hours treatment with vehicle (0.05%DMSO), quercetin (50 µM), 24	
  
TRAIL (100 ng/mL), or quercetin + TRAIL. Caspase-3 activity was expressed as relative 25	
  
fluorescence units (RFU) normalized to β-actin levels, cell viability as OD values at 450 nm, 26	
  
and LDH release as the difference in the absorbance values at 490 and 680 nm. Data are 27	
  
presented as means ± SEM, n = 3-4 per group. *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, and ****P 28	
  

≤ 0.0001 as indicated by the bars. 29	
  
 30	
  
Figure E4. Representative phase-contrast images of senescent human lung fibroblasts 31	
  
derived from normal patients (NL) (A – D) and patients with stable (E – H) or rapidly 32	
  
progressing (I – L) IPF (stable IPF and rapid IPF, respectively) treated with: vehicle, quercetin 33	
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(50 µM), cross-linked TRAIL (TRAIL) (100 ng/mL), quercetin + TRAIL for 24 hours. Images 1	
  
were taken at 10x magnification and n = 3 per group. 2	
  

Figure E5. Quercetin’s effect is independent of the oxidative status in senescent 3	
  
human lung fibroblasts. Effect of quercetin (50 µM, 24 hours) on (A) total intracellular 4	
  
reactive oxygen species (ROS) levels, (B) hydrogen peroxide levels in the conditioned 5	
  
supernatant, and (C) NOX4 and (D) NRF2 mRNA expressional in senescent lung fibroblasts 6	
  
isolated from normal patients (NL) and patients with stable or rapidly progressing IPF (stable 7	
  
IPF and rapid IPF, respectively). Data for ROS levels were expressed as geometric mean 8	
  
fluorescence intensity (GMFI) and hydrogen peroxide levels as relative fluorescence units 9	
  
(RFU). Data are presented as means ± SEM, n = 3-4 per group.  10	
  

 11	
  
 12	
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 1	
  
Figure E3 2	
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Figure E5 2	
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 1	
  
5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  2	
  
 3	
  

Em conjunto os resultados deste trabalho demonstram que o extrato de H. 4	
  
perforatum reduz a letalidade e lesão hepática induzidas pelo APAP, bem como inibe o 5	
  
recrutamento de neutrófilos, produção de citocinas e depleção da capacidade antioxidante. 6	
  
Estudos mostram que a inflamação e o estresse oxidativo desempenham papel central na 7	
  
amplificação da lesão hepática iniciada pelo NAPQI. Assim, o efeito protetor do H. 8	
  
perforatum parece estar relacionado à inibição destes mecanismos. Considerando que o 9	
  
NAC aumenta a eliminação do NAPQI e o H. perforatum reduz a propagação da lesão 10	
  
hepática induzida por APAP, é possível que o uso concomitante do H. perforatum e NAC 11	
  
apresente maiores benefícios no tratamento da hepatotoxicidade por APAP. Portanto, 12	
  
estudos futuros avaliando o efeito do H. perforatum e NAC em conjunto podem ser 13	
  
promissores. É importante ressaltar a necessidade de avaliar os efeitos e consequências do 14	
  
uso do H. Perforatum por períodos mais longos na prevenção da hepatotoxicidade por 15	
  
APAP. O extrato de H. Perforatum, bem como alguns de seus compostos isolados, podem 16	
  
induzir a atividade do CYP2E1, quando utilizados por períodos mais longos (>21 dias) (214, 17	
  
215). Assim, o uso prolongado do H. Perforatum poderia aumentar a toxicidade induzido pelo 18	
  
APAP. 19	
  

Além disso, os resultados demonstram o efeito protetor da vitexina na nefrotoxicidade 20	
  
induzida pelo diclofenaco. Os mecanismos relacionados a este efeito parecem estar 21	
  
associados à inibição da lesão renal, do estresse oxidativo (i.e. inibição da depleção das 22	
  
defesas antioxidantes, bem como do aumento dos níveis de ânion superóxido e peroxidação 23	
  
lipídica), produção de citocinas inflamatórias, diminuição dos níveis da citocina anti- 24	
  
inflamatória IL-10 e ativação de NF-κB. Considerando que: i) o  diclofenaco é um dos AINEs 25	
  
mais utilizados mundialmente, ii) que a utilização desta droga está relacionado a toxicidade e 26	
  
graves reações adversas e iii) que ainda não há terapias específicas para o tratamento da 27	
  
toxicidade e lesão renal induzida pelo diclofenaco, os resultados deste estudo podem 28	
  
beneficiar inúmeros pacientes e contribuir para as abordagens terapêuticas do manejo de 29	
  
quadros de lesão renal induzido pelo diclofenaco, AINES e outros medicamentos. 30	
  

Por último, os resultados deste estudo demonstram que quercetina restaura a 31	
  
susceptibilidade à apoptose mediada pelo FasL e TRAIL em fibroblastos senescentes de 32	
  
pacientes com FPI. Os mecanismos relacionados a este efeito são a regulação da expressão 33	
  
de caveolina-1 e Fas e modulação da ativação de AKT. A persistência de fibroblastos 34	
  
senescentes no tecido contribui para a fibrose pulmonar progressiva, assim a quercetina 35	
  
mostra-se uma molécula promissora para modular a progressão de fibrose. Nesse sentido, 36	
  
são necessárias futuras investigações avaliando o efeito da quercetina na fibrose pulmonar 37	
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em camundongos envelhecidos, um modelo em que as células senescentes resistentes à 1	
  
apoptose participam ativamente na progressão da fibrose pulmonar. Dependendo dos efeitos 2	
  
observados, estas investigações podem servir de base para o desenvolvimento de novas 3	
  
estratégias terapêuticas para o tratamento da FPI e até mesmo outras doenças que têm 4	
  
como fenômeno central a fibrose progressiva. 5	
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