UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

EUDMAR MARCOLINO DE ASSIS JUNIOR

EFEITO PROTETOR DA SILIMARINA SOBRE A ESTEATO-HEPAT ITE NAO
ALCOOLICA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR IRINOTECANO

FORTALEZA
2014



EUDMAR MARCOLINO DE ASSIS JUNIOR

EFEITO PROTETOR DA SILIMARINA SOBRE A ESTEATO-HEPAT ITE NAO
ALCOOLICA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR IRINOTECANO

Dissertacdo submetida a Coordenacéo de Pos-Gradeaca

Farmacologia do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, como
requisito para a obtencdo do grau de Mestre em

Farmacologia. Area de concentragéo: Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Roberto César Pereira Limaialu

FORTALEZA
2014



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Saude

A865e Assis Junior, Eudmar Marcolino de.
Efeito protetor da silimarina sobre a esteapdtite ndo alcodlica experimental induzida por
irinotecano/ Eudmar Marcolino de Assis Junior. 2420
82f. :il.

Dissertacéo (Mestrado) - Universidade Feddraleara. Faculdade de Medicina. Programa de Pos-
graduacdo em Farmacologia, Fortaleza, 2014.
Area de concentracdo: Farmacologia.
Orientacado: Prof. Dnlierto César Pereira Lima Junior.

1. Inibidores da Topoisomerase I. 2. SilimarBiaNeoplasias Colorretais I. Titulo.
CDD 615.704




EUDMAR MARCOLINO DE ASSIS JUNIOR

EFEITO PROTETOR DA SILIMARINA SOBRE A ESTEATO-HEPATE NAO
ALCOOLICA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR IRINOTECANO

Dissertagcdo submetida a Coordenacdo de POs-
Graduagdo em Farmacologia como parte dos
requisitos necessarios para a obtencéao do titulo de
mestre em Farmacologia outorgado pela
Universidade Federal do Ceara.

Aprovada em: 15/09/2014

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior (Ogdot)
Departamento de Fisiologia e Farmacologia

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Diego Veras Wilke

Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof. Dr. Marcelo Leite Vieira Costa
Universidade Federal do Ceara - UFC



AGRADECIMENTOS

A minha mae, por me amar e porque tudo que hopgoepuo sou por causa dela, que sempre me
deu apoio e compreendeu.

A meu pai, por me amar, por ser sempre um bom egempor nos dar liberdade para

escolhermos nossos proprios caminhos.
A meus irméos, Cinthya, Emanuel e Caio pelo comgiaisino e apoio incondicional.

A minha familia de modo geral, especialmente meds a avos que sempre tinham um sorriso

feliz sem justificativa, apenas por estar rodeguoseus netos.

A meu orientador Roberto César, que desde meussgréoi como um pai compreensivo
entendendo minhas dificuldades e perdoando mewos.e@om seu direcionamento eu cresci
bastante para chegar até aqui.

Ao Prof. Ronaldo de Albuquerque, que conduz o LAKIGom dedicacdo estando sempre
preocupado com nosso aprendizado e orgulhoso de posgresso. Obrigado pelas inspiradoras
aulas durante suas disciplinas.

Ao Prof. Marcellus Henrique, que sempre esteveuando precisei me ajudando de forma

compreensiva e sem julgamentos sempre que precisei.

A Profa. Margarida e sua assistente Débora, do repanto de Patologia, por gentilmente me

cederem sua estrutura e conhecimentos quando sypreaisava de ajuda com histologia.

Ao Prof. Paulo Roberto, que sempre foi prestativoanalisar nossos cortes histologicos. Foi
sempre um grande aprendizado trabalhar com ele.

A colega e grande amiga Anielle Torres, que foigenminha companheira de experimentos e
além disso, sempre confiou em mim como amigo meapam todos os momentos dificeis. N6s

crescemos muito juntos esses dois anos e eu semptembrar disso onde quer que estejamos.



Aos amigos do LAFICA, especialmente, Vénucia Mage#y Carlos Wagner, Caio Abner, Livia
Talita, Ana Paula, Ana Carla, Larisse Lucetti, BhnMaraiza Teixeira, Deysi Wong, Renan
Oliveira por serem sempre prestativos e me ajudare@elos momentos de descontracdo em que

Nnos reunimos para festejar nossas conquistas,ajam iuitas outras.

Aos alunos de iniciacao cientifica e amigos, Dietptanda, Lara Malveira, Leonardo Moreira,
Nathalia Ribeiro e Christiane Mendes pela prestgsa, amizade e pela confianca.

A Maria Silvandira (Vandinha), que é como uma maegodos do laboratério, um exemplo de

eficiéncia e responsabilidade, obrigado por tudon 8la essa dissertacdo nao seria possivel.

A Gleyciane Nobre por ser quem ela é, uma amigatie acredita em nossas capacidades e nos
incentiva a vencer, a quem eu amo muito, gostouigac e dar carinho pois sabemos que

podemos nos contar em todos 0s momentos.

A Jaqueline Nobre e sua familia por me receber serdp bracos abertos em um abraco
acolhedor de méae.

A Camila Cerdeira, porque nossa amizade vai muém alas amizades comuns, debatemos
sobre tudo discordamos frequentemente e nuncanwigyde cumplices que somos, tenho ela um
grande prestigio que se traduz no amor da noszadei

A Evelin Valentin, que com seu jeito maluco compoii 0 meu criando uma dupla inseparavel
de amizade.

A Adriene Oliveira, que tem acompanhado minha thai@ como uma amiga insubstituivel desde
a graduacdo, me ajudando nos momentos de desesp@i@o ao meu lado nos momentos de

diversao.

A Daniel Brito, 0 amigo mais antigo que guardo neac¢io, que sempre apoiou minhas decisdes

por mais malucas que pudessem parecer, me incetd\aseguir meus sonhos.

A Thayanne Brasil amiga e colega de quarto, qu@embmigo nesse desafio que é o mestrado e
desde o0 comeco estivemos lado a lado nos ajudand@poiando nos momentos de dificuldade,

por ela ser sempre alguém com quem eu posso quatardo.



A Edilson Martins, meu irm&o de coracéo, obrigadlm momentos de descontracdo e por todos

agueles momentos em que me ouviu e deu apoio.

A Camila Meirelles, obrigado por ser uma irma, gado pelos momentos de diversdo e pelos
momentos em que sofremos juntos nas disciplinasaeme-corre do mestrado.

A Bruno Marques meu companheiro e amigo, que fai tado enquanto estive longe da minha
familia, cuidou de mim, se preocupou e me ajudcanda precisei. Obrigado por me amar e
entender minha cabeca louca. Vocé tornou suporgaslet que é morar longe da minha mae, por

iISSO nao importa em que parte do mundo estejamesitesempre levar vocé comigo.

Aos amigos do LOE, Marcilia, Patricia, Gabriellal&no, Jersia e Cassia porque tivemos sempre
O0timos momentos juntos e eu adoro conversar cosn ele

A Profa. Leticia Lotufo e & Profa. Geane Matos fyuam coordenadoras do programa durante o
periodo cursado, obrigado pela dedicacgéao.

A secretaria Aura Rhanes pela atencdo, gentilegficncia ao resolver nossos problemas

mesmo quando chegdvamos em cima da hora.

Aos funcionarios, Alceu Machado, Lucia Ribeiro, i@ Marques, Alana Carvalho, Naiara
Felipe, Antonio Haroldo, Adauto Rodrigues, por todms servigcos prestados na resolucédo de
pedidos e de problemas que surgiram do decorr&a dega.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal dd Siyeerior (CAPES), pela concesséo de
bolsa de estudo, e ao Conselho Nacional de Desemenito Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),

pelo suporte financeiro prestado a este estudo.



It isour choices that show what we truly

are, far more than our abhilities.

Alvo Percival Wiuic Brian Dumbledore



RESUMO

Introducéo: O cancer coloretal (CRC) é a 3° neoplasia maigpeate no mundo. O irinotecano
(IRI), farmaco de primeira linha para os tratameno CRC e sua metastase hepatica, tem
aumentado a sobrevivéncia dos pacientes. Conteds, efeitos colaterais, incluindo a esteato-
hepatite ndo alcodlica (NASH), podem limitar o cud® tratamento. Os protocolos baseados em
irinotecano foram associados com um aumento no decNASH de 3,4 vezes. A silimarina
(SIL) tem mostrado ser capaz de prevenir doencdgyddo gorduroso no contexto clinico e em
modelos de danos hepaticos induzidos quimicam&stm, nosso objetivo foi estudar o efeito
da SIL na NASH induzida pelo IRI, assim como o mé&rao envolvido. Métodos e
Resultados:Camundongos Swiss fémeas (n=8-10), foram divid&tno$ grupos e injetados com
salina (SAL 5ml/kg i.p.), IRI (50 mg/kg i.p.), S150 mg/kg v.0.) ou IRI (50 mg/kg i.p.) + SIL
(SIL 1,5, 15, 150 mg/kg v.0.) 3x/semana/7 semaAasostras de sangue foram coletadas na
sétima semana para determinar a concentracao s@scanzimas hepaticas ALT e AST (U/L).
Animais foram mortos para a coleta do figado paediar do dano tecidual (escores de Kleiner),
dosagem de lipideos totais (mg/g de tecido), MDAdlig tecido), NPSH (mg de NPSH/g
tecido), IL-6 (pg/mg de tecido), IL-10 (pg/mg deogina) e IL-B (pg/mg de tecido),
imunomarcacao de 6xido nitrico sintase induzid®©@), 3-Nitrotirosina (Ntyr), e Receptor Toll
Like tipo 4 (TLR4), quantificacdo do fator nucldappa B (NkB) e dac-actina de musculo liso
(0-SMA) e expressao do gene RSS. ANOVA/Teste de Newimuls ou Kruskal Wallis/ Teste
de Dunn foram utilizados para andlise estatisEoeam consideradas diferentes amostras onde o
nivel descritivo era inferior a 5%. O trabalho &grovado pelo comité de ética em pesquisa
animal sob o numero de protocolo: 21/12. O IR| antme de forma significante as transaminases
hepéticas, o infiltrado neutrofilico, o acimo deideos, o acumulo de MDA, a expressao de
NTyr, a expressao deSMA, a expressao de NB, a expressao de ILB1la expresséo de IL-6, a
expressao de TLR4 e quantificacdo de DNA bacterignando comparados ao grupo SAL. SIL
(1,5 mg/kg) melhorou esses parametros, excetoilrdagfio neutrofilica e a quantificagdo do
DNA bacteriano quando comparados ao o grupo IRO#S. Por outro lado, a dose media de
SIL (15 mg/kg) foi efetiva apenas no Infiltrado Nefdilico, na expressdo de NTyr, na expressao
de NKB e na expressado de IL-6. Adicionalmente, essa doseentou a expressao hepatica de
IL-10, a quantificacdo de DNA bacteriano e a exgiesdan-SMA quando comparados com o
grupo IRI (p<0,05). Contudo, a expressao de iINOSfoBafetada pelo pré-tratamento com SIL
(P<0,05) e a maior dose foi ainda mais delet&@anclusdes:O pré-tratamento com SIL previne
o dano hepatico causado pelo IRI provavelmentesédrda mudanca da resposta inflamatéria
mediada por receptores TLR4 e citocinas IL-1, ILE610 e NKB. O dano observado no grupo
de animais tratados com as maiores doses de Skceaser dependente da translocacao
bacteriana do intestido que é associada a ativdgddLR4. Adicionalmente, a silimarina
contribui para hepatoprotecdo por inibir 0 estresséativo e a nitrosilagédo proteica, prevenindo
a ativagdo de mecanismos de fibrose hepética.

Palavras Chave:Inibidores da Topoisomerase I. Silimarina. Nedp&€olorretais.



ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the 3rd most common @amorldwide. Irinotecan
(IRI), first-line drug for the treatment of hepatimetastases and its CRC has increased the
survival of patients. However, its side effectslinling non-alcoholic steatohepatitis (NASH),
may limit the course of treatment. Irinotecan-bapeatocols have been associated with a 3.4
times increased risk of NASH. Silymarin (SIL) hd®wn to be capable of preventing fatty liver
disease in the clinical setting and in models wéridamage chemically induced. Thus, our goal
was to study the effect of SIL on IRI-induced NAS&E well as the mechanism involved.
Methods and results: Female Swiss mice (n = 8-10) were divided intoréugs and were
injected with saline (SAL 5 ml / kg ip) IRI (50 migg ip), SIL (150 mg / kg po) or an IRI (50
mg / kg ip) + SIL (SIL 1.5, 15, 150 mg / kg PO) Bxveek / 7 weeks. Methods and results:
Female Swiss mice (n = 8) were divided into 6 gsoapd received saline injection (SAL 5 ml /
kg ip) IRI (50 mg / kg ip), SIL (150 mg / kg po) an IRI (50 mg / kg ip) + SIL (SIL 1.5, 15, 150
mg / kg PO) injection 3x / week / 7 weeks. Bloothpées were collected in the seventh week to
determine the serum concentration of ALT and AST () liver enzymes. Animals were killed
to collect liver in order to assess the tissue dprscore (Kleiner), serum total lipids (mg / g
tissue), MDA (nmol / g tissue), NPSH (NPSH mg isgue), IL 6 (pg / mg tissue), IL-10 (pg /
mg protein), and IL-f (pg / mg tissue), immunostaining of nitric oxidgnthase (iINOS), 3-
nitrotyrosine (Ntyr), and Toll like receptor type(#LR4), quantification of nuclear factor kappa
B (NFkB) anda-smooth muscle actina{SMA) and gene expression of the RSS. ANOVA /
Newman-Keuls test or Kruskal Wallis / Dunn test &vased for statistical analysis. Samples were
considered different, when the p-value was lowanth%. The study was approved by the ethics
committee on animal research under protocol numd®&tl2. IRI significantly increased liver
transaminases, the neutrophil infiltration, lipidcamulation, the accumulation of MDA, the
expression of NTyr, the expressionceBEMA expression of NFkB, the expression of Ig-1he
expression IL-6, the expression of TLR4 and quenatifon of bacterial DNA when compared to
the SAL group. SIL (1.5 mg / kg) improved thesegpaeters, except neutrophil infiltration and
guantification of bacterial DNA when compared td Broup (P <0.05). Moreover, the SIL's
middle dose (15 mg / kg) was effective only in teaitrophilic infiltrate in NTyr expression, the
expression of NFkB and expression of IL-6. Addiaby, it increased hepatic expression of IL-
10, quantification of bacterial DNA and expressioho-SMA compared to IRl (p <0.05).
However, iINOS expression was not affected by pattnent with SIL (P <0.05) and the higher
dose was even more deleterio@onclusions: Pre-treatment with SIL prevent liver damage
caused by IRI probably by changing the inflammat@sgponse mediated by TLR4, IL-1, IL-6,
IL-10 and NFkB. The damage observed in the grougnohals treated with the highest doses of
SIL seems to be dependent of bacterial translatdtiom the gut, which is associated with
activation of TLR4. Additionally, silymarin contnltes to hepatoprotection by inhibiting
oxidative stress and protein nitrosylation, prewenactivation of hepatic fibrosis' mechanisms.

Keywords: Topoisomerase | Inhibitor&ilymarin. Colorectal Neoplasms.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define o ddnoeo sendo um termo genérico
para um grande grupo de doencas que podem afetidqugu parte do corpo (WHO, 2014).
Incluem-se nessa categoria mais de 100 tipos der&smmalignos de variadas localizacbes
(INCA, 2011).

De acordo com a OMS, uma em cada quatro mortes unmdoné devida ao cancer.
Portanto, essa doenca é hoje uma das maiores cdeisaerte no mundo, com 14 milhdes de
novos casos a cada ano e 8,2 milhdes de mortesapoer em 2012. Nos EUA sao estimados
1.665.540 de novos casos de cancer em 2014, aksu, dispera-se 585.720 pessoas morram
devido ao cancer nos EUA, e um total de 15.780 simasos de cancer diagnosticados em
criangas e adolescentes neste mesmo ano.

A expectativa de vida da populacéo brasileira vementando consideralvelmente. Esse
aumento tem sido associado ao maior aparecimenpootidéemas com cancer. Por isso, 0 cancer
€ incontestavelmente um problema prioritario dedsguliblica em todas as regides e instancias
sociais, desde as mais abastadas até as maisatesfdas — cultural, social e economicamente.
Estima-se para 2015 a ocorréncia de 395 mil noassscde cancer, excluindo os casos de cancer
de pele ndo melanoma, sendo o cancer de préstataa & coloretal os trés mais frequentes.

O cancer gera um gasto econdémico significativoda @no. Em 2009, essa doenca causou
uma perda econémica de 216,6 bilhdes de délares ddéncontavel sofrimento humano (ACS,
2014). As consequéncias econdmicas de cada casmder incluem os custos diretos e indiretos
com tratamento, a renda renunciada pelo pacientereseus familiares impossibilitados de
trabalhar durante o tratamento, e, mais importaitda em termos econdmicos, é a perda de
produtividade devido a morte prematura ou defig@@@ENAUL et al., 2014). Em contrapartida,
0s investimentos em pesquisa trouxeram melhoriagratamentos e na sobrevida de pacientes.
Havendo uma queda de 20% no numero de mortes deatdedncer de 1991 a 2010, evitando-se
cerca de 1,3 milhdes de mortes (ACS, 2014).

Com um numero maior de pacientes sobreviventedaoec e em tratamento, o numero de
individuos sofrendo as consequéncias da toxicidaderrentes desse tratamento tem aumentado.
Levando ao aparecimento de efeitos colaterais gueaddam interferéncias importantes no

tratamento, em alguns casos, sendo necessaridraesuapcao.
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1.1 Cancer colorretal metastatico

O Cancer colorretal (CCR) € um dos tipos de canws frequentes e que mais mata no
mundo. Ele é o terceiro tipo de cancer mais comntrehomens no mundo (746 mil casos —
10% do total) e o segundo entre as mulheres (6lLdawsos — 9,2% do total). Apesar da maioria
dos novos casos ocorrerem em regides mais des@a®io planeta (55% dos casos) a maioria
dos casos de 0Obito acontecem em regiées menosvdbsdas (52% das mortes) (WHO, 2014).
Em 2014 estima-se que no Brasil ocorrerdo 15 mibaaasos de cancer de célon e reto em
homens e 17 mil em mulheres, sendo as regideddwrasimais afetadas por essa doenca o Sul, o
Suldeste e o Centro Oeste (INCA, 2014).

Essa neoplasia € considerada de bom prognésteal@enca for diagnosticada em estagios
iniciais com uma sobrevida geral de 5 anos para 888opacientes em paises desenvolvidos e
40% deles em paises em desenvolvimento (INCA, 20BR4yém, em 25% dos pacientes
diagnosticados com CCR ja ha instalada uma metdbtgsatica. Além disso, dos pacientes que
nao apresentam no momento do diagnéstico, metadiesenvolver metastases hepaticas durante
o curso da doenca (CHEN et al., 2011).

As metastases hepaticas sdo as mais frequentemaissetais em pacientes com CCR.
25% dos pacientes apresentam metastases hepaiocasnmento do diagndstico. Dos que ndo a
apresentam nesse momento, 30% desenvolverdo rsetastepaticas. Além disso, em cerca de
30% das mortes devido a essa neoplasia, a doet&aestita ao figado (Kuvshinov e Fong.
2007), portanto, é de extrema importancia o comtoEssas metastases nesses pacientes. Na
tltima década as estratégias de tratamento do CERstético ganharam dois importantes
aliados com a introdu¢do do Irinotecano e da Obadlia como agentes quimioterapicos aos
esquemas terapéuticos, aumentando a taxa de stdbggobal em pacientes néo tratados, que era
de 6 a 12 meses (KUVSHINOV; FONG, 2007), para dea2P2 meses nos pacientes que
receberam essas novas drogas (RAMIA-ANGEL et @lL1p

Apesar do grande avanc¢o no tratamento clinico d&,G@na possibilidade real de cura
pode apenas ser levada em consideracdo quanda aiashna remocdo cirdrgica de toda a
evidéncia da doenga mais margens negativas (CO8ah 2014). De modo geral, a cirurgia é
associada a uma quimioterapia pré-operatoria, conobgetivo de controlar a doenca
micrometastéatica e o melhorar o prognoéstico dogueei (ADAM et al., 2004; RAMIA-ANGEL
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et al., 2011). Esse tratamento tem trazido respstadispiciosos onde se consegue sobrevidas de
5 anos variando em 30 a 60% (KUVSHINOV; FONG, 200El et al., 2006), uma média muito
superior a pacientes nao operados que raramengawam aos 3 anos de sobrevivéncia global
(ROUGIER et al., 1995).

A quimioterapia pré-operatdria é ainda mais impugapara pacientes que possuem
tumores inicialmente irrescecaveis (BISMUTH et 8896). Nos quais as metastases hepaticas ja
tomaram aproximadamente 80% do parénquima hepétindo podem ser removidas sem o
comprometimento da vida do paciente (BISMUTH et d1996; POZZO et al.,, 2004,
KUVSHINOV; FONG, 2007). Com o uso da quimioterapig-operatdria, a sobrevida desses
pacientes pode se igualar a sobrevida daquelesaptesentaram metastases inicialmente
ressecaveis (ADAM et al., 2004).

Esse tratamento € conhecido como terapia de c@wersbjetiva diminuir o tamanho dos
tumores possibilitando a posterior remocao cir@gi droga geralmente utilizada na terapia de
conversao, € o 5-fluoruracil em combinacdo comadijphatina e/ou o irinotecano, conseguindo-
se com esse tratamento tornar ressecaveis apraimeste 40% dos tumores inicialmente
irressecéaveis (BISMUTH et al., 1996; ADAM et al002; POZZO et al., 2004).

Como a terapia combinada (quimioterapia + tratameirtirgico) tem trazido resultados
promissores, o numero de indicagfes tem subid@itashos ultimos anos. A0 mesmo tempo,
tem subido a preocupacdo dos oncologistas com @otede exposicdo a esses agentes
guimioterapicos, uma vez que essas drogas possgéss aleletérias sobre o parénquima
hepatico, com aparecimento de efeitos colaterégnahte correlacionados com o uso dessas
drogas, a oxaliplatina com a Sindrome da obstrsgéssoidal (RUBBIA-BRANDT, 2004), e o
irinotecano com a esteato-hepatite (VAUTHE,. 2006).

Como o figado, caso esteja sdo, pode ter grandeneofessecado devido a regeneracao
(80% do volume total) (KUVSHINOV; FONG, 2007) a sescado cirurgica dos tumores mais
margem negativa € uma pratica relativamente se@omatudo, pacientes expostos a um longo
tempo de quimioterapia podem apresentar efeitadazals nesse 6rgdo. Onde € observada uma
capacidade regenerativa reduzida, que podem tramsfcaté mesmo pequenas ressecgfes em
uma insuficiéncia hepética pés-cirargica (HAMMONDag, 2011).
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1.2 Irinotecano

O Irinotecano (IRI) € um derivado semi-sintético aamptotecina. Esta substancia foi
inicialmente isolada nos Estados Unidos, por Wadll.e em 1966, de uma planta nativa da China
e do Tibet,Camptotheca acuminata. O Irinotecano e seu metabdlito ativo (SN-38) esBr suas
atividades antineoplasicas impedindo a duplicagddD8lA, através da inibicdo seletiva da
topoisomerase |, uma enzima que cliva uma das aadeai fita dupla de DNA permitindo que a
outra gire em seu proprio eixo relaxando a preds&orcdo necessaria para 0 armazenamento do
DNA em cromossomos, e também responséavel pelaagéligda fita clivada (CHAMPOUX,
2001). Como o SN-38 e o irinotecano estabilizangacBo covalente DNA-Topoisomerase-1, a
fase S do ciclo celular ndo consegue ser compldeadado a célula a ativar mecanismos de
morte. Portanto, o irinotecano e seu metabodlitoc#@boxicos, principalmente para células que
estdo em constante atividade mitética (CHAMPOUXQ1J0

Devido ao tipo de acédo citotoxica do irinotecane élativo contra diversos tipos de
tumores, sendo relatados a sua utilizacdo em difssdratamentos, como para cancer de ovario
(FUJII et al., 2002), linfoma de Hodgking (RIBRAG &., 2003), cancer de pulméao de células
pequenas e ndo-pequenas (LANGER, 2004), mama (PEREA., 2004) e de estbmago
(ENZINGER et al., 2005). Além desses, o irinotecan@ droga de primeira linha para o
tratamento do cancer colorretal (SALTZ et al., 200HESTER et al., 2003).

O irinotecano € uma pré-droga pois, apesar decé mibidora sobre a topoisomerase |,
seu principal metabdlito ativo, o SN-38 € cercandevezes mais potente (KOIZUMI et al.,
2006). Além disso, o SN-38 passa por um mecanismealclagem no organismo que o mantém
em niveis séricos consideraveis por um tempo magse mecanismo é chamado de recirculagcéo
entero-hepatica (Figura 1), nele o SN-38 sofregs®sa de glicuronidizacdo dando origem a um
metabdlito inativo (SN-38G) que é excretado vie Ini& via intestinal. Apesar de uma parte ser
excretada junto com as fezes, grande parte do &\sB&e acdo df-glicuronidase produzida
por bactérias entéricas, podendo novamente semvadisono intestino delgado (Figura 1)
(TAKASUNA et al., 1996; CHESTER et al., 2003; TALLAN, 2005).
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Figura 1 - Metabolismo do Irinotecano.
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No figado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-lihofecano) gerando dois
compostos inativos, APC (7 — etil — 10 - [4 — Nb—acido — aminopentandico ) — 1 -
piperidino carboniloxicamptotecina) e NPC (7 —etllO - [ 4 — amino — 1 — piperidino

] -carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabhdb pela carboxiesterase (CE)
em SN-38. A depuracdo do SN-38 ¢é feita no figado pelipeptidio A1 da familia da
uridina difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1Algrando glicuronidios de SN-38 (SN-
38G), que sao desprovidos de atividade biol6gi€PT-11, SN-38 e SN-38G sao
excretados na bile através das proteinas de trdasptibR1 (nultidrug resistance
protein 1) e MRP2 (nultidrug resistance-associated protein 2) e chegam ao intestino
delgado. No intestino delgado, o CPT-11 pode seadd pela CE intestinal, formando
mais SN-38. Além disso, o0 SN-38G pode ser descadpgela acdo de bactérias
intestinais produtoras dg-glicuronidase, transformando-se novamente em SN-38
Este, por sua vez, é reabsorvido iniciando um psiee recirculacdo éntero-hepatica
(TAKASUNA et al., 1996; CHESTER et al., 2003; TALLAN, 2005).

Fonte: COSTA et al., 2014.

Como existem células do proprio organismo que estitstantemente em divisdo, 0s
irinotecano e SN-38 também levam a morte celulase®tecidos, gerando os efeitos colaterais

da terapia do cancer. Existem diversos efeitostemlis relacionados a quimioterapia. O
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irinotecano € conhecido por causar mucosite imaisé diarreia. Nesse processo, ha uma atrofia
das vilosidades e um aprofundamento das criptascias®s a um prejuizo importante da
integridade do epitélio intestinal (IKUNO et al9956; FREITAS, 2007). A quebra na barreira
intestinal € um ponto importante na fisiopatoloda toxicidade intestinal e extraintestinal do
irinotecano, uma vez que ela favorece a translacacinfeccdo bacteriana, que desencadeia
mecanismos inflamatérios exacerbados que culminandano tecidual (GIBSON et al., 2003;
MARTIN; WALLACE, 2006).

A translocacdo bacteriana é importante para gpfisodogia de outros eventos patologicos
relacionados ao uso do irinotecano, principalmeata a esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH,
do inglésNonal coholic steatohepatitis) relacionada ao uso desse antineoplasico (COSTa, et
2014). A NASH aparece em 1 a cada 12 pacientesepebem tratamento com irinotecano. Um
risco 3,45 vezes maior de desenvolver a doencabéliab a pacientes que recebem irinotecano
em comparagdo com aqueles que ndo recebem quiapieeiROBINSON et al., 2012). Na
NASH induzida por irinotecano, uma série de evemttiamatérios, desencadeados pela agéo de
bactérias entéricas no figado, leva a um desequailifietabdlico e oxidativo com caracteristicas
como: intenso infiltrado inflamatério e acumulolghédeos nos hepatdcitos, o que pode culminar
em fibrose e insuficiéncia hepatica (COSTA et2014). Como pacientes com figado deficiente
ndo possuem poder regenerativo adequado, os pexieotn NASH induzida por irinotecano
podem apresentar risco de mortalidade pos-metastasia (VAUTHEY et al., 2006).

No contexto do tratamento do cancer colorretal stéti@o, a NASH aparece como um
potencial empecilho, uma vez que os tratamentoguwhogres classificados como irressecéveis é
baseado em quimioterapia pré-operatéria para digéioudo tumor (BISMUTH et al., 1996).
Porém, o aparecimento de toxicidade no parénquiepatito ndo cancerigeno impossibilita a
cirurgia, pois € sabido que este 6rgdo perde aggarade capacidade de regeneracdao podendo
culminar, caso a cirurgia se proceda, em uma icigaftia hepatica (KANDUTSCH et al., 2008).

1.3 Esteato-Hepatite ndo alcoolica - NASH
A Doenca Gordurosa Nao Alcodlica do Figado (NAFIdD, inglésNonalcoholic Fatty

Liver Disease) € uma sindrome rotineiramente encontrada nacpr&linica que pode variar

desde alteracdes hepéticas sem maiores relevariodsas, como a esteatose simples, até
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diferentes graus de lesédo inflamatdria hepatica ppee determinar deterioracdo da funcéo
hepatica com um risco potencial de evolucédo parass (MULHALL et al., 2002). A NASH se
inclui como a forma mais grave da NAFLD com preseti¢ esteatose associada a lesdes necro-
inflamatérias caracteristicas como tumefacdo hefiata, inflamacdo e fibrose hepatica
(BRUNT et al., 1999; HAMAGUCHI et al., 2005). Um q@ante que apresente todas essas
caracteristicas corre um risco potencial de uméuedio silenciosa para uma cirrose hepatica em
até 24% dos casos (MATTEONI et al., 1999).

O diagndstico da NASH é feito por biopsia hepatinde o patologista avalia a presenca
dos achados histopatoldgicos caracteristicos. &leencolaboradores definiram através de um
estudo bem delineado, cego, randomizado e com dingleagem, quais eram os achados mais
associados a esse problema, sendo encontradosa@oactiretamente correlacionados. Foram
atribuidos escores que quantificam cada uma dasamaveis histoldgicas através da gradacgéo
da severidade dos achados: esteatose (0 a 3)nagéo lobular (0 a 3); vacuolizacéo (0 a 2). A
soma desses trés escores diagnésticos de NASH,veode de 0-2 (auséncia de NASH), 3-4
(NASH marginal) e 5 (presenca de NASH) (KLEINER et al., 2005). Aldesses trés achados
principais, Kleiner recomendou a observacdo daepigss de infiltracdo inflamatoria portal e
fibrose, esses achados tem pouco valor de diagoopbis tem baixa capacidade preditiva
negativa, porém séo parametros associados a dgeagervem como avaliadores de severidade
(KLEINER et al., 2005).

A teoria mais aceita para explicar a fisiopatoladgaNASH é o modelo chamado deo
hits' (dois insultos), neste modelo, o desenvolvimetae@steatose, por fatores como a resisténcia
a insulina, Diabetes Melitus e sindromes metabglicarresponde a primeira etapa (CHITTURI
e Farrell., 2001; LIMA et al., 2010) e tornariaigddo mais susceptivel para danos subsequentes,
segunda etapa. Essa envolve um novo mecanismadle hepatica - estresse oxidativo, com a
peroxidacao lipidica ou exposicdo do figado aoplghssacarideo (LPS) bacteriano, com a
ativacdo de citocinas proé-inflamatdrias - que psde potencializado quando ocorre em um
figado esteatdtico (DAY; JAMES, 1998a; CORTEZ-PINT& al., 2006), finalmente, o
aparecimento do dano hepatocelular, inflamacédmde que caracterizam a NASH (DAY;
JAMES, 1998b).

No caso da NASH induzida por irinotecano, Costalabmradores sugeriram que diversos

insultos estariam atuando de forma concomitant® Ilocaria o figado em uma situacéo
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inflamatéria que leva a producdo de radicais livwesstresse oxidativo, compromentendo as
mitocéndrias e, consequentementf;aidacao de lipideos. O estado inflamatério enfigado
esteatético exarcerbaria ainda mais a situacadneiraria nas lesdes caracteristicas da NASH
(COSTA et al., 2014).

Com relagdo aos mediadores inflamatérios, Costdaoelum aumento de Interleucinf-1
(IL-1B), Oxido Nitrico Sintase induzida (do ingl@sgducible nitric oxide synthase - iINOS) e
Receptor-4 tipo toll (do inglés$oll like receptor 4 - TLR4) no figado de animais tratados com
irinotecano por 7 semanas. Além disso, evidenouhsa translocacdo de bactérias gram-
negativas que se mostraram aumentadas tanto noespngal quanto no figado desses animais.
Acredita-se que a exposi¢cdo do figado as bactérestinais e a lesdo direta do medicamento
levaram a um estado inflamatorio caracteristicoavés da ativagdo dos receptores TLR4,
promovendo a liberacdo de 13- iNOS, que recrutam neutréfilos e aumentam ayn@al de
superoxidos, colocando o 6rgédo desse animal emielmwcioso de estresse oxidativo onde a
disfuncdo mitocondrial e a peroxidacao lipidica Hicam o estado inflamatério e oxidativo,
gue por sua vez afetam novas mitocondrias em océlatas que passam a acumular gordura e
assim sucessivamente. Essas informacdes sobiepafiogia abrem precedentes para possiveis
alvos terapéuticos com boas perspectivas terap8uwtamo, por exemplo, o uso de farmacos com
acdo modulatoria dos eventos da NASH. Possivedidatios seriam os antioxidantes, como a

silimarina. O esquema proposto por Costa e colaooea pode ser visto na figura 2.
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Figura 2 - Esquema explicativo da fisiopatologiad\#&H induzida pelo irinotecano proposto
por Costa e colaboradores (2014).
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A presenca do metabdlito ativo SN-38 na mucosatini determina uma lesdo celular que
debilita a barreira epitelial mucosa e permite andlocacdo de enterobactérias da luz
intestinal. A presenca destas bactérias gram-ivegatha submucosa é reconhecida pela
imunidade inata através dos TLR4 amplificando post inflamatoria local e permitindo que
alguns microorganismos alcancem vasos capilarestinais levando a bacteremia portal. As
enterobactérias gram-negativas chegam ao figads paios portais atingindo os sinusoides.
A endotoxina bacteriana (LPS) € reconhecida pekxeptores TLR-4 presentes nos
macrofagos locais (células de Kupffer) que se toradivados e passam a liberar citocinas
inflamatérias como a IL-1 como também estimulanmgese de 6xido nitrico via INOS A IL-

1 promove a atracdo e diapedese de leucdcitos dyerafiltrados neutrofilicos portais e
lobulares. O 6xido nitrico e espécies reativas xigémio geram estresse oxidativo causando
lesdo de membranas lipidicas e disfuncdo mitocahdrique promove o surgimento de
esteatose e tumefacdo dos hepatdcitos. A céldmesambém estimulada por LPS através de
receptores TLR-4, assume um fendtipo fibrogénipooenove deposicao de colageno.

Fonte: COSTA et al., 2014.
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1.4 Silimarina

A silimarina € um complexo de flavonoides antioxi#s derivados da erva do cardo
leiteiro (Slybum marianum). Entre seus compostos estdo a silicristina, iailida, silibina e
isosilibina, sendo a silibina 0 mais potente eates (Figura 3). O cardo-leiteiro € um membro da
familia Asteraceae (familia bastante extensa déospgrmas conhecidas como girassois), que
tem uma longa histéria como fitoterapico hepataiost possuindo atualmente diversas
indicacbes clinicas para pacientes com doenca ibapatronicas (MAYER; MYERS; LEE.
2005; STRADER et al., 2002).

A principal acdo da silimarina € como antioxidamiural. Como ela € rica em compostos
polifendlicos, ela tem grande capacidade de quedaicais livres e inibir, mesmo que
reversivelmente, a acdo do citocromo p-450, ou, seja interfere no metabolismo e
biotransformacéo de diversas moléculas exdégenadd@enas, de modo seletivo, nas reacoes de
fase | (FRASCHINI et al., 2002).

Figura 3 - Estrutura quimica dos compostos polifeas do cardo-leiteiro.

aH OCH;

X

CHy0H

HO O OH

Silicristina Silidianina
L CHZOH

o r::j,
How@ojﬁOCHa HOW\@G -.-,,@:OCHa
OH OH OH OH

HO O HO O

CH,OH

Silibinina A Silibinina B

OCH; OCH;

@/DH OH
O, o 0
@Oj\ HO (8] __(\.\@

CH20OH m o 'b'CHzOH
OH

HO O HO ©

Isosilibina A Isosilibina B

Fonte: CALANI et al., 2012.
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Outro mecanismo conhecido da silimarina, que auriéi acdo antioxidante, é a capacidade
de estabilizar as membranas, tanto celular, quairttecondrial (TROUILLAS et al., 2008) por
recuperar o potencial dessas membranas (ZHU &0dl4; VALENZUELA; GARRIDO, 1994).
Acredita-se que essa capacidade seja resultadordenso do aporte antioxidante fisiologico do
figado, pois a silimarina aumenta a producéo, servas e a liberacdo dos glutationa (GSH) no
figado, para mais referéncias consultar revisd@alene e colaboradores (2002).

Esses eventos ja mostraram na pratica que saoesag@zproteger o figado contra diversos
eventos adversos, como na NASH induzida por obésig@ ACCIAPUOTI et al., 2013), em
modelos murinos de esteato-hepatite alcodlica (ZBA&t al., 2013), em modelos de leséo
hepética induzida por tetracloreto de carbono (TRQAS et al., 2008) e contra fibrose
hepatica induzida por tioacetamida (CHEN et al,220

O figado € um oOrgdo de extrema importancia no @sgam participando de eventos
diversos que sdo importantes desde a nutricAo@tgerdo do organismo contra agentes toxicos
exdgenos, aos quais estad constantemente exposjeite & lesbes (GUYTON; HALL, 2006).
Por possuir uma capacidade regenerativa impresgmnguando comparada a outros 6rgaos, o
figado consegue funcionar bem se até 20% de se@nqama total estiver intacto
(KUVSHINOV; FONG, 2007). Por isso, essa capacidddeaegeneracdo € vital e a silimarina
contribuiria nesse contexto como estimuladora dgerreracdo hepéatica (FRASCHINI et al.,
2002).

Os dados da literatura mostram a niveis experirigentalinicos que o tratamento com a
silimarina ajuda a recuperar o figado de forma nedisaz. Essa agdo seria atribuida a acéo
nuclear e nucleolar dessa droga, que induz aundensintese de RNA ribossomal e da sintese de
proteinas no figado (FRASCHINI et al., 2002; RAINEN2005).

Por outro lado, outras evidéncias acerca do meuande acdo da silimarina foram
relatados, como a¢cdes imunomodulatorias e anasmdtorias, dentre elas a inibicdo da produgéo
e secrecdo mediadores pro-inflamatérios (RAINONE)52 POLYAK et al., 2007; KIM et al.,
2013). De forma interessante, a IL-6 parece sa@ldigicamente importante para a regeneracéo
hepatica, pois apds hepatectomia de dois ter¢cd$gddo em ratos, os niveis séricos de IL-6
foram encontrados elevados, principalmente na jmantf®ra em que se iniciava a sintese de
DNA nos hepatocitos, seguidos do aumento dos fieetranscricdo: Transdutores de Sinal e
Ativadores de Transcricdo 3 (STAT3) e do C/BBRator nuclear-interleucina-6 (NF-IL-6),
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indicando que esses mediadores parecem ser imgodamo gatilho de transicdo da fase GO
para G1 nos hepatécitos (AKIRA et al., 1990; MAIOMEal., 1998). Além disso, Cressman e
colaboradores, observaram que camundongos deésiaede producédo de de IL-6 (IL-6 -/-)
falhavam em regenerar o figado apos hepatectowig spus hepatécitos ficavam presos na fase
G1 de ciclo celular por ndo conseguir produzir gidades adequadas de DNA, a suplementacéo
desses animais com IL-6 resultava na normalizagdcagacidade regenerativa (CRESSMAN et
al. 1996). Apesar da silimarina inibir a liberagd® IL-6 durante processos inflamatorios no
figado, suas doses terapéuticas nao interferiragativamente na regeneracdo hepatica. Ao
contrario, as pesquisas apontam parar um aperfe@ta dessa capacidade (FRASCHINI et al.,
2002).

Ha outros diversos relatos terapéuticos da silimaaf-oi demonstrado que ela possui acao
anti-viral em infeccbes de hepatocitos com o vladepatite C (HCV), onde tanto a silimarina
bruta quando uma fracdo padronizada desta, chaaaddK-001, apresentaram acdo tanto
preventiva quanto no tratamento da infeccdo dedatose dependente (POLYAK et al., 2007).
Esses mesmos autores demonstraram, em cultivo ldescéle origem mononuclear, que a
silimarina era capaz de inibir a producdo do Fa®rNecrose Tumoral-Alpha (TNd&- e do
Factor Nuclear Kappa B (N&B) em uma linhagem de células de hepatoma humadbYRK
et al., 2007).

Uma limitacdo da utilizacdo de um hepatoprotetor tex@pia do céancer, seria uma
interferéncia na acao citotoxica do medicamentan @elacao a silimarina, os relatos apontam
para o oposto. A silimarina apresenta um efeite@otiferativo em canceres de pele com uma
acao tanto preventiva, devido a inibicdo das espémativas de oxigénio (EROs), quanto de
tratamento, pois ela regula sinalizacdes de sol#eeia celular e mitose como dos reguladores
p53 e Cipl/p21 entre outros. Ha ainda dados quersogum efeito positivo da silimarina na
recuperacao do dano causado ao DNA pela radiagaeialeta (SINGH; AGARWAL, 2005).

Concentracdes altas dessa droga demonstraransedatiproliferativos na linhagem Jurkat
de células T leucémicas provenientes de sanguiémesi causando inibicdo da sintese de DNA,
parada no cliclo celular da fase G2 para a M e umeato significante da morte celular.
Entretanto, neste mesmo delineamento experimdygidas concentracdes apresentavam efeitos
pro-proliferativos (GHARAGOZLOO; AMIRGHOFRAN, 2007)sugerindo novamente a

variabilidade na acdo desse medicamento de acord@alose administrada.
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Com relagédo aos os efeitos anti-inflamatorios enmmuodularoes da silimarina, parecem
ser devido a sua acdao inibitéria sobre o BFPOLYAK et al., 2007; KIM et al., 2013; LEE et
al., 2013), com consequente inibicdo das viasnmdlérias super expressas por sua ativacao, e
aumento na expressao dos reguladores da respasta imterleucina-10 (IL-10) e Interferan-
(INF-y) (RAINONE, 2005; WILASRUSMEE et al., 2002), aléne @umentar a producdo do
antagonista endogeno da IL-1 (IL-1RA) (TAGER, 20@ntre as vias alteradas pela inibicdo do
NF-«B, estdo a producdo do TMNk-IL-18 e IL-6. Essa Ultima € bastante envolvida na
polarizacdo da resposta imunolégica agindo na m&glior e proliferacdo de células B e T
(STREETZ et al.,, 2000) em um sentido oposto a IL.-40e age, juntamente com outros
imunomoduladores, em direcdo a um padrdo imunadddgccélulas Th2 e células T reguladoras
(TAGA; TOSATO, 1992; D’ANDREA et al., 1993; HOWAREX al., 1993; DE VRIES, 1995).

Finalmente, os diversos efeitos encontrados fraradministracdo da silimarina variaram
drasticamente de acordo com a dose administraddp sencontrados efeitos antioxidantes na
maioria das doses, até mesmo em doses reduzidasud®p os efeitos anti-inflamatorios e
imunomoduladores s6 comecam a ser observados &még/Khg. O mais intrigante é que ha
relatos de efeitos pro-inflamatorios em doses acibea 200 mg/kg em camundongos,
intensificando processos inflematoérios, apesaraadeser relatada toxicidade da administracdo de
apenas silimarina até mesmo em doses acima de HKy.mEsses achados evidenciam a
importancia do estudo dessa droga em diversassfdxaosagem, possibilitando a sua utilizacéo
em eventos patolégicos diversos (FRASCHINI et2002), como na esteato-hepatite induzida

por irinotecano.

1.5 Justificativa e relevancia

Devido a grande frequéncia desse problema somadmpda necessidade do uso do
irinotecano por pacientes com CCR e metastasesitepdaz-se necessario o entendimento dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa doeAttm disso, € necessario encontrar
alternativas que possibilitem uma melhora na qadkddo parénquima hepatico durante e apds o
tratamento quimioterapico do céncer, para que tepgrctenha mais chances de cura com a
remocdao cirurgica do tumor.
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A silimarina vem recebendo bastante relatos pasticomo hepatoprotetor, como
evidenciado nos estudos citados anteriormenteudive, a silimarina ja € usada como controle
de protecdo hepatica em alguns modelos usadosgséea de novas drogas. Uma evidéncia pode
ser citada no estudo de Obogwu e colaboradoresjtoses utilizaram a silimarina como controle
para testar a capacidade hepatoprotetora do exiaatolha deMucuna pruriens em um modelo
de toxicidade por alcool e drogas antitubercul@®@Q@GWU et al., 2014).

Contudo, nenhum trabalho foi publicado relatandoefestos dessa substancia sobre a
toxicidade a antineoplasicos, ndo havendo, até @adeonhece, propostas consistentes de
medidas terapéuticas. Esse fato pode ser devigezta auséncia até bem pouco tempo, de um
modelo confiavel de NASH relacionada ao uso defecano (COSTA et al., 2014).

Dessa forma, para a avaliacdo da capacidade peotegtosilimarina e de outros agentes
hepatoprotetores, nosso grupo desenvolveu um maakgerimental em camundongos que
mimetiza todos os achados clinicos da NASH apradanpor pacientes em quimioterapia com
irinotecano (COSTA et al., 2014). Assim, nosso grap propds a estudar a aplicabilidade dessa
droga, bem como o mecanismo pelo qual ela agigsaeneontexto. Um objetivo seria aprimorar o
tratamento do cancer colorretal metastatico pae wqu maior nimero de pessoas possa se
beneficiar da terapia de converséao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:

2.1.1 Estudar o efeito preventivo da silimarinadesenvolvimento de esteato-hepatite néo-

alcodlica experimental induzida pelo irinotecano.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar se a silimarina reduz as alteracO@s ¢hardmetros macroscopicos,
microscopicos e bioquimicos indicativos de estalimento da esteato-hepatite experimental
induzida pelo irinotecano.

2.2.2 Verificar se o possivel efeito protetor darsirina seria decorrente da modulacdo de
eventos inflamatdérios e da producdo de mediadodesfatores de transcri¢do inflamatérios.

Investigar se a silimarina diminui o fenbmeno densfocacdo bacteriana envolvida na
fisiopatologia da NASH induzida por irinotecano.

2.2.3 Estudar o efeito modulador da silimarina sabestresse oxidativo na patogénese da

esteato-hepatite induzida por irinotecano.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmacos e reagentes

e Cloridrato de irinotecano (Evoterin®, Evolabis, S8aulo, Brasil, ampola de 100
mag).
* Silimarina S0292 (Sigma Aldrich, MO, USA)

* Anticorpo primario monoclonal de coelho anti-Nitrosina (Life Technology, NY,

U.S.A)

* Anticorpo primario monoclonal de coelho anti-TLR{4ife Technology, NY,
U.S.A)).

* Anticorpo primario policlonal de coelho anti-iINOSgnta Cruz Biotechnology, CA,
U.S.A)

e Anticorpo primario policlonal de coelho Anti-NeB NLS (Santa Cruz
Biotechnology, CA, U.S.A))

* Anticorpo primario policlonal de coelho Anti-Actirfanta Cruz Biotechnology, CA,
U.S.A)

* Anticorpo primario monoclonal de cabra ARHSMA (Sigma Aldrich, MO, U.S.A))

» Anticorpo secundario ligado a fosfatase alcaling-lg® de coelho (Sigma Aldrich,
MO, U.S.A)

« Anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalintk-lg@® de cabra (Sigma Aldrich,
MO, U.S.A)

* ImunoCruz — Anti-coelho kit ABC (Santa Cruz Biotecdkogy, CA, U.S.A.)

3.2 Equipamentos

» Centrifuga Eppendorf — 5804R — Hamburgo — Alemanha

* Sonicador de amostras — Thornton — Sao Paulo -H Bras

* Homogenizador de amostras — Polytron PT10-35 —r{atea — Suica
» Vortex — Phoenix — Araraquara — Sado Paulo — Brasil

* Microscopico optico — Olympus BX41TF — Olympus @ptiCO — Japéo
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» Autoclave modelo digital horizontal — Sterma®arana — Brasil
» Balanca analitica — Sartorius BL 210S

» Balanca digital modelo MF6/ 1- Filizola — S&o PadlBrasil

* PHmetro modelo MR 10 — Denver Instrument — EUA

» Deionizador de agua — Milipore — Sao Paulo — Brasil

e Magquina de gelo — Everest — Rio de Janeiro — Brasil

e Freezer a -MC Revco Elite Plus — Thermoscientific — EUA

» Leitor de placas modelo ELX 800 — Bio Tek instrumsenEUA

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas do tipo Sywesando entre 20 a 25g, obtidos junto
ao biotério setorial da Faculdade de Medicina/ Brsilade Federal do Ceara. Os animais foram
divididos em grupos experimentais (n=8-10) e mastithdos em um ambiente com controle de
temperatura (22° + 2°C), com acesso livre a aliagéat e 4gua e submetidos aos ciclos de claro-
escuro (12h/12h). O protocolo experimental segstttamente as regras do Instituto Nacional
de Saude (NIH, do ingl@dational Institutes of Health), nos Estados Unidos, para o cuidado e
uso de animais em laboratério e foi submetido eov@mo pelo Comité de Etica para

Experimentacdo Animal local (nimero de protocold2)L

3.4 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 6 grupos experimer{ta=8-10), conforme a seguir: Grupo
I: Salina (5 mL/kg, v.0.); Grupo II: Silimarina (@5mg/kg, v.0.); Grupo IlI: irinotecano (50
mg/kg, i.p.); Grupos IV: Silimarina (1,5 mg/kg V.ot irinotecano (50 mg/kg i.p.); Grupo V:
Silimarina (15 mg/kg v.0.) + irinotecano (50 mgikg); Grupo VI: Silimarina (150 mg/kg v.o.)
+ irinotecano (50 mg/kg i.p.). Os animais foram adstrados com essas drogas 3 vezes por
semana em dias alternados com um refor¢o da silienao dia seguinte a terceira administracao,
durante 7 semanas consecutivas e, ao final dessed@e eutanasiados. Um esquema do

delineamento experimental € mostrado na Figura 4.



Figura 4 - Esquematizacao do delineamento expetahen
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laboratoriais.

Nos dias A os animais recebem silimarina (1,5, @5160 mg/kg) ou salina por via oral, 1 hora antesutha injecdo de
irinotecano 50 mg/kg ou salina por via intraper@ain Nos dias C os animais receberam um reforcglidearina ou salina em
suas respectivas doses por via oral, enquanto ineBdera realizada uma avaliacdo ponderal, daethae do estado geral do
animal. Em dias D nenhum procedimento era realizamho a manipulacdo dos animais. As setas amargiasicam dias de
administracdo das drogas nos animais, as setaglbasrindicam dias de avaliagdes clinicas dos asima
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3.5 Avaliacao clinica dos animais

Nos dias B, os animais eram pesados, um a um, &nchbaanalitica e seus respectivos
pesos eram registrados em tabelas. Apds a pesageamimais eram colocados, um a um, em
ambientes isolados onde eram observados por 10tomimada, para a avaliacdo de seu
comportamento e seu grau de diarreia.

A diarreia do animal foi quantificada com a atrifiio de escores que variavam de 0 a 3. O
escore O siginificava fezes com aspecto e consistémormal, sem a presenca de sujidade
perianal, o escore 1 representava animais com lezesente amolecidas mas sem a presenca de
sujidades perianais. O grau 2 era atibuido a asimain fezes bastante amolecidas mas com
pouca sujidade perianal, enquanto os animais ceterite sujidade eram considerados grau 3.

Também se observavam aspectos fisicos com aniorab queda e ericamento de pelo,
contracOes peélvicas e irritabilidade. Os dadosstegyios serviram para elaboragdo de uma curva

de sobrevida e uma curva ponderal.

3.6 Dosagens das concentracoes plasmaticas de armanwsferases (ALT e AST)

Os camundongos foram sedados com solucdo de Twbeord.5% (10 mL/kg, i.p.) e
tiveram sangue colhido pelo plexo retroorbital. Agéntrifugacdo do sangue a 10930 min, o
plasma foi obtido para andlise bioquimica de pnai®i totais, alanina e aspartato
aminotransferases (ALT e AST). Para a mensuragédizou-se um espectrofotdmetro em um
nivel de absorbancia de 365 ou 545 nm conformerigagde, de acordo com a recomendacéo do
fabricante (Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Braf®kesumidamente, a ALT e a AST
catalisam a transferéncia de grupos amina da algmana o cetoglutarato, com formacédo de
glutamato e piruvato (ALT) e glutamato e oxalace{&ST). Este é reduzido a lactato (ALT) ou
a malato (AST) por acao da lactato desidrogenaBél(lou da malato desidrogenase (MDH),
enguanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. Aseqiiente reducdo da absorbancia em
340 ou 365 nm, monitorizada espectrofotometricamehtdiretamente proporcional a atividade
das enzimas na amostra.
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3.7 Avaliacao histopatoldgica do figado

As amostras do figado foram fixadas em solucdo atendlina tamponada a 10%,
desidratadas e emblocadas em parafina. Cortesia 8e espessura foram obtidos e depois
corados com hematoxilina-eosina (H&E), e em seg@xaminados por microscopia optica
(x100). As laminas foram analizadas por um patstagexperiente que néo possuia informagdes
sobre o tratamento ou da divisdo dos grupos. Ondg&igo e a graduacdo da NASH foram
avaliados conforme o Escore de Atividade da NASKASNproposto por Kleiner et al. (2005),
como a seguir: esteatose (menos que 5% = graBB%b= grau 1; 33-66% = grau 2; >66% =
grau 3); inflamacéo lobular (auséncia de infiltragor campo de 200 x = grau 0O; até 2 infiltrados
por campo de 200 X = grau 1; 2 a 4 infiltrados gaampo de 200 X = grade 2; > 4 infiltrados por
campo de 200 X = grade 3) e tumefacdo hepatog¢ésmre 0 = auséncia; escore 1 = leve; escore
2 = severa). A presenca concomitante desses trémetos histologicos foi necesséria para
definir NASH.

Nas laminas histopatologicas também se realizoangagem do namero de infiltrados de
neutréfilos por campo, sendo essa contagem feitanddo cego por dois pesquisadores
independentes, sendo contatos por peca o totad d@arhpos. A escolha do primeiro campo foi

de forma aleatoria, e os demais campos foram awgigo campo anterior.

3.8 Ensaio para dosagem de malonaldeido (MDA)

Amostras de figado foram homogeneizados em 100nmgHenKCl 1,15% (homogenato
10%). Uma aliquota de 500 pL do homogenato foisfexrida para um tubo de ensaio e
adicionados 3 mL de 4RQy 1% e 1 mL de &cido tiobarbitarico 0,6% (TBA). Essstura foi
fervida em banho-maria por 45 min e, em seguiddriagla em agua gelada, adicionados 4 mL
de n-butanol, agitada em vortex por 1 min e cargafla a 120@/15min. Utilizou-se a fase
butandlica para leitura em espectrofotometro a&&35 nm. A diferenca obtida entre as duas
leituras foi utilizada para calcular o MDA, baseada coeficiente de extingdo molar de
13700M/cm (Uchiyama e Mihara, 1978).
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3.9 Determinacéo dos grupos sulfidrilicos ndo-protéos (SH-NP)

Amostras de figado foram homogeneizados em 100 mmi/lde EDTA sdédico 0,02M
gelado. Aliquotas de 400 puL do homogenato foranci@udas a 320 pL de &gua destilada,
80uL de acido tricloroacético (TCA) a 50%. Apdstrifingacdo, 200 puL do sobrenadante foram
coletados e, em seguida, 400 pL de tampéo Tris QpHV8,9) e 10uL de DTNB 0,01M foram
acrescidos para determinacdo da absorbancia d#momin a 412 nm. O branco ndo continha
homogenato. A concentracdo de SH-NP foi calculddevés da equacdo da reta de regressao
obtida de uma curva de calibragao de glutationazidd (GSH) e expressa em pug de SH-NP/500
mg de tecido (Boyd et al. 1979).

3.10 Determinacéo de lipideos no tecido hepatico

As amostras do figado foram analizadas para detagio da quantidade de lipideos de
acordo com o método proposto por Bligh e Dyer (J9%apidamente, as amostras foram
homogenizadas em uma solucdo de 1:2 entre clorafmetanol seguindo a propor¢édo de 100
mg de tecido/1,9 mL da solugéo e agitadas. Em dagaloroférmio foi adicionado (0,63 mL) e
a solucdo novamente agitada. Finalmente, 0,63 ndlgdea destilada foi adicionada atingindo a
proporcao final (2:2:1 cloroférmio:metanol:dgua). mistura foi centrifugada na temperatura
ambiente a 200 X2 min dando origem a um sistema com duas fasdar(pm cima, apolar
embaixo). A fase inferior foi recuperada e o tatallipideos foi calculado (mg de lipideos/g

amostra) apoés total evaporacao da amostra®@o0

3.11 Reacédo Imunohistoquimica para iINOS, N-Tyr e TR-4

A partir das amostras de figado foi realizada un@&ise imunohistoquimica para iNOS, N-
Tyr e TLR4, conforme descrito a seguir: as pec¢asoliigicas foram desparafinizadas e em
seguida hidratadas. Apés a hidratacdo, promoveauyse recuperacao antigénica com tampéao
citrato 0,1 M (pH 6.0) aquecido a ®@durante 15 min. Apos o resfriamento em tempeaatur
ambiente durante 20 min, as laminas foram lavadaBRS. Em seguida, realizou-se o bloqueio

da peroxidase endégena com solugcédo peroxido ded@dio 3% v/v durante 15 min e lavagem
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com PBS. Procedeu-se a incubacéo, por 12 h, cacogrd primario rabbit Anti-iINOS (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), AntiN-Tyr etAnLR4 (Life Technology, Life®, NY)
diluidos em PBS — BSA 5% na proporcao de 1:400 8NOTLR4) ou 1:800 (N-Tyr). Em
seguida as laminas foram lavadas com PBS e incab@@amin) com o anticorpo secundario
biotinilado (anti-rabbit IgG) diluido em PBS-BSA 584& proporcao de 1:200. Apds a remocao do
anticorpo biotinilado, com lavagem em PBS as lamiftaam incubadas por 30 min com o
complexo ABC (Horseradish Peroxidase Standard).sApgagem com PBS e incubagdo com
DAB/peréxido (2 min) para dar a cor da reacdo aasinas foram lavadas com®l destilada e
desidratadas com uma série graduada de alcoalleRiihalmente, realizou-se a contra-coloracao
com hematoxilina de Harry's e posterior desidratagdmontagem das laminas. Uma analise
guantitativa da reacdo seguiu 0os parametros desgdr Yeoh et al., (2005). A coloracgao foi
observada sob microscopia Optica por um patologis¢adesconhecia os tratamentos e 0 nimero
de células marcadas por campo foi contado em 1@asmas laminas marcadas com INOS e
TLR4, enquanto as laminas marcadas com N-tyr fayaantificadas utilizando o programa de

processamento de imagem Fiji/lmageJ (Schindelah. &012).

3.12 Andlise do envolvimento de bactérias na NASHm®s tratamentos com a silimarina

Para determinar a participacdo de uma possivebltreacdo bacteriana a partir da
microbiota intestinal dos animais, amostras dodibgéoram coletadas em condi¢cdes estéreis,
homogeneizadas em tampé&o de trisol para a extrdgdDNA utilizando o kit da Qiagen,
realizada de acordo com as especificacdes do #alpeicA reacdo em cadeia de polimerase foi

realizada como descrita a seguir:

3.12.1 PCR gquantitativo em tempo real (QPCR)

Como evidenciado na Tabela 1, avaliou-se a presdoncgene E. coli 16SrRNA(rrs)
relacionado com a deteccédo #acherichia coli com o aparelho do Q5 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Estadosdoii) (QUETZ et al., 2012). O gene de
referéncia utilizado foi o PPIA (Peptidylprolyl iserase A). (TATSUMI et al., 2008)
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Para a reacdo foram utilizados 10 pL de iQ SYBBe6G Supermix (Bio-Rad, San Diego,
CA, USA), 2 pyL de cada iniciador (0,2 uM) e 3 pLa@NA das amostras completando com
agua livre de nuclease para um volume final del2@s iniciadores utilizados e as condicdes da
gPCR estdo descritos na Tabela 1. Todas as ampbis foram finalizadas com a curva de
melting, realizada para assegurar a especificidade daifmapdio e detectar a formacdo de
dimeros de iniciadores ou qualquer outro produtspecifico.

Os valores dauantification cycle (Cq) para os genes testados foram exportadosopara
programa Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidess niveis relativos de expressao do gene
rrs foram calculados de acordo com a metodologh\@7, qualAACT= (CT gene alvo — CT
gene referéncia do grupo tratado) / (CT gene alM@T-gene referéncia do controle), como

descrito por Livak e Schmittgen (2001).

Tabela 1 - Detalhamento dos primers utilizadoseagao de PCR.

Processo Genes Sequencias dos iniciadores Produto n° NCBI Condicg6es
Relacionado (5 -3) (pb) do PCR
Deteccao de E. coli S — CCCCCTGGACGAAGACTGAC 401 JN547259.1 95°C-20"

E. coli 16SrR AS — ACCGCTGGCAACAAAGGATA 63°C-20"
NA 72°C-45"

Referéncia PPIA S — AATGCTGGACCAAACACAAA 117 NM_008907.1 95°C-20"
AS — TTCCACAATGTTCATGCCTT 58°C-20"

72°C-45”

3.13 Analise de expresséo do NkB e a-SMA por Western Blot

Os figados dos animais foram homogeneizados ema@me RIPA (Tris 50mM; NacCl
150mM; EDTA 1mM; Triton 1%) e em seguida centrifdga (1500g/10min.), seus
sobrenadantes foram separados em um eppendorfadesmde rotulado. A quantidade total de
proteinas de cada amostra foi mensurada utilizaedukit BioRad® com uma curva de BSA de
6 pontos. Os volumes foram ajustados para que agidades de proteinas fossem equivalentes
em cada amostra para entdo separar as proteinakepoforese em um gel SDS-PAGE. Apoés a
separacdo, as proteinas foram transferidas, tanglméneletroforese, para uma membrana de
nitrocelulose onde foram incubadas com uma soluigiideite desnatado (Nest)éa 5% em

tambdo TBS-T (Tris-NaCl com 1% de Tween 20), dwabthoras. ApO0s esse periodo as
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membranas foram lavadas 3 vezes, cada lavagem OGomirlutos de duracdo, utilizando o
tampdo TBS-T, procedeu-se entdo a incubacdo dasbmaeas com anticorpos primarios
equivalentes a cada dosagem. Os anticorpos prisnfoitam diluidos em Tampédo TBS (Tris-
NaCl) na proporcdo de 1:600, e deixados em cordahto a membrana sobre refrigeracdo e
agitacdo branda durante todo o periodo da noitemidahd seguinte as membranas foram
novamente lavadas e os anticorpos secundariogdalluem leite desnatado a 5%, foram
incubados durante 2 horas. ApOs esse periodo urnslavagem foi realizada e as marcacfes

foram reveladas utilizando-se o corante BCIP®/NBigiha Aldrich).

3.14 Analise de expresséao do lIp1IL-6 e IL-10 por ELISA

A producédo de II-f, IL-6 e IL-10 foram mensuradas através da deteagdia quantificacao
dessas citocinas no figado. As amostras do tecematlto foram colhidas, centrifugadas
(1500g/10min.) e o procedimento de ELISA foi readi@a como descrito a seguir: (1) Incubacéo
com 2 pug/ml de anticorpo anti-1L3lanti IL-6 e anti IL-10 (anticorpo de captura) dila em
tampdo de bicarbonato (pH 8.2) — 100 pl/poco (pldead6 pocos) por 16-24h a 4° C; (2)
Lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% W8Yy;Bloqueio com albumina bovina 1%
diluida em tamp&o de lavagem, 100 pl/poco por 2éngperatura ambiente; (4) Lavagem da
placa (3x); (5) Incubacdo com a curva padréo de,lllL-6 e IL-10 diluidas em tampé&o de
lavagem e das amostras a serem dosadas (100 yppod6-24h a 4° C); (6) Lavagem da placa
(3x); (7) Incubacado com anticorpo biotinilado (aotpo de deteccao) diluido 1:1000 em tampao
de lavagem contendo 1% de soro normal de carn@rolph a temperatura ambiente; (8)
Lavagem da placa (3x); (9) Incubacdo com avidimappdase (DAKO) diluida 1:5000 em
tampédo de lavagem, 100 pl/pogo por 15 min a termyerambiente; (10) Lavagem da placa
(3x); (11) Incubacdo com o-fenilenediamina diidooeto (OPD) em tampéo substrato, 100
ul/poco, cobrir a placa e deixar no escuro por BrtDa temperatura ambiente; (12) A reacdao foi
parada com 150 pl/pogo dexF 1M; (13) Leitura em espectrofotdmetro a 490 nm. Os

resultados foram expressos em pg/ml como a cuhdpa
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3.15 Andlise estatistica

A andlise estatistica realizada nas curvas de pisdiei o teste Two-way ANOVA. Para 0s
dados observados em que foram atribuidos escotdgouise o teste para dados nao
paramétricos de Kruskal Wallis/Teste de mdltiplasnparacdes de Dunn. Para as demais
amostras, empregou-se o teste ANOVA/Teste de ragtippmparacdes de Newman-Keuls. Os
resultados foram expressos como média + erro padmdmédia (variaveis com distribuicao
normal) ou pela mediana (minimo-méaximo) (variave&n distribuicdo normal), sendo as
diferencas consideradas estatisticamente signdasatjuando p<0,05. A curva de sobrevida foi
expressa em termos de percentagem de animais vealzando-se o teste de Mantel-Cox log

rank para determinar a diferenca entre as curvas. Mdlor de p<0,05 foi aceito como
significante.



38

4 RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com silimarina sobre a diaeia, perda ponderal e sobrevida em
animais submetidos a NASH induzida pelo irinotecano

Os animais submetidos ao modelo de NASH induzida p&otecano apresentaram
aumento tanto na perda ponderal e na mortalidadgiréF5) quanto na diarreia (Tabela 2),
guando comparados ao grupo que recebeu apenas &’ 05). A silimarina ndo foi capaz de
prevenir nem a mortalidade nem a perda de pesesiasgmais em nenhuma das doses utilizadas
(p>0,05) quando comparado ao grupo irinotecanociddalmente, o irinotecano frequentemente
induziu diarreia da segunda até quinta semanadguesmparados com o grupo salina (p<0,05).

A diarreia grave foi observada apenas até a tarseimana e ap0s iSSO 0S animais passaram a nao
mais apresentar esse parametro. A silimarina erhumea das doses foi capaz de prevenir o
aparecimento desse achado (p<0,05). O grupo centi@lsilimarina ndo apresentou diferenca

guando comparado ao grupo salina (p<0,05).

Figura 5 - O tratamento com a silimarina néo ieterina mortalidade e na curva ponderal dos
animais injetados com irinotecano.
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A injecdo de irinotecano aumenta a perda pondaeglmortalidade dos animais quando
comparados ao grupo salina (p<0,05), sendo obsersigdificancia estatistica na perda
ponderal a partir da terceira semana de tratam@)icessa perda de peso se iniciou no
mesmo periodo de tempo em que os animais comegaraorrer (B). Adicionalmente o

pré-tratamento com a silimarina ndo mostrou efec&n diminuir a perda ponderal e a
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mortalidade em nenhuma das doses testadas. Osificgign diferenca estatistica do grupo

irinotecano ao ser comparado com o0 grupo saliney pg0,05 para o teste Two-way

ANOVA para curva ponderal e Mantel-Cox log rank gpaurva de sobrevida. Os #

significam a diferenca estatistica observada agoeoanmos 0s grupos teste com o grupo
irinotecano, com p<0,05 (n=9).

Tabela 2 - Avaliacdo da diarreia em animais sulzloseta NASH induzida pelo irinotecano e
tratados com silimarina

Escores semanais de diarreia
22 Semana 32 Semana 42 Seman&? Semana 62 Semana 72 Semana

Sal 0,5 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)

Sil 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0)

Iri 2 (0-3)* 2 (0-3)* 1 (0-2)* 1 (0-1)* 0,5 (0-2) 0,M{1)
S15+RI 1(1-3)# 15@1-3)# 1(1-2)# 1(0-2) 1(0-2) 0 (0-1
S15+IRI 1(1-3)# 1 (0-2)# 1(1-2)# 1(1-1)# 1,5 (0-2) 0052)
S150+IRlI 1 (1-2) 1(0-1) 1 (0-2)# 1 (0-1) 1(0-3) 0

A injecao de irinotecano induziu o aparecimentalidereia moderada e grave nos animais
estudados, sendo observada significancia estatisiiccomparar-se com o grupo salina, da
segunda a quinta semana. O tratamento com a silenado foi capaz de prevenir a o
aparecimento de diarreia em nenhuma das doseglasst®s * significam diferenca
estatistica do grupo irinotecano quando comparadgrgo salina, com p<0,05 no teste de
Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas comparacdes denuEnquando os # representam a
significancia estatistica ao comparar-se 0s gruesi® com 0 grupo salina com a mesma
margem de aceitacdo para o referido teste. (n=9).

Apoés a quinta semana os animais ndo apresenta@meidj quando entdo passaram a
apresentar contracdes de abdémen e pelve em tedgsigos injetados com irinotecano. Esse
achado se antecipou no grupo tratado com silima&®damg/kg, quando comparado com o grupo
irinotecano. Além disso, verificou-se a perda poaljesricamento de pelo e alopecia nesses
animais durante todo o periodo experimental (Figira
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Figura 6 - Principais parametros clinicos obsergddmte a administracéo de irinotecano.

Comparacao da alopecia do grupo salina (A) com grdpo irinotecano (B) e ilustracéao
da sujidade perianal do grupo salina (C) e do gmipotecano (D).

4.2 Marcadores bioquimicos e histopatolégicos desi@o hepética.

Na inducdo da NASH o irinotecano alterou todos asametros de toxicidade hepéticas
avaliados nesse trabalho, ao comparamos esses mgsamametros no grupo salina. A
guantidade sérica de transaminases hepaticasgfufisativamente aumentada pela injecao do
irinotecano quando comparada ao grupo salina (p%0,8lém disso, o0 tratamento com
silimarina 1,5 mg/kg aboliu esse aumento do ALToeAST (Figura 7). O grupo controle da

silimarina ndo apresentou diferenca quando compaadjrupo salina (p<0,05).
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Figura 7 - Dosagem sérica de transaminases hepatica
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Os animais com NASH induzida por irinotecano agméam elevacdo nas quantidades de
transaminases hepaticas circulantes e o tratangenmtoa silimarina na dose de 1,5 mg/kg
aboliu 0 aumento nas quantidades plasméticas de(R&el A) e de ALT (Painel B) (n=

5 —7; One-way ANOVA /Teste de multiplas comparagde Newman-Keuls).

Com relacédo ao infiltrado neutrofilico, os animajetados com o irinotecano apresentaram
um aumento significativo no nimero de infiltradas pampo, quando comparados com o grupo
salina (p<0,05) (Figura 8). Também observou-seaquatamento com a silimarina na dose de 15
mg/kg reduziu o namero de infiltrados de neutr&fifuando comparados com os animais do
grupo irinotecano (p<0,05). No que diz respeit@admulo de lipideos, o irinotecano aumentou
essa quantidade hepéticos quando comparados coopo sgplina (p<0,05), e a silimarina por
sua vez, aboliu esse acumulo de lipideos em anmbawses testadas quando comparadas ao
grupo irinotecano (p<0,05). O grupo controle damsitina ndo apresentou diferenca quando

comparado ao grupo salina (p<0,05).
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Figura 8 - Contagem de infiltrados neutrofilicadosagem bioguimica de lipideos.
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O irinotecano aumentou de forma significativa aneto de infiltrados neutrofilicos no

figado, e o tratamento com a silimarina na dosd%tag/kg reduziu o nimero desses
infiltrados (A). A dosagem bioquimica de lipideasystrou que a silimarina foi capaz de
abolir o aumento no acumulo de lipideos causadm ipgcao de irinotecano em todas as
doses testadas (B) (n = 4 — 5; One-way ANOVA /Tetemultiplas comparacfes de
Newman-Keuls).

Os animais submetidos ao modelo de NASH induzidae ip@otecano apresentaram um
aumento na expressao @&MA quando comparados com o0s animais do grupoashi<0,05).
Adicionalmente, o tratamento com a silimarina naedde 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir essa
deposicdo quando comparado ao grupo irinotecan®, Py enquanto o tratamento com a dose
de 15 mg/kg aumentar essa deposicao (Figura Qju@ gontrole da silimarina ndo apresentou
diferenca quando comparado ao grupo salina (p<0,05)
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Figura 9 - O efeito da silimarina sobre a expre$simatica de-SMA.
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A injecdo de irinotecano durante 7 semanas levoauaeento da expressao de
a-SMA quando comparados com o grupo salina (p<OOSyatamento com a
silimarina na dose de 1,5 mg/kg conseguiu redugsaeexpressao quando
comparado com 0 grupo irinotecano, porém o tratéoneam a dose de 15
mg/kg intensificou essa expressdo quando compa@aoo grupo irinotecano
(n = 3; One-way ANOVA /Teste de multiplas compaes;de Newman-Keuls).

A injecdo do irinotecano causou um aumento no esderKleiner atribuido aos animais
desse grupo, quando comparado ao grupo salinaOfp<@dicionalmente, o tratamento com a
silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi eficaz em radesses escores quando comparados ao grupo

irinotecano (p<0,05) (Figura 10). O detalhamentssde escores € descrito na Tabela 3.
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Figura 10 - Sumario dos escores de Kleiner.

159
p<0,005 .
p<0,05

104

" S22l

= = 2

sal 150 0 15 15
Silimarina (mg/kg)

Escores de dano geral
a
1
g
<

I'rinotecano (50 mg/kg)

A indugdo da NASH com o irinotecano aumentou denéosignificativa os escores
de Kleiner quando comparados ao grupo salina (©8)00 tratamento com a

silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi capaz de redasses escores de forma
significatica quando comparado ao grupo irinotecgry®,05) (n = 4 - 5; One-way

ANOVA /Teste de multiplas compara¢cGes de Newmankdjeu

Tabela 3 - Estratificacdo dos escores de Keliner.

Escores de Kleiner
Infiltracdo Lobular Esteatose Balonizagédo Total

Salina 1(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 1(0-2)
Silimarina 150 0,5(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0,5(0-2)
Irinotecano 1,5(1-2) 0(0-1) 1,5(1-2)* 3(3-4)*
Sil 1,5 + Iri 1,5(1-2) 0(0-1) 0(0-0)# 2(1-2)#
Sil 15 + Iri 1(1-3) 0(0-0) 0(0-2) 1(1-5)

A injecdo de irinotecano aumentou de forma sigaifi@ o somatorio dos
escores de Kleiner quando comparado aos escomgsipo salina (p<0,05), e 0
tratamento com a silimarina foi capaz de reduzomatoério desses escores. Os
* significam diferenca estatistica do grupo irircaeo quando comparado com
0 grupo salina, com p<0,05 no teste de Kruskal-¢/@kste de Multiplas
comparagcbes de Dunn. Enquanto os #, significanreti@a estatistica na
comparacdo entre 0 grupo teste e o grupo irinotecam p<0,05 no teste de
Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas comparacdes dal(n = 4 — 5).

A Figura 11 representa as fotomicrografias dosdfigados animais do estudo, onde &
possivel observar no grupo irinotecano o desarm@mjoarénquima hepatico, a balonizacao (setas

vermelhas), a esteatose (setas amarelas) e dgdds (setas pretas) contrastando com o0 grupo



45

salina. Além disso, o grupo controle silimarinaQXbg/kg, figura) também apresentou, como o
grupo salina, arquitetura hepatica normal. O grisptado com silimarina 1,5 mg/kg apresenta
um parénquima mais integro, quando comparado cagnupo irinotecano, observando-se o

arranjo cordonal de hepatécitos e dos sinusoide®servacao da arquitetura. Os animais que
receberam 15 mg/kg de silimarina apresentam ardansas de necrose e a arquitetura tecidual

comprometida.
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Figura 11 - Fotomicrografia do tecido hepatico dienais submetidos a NASH induzida pelo
irinotecano.
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A injecéo de irinotecano induz uma destruicdo démguima hepatico, onde é possivel se
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observar balonizacdo (setas vermelhas), esteatedas(amarelas), infiltragbes (setas
pretas) e areas de necrose. Os animais pré-tratadosilimarina 1,5 mg/kg apresentam
uma arquitetura integra dos hepatdcitos muito desméd a observada no grupo controle,
apesar de haverem numerosos infiltrados inflan@o®©s animais que receberam 15
mg/kg de silimarina como tratamento apresentam dgrarariabilidade individual nos
resultados, além padrbdes de lesdo muito avancansandizentes com NASH, onde se
pode observar grandes areas de necrose. A colanéifZada foi H&E.

4.3 Efeito da silimarina sobre os componentes oxitigos da NASH induzida pelo

irinotecano.

A inducdo da NASH com irinotecano causou um aumeigaoificativo do acumulo de
MDA no tecido hepatico e uma diminuicao signifigatina quantidade de NPSH disponiveis
nesse orgao, quando comparados com o grupo spkfz06). O tratamento com a silimarina na
dose de 1,5 mg/kg preveniu o aparecimento dessametos de forma significativa quando
comparados ao grupo irinotecano (p<0,05). A dosdxeng/kg de silimarina ndo apresentou
reducéo significativa de MDA. Contudo, a quantidddeNPSH nos figados dos animais tratados
com 15 mg/kg de silimarina estava significativameatimentada (p<0,05) quando comparados
aos animais do grupo irinotecano (Figura 12). Qograontrole da silimarina ndo apresentou
diferenca quando comparado ao grupo salina (p<0,05)

O estresse oxidativo foi observado também pelaessfo da enzima INOS (Figura 13) e
pela quantificacdo dos residuos de NTyr (Figurarijecido hepético. No grupo irinotecano,
observou-se um aumento tanto da expresséo de iN@8ayda presenca de residuos de NTyr,
guando comparados com o grupo salina (p<0,05)atanrento com silimarina na dose de 1,5
mg/kg ndo preveniu o aumento na expressdo de IN@Bdp comparados com O grupo
irinotecano (p>0,05), entretanto, reduziu de fosigmificativa a marcacao para NTyr, quando
comparado ao grupo irinotecano (p<0,05). Adiciorta, a silimarina na dose de 15 mg/kg
também foi capaz de reduzir a quantidade de resided\NTyr acumulados quando comparados
com o grupo irinotecano (p<0,05). O grupo contrdée silimarina ndo apresentou diferenca

guando comparado ao grupo salina (p<0,05).
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Figura 12 - Efeito da silimarina no acuimulo de MBAeducado do NPSH causados pela inducdo
de NASH pelo irinotecano.
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O modelo de NASH induzida pelo irinotecano causa wiminuicdo da maquinaria
antioxidante fisiolégica no figado e um aumentcandmulo de MDA. O tratamento com
a silimarina na dose de 1,5 mg/kg reduziu o acuradamentou de forma significativa as
guantidades disponiveis de NPSH. A dose de 15 migtkgeriu de forma significativa
apenas na disponibilidade de NPSH (n = 5 - 6; Cag-WNOVA /Teste de multiplas
comparactes de Newman-Keuls).
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Figura 13 - Efeito da silimarina na expressédo de$hbservada no modelo de NASH induzida
pelo irinotecano.
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O modelo de NASH relacionado ao uso de irinote¢gadoz um aumento significativo na
expressao de iINOS quando comparados ao grupo $pkfie05) e o tratamento com a
silimarina na dose de 1,5 mg/kg nado interfere nesgaessdo (n = 6 - 8; One-way
ANOVA /Teste de multiplas comparacdes de Newmanisjeu
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Figura 14 - Efeito da silimarina sobre a nitroslla@roteica do tecido hepatico de animais
submetidos a inducédo de NASH pela injecéo de eranto.
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A injecdo de irinotecano aumenta a nitrosilacadgimoa quando comparada a injecao de
salina (p<0,05). O tratamento com a silimarina pazade prevenir a nitrosilacdo das
proteinas dos animais submetidos a esse modelgOg<® = 4 - 6; One-way ANOVA
/Teste de multiplas comparacdes de Newman-Keuls).
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4.4 Efeito da silimarina sobre os componentes inflaatérios do modelo de NASH induzida

pelo irinotecano.

A IL-1B (Figura 15 A) e a IL-6 (Figura 15 B) encontravaenasimentadas nos figados dos
animais que receberam irinotecano, quando comparadan O grupo salina (p<0,05).
Adicionalmente, o tratamento com a silimarina naedde 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir o
acumulo das duas citocinas, enquanto a dose degllkgmeduziu apenas a expresséao IL-6,
guando comparadas com o grupo irinotecano (p<0ABxpresséao IL-10 (Figura 15 C) nao foi
alterada nos animais injetados com irinotecanondp@aomparados com o grupo salina (p<0,05),
porém o tratamento com silimarina na dose de 1%kgngpresentou um aumento significativo
nos niveis hepaticos dessa interleucina (p<0,09rupo controle da silimarina ndo apresentou
diferenca quando comparado ao grupo salina (p<0,05)

A expressdo do N@B (figura 16) também se encontrava aumentada nosaaninjetados
com irinotecano quando comparados com os animaigrgmo salina (p<0,05). Em adicéo, o
tratamento com a silimarina reduziu a expressddNBoB em relagdo ao grupo irinotecano
(p<0,05) em todas as doses testadas. O grupo Eoui@osilimarina ndo apresentou diferenca

guando comparado ao grupo salina (p<0,05).



52

Figura 15 - Efeito do tratamento com silimarinadeaagem de citocinas no tecido hepatico de
animais submetidos a indugédo de NASH pelo usoinigtécano.
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No modelo de NASH induzida por irinotecano a L{A) e a IL-6 (B) tém sua expressao
significativamente aumentada no figado dos aninmétados com irinotecano quando
comparados com 0s animais injetados apenas coma sgk0,05). O tratamento com
silimarina na dose de 1,5 mg/kg é capaz de redutiberacdo de ambas as citocinas,
enquanto a dose de 15 mg/kg é capaz de reduziagpeih-6. Em contraste, encontramos
a IL-10 (C) nédo alterada no grupo irinotecano qoandmparado com o grupo salina
(p<0,05), porém o tratamento com a silimarina needib mg/kg aumenta essa expressao.
A dose de 150 mg/kg mostra uma tendéncia a um domparém ndo havia amostras
suficientes para se fazer uma comparacdo (n = 4 Or@-way ANOVA /Teste de
multiplas compara¢des de Newman-Keuls).
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Figura 16 — Expressao relativa ded®BMo figado de animais submetidos ao modelo de NASH
induzida pelo irinotecano e tratados com silimarina
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A injecao de irinotecano durante 7 semanas levoauaeento da expressao de
NF«B quando comparados com o0 grupo salina (p<0,0%yatamento com a
silimarina conseguiu reduzir essa expressao quaadgparado com 0 grupo
irinotecano (p<0,05) (n = 2 - 4; One-way ANOVA /fesde mdultiplas
comparactes de Newman-Keuls).

4.5 Efeito da silimarina na expressao de TLR4 e psenca de bactérias no figado.

A Figura 17 mostra o aumento significativo da gittte DNA bacteriano no figado dos
animais submetidos NASH induzida pelo irinotecan@mmglo comparados ao grupo salina
(p<0,05). Adicionalmente, a silimarina ndo teveifdréncia significativa na quantificacdo desse
DNA bacteriano. Convergentemente, grupo irinotecapoesentou uma imunoexpressao de
TLR4 (Figura 18) significativamente aumentada qoamdmparados com o0 grupo salina
(p<0,05), enquanto o tratamento com silimarina osedde 1,5 mg/kg, mas ndo na dose de 15
mg/kg, foi capaz de reduzir essa expressao vergugo irinotecano (p<0,05). O grupo controle

da silimarina ndo apresentou diferenca quando cadpao grupo salina (p<0,05).
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Figura 17 - Deteccéo da presenca de DNA bacteriariecido hepético através de PCR em
tempo real.
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Os animais do grupo irinotecano apresentam umifisgnte menor CT quanto
comparados ao grupo salina (A), e o tratamento @a@iimarina ndo apresenta diferenca
na quantidade de DNA bacteriano amplificado em nerehdas doses. Em B é possivel
observar as curvas de CT do grupo salina (azulgrdpo silimarina (verde) do grupo
irinotecano (vermelho), silimarina 1,5 mg/kg (pdetosilimarina 15 mg/kg (rosa) (n = 3 -
6; One-way ANOVA /Teste de multiplas comparacoebldeman-Keuls).
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Figura 18 - Envolvimento da ativacao de TLR4 na NAG&duzida por irinotecano o efeito da
silimarina nesse contexto.
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O grupo irinotecano apresenta uma maior ativacdeakptores TLR4 quando comparado
ao grupo salina (p<0,05). Apenas o tratamento catlimarina 1,5 mg/kg foi capaz de
reverter esse achado, quando comparado com o gingecano (p<0,05) (n =4 - 6; One-
way ANOVA /Teste de multiplas comparacdes de Newienls).

Um sumario dos efeitos da silimarina encontradosmualelo de NASH induzida por

irinotecano pode visto na tabela 4. A silimarinadnae de 1,5 mg/kg se mostrou mais eficaz pois
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conseguiu modular a maioria dos marcadores de lesdatica, além disso, conseguiu modular

0s parametros oxidativos prevenindo a exarcerbaggmocesso inflamatorio.

Tabela 4 - Rusumo dos achados observados altevad@®o pelo tratamento com a silimarina.

Parametros S15 S15

Sobrevida - -
Perda ponderal - -

Escore de diarréria - -

ALT e AST + -

Contagem de infiltrados - +

a-SMA + -

Escores de Kleiner + -

MDA + -

NPSH + +
iINOS -

NTyr + +

IL-1B + -

IL-6 + +

IL-10 - +

NFxB + +

RRS - -

TLR4 + ;
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5 DISCUSSAO

A silimarina € uma mistura de compostos com ac@e®mxadantes, anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, antivirais e antiproliferativesndo essas acfes bastante variaveis de acordo
com a dose e a via de administracdo. Suas indisagfiécas mais frequentes incluem doencas
hepéticas, como a doenca alcodlica do figado gosdue hepatite viral. Contudo, até onde
conhecemos nédo ha relatos, de sua aplicabilidat® t@atamento curativo para, ou profilatico
contra, lesdes hepéticas relacionadas ao tratararatbdgico.

Dessa forma, o presente trabalho descreveu o efegisa droga sobre a esteato-hepatite
induzida pelo irinotecano. Verificou-se que a agaailimarina é dual, onde seu efeito protetor é
observado apenas em baixas doses, enquanto dasessncantribuem para uma exacerbacgao do
dano hepatico associado ao uso do irinotecano. Al&so, esses resultados dédo suporte aos
dados de Costa e colaboradores (2014) acerca daténpia da oxidagéo, da inflamacéo e da
translocacado bacteriana na fisiopatologia da NA8ldcionada ao irinotecano, uma vez que a
silimarina ao inibir o estresse oxidativo conseguroteger o figado na NASH. Em contrapartida,
0 aumento dessa inibicdo associado a modulacaesgasta imunoldgica, permitiu uma maior
presenca de bactérias no parénquima hepatico,vptmsinte contribuindo para o agravamento
do dano.

E reconhecido, ainda, que o irinotecano causa uuw@site intestinal importante que cursa
com diarreia grave contribuindo para a diminuic&gédso corpéreo e mortalidade (MELO et al.,
2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012). O padréo de diardescrito nos trabalhos que descrevem a
mucosite intestinal experimental induzida pelodtatano é, de fato, mais grave que o aqui
observado. Esse fato pode ser explicado pela ddemda, uma vez que, naqueles estudos, o
irinotecano é injetado na dose de 75 mg/kg/dicdd.dtntretanto, no presente estudo trabalhou-se
com a dose de 50 mg/kg. ApOs a 52 semana de trt@nos animais do grupo modelo passam a
ndo mais apresentar diarreia. Contudo, verificasantontracfes pélvicas condizentes com
colica. Esse fendbmeno foi observado inclusive eimais tratados com silimarina. Como o
tratamento com a silimarina n&o protegeu os anidediarreia em nenhuma das doses testadas,
€ provavel que nédo tenha protegido também da ntecosiestinal associada a este sinal,

possivelmente explicando a perda ponderal e addevertalidade.
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Esses dados corroboram com a literatura. Vargasidken e colaboradores (2014)
demonstraram que a silimarina, apesar de atenles@a hepatica, ndo parece influenciar a
sobrevida dos pacientes com cirrose alcodlica. Al&wso, a silimarina pode nao ter apresentado
efeito sobre a mucosite, pois apos sua administragd, ela apresenta uma recirculacdo entero-
hepética tdo intensa que sua concentracdo hep@éti#avezes maior que sua concentracao
plasmatica (RAIONE, 2005).

Com essas informacBes a acerca do estado clinisoadbnais, questionou-se se a
silimarina apresentaria efeito positivo sobre @dekepatica caracteristica da NASH induzida
pelo irinotecano. Para isso, avaliaram-se os pdréam@erais de lesdo hepatica, como, por
exemplo, a dosagem plasmatica de transaminasesdaspa infiltracdo neutrofilica, o acimulo
de lipideos no parénquima hepatico e a expressacadéina de musculo liscw{SMA), um
indicador de fibrose em fase de estabelecimento.

As trasaminases hepaticas sdo marcadores plasséatiéssicos de lesdo hepatica
(CACCIAPUQTI et al., 2013; COSTA et al., 2014; ALARBI et al., 2014; OBOGWU et al.,
2014; PRAKASH et al.,, 2014; VARGAS-MENDOZA et ak014). No presente estudo, a
silimarina na dose de 1,5 mg/kg conseguiu redugimiveis séricos de ALT e AST, o que
corrobora com dados da literatura, pois a silinzarén relatada uma capacidade de reduzir
transaminases séricas causadas pela hepatotoeaidatttracloreto de carbono (AL-HARBI et
al., 2014) e da tioacetamida (CHEN et al., 20119s keferidos estudos, tais resultados foram
obtidos com doses mais elevadas. Entretanto, cegsocpatoldgico estudado era de natureza
diferente, pois no modelo ora empregado ha uma icagdo de componentes oxidativos,
inflamatorios e infecciosos (COSTA et al., 2014).

O componente inflamatério também é importante natecdo de todos os tipos NASH,
principalmente para a NASH relacionada ao uso detécano. Nesse modelo, Costa e
colaboradores relataram que os eventos inflamat@areciam ser o fenémeno iniciador do
problema. Com isso, a contagem do numero de aditts inflamatoérios nos tecidos hepaticos dos
animais do estudo evidenciou que a silimarina aguise reduzir a migracdo de células
inflamatérias apenas na dose de 15 mg/kg, mas adoemor dose. A migracao de neutrofilos
para o local de inflamacéo € um evento observadcipalmente durante a resposta imune inata,
com a participacdo de citocinas pro-inflamatoriascteristicas da fase aguda, como 0 tNF-

a IL-18 (ABBAS; LICHTMAN, 2011). Dessa forma, acreditagge a dose de 15 mg/kg tenha



59

influenciado a migracéo de neutrofilos, uma vez gsdimarina € constantemente relatada como
anti-inflamatadria e inibidora da expressao dascaitas pré-inflamatorias de fase aguda, em doses
a partir de 10 mg/kg (TAGER et al., 2001; STEPHEMIg 2007).

No que diz respeito ao acumulo de lipideos no maiéma hepatico, trés mecanismos sao
conhecidos pelos quais esse fenébmeno pode ocaumento do aporte de acidos graxos devido
a dieta ou devido a uma quebra de adipdcitos diéepar aumento da sintese endbégena de
lipideos; ou pela disfungdo mitocondrial que levamaa diminuicdo dg-oxidacao lipidica
(CHITTURI; FARRELL, 2001). Em nosso estudo ndo rmuaporte dietético indutor de
esteatose, nem havia motivos para uma sintese tadmaemle acidos graxos nos grupos
experimentais em relagdo ao grupo controle. Parta@nprovavel que o mecanismo de acumulo
de lipideos deva-se a disfuncédo mitocondrial ersseguente inibicdo da oxidacao fisioldgica dos
acidos graxos.

Costa et al. (2014), ao estabelecerem o modelo NASttada pelo quimioterapico
irinotecano, levantaram a hipotese de que uma \mssanslocacdo bacteriana advinda do
intestino em direcdo ao figado via veia porta hiepaEssa hipotese foi levantada a partir da
demonstragdo, mediante semeadura do sangue partaheio de cultura, do aumento de
unidades formadoras de col6nias de amostras catet@dos animais injetados com irinotecano
guando comparados ao grupo controle. Adicionalmeidentificou-se, principalmente, a
presenca deEscherichia coli em amostras provenientes desses animais que racebe
quimioterapico.

A principal via de sinalizacdo endotoxicémica seléuia a uma infec¢do por bactérias
gram-negativas, como & coli, € mediada pelo TRL4 (RAETZ et al., 1991), proddni uma
série de mediadores inflamatérios secundarios goeutam a primeira linha de combate a
infeccdo. Uma exacerbacdo desse processo leva guadro inflamatorio caracteristico da
endotoxemia causada pela estimulacdo desses neeptim LPS (SAMAVATI et al., 2009).
Contudo, existem outras vias de lesdo celular &dax a infec¢do pdt. coli. Dentre elas, tem-
se descrito um grupo de proteinas que séo recaldsepelas células de mamiferos atraves de
outros receptores que nao a familia dos recepfimiédike (KEGG, 2014). Neste contexto, as
proteinas do sistema de secrecao tipo IEdaoli (T3SSs), presentes nos revestimentos celulares
dessas bactérias, poderiam ser importantes. Essgnas permitem que as bactérias injetem

proteinas efetoras diretamente no citoplasma dasuélulas (COBURN et al., 2007). Elas séo
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reconhecidas nas células animais pela proteinarafessociada a mitocéndria (map) e pelos
efetores EspF. O map e o EspF atuam por cascatdesfigilacdo que ativa mediadores
intracelulares como N-WAS e WAVE-2 que atuam atsad@ complexo Arp2/3, culminando em
um rearranjo das proteinas do citoesqueleto (COBERA., 2007). Esse complexo de proteinas
também é responsavel por causar danos aos tenfdotados. O dano associado a a¢do do T3SS
inclui citotoxicidade direta que leva ativacdo dasvde necrose ou de apoptose devido a
disfuncdo mitocondrial, mediada principalmentepap e EspF. (COBURN et al., 2007; KEGG,
2014).

A funcdo mitocondrial € vital para o metabolismdutzg em geral, pois ela € a mais
importante unidade de producéo de energia nasasétld mamiferos (ALBERTS et al., 2002).
Essa funcédo pode ter sido afetada por eventosteesticos da NASH induzida pelo irinotecano,
como o estresse oxidativo e a endotoxemia causadanieccdo com bactérias gram-negativas.
Como os resultados desse trabalho mostram umawdgéono acumulo de lipideos no figado de
animais pré-tratados com silimarina apenas na meose, acreditam-se que a diminuicdo do
estresse oxidativo e uma menor ativacdo TLR4 peamita preservacdo da funcdo mitocondrial.
Como néo ha relatada na literatura qualquer ac&iinearina sobre o metabolismo de lipideos e
o estudo de Zhu e colaboradores demonstrou a acsitirdarina sobre a disfuncdo mitocondrial,
melhorando a fluidez e o potencial de membrana (&Hal., 2014), acreditamos que o aumento
de lipideos observado nos animais tratados coroté@ano seja uma consequéncia direta da
disfuncao mitrocontrial.

Agindo de forma sinérgica nesse processo estalamafdo. Existem relatadas duas
consequéncias inflamatorias que culminam com o aime lipideos no figado. De forma
direta, a producao de citocinas inflamatorias fatercom o metabolismo de lipideos através da
inibicdo da producéo da lipoproteina lipase nosatdgitos (BUTTERWITH; GRIFFIN, 1989).
De forma indireta, a inflamacdo contribui com afuhgdo mitocondrial, pois a reposta
inflamatdria aumenta a producédo de substanciasanted (ABBAS; LICHTMAN, 2011). Em
um cenario de estresse oxidativo exarcerbado eeéeneEno pode ter um papel importante. Esses
dados dao suporte ao achado de Costa e colabmsakfig4), os quais propuseram que 0
acumulo de gordura no figado era secundario anmit@o, diferentemente do que se tem

relatado para a fisiopatologia da NASH desencadpadautros estimulos patoldgicos.
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Assim, a fibrose hepatica no modelo de NASH indazgklo irinotecano pode ser
observada apenas com a extensao do tratamentosgon&has, mas ndo em tempos menores. A
fibrose hepética € um processo cronico que podeaeado por diversos estimulos danosos
como, alcool, infec¢éo viral e outras toxinas qaesam danos hepaticos (CHEN et al., 2012). A
principal caracteristica da fibrose € o acumulonuggriz extracelular, cuja observacdo em
estagios iniciais é dificil, sendo necessério, pata a utilizacdo de técnicas especiais de
preparacdo da lamina, como, por exemplo, a colorag@n o tricromico de Masson. Ainda
assim, nesses estagios esse achado é observadaliscietamente (KLEINER; BRUNT, 2012).

As células hepéticas que sofrem dano produzem owm@is como proteina ativadora-1
(AP-1), Fator 6 semelhante a Kruppel (KLF-6) e fB5-que ativam as células estrelares do
figado, ativando células positivas pareEMA semelhantes a miofibroblastos. Essas sédo as
responsaveis pela formagdo da cicatriz fibréticaAN; SMART, 2002; BATALLER,;
BRENNER, 2005). O aumento daSMA no tecido hepatico é, portanto, um indicatileuma
fibrose que comeca a se instalar. Como é possv@bsar essa proteina pela técnica de Western
Blot em quantidades bastante pequenas, esse aohzgtca que a lesdo iniciada pelo uso o
irinotecano estd caminhando para uma fibrose posteesses animais. Os dados do presente
trabalho mostram que os animais tratados com masilha na menor das doses nao iniciaram
esse processo devido provavelmente a prevencaamoagsociado ao uso do irinotecano.

No estudo de Costa e colaboradores (2014), denoorsér 0 estabelecimento da NASH
nos animais por meio dos critérios clinicos de @ei além da dosagem das transaminases
séricas. Dos critérios considerados relevantes d@es, quais sejam, infiltracdo lobular,
esteatose e fibrose, foram evidenciados no presstido por meio de outra abordagem, além da
andlise por escores. No estabelecimento do mod@alsta e colaboradores encontraram as 3
alteracBes histopatoldgicas principais da NASH:umefacdo hepatocitica, a esteatose e a
inflamacao lobular. Em nossa abordagem, apenasdisssis alteracdes foram encontradas com
frequéncia nos animais do grupo modelo: a tumefacdaonflamacédo. A esteatose foi observada
em baixa frequéncia, poréem a dosagem de lipiddasstoo figado pelo método bioquimico
mostrou que o grupo leséo apresentou um maior dodmepatico de gorduras.

Quando o figado acumula lipideos em excesso, est@@ pode ser de duas formas. Uma
distribuicdo macrovesicular, que representa um ocurknico benigno, com hepatdécitos

distendidos por um vacuolo Unico que desloca oealphra a periferia (TILG, 2010). A segunda
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forma de arranjo de gorduras hepéticas é a forrseow@sicular difusa, a qual esta associada a
processos mais graves e agudos que apresentamcdisfonitocondrial, sendo essa ultima forma
altamente correlacionada a um pior prognostico demenvolvimento de insuficiéncia hepatica
(DAY; JAMES, 1998a). A esteatose microgotas, o @adencontrado no modelo por Costa e
colaboradores, é um achado bastante subjetivo e pader dificuldades de observacéo
dependendo do corte histopatolégico. Portantojzatiios os achados histopatologicos e a
dosagem bioquimica de lipideos totais para consegsidiagnosticar com precisdo a NASH nos
animais.

Kleiner e colaboradores consideram importantes @arBlASH dois outros achados
histopatoldgicos, a fibrose e a infiltracdo por@bntudo, esses autores consideraram que esses
achados tinham importancia na predicdo dos progodstios pacientes e nao no fechamento do
diagnostico de NASH, uma vez que sdo achados care@n em etapas mais avancadas da
doenca quando o problema assume uma caractedst@anificacéo.

Cientes até aqui de que a silimarina na dose 1/bgniigi capaz de interferir positivamente
em todos os marcadores de lesdo hepética avaliagosto o infiltrado neutrofilico, e que a
silimarina na dose de 15 mg/kg foi eficaz apenapneaencdo do infiltrado neutrofilico e no
acumulo de lipideos, questionou-se a razdo pamidaetepancia nos resultados obtidos com as
duas doses.

De acordo com a teoria mais aceita acerca da &stmia da NASHt(vo hits theory), o
estresse oxidativo assume um papel vildo em patle@orroborando com essa premissa, Costa e
colaboradores (2014) relataram a importancia desst oxidativo na fisiopatologia da NASH
induzida pelo irinotecano. Ha4 também relatos deajs#imarina protege o figado contra danos
através de dois mecanismos antioxidantes. Primeitsan ela aumenta a disponibilidade da
magquinaria antioxidante natural do figado, evidedaiprincipalmente pelo aumento de NPSH
disponivel. Além disso, a silimarina possui um tefantioxidante direto, pois ela age como um
guelante de radicais livres e superéxidos (FRASGQIHgtN., 2002). De qualquer maneira, ambos
esses mecanismos sao altamente dose-dependemtegdecadministracdo-dependentes. Johnson
e colaboradores relataram que os efeitos da sitim@odem variar desde anti-inflamatorios até
pro-inflamatorios, dependendo da dose administreglado relatadas exacerbacdes de processos

inflamatérios quando sdo administradas doses esvach camundongos. Adicionalmente, a via
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de administracdo mostrou impacto na farmacocinééicaa acdo farmacoldgica da droga
(JOHNSON et al., 2003).

Observando os efeitos do estresse oxidativo no lmaldeNASH induzida por irinotecano
desenvolvido por Costa e colaboradores, avaliou{g®A presente nas amostras, um indicativo
de peroxidacao lipidica. Sua presenca indica unessst oxidativo, que causa desnaturacdo de
membranas e peroxidagdo (ZHANG et al., 2013). Cesse aldeido é o principal resultado da
peroxidacdo da membrana poli-insaturada de acidasog, ele € usado para indicar dano
tecidual envolvendo cadeias de reacdes de per@ad@¢iU et al., 2014).

No presente estudo, evidenciou-se uma diminuicaqudatidade de MDA no figado dos
animais dos grupos tratados com silimarina na desg5 mg/kg. A diferenca estatistica nao foi
observada na dose intermediaria (15 mg/kg), poeedgsagem de NPSH mostrou que todos os
grupos tratados com silimarina apresentaram nideifNNPSH bastante proximos dos animais
tratados apenas com salina, levando-nos a acreflitans efeitos antioxidantes da silimarina
foram bastante eficazes no modelo de NASH.

Outro componente importante do estresse oxidatevdagmacao dos radicais livres, como
o peroxinitrito (ONOO-). Essa formacdo pode ser\parinflamatoria, secundéaria a ativagéo de
receptores TLR4, com aumento da expressao da il@do a formacdo de NO, que ao ragir
com o superoxido (O2-) produz o ONOO-, causandmsiaelulares (ABBAS; LICHTMAN,
2011; HUIE; PADMAJA, 1993). Quando o ONOO- reagemcproteinas do tecido normal,
formam-se subprodutos de nitro-tirosina (NTyr),gosis permitem a deteccdo da atuacao desse
potente radical livre sobre os tecidos (HUIE; PADMA 1993). A via de sinalizagdo mais
importante para a expressado da iINOS é dependend=d®, recrutado apos a sinalizacdo do
TLR4. Os mondémeros de NFkB se ligam a dois sitagdenhecimento do gene iNOS e s6 entdo
a transcrigdo do gene é iniciada (MURPHY et al96)9No presente estudo, verificou-se que a
expressao de iINOS néo foi diminuida pelo tratameoio a silimarina na dose de 1,5 mg/kg. Em
contraste, a expressdo do «BF estava diminuida nesse grupo. Como a silimanniei o
recrutamento do NEB uma via alternativa de producédo de iINOS podeayéetho importancia
nesse sistema. Ha relatos recentes da particddaddNK/c-Jun na ativacdo de mediadores
inflamatérios incluindo a iINOS. Vo e colaborador@914) demonstraram a correlacdo da

inibicdo da fosforilagdo da c-Jun com a diminuidaaexpressao da iNOS.
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Apesar silimarina na menor dose ndo ser capaz méwr a expressdo de iNOS, a
imunohistoquimica verificou-se uma menor imunomgéicade NTyr, sugerindo que talvez o
peroxinitrito ndo tenha se formado em quantidadgsifeativas capazes de causar danos ao
parénquima hepatico, a despeito da maior produed®@ com menor potencial lesivo, naquele
tecido.

De forma controvérsia, ainda que dos dados sobefth antioxidante da silimarina sejam
positivos em ambas as doses, ela conseguiu rewedano hepatico causado pela injecdo do
irinotecano apenas na dose mais baixa. Esse ad¢biaewidenciado pelos marcadores de lesao
hepética utilizados nesse estudo. Nesse pontsceedancia entre os efeitos dessas duas doses
de silimarina ainda permanecia sem explicacdo .clatdm disso, novos questionamentos
surgiram. O que poderia desencadear esse estrags¢ivm observado no grupo irinotecano?
Devido a isso, a avaliacdo do componente inflan@atdarecia relevante, pois poderiam ser
encontradas diferencas nos mediadores inflamatpresentes nos grupos testes, bem como seria
possivel determinar um possivel desencadeadortidsss oxidativo.

Como explicado anteriormente, a producdo de ci&scioro-inflamatoérias interferem no
metabolismo de lipideos no figado (BUTTERWITH; GRIK, 1989). Além disso, o proprio
estresse oxidativo parece ter grande importangaenprocesso. Contraditoriamente, apesar da
presenca dos principais marcadores de lesdes tepatios animais do grupo pré-tratados com
silimarina na dose intermédia, ndo encontramosegsax inflamatdrio importante nas amostras
desses animais e nem um estresse oxidativo praumci

O mecanismo pelo qual a silimarina geralmente étbastante complexo. Ha relatos de
gue ela possui acao anti-inflamatoéria e imunomddtils sendo capaz de reduzir a producéo de
mediadores inflamatoérios, como TNE-6xido nitrico (NO) e IL-6 (STEPHEN et al., 200@)ém
de aumentar a liberagdo do antagonista enddégemecdptor de IL-1, o IL-1ra (TAGER et al.,
2001). Essas ac¢Oes sdo alcancadas, provavelmergesgsa droga também é capaz de reduzir a
producao de um fator de transcricdo que esta eiawoha producao de todos esses mediadores, 0
NF-kB (LEE et al., 2013). Em células ndo estimutadaNF-kB existe no citoplasma na forma
inativa, em dimeros com o IkB. A ativacdo desserfde transcricdo pode se dar de diversas
formas, incluindo danos a membrana celular, egtres&lativo e infeccdo bacteriana. Uma vez

ativado, ele se separa do IkB e migra para o nimtele se liga aos elementos de resposta ao
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fator de transcricdo promovendo a expressdo desdisemoléculas, incluindo proteinas de
adeséo, citocinas, quimiocinas e iINOS (ZHANG et24113).

Costa e colaboradores (2014) ao definir o modetorinou um aumento da citocina I1[3-1
no tecido hepético dos camundongos tratados comotéano, associando esse achado a
estimulacdo dos receptores TLR4 encontrados sypessos nesses mesmos tecidos. Na
presente investigacdo, a dose mais baixa de sifiemdiminuiu a concentracéo de I3-& a dose
mais alta ndo apresentou efeito sobre essa citocina

A resposta fisiolégica a infec¢des por microrgamisreejam elas virais, bacterianas ou de
gualquer outra natureza, envolve uma resposta ateedinata) e uma resposta adaptativa
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; NUNEZ MIGUEL et al., 200. A resposta imediata envolve
o reconhecimento de padr6es moleculares de cdngwdesses patdgenos (RAETZ et al., 1991;
HUNTER, 2006; ABBAS; LICHTMAN, 2011). Esse reconimeento é feito por um grupo de
receptores chamados de ‘receptores de reconheoirderpadrdo’ (PRR’s) sendo a familia dos
TLR um dos mais importantes componentes dos PRRNEWAY; MEDZHITOV, 2002).

O LPS é um importante estimulador do sistema imagiob, pois ele € um dos principais
constituintes da membrana celular de bactérias -gegativas (RAETZ et al., 1991), tendo
correlagdo com o desenvolvimento de doencas inftataa que podem estar associadas com
danos em diversos 6rgaos e morte (RAETZ et al.1;1BRINTER, 2006). O principal receptor
de reconhecimento do LPS pertence a familia dos, BLRLR4. Esse consiste de um dominio
transmembrana que conecta o dominio extraceluamedonhecimento do LPS, ao dominio
intracelular (NUNEZ MIGUEL et al., 2007).

O TLR4 possui uma regido bastante semelhante @ptarcde interleucina 1, chamado
atualmente de dominio Toll/IL-1 (TIR). Em sua pargétracelular, hd ligacdo as proteinas
adaptadoras MyD88 e o recrutamento da kinase askoca IL-1R (IRAK-1), com
subsequentemente fosforilacdo e ativacdo de kirmses MAPKs, ERK1/2, JNK que levam a
ativacdo dos fatores de transcricdo e AP-1. Esses Ultimos séo o0s principais promsetdee
transcricdo de proteinas pro-inflamatérias (GAYakt 2006; NUNEZ MIGUEL et al., 2007,
SAMAVATI et al., 2009).

A silimarina ja foi relatada como inibidora da ag@® NF«B e, portanto, da acdo das
citocinas pro-inflamatérias produzidas por suaag@o (FRASCHINI et al., 2002; JOHNSON et
al., 2003; RAINONE, 2005), sendo descrito na liter@ que doses a partir de 10 mg/kg ja
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apresentavam essa acdo de forma bastante signd&icdOHNSON et al., 2003). Em nosso
estudo, encontramos que a Ig-fbi diminuida pela dose de 1,5 mg/kg de silimarimas nao
pela dose de 15 mg/kg. Esse dado parece iniciadmamttroverso, mas se voltarmos nossa
atencdo para o fato de que os animais tratadosacdose menor ndo apresentavam ativagao
aumentada dos receptores TLR4 e nem estresse ivaidasociado de dano tecidual, entdo €
normal que esses animais nao apresentem, no figadaymento de citocinas pré-inflamatorias.

Com base na literatura sabemos que a dose média nsata pesquisa seria responsavel
por uma possivel reducdo em citocinas pro-inflanet@orém os dados obtidos em trabalhos
publicados néao se referem especificamente a umgdedda IL-B, mas sim a uma reducéo na
sua acgdo. Tager e colaboradores (2001) estudaranuperacdo do estatus tiol, promovida pelo
tratamento com a silimarina, de macréfagos peré@nprovenientes de pacientes em dialise
peritoneal continua (CAPD), mantendo uma observdgdmmponente inflamatoério do processo
através da dosagem por ELISA de citocinas como, llL-4 e antagonista do receptor de IL-1
(IL-1ra). Esses autores encontraram, nesse contexia diminuicdo da expresséo da IL-6 e um
aumento da expressdo de IL-1ra, assim como umaltgiacio da expressio de IB{TAGER
et al., 2001).

Além disso, a IL-B é produzida fisiologicamente como um precurson@do de pro-IL-
1B, uma proteina de 35kDa que deve ser processadas@dornar a molécula ativa e entdo ser
secretada (DINARELLO, 1998). A principal moléculaegcliva a pré-IL-B é a Caspase-1, ela
corta essa molécula ap6s o residuo de acido aspédiposicdo 116, resultando em umafL-1
altamente reativa e pronta para ser secretada ARBILLO, 1998; SAMAVATI et al., 2009).

Outra possibilidade para o aumento dessa cito@saanimais tratados com a dose média
de silimarina, seria a existéncia de uma via aera de producdo de ILB1 Sabemos que a
principal acdo anti-inflamatoria da silimarina velensua acéo de inibicdo sobre o dB;-mas a
ativacdo de receptoresll-like também pode levar a ativacdo de MAP3K e, postagate, a
fosforilacdo de ERK1/2, JNK e p38, que agem atral@gator de transcricdo AP-1 e podem
aumentar a expressao de IB-ISAMAVATI et al., 2009). Samavati e colaboradores
demonstraram que, tanto em uma linhagem de maosifggianto em uma cultura priméria de
células dendriticas da medula 6ssea de camundangwsa cultura primaria de macrofagos
peritoneais, a expressao de Ig-& dependente da fosforilagdo do STAT3, uma vez aue

utilizacdo de inibidor da forforilacdo do STAT3bei a producdo de ILBlapos a estimulagéo
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LPS (SAMAVATI et al., 2009). Okugawa e colaboradosstudaram a ativacdo de macréfagos
induzida pelo LPS buscando o envolvimento de JAK2sa processo. Nesse estudo, eles
trataram a linhagem celular de macréfagos comdoiigis de JAK2, PI3K, e JNK. A utilizagcdo
do inibidor de JNK diminuiu a expressao de [kde forma tdo marcante quanto a combinagcao
da utilizagao dos inibidores de JAK2 e PI3K, obaado inclusive, que a utilizacdo desses dois
inibidores separadamente apresentava apenas uhlnénuié parcial sobre a producdo dessa
interleucina (OKUGAWA et al., 2003).

Esses autores demonstram que a producao dg pleld estimulacao do LPS nos receptores
TLR4 pode se dar por diversas vias sendo algundep@ndentes de NEB. Entdo, a explicacéo
para a ndo reducdo da expressdo depllpdla silimarina poderia ser pela liberagdo da fiL-1
proveniente de uma producao prévia com clivagermamento do estimulo inflamatério e/ou
ainda de uma via alternativa de producdo. Porésg swediador ndo estaria agindo de forma
efetiva devido a uma possivel competicdo com aa&gonista enddgeno de receptor.

Além de estimular a producéo de IB; & ativacdo dos receptores de TLR4 leva a producéo
de varios outros mediadores pro-inflamatérios, copay exemplo, TNFe e IL-6. Em nossos
dados néo foi encontrado um aumento expressiva\dfeal(dados nédo exibidos). Isso pode ser
devido ao tempo em que a avaliacdo foi realizad®sg uez que essa citocina é comumente
observada em processos inflamatorios agudos (ABBKI4TMAN, 2011) e esse é um modelo
de lesado subcrénica. Contudo, ndo é descartadssibppdade de que essa citocina seja relevante
nesse processo fisiopatologico.

A IL-6 € um mondmero de 184 aminoacidos com 26&dzontrada em um Unico gene na
posicdo 7p21, secretada principalmente por céllilas macréfagos para estimular a resposta
imune durante infeccles e traumas (SEHGAL et 8B51STREETZ et al., 2000; JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002). Essa interleucina € um dos pipais mediadores da febre e é um potente
estimulador da producédo das proteinas de fase dBudkzina C Reativa — PCR, Soro Amiloide
A — SAA), e fibrinogénio, além de atuar como fader crescimento e diferenciacdo para células
B- e T- do sistema imunoldgico (STREETZ et al.,@00

A producéo de IL-6 apds a estimulacdo com LPS védgeprincipalmente, a via classica
de ativacdo do NikB (FEDER et al., 1993). Além disso, 0 aumento deagfio dos receptores
de IL-1 leva a um consideravel aumento de IL-6 gmis mecanismos distintos que atuam em
paralelo, a via PISBK/AKT/IKK: que leva a ativacdo do AP-1 e a via dependentl3&/AKT
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gue precede a ativacdo do #fF(TOSATO E JONES, 1990; KANDERE-GRZYBOWSKA et
al., 2003; CAHILL; ROGERS, 2008). Contudo, os refamais recentes mostram que a primeira
dessas vias € a via decisiva na producao de Il66 agstimulacdo com IL-1.

Uma vez que a silimarina, através se seu mecarnishidor de NkB (LEE et al., 2013) e
inibidor de IL-18 (TAGER et al., 2001), foi capaz de reduzir a pggadude IL-6, € como a IL-6
tem notédria funcdo de diferenciacdo das célulagrBpasmocitos e também de aumentar a
producéo de anticorpos, principalmente IgG e IgAREETZ et al., 2000), o sistema de defesa
do organismo pode ficar comprometido.

O estudo de Cressman e colaboradores (1996) demord# maneira bastante elegante
gue a IL-6 é importante também para a regeneragfatica. Esses autores observaram que
camundongos deficientes de producao de de IL-® (i) falhavam em regenerar o figado apés
hepatectomia e os hepatocitos apresentavam-sesentfiade ciclo celular, sem sintese de DNA
(CRESSMAN et al., 1996). Além disso, demonstraram @ tratamento desses animais com IL-6
resultava na normalizacdo da capacidade regereer&sses dados nos dao uma ideia do motivo
pelo qual os animais tratados com silimarina naedog&dia apresentavam um maior dano
hepéatico e uma maior producdo @&MA, uma vez esses animais além de ndo conseguirem
combater a infeccdo adequadamente, apresentavamcapa&idade de regeneracdo hepética
deficiente.

A funcéo da IL-6 também é regulada pela presengatdeinas anti-inflamatérias como a
IL-10 (KNOLLE et al., 1997). Menezes e colaboradorelatam que o figado apresenta uma
secrecdo espontanea de IL-10 (MENEZES et al., 209 modula a constantemente a
inflamacdo nesse 6rgdo. Além disso, Knolle e cokdmres demonstraram que as células de
Kupffer secretam IL-6 frente ao desafio com LPS,folena dose-dependente, e que essas
mesmas células expressam espontaneamente IL-10 (KB®N®t al., 1997). Além disso, esse
grupo estudou a interferéncia da IL-10 sobre aeséor de IL-6 encontrando que a
suplementacdo exdgena de IL-10 consegue diminwgxmessao de IL-6 de maneira dose
dependente até o ponto em que essa expressaotabjente abolida (KNOLLE et al., 1997).

A IL-10 é uma interleucina essencialmente antiaimitoria que possui diversas
possibilidades de acdo em seu sitio promotor (MO®GRAL., 1993; OPAL et al., 1998). Esta age
ativando elementos de transcricdo génica como, ep@mplo, elementos de resposta a
glicocorticoides, AMPc, AP-1 e NB (MOORE et al., 1993). A IL-10 é produzida por elisas
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tipos celulares, incluindo mondécitos, linfocitos €H linféctos T CD8+, linfécitos B,
keratinécitos e células de Kupffer. Sendo ela pratiu pela ativagdo do MB e do AMPc
(OPAL et al., 1998) € liberada em estagios maiidardas respostas inflamatoérias sistémicas,
como um mecanismo natural de defesa contra a éeag@ do estimulo pré inflamatorio
(HOWARD et al., 1993; OPAL et al., 1998).

A IL-10 é liberada principalmente frente a duasuajbes: a presenca de estimulos
inflamatorios sistémicos e a presenca de uma iatesevera (HOWARD et al., 1993; de VRIES,
1995). Sua sintese diminuida pela presenca de IL-4p e INF+y (TE VELDE et al., 1992;
DOCKE et al., 1997) e a prépria IL-10 inibe a pro@ol de IL-12, INFy, oxido nitrico e TNF
(GAZZINELLI et al., 1992; MARCHANT et al., 1994). AL-10 também foi reportada por
diminuir a atividade de células apresentadoras mégenos, por diminuir a expressdo de
moléculas como a molécula de histocompatibilidadgiecypal tipo 1l (MHC-11) e a molécula de
adeséo intercelular tipo | (ICAM-1) (MOORE et d1993; WILLEMS et al., 1994).

A estimulagdo do receptor TLR4 também pode levproalucdo de IL-10. Siegemund e
Sauer demonstraram o mecanismo molecular pelo aj@divacdo de TLR4 muda o perfil de
citocinas produzidas. Eles reportaram que a en®tB® diminui a abundancia do lipideo
Ptdins(4,5)P2, que tem fungcdo de ancoragem daipaoldRAP. Essa age em conjunto com a
proteina adaptadora Myd88, formando o complexo HRMyD88 que ativa a transcricdo de
genes de mediadores pré-inflamatoérios. Quando mdR®l5)P2 ndo estd presente, o complexo
TLR4-ligante é endocitado e o estimulo subceluéasp a ser mediado pelo complexo TRAM-
TRIF que ativa a transcricdo de genes de mediadorteénflamatérios, principalmente IL-10 e
IFN-B (SIEGEMUND; SAUER, 2012).

Em nosso estudo, encontramos um aumento significale 1L-10 nos animais tratados
com silimarina nas duas maiores doses. Esse adnadzsperado, pois a literatura mostra que a
silimarina promove uma maior producao de I1L-10 (RANE, 2005).

No figado, ao enfrentar uma infeccdo severa, a agé@essiva da IL-10 pode ser um
problema, uma vez que fisiologicamente ha uma p&alintrinseca desse mediador nesse 0rgao.
O trabalho de Menezes e colaboradores demonstrabeportancia da IL-10 para o combate a
infeccdes no figado. Eles demonstraram que a ndgrde neutrofilos para o figado frente a
estimulagdo com LPS apresenta um padrdo diferentéstb sistemicamente e em outros 6rgaos,

e que essa mudanca no padréao de proteinas de adasfvida a uma producdo local excessiva



70

de IL-10 apos o estimulo endotoxémico (MENEZESIet2809). A IL-10 diminui a expressao
da proteina de superficie MAC-1 nos neutréfilos gueulam pelos sinusoides, ficando a cargo
da proteina CD44 a fixacdo dos neutrofilos nesss®s: A fixacdo promovida pela CD44 é
eficiente para adesdo, mas ndo para a diapedas®. €msequéncia, uma camada de neutréfilos
€ formada nos sinusoides, promovendo uma certacfib, visto que os neutréfilos poderiam
encontrar as bactérias ainda nos vasos e la pronsageacdo bactericida sem prejudicar, por
consequéncia disso, as células do parénquima beBtENEZES et al., 2009).

Esse mecanismo de defesa criado pelo figado pangroseger ao mesmo tempo de
intoxicacdes e de danos oxidativos pode ter falhado nosso modelo devido a grande
capacidade antioxidante da silimarina. Nesse pamopntramos uma diferenca essencial entre
0s animais dos grupos de doses baixa e médiaidaiila. Devido a acdo antioxidante ndo
exacerbada no grupo de menor dose, a reagdo dagiada, por intermédio dos neutrofilos, pode
combater adequadamente a infeccdo. Entretanto, eemo tempo, a acdo oxidativa dos
neutrofilos estava sendo modulada pela baixa dosantioxidante, evitando assim os dbits
necessarios para a instalacdo da lesdo, comoadorgor Costa e colaboradores (2014). Ja o
grupo que recebeu a dose média, devido a uma bapacidade bactericida, necessitava, além
do sistema de defesa eficiente, um sistema de eeggio adequado. Ao falhar nesses dois
pontos, 0s animais desenvolveram uma lesdo hegaticainciavel que terminou por propiciar
um curso de leséo para a fibrose.

Em resumo, a dose menor de silimarina protegegaaléi do dano tecidual relacionado ao
uso do irinotecano e nossos dados apontam pargputegdo mediada pelo controle do estresse
oxidativo sem comprometimento das funcfes imuno®imediatas e adaptativas, pois a uma
maior inibicdo da oxidag&o pode interferir com acaactericida dos neutrofilos permitindo que
a endotoxemia se instale de fato. Esse parecersetivo pelo qual a maior dose nao apresentou
efeito protetor, uma vez que os parametros reladios a estresse oxidativo se encontraram
controlados, mas o figado desses animais ndo senteemwa em bom estado a analise
histopatologica.

Com isso, nossos dados mostram a eficacia de wuga (i utilizada na pratica clinica para
uma situacao diferente de seu uso habitual. Alésaodifornece informagdes importantes que
ajudaram a entender a fisiopatologia da NASH indlupior irinotecano, dando indicios de como

modular o balanco de citocinas pro- e anti- infledrias, bem como o equilibrio oxidativo para
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gue esse 6rgao possa combater adequadamente gdinfedvinda da translocacdo bacteriana
consequente a mucosite intestinal instalada nessesis. 1Sso, traz perspectivas de novos testes
inclusive clinicos, como uma combinacao da silimadom outros farmacos.

A figura 19 mostra a adicao da IL-6 como um ponipartante na fisiopatologia da NASH
induzida pelo irinotecano. Além disso, aponta ost@® modulados pela silimarina que sdo
importantes para protecao hepatica, nesse contexto.

Figura 19 - Adaptacédo do modelo de Costa e coldboga (2014).

| |

Espaco
de Disse

Sinusoide
hepatico

A silimarina protege do dano hepéatico caractedstia NASH induzida pelo irinotecano por
provavelmente por reduzir os parametros inflamasoei oxidativos.
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6 CONCLUSAO

A silimarina apresentou efeito hepatoprotetor naem de NASH induzida pelo irinotecano
evidenciado pela diminuicdo dos escores histopgitdé e ensaios bioquimicos. O mecanismo
envolve a inibicdo do estresse oxidativo e a nlag&o proteica. Adicionalmente, a silimarina

diminui da expressao de NB e producao de IL-1 elL-6, além de aumentar aysgad de IL-10.
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