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RESUMO

Arctigenina é uma lignana isolada da Arctium lappa L., planta esta, pertencente a
familia Asteraceae que € amplamente utilizada na Medicina Tradicional Chinesa.
Publicagdes citam inumeras atividades farmacoldgicas do extrato bruto dessa planta
e também da substancia arctigenina, como a atividade anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, hipoglicemiante, antitumoral, antimicrobiana, mas, estudos
detalhados da atividade hepatoprotetora ainda nao foram amplamente
desenvolvidos. Portanto, o objetivo deste estudo foi o isolamento, a obtencéo e
identificacdo da arctigenina a partir dos frutos da Arctium lappa L., para avaliar a
atividade citotoxica in vitro frente a cultura de células de carcinoma hepatico (HepG-
2) e tambén avaliar os efeitos dessa substéncia isolada em lesdo hepatica por
Ligacdo do Ducto Biliar (BDL). O extrato cloroférmico bruto da Arctium lappa L. foi
obtido por soxhlet. Para isolar as substancias, foi realizada coluna a vacuo e
observou grande quantidade de arctiina, uma precursora da arctigenina. Para obter
a arctigenina, foi necessario realizar uma hidrélise para retirada da molécula de
glicose presente na arctiina. A mesma foi identificada por RMN de 'H e 3C obtendo
excelente grau de pureza e adicionalmente também foi realizado um perfil
cromatografico por CLAE. Nos experimentos in vitro, a arctigenina diminuiu a
viabilidade celular no teste por MTT e azul de Tripan sobre células HepG-2 e nao
causou citotoxicidade sobre células NIH/3T3. O teste de adesao por fornecimento de
colageno tipo | sobre HepG-2 também foi realizado para observar os mecanismos
que envolvem a atividade antitumoral da arctigenina. Nos experimentos in vivo foram
realizadas cirurgias de BDL em ratos Wistar, com n= 6 e grupos divididos em: sham
controle, sham arctigenina, BDL controle, BDL arctigenina e BDL silimarina. O
tratamento dos animais foi feitos por 48 horas e apds esse periodo, eutanasiados e
o sangue e figado foram coletados para realizar avaliagbes bioquimicas séricas
(AST, ALT, FA e TNF-a) e também avaliagao tissular (MPO). A metodologia de
extragdo, isolamento e obtengdo da arctigenina desenvolvida foi eficaz, diminuiu
gastos com solventes e com o tempo para se obter as susbstancias. Os parametros
de confianga analisados por CLAE demonstraram que o método analitico
desenvolvido foi especifico e reprodutivel, o que contribui para estudos em controle
de qualidade e ensaios bioanaliticos. A arctigenina demonstrou atividade citotoxica e
antiadesao, sendo a atividade dose dependente para células HepG-2, com IC 50 de
90,8 uM. Nenhuma atividade sobre células NIH/3T3, o que demonstrou agéo
especifica sobre a células HepG-2. Resultados do estudo in vivo de 48 horas nao
apresentaram resultados significantes quando comprados aos grupos controle e
controle positivo, entretanto, levantamentos bibliograficos mostram que a arctigenina
€ uma substancia promissora e estudos de hepatoprotecdo por periodos maiores
complementariam a elucidagao de sua atividade.

Palavras chaves: arctigenina. HepG-2. hepatoprotegao. BDL.



ABSTRACT

Arctigenin is a lignan isolated from Arctium lappa L., this plant, belonging to family
Asteraceae is widely used in traditional chinese medicine. Publications suggest
numerous pharmacological activities of crude extracts of this plant and arctigenin as
anti-inflammatory  activity, hepatoprotective, hypoglycemic, anticancer and
antimicrobial, however detailed studies of hepatoprotective activity have not yet been
widely developed. The aim of this study was the isolation and identification of
arctigenin obtained from the fruits of Arctium lappa L., to evaluate the cytotoxic in
vitro of arctigenin in cell culture of liver carcinoma (HepG-2) and assess the effects of
this isolated compound on liver injury by ligation bile duct (BDL). The crude
chloroform extract of Arctium lappa L. was obtained by soxhlet. To isolate the
compounds was held vacuum column and observed high concentration of arctiin, a
precursor of arctigenin. To obtain arctigenin, it was necessary to carry out a
hydrolysis to remove the glucose molecule present in arctiin. After, the molecule was
identified by 1H NMR and 13C, attaining excellent purity, and additionally, was
carried out his chromatographic profile by HPLC.. In vitro experiments show that the
arctigenin decreased cell viability by MTT assay and the Trypan blue on HepG-2
cells and did not cause cytotoxicity on NIH/3T3 cells. Adhesion testing by providing
collagen type | on HepG-2 was also carried out to observe the mechanisms involving
the antitumor activity of arctigenin. /n vivo experiments were performed by surgery in
BDL rats, with n = 6 and divided into groups: sham control, sham arctigenin, control
BDL, arctigenin BDL and silymarin BDL. The treatment of animals was made for 48
hours and after this period, euthanized and blood and liver were collected for serum
biochemical assessments (AST, ALT, FA and TNF-a) and also tissue rating (MPO).
The methodology of extraction, isolation and obtaining arctigenin developed was
effective, decreased spending solvents and the time to get compounds. The trust
parameters analyzed by HPLC showed that the analytical method was specific and
reproducible, which contributes to quality control studies and bioanalytical assays.
The arctigenin demonstrated cytotoxic activity and anti-adhesion, and dependent
dose activity in HepG-2 cells, with IC 50 of 90.8 uM. No activity on NIH/3T3 cells,
demonstrating the specific action on HepG-2 cells. Results of BDL done in 48 hours
showed no significant results when comparing with control groups and positive
control, however, literature reports show that the arctigenin is a promising compound
and hepatoprotection studies for longer periods would complement the elucidation of
its activity.

Key words: arctigenin. HepG-2. hepatoprotection. BDL.
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1. INTRODUGAO

O uso de medicamentos provenientes de fontes naturais tem sua utilizagao
relatada desde o inicio do século XIX (BARROS, 2006) e, mesmo nos dias atuais,
cerca de dois tergos dos medicamentos mais comercializados em todo o mundo tém
sua origem ligada a produtos naturais (CALIXTO et al., 2003). Estima-se atualmente,
que na Alemanha e na Franga, 75% da populacao fagam uso de medicamentos de
origem vegetal, no Canada 70% e nos EUA 42% (GREGORIO, 2006). Estima-se
que aproximadamente 80% da populagdo em paises em desenvolvimento utilizam
produtos naturais para a assisténcia primaria a saude e 25% das prescricdes nestes
paises, sdo de farmacos derivados de plantas medicinais (HOSTETTMANN;
MARSTON, 2002).

Apesar da evolucdo do setor farmacéutico, que permitiu a entrada de
moléculas sintéticas no mercado, o advento de novas doencas e a busca de
tratamentos mais efetivos e seguros levou a retomada das pesquisas com produtos
naturais, uma vez que os mesmos representam uma fonte inesgotavel de novas
substancias ainda pouco conhecidas (CALIXTO, 2001).

O Brasil € o pais com maior biodiversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre
350.000 e 550.000 espécies (NODARI; GUERRA, 1999). Considerando a enorme
riqueza da flora do Brasil, que possui 22% das espécies de plantas do planeta, ainda
existe uma enorme e inexplorada fonte natural de metabdlitos secundarios vegetais
com inumeras propriedades quimicas e medicinais ainda ndo reveladas (RATES,
2001).

Como estimulo ao desenvolvimento e consumo dos fitoterapicos foi langado
no Brasil o decreto n® 5813 (Brasil, 2006) incentivando a formagdo técnica e
cientifica, o cultivo e inovagbes em plantas medicinais e fitoterapicos, planejando
maior divulgagdo do setor e maior interagdo entre o setor publico e a iniciativa
privada, universidades, centros de pesquisa e organizagdes ndo-governamentais na
area de fitoterapia (KLEIN et al., 2009). Esse estimulo se deve pelo fato dos
fitoterapicos serem tao eficientes quanto os medicamentos sintéticos. Mas para
conseguir avangar os estudos e assim comercializar o fitoterapico, a qualidade da
matéria-prima devera ser amplamente inspecionada observando o plantio/coleta do

vegetal e um criterioso controle de qualidade devera também ser recebido, a fim de
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garantir a qualidade final do produto comercializado (OGAVA et al., 2003; TOLEDO
et al., 2003).

Plantas ja estdo sendo utilizadas como farmacos, por exemplo, algumas
especies da familia Asteraceae como a Tithonia, que possui acédo anti-inflamatéria,
hepatoprotetora, antimicrobiana frente a doencas sexuais (RUNGELER et al., 1998),
e hipoglicemiantes (TAKAHASHI, 1998) e a Arctium lappa L., utilizada em culturas
orientais como anti-inflamatorio, hipoglicemiante e antimicrobiano (CHAN et al.,
2011). A Arctium lappa L. é um planta muito citada na Medicina Tradicional Chinesa
(MTC), é popularmente conhecida como Burdock e, no Brasil como Bardana
(Hlustragdo 1). Possui uso popular ja descrito em literatura para tratamento de
doencas infecciosas e problemas de pele. Além de estar presente em dois produtos
vegetais, comercializados como auxiliares no tratamento do cancer, Flor-Essence®
e Essiac® (TAMOYO et al., 2000; TAl et al., 2004; LEONARD et al., 2006).

Atualmente, com os avangos das técnicas analiticas e separativas foi possivel
identificar um maior numero de substancias oriundas da Arctium lappa L., tais como:
taninos, arctigenina, arctiina, acido caféico, acido clorogénico, inulina, lappaol e
diarctigenina (CHAN, 2010). Assim, isolamos a arctiina e obtivemos a arctigenina
(AC) com um processo de extragao eficiente para obtengdo dessa substéncia, no
qual aperfeicoamos o tempo de extragcdo, assim obtivemos a arctiina, realizamos
uma hidrdlise acida sobre essa substancia para retirarmos a molécula de glicose
presente em sua estrutura para assim obtermos a arctigenina. A arctigenina, € uma
dibenzilbutirolactonica, com dois anéis aromaticos e um anel lactdnico presentes em
sua estrutura, tendo formula molecular C,1H2406 € peso molecular 372,40 (GAO et
al., 2008). Possui atividades biolégicas descritas na literatura, incluindo:
hepatoprotecdo (LIN, S.C.; LIN, C.H.; LIN, C.C., 2000), acdo anti-inflamatdria
(ISOMAKI; PUNNONEN, 1997; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002; TILG et al., 1992) e
anticancerigena (TAMAYO et al., 2000).
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B
llustracdo 1 — Espécie Arctium lappa L.da familia Asteraceae, comumente chamada de Bardana no
Brasil. Fonte: Horto da Faculdade de Farmacia/UFJF. Foto: Autor (2013).

Desta forma, o presente estudo, possui o intuito de contribuir com maiores
descobertas das atividades bioldgicas da arctigenina, como as que estudamos
durante o periodo que compreendeu o mestrado. Que foi aprofundar os estudos
sobre a atividade citotoxica in vitro da arctigenina sobre linhagem de carcinoma
hepatico humano, através de testes mais robustos, inéditos e com maior ampliagao
das técnicas de viabilidade celular. O que também foi estudado durante esse mesmo
periodo foi a realizacao do estudo de hepatoprotecado ainda nao descrito na literatura
no qual se avaliou a atividade de hepatotoxicidade e potencial hepatoprotetor da

arctigenina frente ao modelo de ligagéo do ducto biliar (BDL) em ratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arctium lappa L.

A arctigenina, uma lignana dibenzilbutirolacténica (JANG et al., 2002)
(llustragédo 2) que apresenta dois anéis aromaticos inclinados, formando um &angulo
de 68,75°, possui ligagbes carbono/ hidrogénio e hidrogénio/ oxigénio, &€ encontrada
em diversas plantas, como na Bardanae fructus, Saussurea medusa, Thitonia
nucifera e tropical, Inoomea cairica e também na Arctium lappa L. (UMEHARA et al.,
1996; JANG et al., 2002).

llustragdo 2 — Estrutura quimica da arctigenina, extraida da espécie Arctium lappa L. Fonte: SUSANTI
etal., 2012.

A familia Asteraceae, na qual pertence a espécie Arctium lappa L., possui
espécies que armazenam substancias como inulina, poliacetilenos, terpendides e
lactonas sesquiterpénicas (CRONQUIST, 1981). Entretanto, a presencga de lactonas
sesquiterpénicas em espécies da familia Asteraceae demonstra uma caracteristica
fisiologica e fitoquimica das plantas dessa familia (Azevedo, 2000).

A Arctium lappa L. é uma planta herbacea e bienal, pertence a familia
Asteraceae (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003), de facil cultivo, capaz de se
desenvolver em ambientes umidos e sombreados, podendo chegar até a 1,5m de
altura, com folhas de tamanho grande no formato oval ou lancelado, possui flores e
frutos e sua floragdo acontece somente no verao (MORGAN, 1997). Originaria da
Europa e encontrada em paises como ltalia, Portugal e Espanha, também comum
no Japao, Taiwan (CHEN; WU; CHEN, 2004) e China (WANG; YEN; CHANG, 2007).

As partes mais utilizadas da Arctium lappa L. na terapéutica sao: folhas, frutos e



23

sementes e raiz (YU; YAN; XIONG, 2003), sendo que nos frutos e sementes sao
encontradas lignanas, terpenos e polifendis (CHAN et al., 2011).

Na medicina tradicional chinesa (MTC) a Arctium lappa L. € usada como
diurética, anti-inflamatoria, agente detoxificante (PARK et al., 2007), digestiva e no
tratamento de doencas dermatologicas, como psoriase (CUNHA; SILVA; ROQUE,
2003). Estudos publicados mostram a diversificada agédo terapéutica da Arctium
lappa L., como: agao do extrato bruto sobre inibicdo da degranulagéo e liberagao de
leucotrienos por mondécitos periféricos, atuando como inibidor da resposta
inflamatoria (KNIPPING; VAN ESCH; WIJERING, 2008), significante inibicdo no
aumento do edema de pata em ratos sugerindo agéo inflamatéria (LIN, S.C.; LIN,
C.H.; LIN, C.C., 2000), acado antidiabética e hipoglicemiantes (MITSUO; NOBUO;
KATSUYA, 2005), antitumoral quando foi realizado estudo de citotoxicidade em
células de carcinoma hepatico humano (HepG-2), células cancerigenas de pulmé&o
(A549) e cancerigenas de estdbmago (KATO IIlI) (SUSANTI et al., 2012) e também
efeito hepatoprotetor diminuindo a intoxicagdo em ratos por tetracloreto de carbono
(CCls) ou acetaminofeno (paracetamol), bem como dano hepatico em ratos
induzidos por etanol potencializado por CCls (LIN, S.C.; LIN, C.H.; LIN, C.C., 2000;
LIN, S.C.; CHUNG,; LIN, C.C., 2002).

A Arctium lappa L., além de outras espécies do género Arctium, € rica em
lignanas dibenzilbutirolactona (MATSUMOTO; HOSONO-NISHIYAMA; YAMADA,
2006) e elas estdo presentes em altas concentragbes nas sementes e frutos dos
vegetais, por isso, as dietas orientais e ocidentais ja fazem uso de lignanas ao
consumirem bebidas como cha, café ou vinho (LIU; SAARIENENE; THOMPSON,
2006).

As lignanas sdo dimeros de unidades de fenilpropandides ligadas por um
carbono central de suas cadeias (C6-C3) (HAWORTH, 1936), possuem um anel
lactbnico comum a todas as estruturas e relacionada com a atividade biologica
dessas substdncias. Estudos demonstram que alteragdes realizadas em
substituintes do anel aromatico desses compostos alteram a acao bioldgica, o que
mostra a extrema importancia da configuragao estereoquimica sobre o anel lacténico
(BOTTA et al., 2001). Assim, lignanas possuem diversas atividades biolégicas como:
atividades antioxidantes, estrogénica e antiestrogénica, capacidade de influenciar o
metabolismo e a disponibilidade hormonal, além de atuar na expressao génica e/ou

na atividade enzimatica (LANDETE, 2012). Além disso, evidéncias indicam que
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alimentos ricos em lignanas podem proteger contra doengas crbnicas e na
prevencdo do cancer, entretanto, maiores estudos sdo necessarios para
compreender os mecanismos envolvidos na acdo dessas substancias (LANDETE,
2012). As lignanas com maior atividade antitumoral sdo: arctigenina e podofilotoxina
e seus analogos (BOTTA et al., 2001).

A arctigenina é um metabdlito secundario encontrado também nos frutos da
Arctium lappa L. que ja possui relatos de atividade anti-inflamatoria (CHO; PARK;
JANG, 2002), bloqueio na producdo de TNF-a em macréfagos da linhagem RAW
264.7 quando estimulados por lipopolissacarideo (LPS) (CHO; PARK; JANG, 2002;
ZHAO; WANG,; LIU, 2009) e possui atividade hepatoprotetora demonstrada em
cultura de células hepaticas lesadas com CCls (KIM et al., 2003). Essas atividades
sdo atribuidas as propriedades antioxidantes dessa substancia, e poderiam estar
relacionadas a uma possivel protegao hepatica (WANG; YEN; CHANG, 2007).

Entretanto, a arctigenina isolada ainda €& uma substancia muito pouco
estudada quanto as suas propriedades antitumoral, antioxidante e hepatoproterora,
apesar de ja demonstrar um grande potencial na terapéutica de doengas que

envolvam estresse oxidativo ou de acio citotdxica sobre células tumorais.

2.2 Hepatoprotecao

O figado € a maior glandula do corpo, pesa aproximadamente 1,5 Kg. Quase
todos os nutrientes absorvidos pelo trato gastrointestinal sao inicialmente levados
para o figado pelo sistema porta hepatico, porque este possui atividade metabdlica
além de armazenar glicogénio e secretar bile (MOORE; DALLEY, 2007).

Externamente, o figado é dividido em dois lobos anatémicos, o lobo direito
grande e o lobo esquerdo pequeno. Quanto a divisdo funcional, € demarcado
internamente, onde possui figados direito e esquerdo funcionalmente
independentes, que tem tamanhos muito mais semelhantes do que os lobos
anatémicos (llustragao 3) (MOORE; DALLEY, 2007).
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llustracdo 3 — Representacdo da anatomia do figado humano, demonstrando seu sistema de
circulacdo sanguinea e glandula auxiliar Fonte: MOORE, L. K., DALLEY, F. A. Anatomia orientada
para clinica. 52 e. d. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2007, p. 268)

O componente estrutural basico do figado é a célula hepatica ou hepatdcitos,
sao células poliédricas, com seis ou mais superficies. Em cortes corados com
hematoxilina e eosina, o citoplasma do hepatdcito € eosinofilico, principalmente
devido ao grande numero de mitocondrias e algum reticulo endoplasmatico liso. O
hepatocito possui abundante reticulo endoplasmatico, tanto liso quanto rugoso. O
reticulo endoplasmatico rugoso forma corpos basofilicos e os polirribossomos
sintetizam albumina e fibrinogénio. Ja o liso, é responsavel pelos processos de
oxidagao, metilacdo e conjugacéao, requeridos para a inativagao ou detoxificagdo de
varias substancias antes de sua excregao pelo organismo.

Os lisossomos do hepatécito sdo importantes na degradacao e renovagao das
organelas intracelulares. Os peroxissomos, organelas que contém enzimas, a sua
funcdo é oxidagdo de acidos graxos em excesso, quebra do peroxido de hidrogénio
gerado pela oxidag&o, quebra de purinas com consequente formagao de acido urico
e participagdo na sintese de colesterol, acidos biliares e alguns lipideos utilizados
para a sintese de mielina. Os Complexos de Golgi no hepatdcito formam os
lisossomos e secretam proteinas plasmaticas, glicoproteinas e lipoproteinas.

O hepatdcito &, provavelmente, a célula mais versatil do organismo. E uma
célula com fungdes enddcrinas e exdcrinas, que também acumula, detoxifica e
transporta diversas substancias (MOORE; DALLEY, 2007).

Quando se diz que o figado passou por um mecanismo de regeneragao, ha
uma citagdo errbnea para uma explicacdo bioldégica. O que ocorre nesse tipo de

processo € uma mudanga funcional do figado, ocorrendo uma hiperplasia celular
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compensatdria nos lobos que ainda estdo intactos e ndo uma recuperacédo do lobo
danificado (GODOQY et al., 2006).

Drogas como o acetaminofeno ou etanol produzem alteragées metabdlicas e
podem levar a lesdo hepatocelular através de complexos mecanismos interativos.
Estes hepatdcitos, quando danificados, podem modificar sua fungdo e sua estrutura
levando a lesbes permanentes ou transitorias dependendo da intensidade. As
alterac¢des do funcionamento e mudangas histolégicas sdo acompanhadas em todas
as etapas da lesdo, desde variagbes nas organelas a membrana. Tais alteracdes
podem ser seguidas ou nao de manifestagbes clinicas ou anormalidades
laboratoriais (FAUSTO; LAIRD; WEBBER, 1995).

Ha diretrizes divergentes entre pesquisadores quando se trata de leséo
hepatica, algumas incluem alteragdes dos parametros bioquimicos e outros tipos
ndo, sendo Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT),
Bilirrubinas, Gama-Glutamil Transpeptidase (Gama-GT) e Fosfatase Alcalina (FA) as
que mais sofrem aletracbes (MARZELLA et al., 1991).

As aminotransferases ou transaminases, como a AST e a ALT, sdo enzimas
que indicam com maior sensibilidade danos hepatocelulares e sdao as que mais
ajudam a diagnosticar doengas hepaticas agudas. A AST é encontrada no figado,
musculo cardiaco, musculo esquelético, cérebro, pulmdo. A ALT é encontrada no
figado. As transaminases possuem niveis séricos em baixas concentragdes quando
nao ha nenhuma patologia instalada. Mas quando ha dano hepatico, ocorre um
aumento de permeabilidade para essas enzimas o que faz aumentar a concentragao
dessas na corrente sanguinea. As aminotransferases geralmente n&o se elevam em
obstrugdes ictéricas, tendo como excecgao a fase aguda da obstrucao biliar causada
pela passagem de um calculo pelo ducto biliar. Neste caso, os niveis das
transaminases podem estar entre 1000 a 2000 U/L. No entanto, os niveis das
transaminases podem diminuir rapidamente, passando a demonstrar um tipico caso
de colestase (KASPER et al., 2005).

A FA é encontrada na membrana do canaliculo biliar dos hepatécitos ou
préxima a ela, e seus niveis podem estar elevados na colestase. Elevagdes de FA
maiores que quatro vezes que o normal ocorre primeiramente em pacientes com
colestase e também doengas infiltrativas do figado, como cancer. Elevagdes de FA

derivados do figado nem sempre sao especificas para colestase, e uma elevagao
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trés vezes menos que a normal pode ser vista em qualquer tipo de doenga hepatica
(KASPER et al., 2005).

Assim, para um diagndstico correto e especifico de doencas hepaticas é
necessario realizar diversos testes laboratoriais porque s6 a associagao e correlagao
dos mesmos com os dados clinicos é que pode levar a definicho da doenca
(KASPER et al., 2005).

2.3 Agentes Hepatotoxicos

A utilizacdo de modelos de hepatotoxicidade tornou-se um vasto campo de
estudos experimentais. Estas lesdes induzidas permitem o estudo das doengas do
figado humano, toxicidade ambiental e industrial, a selegdo de principios ativos para
possiveis efeitos de hepatoprotecéo, estudos de fisiologia, patologia hepatica e no
desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico (BRUGUERA; BORDAS; RODES,
1977).

Diversos modelos de lesdo hepatica podem ser uteis para estudos de
histopatologia hepatica. Atualmente, quase todas as lesbes agudas e crbnicas
conhecidas podem ser reproduzidas utilizando experimentos laboratoriais. Atividade
fisiologica, efeitos de farmacos e certas lesdes especificas como corpos apoptéticos,
anormalidades de nucléolo, megalédcitos e colestase podem ser induzidas por
modelos animais e cultura de células. Uma linhagem celular descoberta em 1980
que vem sendo muito estudada atualmente é a linhagem de carcinoma hepatico
humano (HepG-2) (SAHU et al., 2007).

A HepG-2 (llustragdo 4) possui caracteristicas que levam a sua utilizagdo em
estudos de hepatotoxicidade, dentre elas a capacidade de expressar e induzir
enzimas que metabolizam drogas, como as enzimas de fase | (CYP1A, CYP2B,
CYP3A e CYP2E) e também as enzimas de fase Il (UDPGT e GST). Entretanto,
nota-se que nem todas as enzimas estdo presentes em células HepG-2 (SAHU et
al., 2007). A avaliagao de conclusdes de trabalhos com uso de HepG-2 sugerem que
o modelo pode detectar hepatotoxicidade celular humana com até 80% de
sensibilidade e 90% de especificidade (O’'BRIEN et al., 2006) e, assim, ser preditor
de fosfolipidose, toxicidade mitocondrial e estresse oxidativo (BOVA et al., 2005;
SAWADA; TAKAMI; ASAHI, 2005).
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llustragdo 4 — Linhagem celular de carcinoma hepatico humano (HepG-2) em cultura, por escala bar
100 ym. Fonte: ATCC.

Em se tratando de modelos in vivo, os modelos experimentais mais comuns
sdo com CCls, acetaminofeno, etanol, ligacdo de ducto biliar (BDL) e isquemia-
reperfusao (llustracdo 5) (BRUGUERA et al., 1977). Sendo o modelo indugdo do
dano hepatico por CCls o mais utilizado e o considerado como escolha para
hepatoxicidade por xenobiético mediado por radicais livres, em animais (JOLLOW et
al., 1973). O mecanismo pelo qual ocorre a lesao estaria ligado a sua metabolizagao
e ativagado nos microssomos hepaticos através de reagcdes mediadas pela citocromo
P450 para reativar o radical livre triclorometil (CCl3), o que lesa os hepatdcitos
através de ligagdes covalentes com os acido graxos poliinsaturados nas membranas
celulares durante a peroxidagao lipidica (RECKNAGEL et al., 1989; COMPORTI,
1985).
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llustracdo. 5 - Modelos mais comuns de lesdo hepatica experimental. Fonte: PABLO MURIEL. Some
Experimental Models of Liver Damage. In: SAURA C. SAHU et al. Hepatotoxicity: from genomics to in
vitro and in vivo models. Chichester: John Wiley & Sons Ltd, C. 6, p. 120, 2007.

Outro modelo também utilizado é o que utiliza acetaminofeno, um analgésico
e antitérmico eficaz com baixos efeitos colaterais que quando administrado em
doses terapéuticas ou sobre dose, ou em associacdo com etanol, pode causar dano
ao figado, levando a uma severa necrose hepatica centrilobular, faléncia renal e
morte (BORGES et al., 1999; MITCHEL et al., 1973; MITCHEL, 1988; SAHU et al.,
2007). Embora a lesdo hepatica por acetaminofeno seja estudada ha muitos anos,
0s mecanismos ainda n&o s&o totalmente claros e estabelecidos. Até o momento, o
que se observa é a deplecéo a nivel hepatocelular de grupos sulfidrila de glutationa,
com isso o metabdlito ativo N-acetil-p-benzoquinoneimina se liga covalentemente
com macromoléculas celulares, acarretando disfungdo dos sistemas enzimaticos e
desarranjo estrutural e metabdlico. Além disso, a deplecdo de grupos sulfidrila da
glutationa intracelulares torna o hepatdcito altamente susceptivel ao extresse
oxidativo e a apoptose (BOYD; BERECZKY, 1966).

O modelo utilizando etanol é outro modelo estudado devido ao elevado
consumo de alcool constitui um dos casos mais comuns de doengas hepaticas em
humanos. Entdo, parece ser légico que o modelo por indugdo com etanol seja o

melhor modelo para dano hepatico, mas, é importante ressaltar que esse modelo
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possui caracteristicas importantes que pode dificultar a implantacdo do modelo,
como: aversao dos animais pelo etanol, elevado metabolismo do etanol pelos ratos e
alta tolerancia dos animais para o etanol (TSUKAMOTO; GAAL; FRENCH, 1990). O
modelo em si permite investigar mecanismos patogenéticos de necrose hepatica e
fibrose (SAHU et al., 2007).

Ja o modelo por isquemia/ reperfusdo hepatica permite analisar os efeitos
causados por uma das patologias com maior numero de morbidade e mortalidade
em lesdes hepaticas e transplantes, no qual o dano é causado pela anoxia ou
isquemia. Além disso, podem ser analisados também os efeitos da redugdo do
fornecimento de sangue para o figado, que resulta na baixa perfusdo e com uma
hipoxia resultante. Modelos de isquemia/ reperfusao representam a situagao clinica
simplificada e a escolha do modelo adequado vai depender da questao clinica a ser
respondida (SAHU et al., 2007).

O modelo por BDL é extensivamente examinado desde a década de 70 e
diversos estudos ja foram publicados reportando a sistematica do estudo por
prolongamento de BDL como um modelo de cirrose em ratos (SAHU et al., 2007). O
modelo pode ser dividido por periodos em que se prolonga a ligagdo do ducto biliar,
assim, permite estudar inflamag&o aguda, elevado numero de mitose e necrose
(periodo de 5 dias), fibrose e proliferacdo do ducto biliar em area portal (periodo de
10 dias ou mais) e producgao de septos fibrosos ligados a area portal e estendidos
para lobulos (periodo de 50 dias) (SAHU et al., 2007).

2.4 Modelo de Ligagao do Ducto Biliar (BDL)

O modelo de BDL apresenta algumas vantagens sobre o de CCl,, provando
ser mais Util para o estudo de cirrose humana (FERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2006) e para comprovar a eficidcia de drogas antifibréticas (FERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2001). Assim, leva-se a necessidade de estudar e entender a
metodologia experimental para conseguir obter uma melhor resposta do estudo
realizado.

O estudo sobre colestase € de grande importancia devido a frequente
incidéncia, tanto em adultos quanto em criancas, e a elevada variedade de causas

que podem levar ao surgimento da patologia. E uma condigdo hepatica comum no
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periodo neonatal e também nos primeiros meses de lactéancia (REICH & SIMON,
1994). Podendo evoluir para cirrose biliar em recém nascidos mais rapidamente do
que em adultos (BURDELSKI, 1995).

O modelo de BDL resulta em prejuizo funcional da captagcédo hepatocelular,
do transporte dos sais biliares e da excregdo canalicular (TRAUNER et al., 1997).
Assim, € caracterizada pela acumulacdo anormal de bile causada por uma
anormalidade no transporte dos acidos biliares para o duodeno. Essa diminuigdo ou
auséncia de fluxo biliar é a principal caracteristica de varias desordens progressivas
cronicas no figado, tais como a atresia biliar, cirrose biliar primaria e colangite
esclerosante primaria. O evento primario da colestase implica no desenvolvimento
da lesdo hepatocelular progressiva, fibrogénese hepatica, cirrose e morte por
insuficiéncia hepatica. No entanto, os mecanismos pelos quais provocam a
colestase permanecem em grande parte incerta (SAHU et al., 2007).

Evidéncias indicam que os radicais livres, o estresse oxidativo e a
peroxidacao lipidica podem estar presentes em danos colestaticos. Radicais livres
induzem alteragdes celulares e podem estar fortemente associado na proliferacéo
celular, diferenciacdo e morte, bem como na expressdo de genes. Mas também,
acredita-se que o estresse oxidativo € um provavel mediador de dano colestatica e a

terapia antioxidante é uma estratégia terapéutica recomendada (SAHU et al., 2007).

2.5 Mieloperoxidase (MPO)

O aumento de MPO esta condicionado a patologias, como por exemplo, a
aterosclerose, fibrose pulmonar, endometriose e cancer (ONG; HALLIWELL, 2004).
Essa enzima, pertencente a familia das hemeperoxidases, presente principalmente
em neutrofilos e monécitos (PROKOPOWICZ et al., 2011). A MPO é capaz de
modificar o H,O2 na presenca de haletos CI, Br e I em moléculas com um alto
poder oxidante como o acido hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr) e acido
hipoiodoso (HOI), tendo maior produgédo do HOCI, devido a elevada concentragao de
CI nos fluidos biolégicos (VAN DER VEEN; WINTHER; HEERINGA, 2009).

Como a MPO possui um grupamento heme na constituicdo da sua molécula,
esta possui um ion Fe**, que é capaz de reagir com o H,O, formando um composto

intermediario denominado composto | (Fe**). Este composto reagindo com o CI" ha
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formacéo do HOCI e reduzindo assim, a MPO ao seu estado natural (MPO®"). Nesse
estado a MPO pode reagir com O; e H,O,, além de também ser capaz de formar
outras espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxila e oxigénio singlete
(llustragcao 6) (VAN DER VEEN; WINTHER; HEERINGA, 2009; PROKOPOWICZ et
al., 2011).
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llustracdo 6 - Representacéo simplificada das reages que ocorrem no metabolismo oxidativo dos
neutrdfilos. (1): formagédo do O, ™ através da NADPH oxidase. (2): produgéo da H,O, pela dismutacao
do O, pela SOD. (3): produgdao de HOCI pela MPO a partir da H,O,. (4): conversdo das espécies
reativas de oxigénio a outras espécies oxidantes. (5): inativagdo das espécies oxidantes no meio
extracelular pelos componentes do sistema de defesa celular e tecidual (representados em verde).
Fonte: KABEYA, 2006 (adaptado por KLEIN, 1990; WEISS, 1989 E HALLIWELL, 1999).

2.6 Fator de Necrose Tumoral a (TNF- a)

O TNF- a é uma potente citocina multifuncional, podendo exercer efeitos
citotoxicos, regulatérios e inflamatérios sobre diversas células, como as células
tumorais, linféides e nao linféides. O TNF- a é secretado por macrofagos, mondcitos,
neutroéfilos, células T e NK e quando ocorre ligagéo aos receptores de membrana do
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TNF- a € que desencadeia as atividades biologicas dessa citocina, como: citolise e
citostase de células tumorais in vitro, necrose hemorragica de tumores in vivo,
aumento da proliferagéo de fibroblastos, quimiotaxia e estimulo da fagocitose pelos
neutrofilos (REICHEL et al., 2000). Estudos tém demonstrado que o TNF- a
desempenha um papel critico em diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo
doengas neurodegenerativas, hepatite viral cronica (KINNMAN; ANDERSSON;
HULTCRANTZ, 2000) e em pacientes com doengas hepaticas causadas pelo
alcoolismo (FELVER et al., 1990).

Em varios modelos de lesdo hepatica, como o alcool ou pela lesao induzida
pela dimetilnitrosamina (YIN et al., 1999; KITAMURA et al., 2002), o TNF- a
desempenha o papel de ativar as células hepaticas estreladas em experimentos in
vitro (HELLERBRAND et al.,, 1998). Além disso, o TNF- a induz a insuficiéncia
hepatica ou pode agravar a lesdo hepatica apds exposigcédo a CCls (CZAJA; XU; ALT,
1995). Por outro lado, o TNF- a é necessario para regeneracdo do figado apos
hepatectomia parcial (YAMADA et al., 1997).

Em experimento de BDL, para reproduzir colestase experimental, os niveis de
TNF- a estdo aumentados tanto a niveis séricos (BEMELMANS et al., 1992) quanto
em macréfagos hepaticos (FOX; KIM; TRACY, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Realizar o isolamento, obtencdo e identificagcdo da arctigenina a partir
dos frutos da Arctium lappa L. e avaliar a atividade citotdxica in vitro e

hepatoprotetora em ratos da arctigenina.

3.2 Objetivos Especificos

1) Extrair, isolar e purificar a arctigenina a partir dos frutos da Arctium
lappa L.;

2) Desenvolver metodologia analitica para quantificacdo da arctigenina
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

3) Avaliar, in vitro, a atividade citotdéxica da arctigenina sobre as linhagens
celulares de carcinoma hepatico humano (HepG-2) e fibroblasto (NIH/3T3);
4) Avaliar o efeito in vitro da arctigenina sobre a adesdo celular em
linhagem de carcinoma hepatico humano (HepG-2);

5) Avaliar o efeito da arctigenina sobre marcadores hepaticos e
inflamatérios (AST, ALT, FA, MPO e TNF-a) em modelo de lesdo hepatica
por BDL em ratos;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1Instrumentacao e Materiais Cromatograficos

Para realizacdo deste trabalho o Nucleo de Identificacdo e Pesquisa em
Principios Ativos Naturais (NIPPAN), da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), disponibilizou os seguintes equipamentos:

- Rotaevaporador (Fisaton®, modelo 558); bomba & vacuo (Prismatec®,
modelo 121) e Banho Ultratermostatico (Cientec®, modelo CT-281-28).

- Aparelho de Soxhlet com manta aquecedora Marconi®

- Bomba Bunchi V-700.

- Camara de Ultravioleta 254e 366 nm (U.V. SL-204, Solab Cientifica®).

- Balanga semi-analitica (BL 320, Marte®).

- Balanga analitica (AY 220, Marte®).

Nos processos cromatograficos, o tipo de fase estacionaria utilizada variou
conforme a separagao desejada:

- para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de silica gel GF2s4, com espessura de 25 mm (TLC Silicagel 60 Fys4,
20x20 cm, Merck®).

- para cromatografia em coluna liquida a vacuo (VLC) utilizou-se como
adsorvente silica gel (porosidade de 60 A, 70-230 um, Sigma Aldrich®) e coluna de
vidro de diferentes alturas e didmetros.

- para cromatografia em coluna flash (CF) utilizou-se como adsorvente silica

gel (40-60 pm, Silicycle®) e colunas de vidro de diferentes alturas e diametros.

O departamento de Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas da UFJF
disponibilizou a utilizacdo do espectrometro BRUKER AVANCE DRX/300 que opera
em campo magnético de 300 MHz (RMN "H) e 75 MHz (RMN "3C).

O laboratério de Glicoconjugados do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
UFJF disponibilizou para realizagdo dos ensaios in vitro e dosagens tissulares os
seguintes equipamentos:

- Leitor Espectrofotométrico de placa de Elisa (Thermo Electro®, modelo

Multiskan Ascent).
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- Fluxo Laminar (Thermo Scientific®, modelo 1300 seiries A2).

- Bomba a Vacuo (FANEM®, modelo DAG-82631).

- Estufa com Controle de CO, (Thermo Scientific®, modelo 3111).

- Microscépio Invertido (Olympus®, modelo CKX41SF).

- Centrifuga de Microtubos (Thermo Scientific®).

- Centrifuga (Centribio®).

- Desruptor de Células Ultrasdnico (Unique®, modelo DESRUPTOR).
- Banho Maria (Nova Técnica®, modelo NT 265).

- Purificador de Agua Osmose Reversa (Cienlab®).

O laboratério de Farmacologia do ICB da UFJF disponibilizou para
desenvolvimento da metodologia analitica para quantificagdo da arctigenina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) os seguintes equipamentos:

- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, com detector UV, injetor
automatico, forno para coluna e amostrador (Waters®, modelo Alliance).

- Coluna Cromatografica C18, 4,6 x 250 mm, 5um (Waters®, modelo X-
Bridge).

O Laboratério Santarosa de Analises Clinicas disponibilizou para realizagao
das dosagens bioquimicas séricas do experimento in vivo o seguinte equipamento:

- Analisador Bioquimico (Labtest®, modelo Labquest).

4.1.1 Materiais e Reagentes

O grau de pureza dos solventes, reagentes e meios de cultura utilizados
variou de acordo com a finalidade:

- para as extragdes, particbes e sistemas cromatograficos, utilizaram-se
solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Tedia, J. T. Baker, Merck, Cromato
Produtos Quimicos LTDA, Quemis, Isofar e Alphatec e grau técnico previamente
submetido a destilacao fracionada;

- para realizagdo dos ensaios bioldgicos in vitro e in vivo utilizou-se meios de
culturas e reagentes de pureza adequada, dos seguintes fornecedores, Merck,
Cultilab, Sigma-Aldrich, Labtest, Thermo Scientific, BioLegend.
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- Para as revelagdes dos cromatogramas obtidos em placas comparativas
utilizaram-se vapores de iodo, solugado de anisaldeido sulfurico, solugao de vanilina
em acido sulfurico e/ou irradiagdo no UV (254 e 366 nm).

- Nas analises espectroscopicas utilizou-se cloroformio deuterado:
CHOLOFORM-D (D, 99,8%) Cambridg Isotope Laboratories, Inc.

4.2Coleta e Identificagdao do Material Vegetal

O material vegetal (llustragdo 7) foi coletado no Horto de Plantas Medicinais
da Faculdade de Farmacia - UFJF, no municipio de Juiz de Fora — MG (21°46°39.48”
S; 43°22°00.10” O). A coleta do material foi realizada no més de setembro de 2012.

A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Vigosa sob o numero de tombo 37.197, sigla VIC e identificado por Fernanda Souza,

farmacéutica do Herbario da Universidade Federal de Vigosa.

llustragdo 7 — Espécie de Arctium lappa L. presente no horto da Faculdade de Farmacia da UFJF
onde foi coletada os frutos para extracdo e isolamento da arctigenina. Fonte: Horto da Faculdade de
Farmacia/UFJF. Foto: Autor (2013).

4.30btencao do Extrato Cloroférmico Bruto dos Frutos da Arctium lappa L.

ApOs a separacgédo dos frutos, este material vegetal foi submetido a secagem
por 15 dias em temperatura ambiente. Foram obtidos 1,4 Kg de frutos secos. A

pulverizagdo dos frutos foi realizada em liquidificar e o pd obtido (1,4 Kg) foi
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submetido a extracdo em Soxhlet, utilizando como solvente extrator cloroférmio
(CHCI3) por um periodo de 3 horas a temperatura de 30°C, seguido de filtracdo. O
uso de um solvente com polaridade intermediaria e também do equipamento Soxhlet
tem como objetivo a extragdo de componentes com polaridade intermediaria, como
as lignanas arctiina e arctigenina, e n&o a obten¢do de um extrato bruto completo da
planta.

Assim, as solugdes cloroformicas obtidas foram filtradas e transferidas
progressivamente para baldes de fundo redondo e, entdo, concentradas com auxilio
de rotaevaporador. O extrato obtido foi transferido para frasco previamente pesado,
resultando em 210 g de extrato cloroférmico bruto dos frutos de Arctium lappa L.
(AL).

4.4Fracionamento do Extrato Bruto Cloroférmico utilizando Processo

Cromatografico de Coluna a Vacuo (VLC)

Com a finalidade de separacao inicial de seus constituintes, o extrato
cloroférmico bruto foi submetido a cromatografia por VLC com solventes organicos.
Assim, o extrato bruto (50 g) foi solubilizado em metanol (MeOH) e incorporado em
50 g de silica gel utilizada como adsorvente. Esta mistura foi homogeneizada
vigorosamente até a secura com a eliminagdo do solvente. E assim, depositada no
topo da coluna cromatografica de vidro de 10 cm de didmetro, empacotada com 500
g de silica gel em 16 cm de altura.

Foram coletadas 7 fragdes de 2 L, utilizando-se como eluentes misturas de
solventes com polaridades crescentes, conforme Tabela 1.

Apo6s analise por CCD, reuniram-se as fragcdes que apresentavam perfis

cromatograficos semelhantes (llustragéo 8).



39

Tabela 1. Fragdes obtidas por VLC do extrato cloroférmico

bruto
Eluentes Fragoes Massa (g)

AcOEt 100% 1 6,5
AcOEt:MeOH 9:1 2 2,7
AcOEt:MeOH 8:2 3 0,3
AcOEt:MeOH 8:2 4 1,2
AcOEt:MeOH 8:2 5 0,1
AcOEt:MeOH 7:3 6 14,3
AcOEt:MeOH 1:1 7 23,1

Legenda: VLC: cromatografia de coluna a vacuo; g: grama; AcOEt:
acetato de etila; MeOH: metanol

llustragdo 8 — CCD da primeira VLC realizada sobre o extrato cloroférmico bruto da AL. As amostras
foram aplicadas com tubo capilar, fase mével (ACOEt: MeOH — 7:3), revelada com luz ultravioleta
(UV). Sendo as amostra: A: padréo de arctiina cedido pelo NIPPAN; 1: fracdo AcOEt 100%; 2: fragdo
AcOEt:MeOH 9:1; 3: fragdo AcOEt:MeOH 8:2; 4: fragcdo AcOEt:MeOH 8:2; 5: fragdo AcOEt:MeOH
8:2; 6: fracdo AcOEt:MeOH 7:3; 7: fracdo AcOEt:MeOH 1:1. Foto: Autor (2013).
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4.5Hidrolise da arctiina

A substéncia majoritaria extraida da Arctium lappa L. é uma lignana
denominada arctiina, que se difere da arctigenina por conter uma molécula de
glicose em sua estrutura quimica (ZHAO; WANG; LIU, 2009). Com o objetivo de se
obter a aglicona deste heterosideo foi realizada uma hidrélise acida, conforme
método descrito por Chaturvedula, Venkata, Prakashi (2011) e com algumas
modificagdes (llustracdo 9), nas fracbes 6 e 7, que apresentaram perfil
cromatografico semelhantes quando comparadas entre si e com padr&o de arctiina,
cedido pelo NIPPAN.

Cerca de 25 g das fragdes 6 e 7 foram solubilizadas em 500 mL de MeOH. A
solugdo foi transferida para um baldo de fundo redondo e adicionada de igual
volume de acido sulfurico (H,SO4) a 5%. Esta mistura foi submetida a refluxo por 6
horas a temperatura de 35°C conforme demonstrado na ilustragao 9.

llustracdo 9 - Hidrdlise sob refluxo das fragbes 6 e 7. Fonte: Nucleo de Investigacdo e Pesquisa de
Produtos e Ativos Naturais (NIPPAN) - Faculdade de Farmacia/UFJF. Foto: Autor (2013).

Apo6s refluxo e arrefecimento da solugcdo, adicionou-se quantidade de
carbonato de sédio suficiente para neutralizar a solugéo hidrolisada.

A solucao neutralisada foi filtrada em papel de filtro e particionada com CHCI;
(56X de 500 mL). A fragao cloroférmica obtida foi concentrada em rotaevaporador

obtendo-se 15,25 g de hidrolisado.
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Fracbes 6 e 7

MeOH : H,SO,4 5% (1:1, viv)
Refluxo (6 h/ 35°C)

Neutralizacao e Filtragao

Hidrolisado

CHCI; (5X/ 500 mL)

Concentrado em rotaevaporador

H 6-7

llustracdo 10 — Esquema utilizado para realizagdo da hidrélise nas fragées 6 e 7 que contém arctiina
obtidas do extrato cloroférmico bruto da Arctium lappa L. As fragdes 6 e 7 foram submetidas a
hidrélise acida utilizando como solvente solu¢do de metanol: &cido sulfurico 5% (1:1, v/v) em refluxo
por 6 horas sob temperatura de 35°C. A solugdo hidrolisada foi particionada com cloroférmio e
concentrada em rotaevaporador, obtendo assim a fragdo H 6-7.

4.5.1 Isolamento e Purificagdo do Hidrolisado

A substancia presente nas fragcdes 6 e 7 apos, hidrolisada e renomeada como
H 6-7, com o objetivo retirar possiveis impurezas provenientes do processo de
hidrolise e também outras substancias, foi cromatografada em VLC. No qual, 10,0 g
da fragdo hidrolisada foram solubilizadas na fase movel (FM) Hex:AcOEt (8:2 v/v) e
incorporada em 10 g de silica gel utilizada como adsorvente. Esta mistura foi
homogeneizada vigorosamente até a secura com a eliminagéao do solvente. E assim,
depositada no topo da coluna cromatografica de vidro de 10 cm de didametro,
empacotada com 100 g de silica gel em 5 cm de altura.

A FM utilizada foi Hex:AcOEt (8:2 v/v) em gradiente de polaridade e a série
eluotrépica utilizada na cromatografia estad descrita na tabela abaixo. Foram
recolhidas fragcdes de 500 mL, conforme Tabela 2.

Apo6s analise por CCD, reuniram-se as fragcdes que apresentavam perfis
cromatograficos semelhantes (llustragdo 10). Na primeira analise por CCD realizada
com as fracdes reunidas evidenciou uma diferenca entre as fragoes H11 e H12-14,

ao repetir a CCD foi possivel visualizar que as duas apresentavam mesmo perfil
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cromatografico, assim, as fragbes H11 e H12-14 foram reunidas e transformadas em

uma unica fragéo.

Tabela 2. Subfragdes obtidas por VLC de H6-7

Eluentes Fragoes Massa (g)
Hex:AcOEt—-8:2 > 7:3 H1-7 0,061
Hex:AcOEt —7:3 H 8-10 3,966
Hex:AcOEt — 1:1 H 11 0,162
Hex:AcOEt — 1:1 H12-14 0,142

Legenda: VLC: cromatografia de coluna a vacuo; H6-7: fracédo 6 e 7 hidrolisada;
g: grama; Hex: hexano; AcOEt: acetato de etila.

g " | 1
A H- o f 111

-

llustracdo 11 — CCD da VLC realizada sobre as fragbes 6 e 7 hidrolisadas. As amostras foram
aplicadas com tubo capilar, fase moével (CHCIl;: MeOH — 9:1), revelada com iodo. Sendo as amostra:
A: padréo de arctiina cedido pelo NIPPAN; H1-7: subfragcdo Hex:AcOEt nas concentragdes 8:2 e 7:3;
H8-10: subfragdo Hex:AcOEt 7:3; H11: subfragdo Hex:AcOEt 1:1; H12-14: subfracdo Hex:AcOEt 1:1;
MeOH: metanol. Foto: Autor (2013).

De acordo com perfil em CCD revelado com iodo, a subfracdo H 8-10 foi
selecionada para dar continuidade aos procedimentos de purificacdo dessa

subfragcao para se obter uma maior quantidade de substancia isolada.
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4.5.2 Estudo da Subfracdo Cloroférmica H 8-10

A subfragdo H 8-10 (3,0 g) foi solubilizada nos solventes DCM:EtOH (98:2
v/v), mistura esta também utilizada como fase madvel inicial da cromatografia em
coluna flash (CF), o objetivo da presente coluna cromatografica e suas devidas
especificacoes € a separagao da substancia em maior quantidade na subfracdo H8-
10, como ser visualizado na ilustracao 12.

Em prosseguimento, aplicou-se a amostra diretamente solubilizada na FM
numa coluna flash de vidro (3 cm de didmetro por 60 cm de altura), previamente
empacotada com 45 g de silica gel flash que atingiram de 14,5 cm altura na coluna.

Foram coletadas 43 fragbes de 50 mL cada, utilizando-se como FM
DCM:EtOH (98:2), DCM:EtOH (97:3), DCM:EtOH (95:5) e DCM:EtOH (9:1), para
finalizar a coluna passou-se CHCI; 100%, conforme Tabela 3.

A ilustracdo 11 apresenta a CCD da CF realizada para purificar a subfracéo

H8-10 e também a reunido das fragdes realizada.

Tabela 3. Purificagao de H 8-10 por cromatografia em coluna de silica gel flash

Eluentes Fracoes Massa (g)
DCM:EtOH —98:2 A 0,011
DCM:EtOH —98:2 B 0,945
DCM:EtOH - 97:3 C 0,923
DCM:EtOH - 97:3 D 0,021
DCM:EtOH — 95:5 E 0,062

DCM:EtOH - 9:1 — CHCI; 100% F 0,008

Legenda: H 8-10: subfrag&o hidrolisada e reunida 8-10; g: grama; DCM: diclorometano;
EtOH: etanol.
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llustragdo 12 — CCD da CF realizada sobre a subfragdes H8-10. As amostras foram aplicadas com
tubo capilar, fase mével (DCM: EtOH — 97:3), revelada com luz UV. Sendo as amostra: AG: fracédo
contendo arctigeninacedido pelo NIPPAN; H8-10: subfragdo hidrolisada Hex:AcOEt 7:3; A: subfracao
DCM:EtOH 98:2; B: subfracdo DCM:EtOH 98:2; C: subfragdo DCM:EtOH 97:3; D: subfragao
DCM:EtOH 97:3; E: subfragdo DCM:EtOH 95:5; F: subfragdo DCM:EtOH 9:1 a CHCI; 100%. Foto:
Autor (2013).

A fracéo (H 6 e 7) foi hidrolisada obtendo as subfragées H11 e H12-14. Outra
subfragdo que também continha a substancia desejada (H8-10) foi purificada através
de CF e apos avaliar o perfil cromatografico por CCD de todas, foi realizada a
reunidao e assim denominanda, AL-H11, que foi escolhida para ser submetida a
analise espectroscopica de RMN de 'H e RMN de "*C para a confirmacédo de sua

identidade quimica.

4.5.3 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Desenvolveu-se, no Laboratério de Farmacologia da UFJF, método para
determinacdao do perfil cromatografico para identificacdo e doseamento da
arctigenina utilizando técnica de CLAE em equipamento Alliance modelo 2695
(Waters, USA) com detector de ultravioleta (UV) modelo 2489 de duplo comprimento
de onda, no qual foi utilizado para o experimento o comprimento de onda de 280 nm.
A separagao cromatografica se deu através de coluna X-Bridge C18, 4,6 x 150 mm,
5 um (Waters, USA), operando a 35°C. A fase movel foi composta de um sistema

gradiente utilizando solugéo de acido fosférico 0,1% (A) e metanol (B) no seguinte
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gradiente: 0 min (60:40), 1-5 min (50:50), 5-10 min (60:40). O fluxo da fase movel foi
mantido em 1,1 mL/ min e o volume de injecdo de 10 uL, conforme técnica de Liu et
al. (2010) modificada. Para assegurar o método utilizado, foram realizados testes de
linearidade, precisédo, exatidao e especificidade, e foi usado o software Enpower 3
(Waters, USA) para processamento das amostras, integragado dos picos e avaliagao
dos cromatogramas obtidos.

Uma validagdo analitica tem como objetivo demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, determinar qualitativamente, semi-
quantitativamente e/ou quantitativamente farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos ou amostras biolégicas (RE n° 899, de 29 de maio de 2003).
Realizando uma validagdo analitica, consegui-se garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (RE n° 899, de 29 de maio de 2003).

Conforme a resolugdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, os testes exigidos
para determinacao de principios ativos em produtos farmacéuticos ou em matéria-
prima devem ser: especificidade, linearidade, precisao (repetibilidade), exatidao e
robustez. Os testes realizados nesse trabalho foram a especificidade, linearidade e
precisdao. Sendo a especificidade a capacidade do método de medir exatamente a
substancia mesmo na presenga de outros componentes, a linearidade a capacidade
de demonstrar que os resultados obtidos s&o proporcionais a concentracdo da
substéncia tendo como critério minimo aceitavel o coeficiente de correlagdo (r) de
0,99 e a faixa utilizada entre 80 a 120% da concentracao de trabalho. A preciséo é
uma averiguacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de amostra multipla de uma mesma amostra, determinada por no minimo 6
determinacdes da amostra a 100%.

As amostras foram preparadas da seguinte maneira e usando MeOH como
diluente:

Solucgao Inicial:

— 10 mg de arctigenina/ baldo volumétrico de 10 mL — concentragao de 1
mg/ mL
— 1 mL da solugédo anterior para baldo volumétrico de 10 mL -

concentragcéo de 100 pg/ mL
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> Linearidade:

— 800 uL da solugao anterior/ baldao volumétrico de 10 mL — concentragao
de 8 ug/ mL

— 900 uL da solugao anterior/ baldao volumétrico de 10 mL — concentragao
de 9 ug/ mL

— 1000 pL da solucéo anterior/ baldo volumétrico de 10 mL — concentragao
de 10 pg/ mL

— 1100 pL da solucgéo anterior/ baldo volumétrico de 10 mL — concentragao
de 11 ug/ mL

— 1200 pL da solucéo anterior/ baldo volumétrico de 10 mL — concentragao
de 12 ug/ mL

> Especifidade: fase movel: acido fosfoérico 0,1%:MeOH (1:1)
diluente: metanol 100%

arctigenina: conforme solugéo de 10 ug/ mL da linearidade

> Precisao: conforme solugao de 10 ug/ mL da linearidade

As amostras foram submetidas a analise por CLAE e seguindo todas as

exigéncias que a RE n° 899, de 29 de maio de 2003 determina.

4.6 Avaliacao da citotoxicidade da arctigenina

Os ensaios farmacoldgicos in vitro foram realizados no Laboratério de
Anadlises de Glicoconjugados do Departamento de Bioquimica/ ICB da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Para realizacdo deste experimento, foram utilizadas células
de carcinoma hepatico humano (HepG-2) e fibroblasto (NIH/3T3), cultivadas em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS), estreptomicina (100 pg/mL), penicilina G (100 Ul/mL) e
mantidas a 37°C com 5% de CO, e 95% de umidade relativa. Todos os materiais

utilizados para realizagdo dos experimentos eram estéreis ou esterilizados.



47

4.6.1 Manutengao das Linhagens

A linhagem celular foi descongelada e transferida para uma placa de Petri
estéril (100 x 15 mm) que continha 8 mL de meio de cultura. A placa foi incubada em
estufa de CO; por 24 horas, renovando o meio de cultura apds esse periodo. A placa
foi mantida em estufa de CO,, renovando o meio de cultura de 2 em 2 dias, até que
as células apresentasse 80% confluéncia. Apos atingir 80% de confluéncia, as
células eram replicadas em placa de Petri (100 x 15 mm) e também congeladas.

O meio de cultura da placa em incubacéo foi removido e as células foram
lavadas duas vezes com 5 mL de EBSS. Apos lavagem, adicionou-se 2 mL de
tripsina-DMEM (1:9), e as células foram incubadas a 37°C com 5% de CO; por 5
min. As células foram transferidas para meio de cultura DMEM com 10% de soro
fetal bovino e centrifugadas. O precipitado foi resuspenso com 2 mL soro fetal
bovino com 10% de DMSO (substancia crioprotetora), para a linhagem NIH/ 3T3 e
para a linhagem HepG-2, soro fetal bovino com 5% de DMSO e assim, foram
congelados. Os frascos foram mantidos em geladeira (4°C) por 30 minutos, no
freezer (-8°C) por 40 minutos e overnight em freezer (-80°C). Assim, os frascos

foram depositados em tanque de N liquido.

4.6.2 Preparo das Células para o Ensaio

ApOs replicagao celular, o meio de cultura foi removido, as células lavadas
duas vezes com EBSS e submetidas a incubagdo com solugéo tripsina:DMEM (1:9)
a 37°C, 5% de COy, por 5 min. Apés este periodo, a suspensao contendo as células
foram transferidas para tubo tipo Falcon de 15 mL contendo DMEM com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. O precipitado celular
foi resuspenso em meio de cultura para a realizagdo de contagem celular, conforme
descrito por Martins, Boaventura e Lima (2005). O numero de células utilizadas

variou para cada experimento realizado conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Demonstracdo das linhagens, ensaio, placa, concentragao celular
volume de suspensdo e tempo de incubacdo de 24 horas para todos os
experimentos in vitro realizados.

Linhagem Ensaio Placa Conce(lgglas%i?L?elmar Vol/ pogo (uL)
HepG-2 Citotoxicidade P 96 5x 10° 200
HepG-2 Azul de Tripan P24 4 x 10* 500
HepG-2 Adesao Celular P 96 5x 10° 200
NIH/3T3 Citotoxicidade P 96 5x10° 200

Legenda: HepG-2: linhagem celular de carcinoma hepatico humano; NIH/3T3: linhagem
celular de fibroblasto murino; P96: microplaca com 96 pogos; P24: microplaca com 24 pogos;
céls/ mL: células por militro; vol/ pogo: volume adicionado em cada pog¢o da microplaca; pL:
microlitro; 24 h: periodo de incubagdo das células em estufa CO, umidificada.

4.6.3 Preparo das Solucoes

Para os ensaios de citotoxicidade, azul de Tripan e adesao celular por
colageno, pesou-se 10 mg da arctigenina solubilizada em DMSO, para concentragéo
de 54 mM. Para evitar possiveis interferéncias nos experimentos, as solugcdes foram
sempre recém-preparadas.

A partir da solugdo anterior preparou-se uma na nova na concentragao de 537
uM, solubilizada em meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino, filtrada em
membrana 0,20 ym e submetida a diluicbes utilizadas nos experimentos, conforme

demonstrado nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Diluigdo das solugdes utilizadas nos experimentos in vitro, a
partir da solugdo de 537 uM para experimento de citotoxicidade por
reagente MTT e adeséao celular por colageno. Foram adicionados 200
ML das solugdes em cada pogo determinado e todas as solucdes utilizaram
DMEM sem SFB como solvente.

Concentragao Final Vol* Vol Solvente

(HM) (uL) (MWL)

27 80 1520

54 160 1440

107 320 1280

161 480 1140

215 640 960

269 800 800

Legenda: Vol*: volume da solugédo de uso (537 yM); pM: micromolar; vol: volume
de solvente para completar a solugao; pL: microlitro; DMEM sem SFB: meio de
cultura utilizado para manutengao das células pois nao possui em sua composi¢ao
soro fetal bovino.

Tabela 6. Diluicdo da solucgao utilizada no experimento in vitro, a partir
da solucdo estoque de 54 mM para experimento de exclusdo por Azul
de Tripan. Foi adicionado 500 pL da solugdo em cada pogo determinado e
todas as solucées utilizaram DMEM sem SFB como solvente.

Concentragao Final (M) Vol* (uL) Vol Solvente (uL)

94 10,5 5989,5

Legenda: Vol*: volume da solugdo de uso na concentracdo de 54 milimolar; yM:
micromolar; vol: volume de solvente para completar a solu¢ao; pL: microlitro; DMEM
sem SFB: meio de cultura utilizado para manutencéo das células pois ndo possui
em sua composig¢ao soro fetal bovino.

Para testar também a citotoxicidade da substancia arctiina, o NIPPAN cedeu
a substancia utilizada como padréo nas analises por CCD no processo de extracao,
obtencdo e purificagdo da arctigenina para realizar esses experimentos in vitro.
Entdo, pesou-se 10 mg da arctiina e solubilizou-se em DMSO para obter-se a
concentracdo de 38 mM. A partir da solugao anterior, preparou-se uma solucéo de
uso na concentracdo de 187 uM solubilizada em meio de cultura DMEM sem soro
fetal bovino e filtrada em membrana 0,20 ym. E aplicadas nos experimentos de

viabilidade celular e exclusao por azul de Tripan.
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4.6.4 Viabilidade Celular por reagente MTT

O teste de viabilidade celular por MTT é um método colorimétrico para
analisar a citoxicidade, proliferagdo ou viabilidade celular, no qual células
metabolicamente ativas sao capazes de converter o corante azul escuro, insoluvel
em agua, a formazan por reduzir a quebra do anel tetrazolico (SLATER; SANWYER,;
STRAUCHLI, 1963; MOSMANN, 1983).

A acao da arctigenina e arctiina sobre a viabilidade celular foi analisada pelo
método MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide), no qual
se avaliou a viabilidade celular in vitro, baseando-se na reducdo do MTT a formazam
(BRUGGISSER et al., 2002).

Para o experimento, as células (NIH/3T3 e HepG-2) em crescimento por
aderéncia (80% de confluéncia em placas P100) foram dissociadas por
desagregacado enzimatica (Solugdo 1:9 - Tripsina:Meio DMEM), transferidas para
placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO..

Apbs as 24 h, o sobrenadante foi retirado e adicionaram-se diferentes
concentragdes de arctigenina (27; 54; 107, 161, 215, 269 pyM, em meio de cultura
DMEM sem soro fetal bovino) e arctiina (187 uM, em meio de cultura DMEM sem
soro fetal bovino) (Tabela 7), a placa foi novamente incubada a 37°C e 5% de CO,,
por 20 h (QUEIROZ et al., 2006). Apds este periodo, foi adicionado a solugado de
MTT (5 mg/mL, 20 pL) e as células foram incubadas por mais 4 h.

Na sequéncia, foi retirado todo o sobrenadante de cada pogo e os cristais de
formazan precipitados foram ressuspensos com 200 uL de dimetilsulfoxido (DMSO).
A quantidade de MTT-formazam obtida é diretamente proporcional ao numero de
células vivas (viaveis) e foi determinada pela medida da densidade ética (OD) a 492
nm em leitor de placas. O DMSO a 1% em meio de cultura foi utilizado como
controle negativo. Para todas as concentragdes foram realizados sextuplicatas e o

resultado expresso pela média *+ desvio padrao da média.
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Tabela 7. Demonstragdo da microplaca P96 na realizagdo dos experimentos de
MTT em linhagens celulares (HepG-2 e NIH/3T3) frente a arctigenina e arctiina. O
DMSO foi utilizado como controle negativo do experimento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A | EBSS EBSS EBSS | EBSS | EBSS | EBSS | EBSS | EBSS EBSS EBSS | EBSS | EBSS
B | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
C | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
D | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
E | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
F | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
G | EBSS | DMSO 27 54 107 161 215 269 Arctiina EBSS
H | EBsS EBSS EBSS | EBSS | EBSS | EBSS | EBSS | EBSS EBSS EBSS | EBSS | EBSS

Legenda: Experimento de MTT utilizando diversas arctigenina nas concentragdes de 27, 54, 107,
161, 215 e 269 micromolar e arctiina na concentragao de 187 micromolar. EBSS: Earle’s balanced
salt solution; DMSO: dimetilsulfoxido.

4.6.5 Exclusao por Azul de Tripan

A viabilidade celular apdés incubagdo com arctigenina e arctiina para a
linhagem HepG-2 também foi investigada pelo método de exclusdo por azul de
Tripan, no qual as células viaveis apresentam auto-fluorescéncia e membrana bem
definida enquanto as nao-viaveis incorporam o corante, apresentando membranas
disformes e coloragao azul quando visualizadas em microscoépio optico (FRESHNEY,
1987). Desta forma, as células HepG-2 foram subcultivadas em placas de 24 pogos
conforme descrito na Tabela 4. Apdés 24h, o meio de cultura foi retirado e 1 mL da
solugao de arctigenina (94 yM em meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino) ou
1 mL de DMEM sem soro fetal bovino (controle negativo) ou 1 mL da solugdo de
arctina (187 yM em meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino) foram
adicionados a placa e incubada por 24 h estufa a 37°C e 5% de CO..

Apoés este periodo, o sobrenadante foi retirado e acondicionado em tubo tipo
eppendorf. Cada poco foi lavado com 300 uL de EBSS, toda a solucio retirada dos
pocos foi adicionado ao tubo correspondente. As células foram incubadas com 200
ML de tripsina:DMEM (1:9) em estufa por 10 min. Em seguida, a suspensao celular
foi adicionada ao eppendorf correspondente e centrifugado por 5 min a 3000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi resuspenso em 30 YL de meio de
cultura DMEM sem soro fetal bovino. A esta solugao adicionou-se 30 uL de azul de
Tripan 0,4% em PBS pH 7,0. 10 pL desta solugdo foram aplicadas em camara de

Newbauer e a contagem do numero de células viaveis e nao-viaveis foi realizada,
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conforme Souza-Fagundes et al. (2002) com algumas modificagdes. O experimento
foi realizado em quadruplicata e o resultado expresso pela média + desvio padrao da

média.

4.6.6 Adesao Celular por Colageno

Colageno tipo | diluido em acido acético 0,1% foi imobilizado por 16 h a 4° C
overnight em placa de 96 pocos (0,01 mg/mL; 100 pyL/pogo). Decorrido este periodo,
0 sobrenadante foi descartado e o bloqueio de sitios inespecificos foi realizado pela
incubagdo com 200 pL de BSA 1% por 1 h a 37° C (CARVALHO, 2009).

Posteriormente, as células HepG-2 foram tripsinizadas, contadas e
adicionadas (1Ox103 células/pogo) na presenga de arctigenina em diferentes
concentragdes (27, 54, 107, 161, 215, 269 yM, em meio de cultura DMEM sem soro
fetal bovino) e solugéo de arctiina (187 uyM, em meio de cultura DMEM sem soro
fetal bovino). A placa foi incubada em estufa a 37° C e 5% CO,. Apdés 1 h, 20
pL/pogo de MTT (5 mg/mL) foi adicionado e a placa foi novamente incubada por 4 h
(CARVALHO, 2009). Apos este periodo, o sobrenadante foi retirado da placa e os
cristais de formazan precipitado foram ressuspensos com 200 pyL de DMSO
(CARVALHO, 2009). A quantidade de MTT-formazam obtida € diretamente
proporcional ao numero de células aderidas e foi determinada pela medida da
densidade otica (OD) a 492 nm em leitor de placas. O DMSO a 1% em meio de
cultura foi utilizado como controle negativo. Para todas as concentragbes foram
realizados sextuplicatas e o resultado expresso pela média + desvio padrao da

média.

4.7 Avaliagcao da atividade hepatoprotetora da arctigenina em modelo de BDL

em ratos.

Foram utilizados ratus norvegicus, linhagem Wistar, adultos, machos,
pesando entre 180 a 250 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de S&do Paulo — Unifesp/ Sao Paulo. Os animais foram

mantidos em condigdes controladas de iluminagdo (ciclo 12 h claro/ escuro) e
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temperatura (22°C £ 2°C), umidade (55% = 10%), com restricdo alimentar 6 h antes
da cirurgia e até 24 h apds a cirurgia, mantendo acesso livre a agua e ragao. O
protocolo experimental para utilizagcdo dos animais esta de acordo com as normas
internacionais e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da UFJF, com numero de protocolo 088/2012.

4.7.1 Tratamento e Procedimento Cirurgico

Os animais (ratos Wistar) foram mantidos com acesso livre a agua e ragao
durante todo o experimento, sendo a ragdo trocada por solugado de glicose a 20%
apenas nas 24 horas apos cirurgia. O tratamento consistiu na administragédo por
gavagem da arctigenina na dose de 50 mg/Kg/dia, ou seja, administrado 50 mg/ kg
no dia da realizagdo da cirurgia, um dia apds a cirurgia e no dia da eutanasia. A
arctigenina foi solubilizada em 3% de glicerina e solugéo salina 0,9% q.s.p. Como
controle positivo do experimento utilizou-se a substancia silimarina, administrada por
gavagem, em seringas graduadas, na dose de 50 mg/Kg/dia durante 48 horas,
sendo solubilizada em 3% de glicerina e solugéo salina 0,9% q.s.p.

A silimarina € um extrato das flores e folhas da planta silybum marianum, um
medicamento ja comercializado e usado no tratamento de doengas hepaticas por
muito tempo. Essa espécie é segura, ndo causa nenhum dano a saude e ndo tem
nenhum efeito colateral significativo. Possui atividade antioxidante demonstrada em
artigos ja publicados e sua atividade hepatoprotetora é alvo de estudos clinicos que
demonstram que ela é capaz de tratar uma variedade de disturbios hepaticos, tais
como hepatite crénica e aguda, cirrose e hepatite causada por toxinas (KAZEMIFAR
etal., 2012) .

Os 30 animais foram separados em 5 grupos de 6 animais:

e Grupo Controle Sham (controle tratado com veiculo)
e Grupo Sham Arctigenina (tratado com arctigenina)
e Grupo Controle BDL (controle tratado com veiculo)
e Grupo BDL Arctigenina (tratado com arctigenina)
e Grupo BDL Silimarina (controle positivo tratado com silimarina).
Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e no final, apos

anestesia, para verificar ganho ou perda de peso durante o experimento.
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Previamente a cirurgia, os mesmos foram anestesiados com isoflurano inalatério,
administrado através de circuito de Magil, em oxigénio 22% por meio de aparelho de
ventilagdo mecanica, com auxilio de mascara de tamanho apropriado. A averiguagao
da condicdo anestésica foi realizada avaliando-se o relaxamento muscular e os
reflexos digitais. Realizou-se a tricotomia e assepsia do abdome do animal com
alcool iodado a 10 %. Com auxilio de um bisturi fez-se a laparotomia (llustragéo 13).
Para os grupos sham, foi realizada a laparotomia exploratéria e para os grupos BDL,
foi realizada a laparotomia e também a ruptura do ducto biliar do animal, antes da
ruptura o ducto € amarrado em duas extremidades para que a bile ndo extravasasse
para a cavidade abdominal (NAGAOKA, 2006; 2011). Foram mantidos 6 animais por
gaiolas e receberam 3 gotas de dipirona 50 mg/ mL apds cirurgia. As gaiolas
utilizadas foram de polipropileno com grade de ago inoxidavel que se encaixa na
gaiola e possui divisorias para colocacao de ragéo e bebedouro, a cama utilizada foi

maravalha, sendo trocada diariamente.

llustracdo 13 — Laparotomia do animal, visualizando o figado do animal e posteriormente realizagéo
da ruptura do ducto biliar. Fonte: Laboratério de Hepatologia Experimental — Escola Paulista de
Medicina/Unifesp. Foto: Autor (2013).

ApOs 48 horas de tratamentos os animais foram anestesiados com uretana
20%, via |.P. Foram coletados cerca de 5 mL de sangue da aorta abdominal, com
auxilio de uma céanula. O figado foi perfundido com cerca de 50 mL de solugéo
salina e assim, retirado. Um fragmento do figado foi separado para as analises
enzimaticas em tecido como mieloperoxidase (MPO), proteinas e TNF-a.

As amostras de sangue foram mantidas em temperatura ambiente por 1 hora

e em banho Maria a 37°C por mais 1 hora. Posteriormente foram centrifugadas a



55

3000 rpm por 5 min e o plasma obtido foi armazenado em freezer (-80°C) até o
momento das analises.

Foram avaliados no soro os seguintes parametros bioquimicos: proteinas
totais, alanina aminotransferase (ALT/TGP), aspartato aminotransferase (AST/TGO)
e fosfatase alcalina (FA), utilizando analisador bioquimico LabQuest® (Labtest,
Brasil) e seguindo procedimento técnico dos kits adquiridos da empresa LabTest.

4.7.2 Dosagem de MPO

Uma porgao de aproximadamente 100 mg de tecido hepatico foi triturado em
cadinho com nitrogénio liquido e adicionou-se 6 mL da solugdo tampéo fosfato de
potassio 50 mM pH 6,0 com 0,5% de cetavion (CTV) (BRADLEY et al. 1982). As
amostras ficaram em banho de gelo por 20 min e depois foram centrifugadas a
15000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 2 mL da
solugao anterior. O material foi sonicado por 20 s com 80% de poténcia, congelado
em nitrogénio liquido e descongelado em agua corrente por 3 vezes. ApOs esse
processo foram novamente centrifugados a 15000 rpm por 15 min a 4°C, no qual o
sobrenadante foi coletado, aliquotado e congelado em freezer (-80°C) (BRADLEY et
al. 1982).

Para realizar o doseamento da MPO foi preparado o reagente de trabalho
conforme descrito a seguir: 100 pL de tampao fosfato de potassio 0,2 M pH 6,0 + 10
uL de o-dianisidina 2 mg/ mL + 4 puL agua oxigenada (H20;) 10 mM em tampao
fosfato de potassio 0,1M pH 7,0 + 76 pL de agua destilada (BRADLEY et al. 1982).

Foi preparada uma curva analitica com 4 pontos de cada amostra (0,625,
1,25, 2,5 e 5 pL de amostra por pogo) em ftriplicata, inserindo 10 uL da amostra e
fazendo diliucdo seriada. Foram realizadas leituras a cada 30 s totalizando 20
leituras em comprimento de onda de 492 nm, para obtencdo da curva de
absorvancia versus tempo e da velocidade de obtengao do substrato (BRADLEY et
al. 1982).
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4.7.3 Dosagem de Proteinas pelo Método de Acido Bicinconinico (BCA)

Uma curva padrao foi construida para realizagdo do experimento utilizando
padrdao de Albumina a 2 mg/ mL e abrangendo a faixa de 20 a 2000 ug/ mL,
contendo 8 pontos ( 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 pg/ mL) e um nono
ponto como branco, sem padrao de albumina. Pipetou-se 25 pL de cada solugéo da
curva para um determinado pogo da placa P96 e adicionou-se 200 uL do reagente
de trabalho (50 partes do reagente A para 1 parte do reagente B de BCA).

As amostras foram preparadas em triplicata e da seguinte maneira em placa
P96: 5 uL da amostra proveniente da extragdo para o teste de MPO para cada pogo
e adicionou-se 10 pL de agua destilada nos mesmos, e posteriormente adicionou-se
200 pL do reagente de trabalho. A placa foi agitada por 30s e incubada por 30 min a
37°C. Antes de realizar a leitura em 540 e 590 nm a placa foi resfriada a temperatura

ambiente.

4.7.4 Dosagem de TNF-a

A dosagem do TNF-a foi realizada a partir do kit LEGEND MAX™
(ELISA Kit with Pre-coated Plates Rat TNF-a) do fabricante BioLegend (USA). Foram
seguidas as instrugbes do fabricante e n&o ocorreu nenhuma modificacdo da

metodologia designada.

4.7.5 Analise Estatistica

Para anadlise estatistica dos resultados obtidos, foi utilizado software
estatistico especifico (InStat - GraphPad, versao 3.05). Para analise entre os grupos
foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA), sendo que as diferengcas entre os
grupos foram comparadas através do teste de Tukey (n&o paramétrico). Os dados
foram expressos em média * erro padrdo da média, quando apropriado. A

probabilidade de erro tipo | foi assumida como 5% em todos os testes (p< 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e Purificagdao do Metabdlito de Interesse

Dando prosseguimento ao processo de isolamento e purificagdo do metabdlito
de interesse do extrato cloroférmico bruto dos frutos da A. lappa L. (AL) foi realizada
VLC para obtencao da arctiina (fragdes 6 e 7), sendo esta submetida a hidrdlise,
obtendo-se a aglicona (fracdo H6-7), a qual foi submetida a nova VLC para purificar
a aglicona, obtendo éxito na subfracdo H11 e H12-14. Na subfragdo H8-10, foi
realizado processo cromatografico por CF, resultando no isolamento da substancia B
(0,945 g). Apds esses procedimentos, as subfragdes H11, H12-14 e B foram
reunidas e, portanto renomeada como AL-H11, na qual foi submetida a analise de
RMN para identificagdo da substancia obtida. As etapas para obtencdo da
arctigenina estao relacionadas no fluxograma da ilustracéo 14.
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1,4 Kg frutos secos

Extragdo em Soxhlet por CHCl;

[ Extrato Cloroférmico Bruto-AL (210 g) ]

1 2 3 4 5 6 (14,3 9) 7 (231 g)
(6,59) (2,79) (0,39) (1,2 9) (0,1 g) Arctiina Arctiina

Fracoes 6 e 7 (25 g)

Hidrolise
[ H 6-7 (10 g) ]
_zvic
H1-7 H8-I1O H11 H12-14
(0,061 g) (3,966 g) (0,162 g) (0,142 g)

H11 + H12-14 + B

\ Arctigenina

(0,011 g) (0,945 g) (0,932 g) (0,021 g) (0,062 g) (0,008 g)

llustracdo. 14 — Fluxograma da extragao, isolamento da arctiina e obteng¢éo da arctigenina a partir dos
frutos da Arctium lappa L., demonstrando todos os procedimentos quimicos realizados até obtencgao
da subfragdo AL-H11 que foi submetida a analise de RMN de 'H e '°C para possivel identificagao.
Legenda: Kg: kilograma; AL: Arctium lappa L; g: grama; VLC: cromatografia de coluna a vacuo; 1:
fracdo AcOEt 100%; 2: fragdo AcOEt:MeOH 9:1; 3: fragao AcOEt:MeOH 8:2; 4: fracdo AcOEt:MeOH
8:2; 5: fragcdo AcOEt:MeOH 8:2; 6: fracdo AcOEt:MeOH 7:3; 7: fracdo AcOEt:MeOH 1:1; H6-7:
fragdes 6 e 7 apds processo de hidrolise; H1-7: subfragcdo Hex:AcOEt nas concentragcbes 8:2 e 7:3;
H8-10: subfracao Hex:AcOEt 7:3; H11: subfracdo Hex:AcOEt 1:1; H12-14: subfragao Hex:AcOEt 1:1;
CF: coluna cromatogréfica flash; A: subfragdo DCM:EtOH 98:2; B: subfragdo DCM:EtOH 98:2; C:
subfragdo DCM:EtOH 97:3; D: subfracdo DCM:EtOH 97:3; E: subfracdo DCM:EtOH 95:5; F:
subfragao DCM:EtOH 9:1 a CHCI; 100%.
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A substancia AL- H11 foi submetida a analise espectroscopica conforme
descrito a seguir.

5.2 Determinacao e Identificacao Estrutural da Substancia Isolada

A identificacdo estrutural da substancia anteriormente descrita foi realizada
mediante a anadlise dos dados espectroscopicos obtidos e comparagdo com os
dados publicados na literatura (RAHMAN et al., 1990).

A subfracdo AL-H11 foi obtida a partir da hidrolise das fragbes 6 e 7
(supostamente arctiina) apresentando-se na forma um sodlido branco, conforme
ilustracdo 15 (LIU et al., 2010). Apos purificagdo, a estrutura quimica desta
substancia foi confirmada pela andlise dos dados espectroscépicos de RMN de 'H
(300 MHz, CDCls) conforme ilustracdo 16 e tabela 8 e *C (75 MHz, CDCls) conforme
ilustracao 17 e tabela 9, em comparagcdo com dados de referéncia obtidos na
literatura (RAHMAN et al., 1990).

llustracdo 15 — Subfragdo AL- H11: solido cristalino branco. Fonte: Nucleo de Investigagdo e
Pesquisa de Produtos e Ativos Naturais (NIPPAN) - Faculdade de Farmécia/UFJF. Foto: Autor (2013).

Desta forma, como objetivado, foi observado o éxito na hidrdlise da arctiina
(arctigenina 4’-O-glicosideo) com a formacgdo da aglicona desejada, a artigenina
(llustragéo 18) (RHAMAN et. al, 1990; WANG; YEN; CHANG, 2007; ZHAO; WANG;
LIU, 2009). A arctigenina obtida foi utilizada nos ensaios antitumorais in vitro e

hepatorpoterores in vivo.
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llustragdo 16: Espectro de RMN de 'H da substancia AL- H11 (300 MHz, CDCl3) que foi comparado
com os dados espectroscopicos de RAHMAN et. al. (1990) e assim pode-se confirmar que a
substancia AL-H11 é arctigenina.



61

Tabela 8. Dados do espectro de RMN de 'H, da substancia AL- H11, a 300
MHz em CDCI;

Hidrogénio AL- H11 Arctigenina®
2 6,45 (d, 1H, 2,0 Hz) 6,46 (d, 1H, J=1,9)
2’ 6,62 (d, 1H, 1,9 Hz) 6,63 (d, 1H, J=1,7)
5 6,73 (d, 1H; 8,2 Hz) 6,75 (d, 1H; 8, J = 8,1)
5 6,80 (d, 1H; 7,9 Hz) 6,83 (d, 1H; J=7,8)
6 6,55 (dd, 1H; J1=8,2 e J>= 1,9 Hz) 6,54 (dd, 1H; J=8,1, 2,0)
6’ 6,59 (dd, 1H; J:=8,1 e Jo= 1,9 Hz) 6,66 (dd, 1H; J;= 8,0, 1,9)
7 2,53 (m, 2H) ca 2,5 (m, 2H)
7 2,92 (dd, 2H; J;= 10,71 e J>=5,2 Hz) 2,93 (2 xdd, 2H)
8,8 2,53 (m, 2H) ca 2,55 (m, 2H)
9a 4,14 (dd, 1H; J:=9,0 e J>= 6,8 Hz) 4,15 (dd, 1H; J=9,3, 6,7)
9b 3,90 (dd, 1H; J1=9,2 e Jo=7,1 HZ) 3,89 (dd, 1H; J=9,3,7,1)
O-CH; 3,85 (s; 3H); 3,81(s; 6H) 3,85 (s; 3H); 3,81(s; 6H)

Legenda: Os dados espectroscopicos obtidos na analise por RMN de 'H da subfracédo AL-H11
foram comprados com os dados publicados por *RAHMAN et. al. (1990), apés comparagao dos
dados conseguiu-se compreender que a subfracdo AL-H11 é a substancia arctigenina. (5 -
deslocamento em ppm, multiplicidade), J em Hz.
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llustragdo 17: Espectro de RMN de 3C da substancia AL- H11 (75 MHz, CDCI; ¢ (deslocamento
quimico) em ppm), que foi comparado com os dados espectroscépicos de RAHMAN et. al. (1990) e
assim pode-se confirmar que a substancia AL-H11 é arctigenina.
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Tabela 9. Dados do espectro de RMN de '*C, das substancias AL- H11 a 75
MHz em CDCls.

Carbono AL-H11 *Arctigenina

1 130,18 131,17
1 129,21 128,78
2 111,05 112,34
2 111,55 113,37
3 148,77 148,62
3 147,58 147,34
4 146,43 147,27
4 144,27 145,05
5 111,26 111,81
5 113,84 115,21
6 120,31 120,30
6’ 121,81 121,48
7 37,91 36,83

7 34,25 33,65

8 40,65 40,72

8 46,32 45,59

9 71,02 70,58

9’ 178,45 178,33

O-CH; 55,62 55,28; 55,40; 55,45

Legenda: Os dados espectroscépicos obtidos na analise por RMN de "°C da subfragéo AL-
H11 foram comprados com os dados publicados por *RAHMAN et. al. (1990), apds
comparagao dos dados conseguiu-se compreender que a subfracdo AL-H11 é a substancia
arctigenina. (6 - deslocamento em ppm, multiplicidade), J em Hz.

llustracdo 18 - Estrutura quimica da arctigenina, que apds analise de RMN por 'He ®Ce comparagao
com os dados espectroscépicos publicados por *RAHMAN et. al. (1990), pode-se dizer que a subfragao
AL-H11 é a substancia arctigenina. Fonte: SUSANTI, et al., 2012.
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5.3 Perfil Cromatografico da Arctigenina

A ilustracdo 19 representa o cromatograma da arctigenina obtido em CLAE-
UV. A detecgao da arctigenina foi obtida no comprimento de onda 280 nm, com
tempo de retengédo de 7,6 min, sendo a fase mével composta de agua acidificada e
solvente organico. O método analitico obteve éxito, demonstrando resolugéo
satisfatoria, portanto, os parametros de validagdo analitica foram desenvolvidos.
Para melhorar os parametros de adequacao do sistema cromatografico utilizou-se
fase moével em gradiente no qual a concentragdo de metanol passou de 40% para
50%, para melhorar ainda mais os parametros de adequabilidade do sistema.
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llustracdo 19 — Cromatograma obtido a partir da analise da arctigenina por CLAE, utilizando
equipamento da marca Waters, modelo Alliance, amostra preparada na concentragdo de 10 ug/mL,
FM composta de acido fosférico 0,1%: MeOH em sistema gradiente e utilizando coluna
cromatografica C18, 5 um (4,6x150 mm). Amostra esta injetada para visualizar o perfil cromatografico
da arctigenina frente ao método analitico proposto.

5.3.1 Linearidade

A curva de calibragcdo da arctigenina foi determinada utilizando cinco
concentragdes (8, 9, 10, 11 e 12 ug/ mL). A relagao entre a concentragao do analito
e a area do pico foi expressa como equagado de regressao: Y = 1,57e+004 X +
6,72e+004. Boa linearidade foi obtida na faixa de 8 a 12 ug/ mL com coeficiente de

correlagao (r) de 0,9973 (llustragao 20).
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llustracdo 20 — Curva padrao da arctigenina para o teste de linearidade, utilizando as concentra¢des
de 8, 9, 10, 11 e 12 pg/ mL. Desenvolvida em CLAE, utilizando equipamento da marca Waters,
modelo Alliance, FM composta de acido fosférico 0,1%:MeOH em sistema gradiente e utilizando

coluna cromatografica C18, 5 ym (4,6x150 mm). Cada amostra da curva foi injetada em triplicata,
obtendo r = 0,9973.

5.3.2 Repetibilidade

A repetibilidade do método foi avaliada através de seis replicatas e pela
variagdo da area do pico. O desvio padréo relativo entre as areas das injegdes da

solugao de arctigenina foi de 0,3% e entre os tempos de retengéo das inje¢des foi de
0,0% (ilustracao 21).
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llustracdo 21 — Cromatograma do teste de precisdo obtido a partir da analise por CLAE, utilizando
como amostra a arctigenina, equipamento da marca Waters, modelo Alliance, amostra preparada na
concentragao de 10 pyg/mL, FM composta de acido fosférico 0,1%: MeOH em sistema gradiente e
utilizando coluna cromatografica C18, 5 um (4,6x150 mm). Amostra esta injetada para visualizar o
perfil cromatografico da arctigenina frente ao método analitico proposto.
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5.3.3 Especificidade

A especificidade foi realizada injetando trés replicatas do diluente, fase mével
e solucao de arctigenina 10 ug/ mL. Nao foi observado em nenhum cromatograma
picos interferentes ou algum pico no mesmo tempo de retencdo da arctigenina
(Nlustragao 22, 23 e 24).
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llustragdo 22 — Cromatograma obtido no teste de especificidade obtido a partir da analise por CLAE,
utilizando como amostra o diluente, equipamento da marca Waters, modelo Alliance, FM composta de
acido fosforico 0,1%: MeOH em sistema gradiente e utilizando coluna cromatografica C18, 5 ym
(4,6x150 mm). Amostra injetada em ftriplicata e nenhum interferente foi observado no cromatograma.
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llustragcdo 23 — Cromatograma obtido no teste de especificidade obtido a partir da analise por CLAE,
utilizando como amostra a fase movel do método analitico desenvolvido, equipamento da marca
Waters, modelo Alliance, FM composta de acido fosférico 0,1%: MeOH em sistema gradiente e
utilizando coluna cromatografica C18, 5 um (4,6x150 mm). Amostra injetada em triplicata e nenhum
interferente foi observado no cromatograma.
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llustragdo 24 — Cromatograma obtido no teste de especificidade obtido a partir da analise por CLAE,
utilizando como amostra arctigenina, equipamento da marca Waters, modelo Alliance, amostra
preparada na concentracdo de 10 uyg/mL, FM composta de acido fosférico 0,1%: MeOH em sistema
gradiente e utilizando coluna cromatografica C18, 5 ym (4,6x150 mm). Amostra injetada em triplicata
e nenhum interferente foi observado no tempo de retencdo da amostra.

5.4 Experimentos in vitro

5.4.1 Viabilidade Celular por Reagente MTT

A analise da viabilidade celular das linhagens HepG-2 e NIH/3T3 apds a
incubagcdo com diferentes concentragdes de arctigenina (27 a 269 uM) e arctiina
(189 uM) ndo mostrou nenhum efeito citotoxico da arctigenina e arctiina sobre a
linhagem de fibroblasto NIH/3T3 quando comparado ao controle (llustragdo 25). No
entanto, foi observado efeito citotdxico dose-dependente (107—269 pM) da
arctigenina sobre a linhagem HepG-2 tendo apresentado para a concentracdo de
269 uyM 70,6% de células viaveis quando comparado ao controle negativo. A arctiina
na concentragao investigada n&o apresentou efeito citotoxico sobre as células
HepG-2 (llustragao 26).
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llustracdo 25 — Resultado da citotoxicidade da arctigenina e arctiina em linhagem de fibroblasto
murino NIH/3T3 pelo método MTT. Nao ocorrendo efeito citotéxico da arctigenina em nenhuma
concentraco testada e também da arctiina. Legenda: uM: micromolar.
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llustragdo 26 — Resultado da citotoxicidade da arctigenina e arctiina em linhagem de carcinoma
hepéatico humano HepG-2 pelo método MTT. Ocorrendo efeito citotdoxico da arctigenina sobre a
linhagem nas concentragbes 107, 161, 215 e 269 micromolar. A arctiina ndo apresentou efeito
citotoxico sobre a linhagem HepG-2. Legenda: uM: micromolar. * diferengca estatisticamente
significativa entre as amostras e o controle.

Utilizando o programa GraFit, versdo 5.0.0, determinou-se o Cl 50
(Concentracéo Inibitéria de 50%) da acédo da arctigenina sobre a célula HepG-2.
Dentro da faixa de concentragao (27-269 uM) a inibigao de 50% do valor do maior

efeito citotoxico observado na concentragcéo 90,8 uM (llustragéo 27).
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llustracdo 27 — Concentracdo inibitéria 50 da arctigenina sobre HepG-2, calculada pelo software
GraFit que senta a concentragdo de 90,8 uM como a concentragédo de arctigenina capaz de inibir 50
% das células do experimento de MTT. Legenda: uM: micromolar; Cl: concentragéo inibitoria.

5.4.2 Exclusao por Azul de Tripan

A acgado da arctigenina (94 pM) e arctiina (187 uM) sobre a viabilidade da

linhagem celular HepG-2 também foi investigada aplicando-se o método de exclusao

por azul de tripan. Conforme demonstrado na ilustracdo 28, 75,4% e 90,9% de

células viaveis foram encontradas apos a incubagdo com a arctigenina e arctiina,

respectivamente. Estes dados corroboram com o resultado encontrado para a

analise da viabilidade celular pelo método MTT.
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llustragao 28 — Experimento exclusao por azul de Tripan, no qual foi analisada a atividade in vitro do
DMEM, da arctigenina e arctiina sobre HepG-2. Legenda: DMEM: Dulbecco’s modified eagle

medium; pM: micromolar.

5.4.3 Adeséao Celular por Colageno

A investigacdo do efeito da arctigenina (27 a 269 uM) sobre a adesao da
célula HepG-2 a moléculas de matriz extracelular tal como o colageno demonstrou
que houve uma inibicdo significativa da adesdo (16,7 a 23,9%) em todas as
concentragdes analisadas, exceto na concentragdo de 54 uM (10,4%) (llustracéo
29).
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llustracdo 29 — Resultado do experimento Adesao Celular por Colageno da arctigenina sobre HepG-2.
Legenda: uM: micromolar. * diferenga estatisticamente significativa entre as amostras e o
controle.
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5.5 Avaliacao da hepatotoxicidade da arctigenina em modelo BDL em ratos

5.5.1 Parametros Biométricos

Os animais de todos os grupos apos realizacdo do modelo experimental
foram eutanasiados e os parametros biométricos foram coletados. O peso corporal
dos animais diminuiu apés cirurgia/ tratamento conforme tabela 10 e ilustracdo 30. O
percentual que o figado representa sobre o peso do animal manteve constante em

todos os grupos ndo havendo nenhuma alteragéo significante (llustragao 31).

Tabela 10. Valores médios obtidos dos pesos dos animais utilizados no
experimento

Peso Sham Sham BDL BDL BDL
(9) Controle Arctigenina Controle Arctigenina  Silimarina
Inicial 224,83 203,17 204,00 220,67 209,50
Final 215,04 200,90 192,17 200,92 195,99
Erro Pad 2,83 0,65 342 570 3,90

Os animais foram pesados antes do inicio do tratamento e realizacdo da cirurgia e
posteriormente antes da eutanasia, ao final do tratamento. Obtendo a diferenga entre o peso
dos animais entre o inicio e o final do experimento. Legenda: g: grama; BDL: grupo de animais
que sofreram a cirurgia de ruptura do ducto biliar; Erro Pad: erro padrao.
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Sham ControleSham Arctigenina BDL Controle BDL Arctigenina BDL Silimarina

llustragao 30 - Alteracbes do peso dos animais utilizados no experimento in vivo. Os animais foram
pesados antes do inicio do experimento e antes de serem eutanasiados.
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llustracdo 31 - Porcentagem do peso do figado em relagdo ao peso dos animais do experimento in
vivo.

5.5.2 Dosagens Bioquimicas

Para avaliar a lesdo hepatica produzida nos animais foram realizadas as
dosagens dos marcadores AST, ALT, FA e Ptn Tot, como demonstra a tabela 11 e
as ilustragdes 32, 33, 34 e 35. Os resultados encontrados demonstram que o modelo
de leséo hepatica utilizado foi eficaz quanto a produzir dano no figado, ao comprar
os valores das enzimas do grupo sham controle e BDL controle. O que também
pode ser notado é que a arctigenina ndo possui efeito hepatotoxico quando
administrada nos animais, visto que os niveis das enzimas dosadas nos grupos
sham controle e sham arctigenina ndo apresentam diferengas estatisticamente
significante. Quanto aos grupos tratados com arctigenina e silimarina, amostra e
controle positivo respectivamente, nao ocorreram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de animais, mas ocorreu uma tendéncia em diminuir os
niveis das enzimas dosadas quando realizou o tratamento com as substancias em
comparagao ao grupo BDL controle. Como na dosagem de AST, no qual o grupo
BDL apresentou valor de 17,86 U/ mg de ptn enquanto os grupos BDL arctigenina e
BDL silimarina apresentaram respectivamente, 12,81 e 14, 50 U/ mg de ptn. Na
dosagem de ALT, o grupo BDL apresentou valor de 7,70 U/ mg de ptn enquanto o
grupo BDL arctigenina apresentou 6,69 U/ mg de ptn. Na dosagem de FA, o grupo
BDL apresentou valor de 10,75 U/ mg de ptn enquanto os grupos BDL arctigenina e

BDL silimarina apresentaram respectivamente, 9,91 e 7,86 U/ mg de ptn.



Tabela 11. Valores médios obtidos dos parametros bioquimicos séricos
avaliados

Avaliacao Sham Sham BDL BDL BDL

Laboratorial Controle Arctigenina Controle Arctigenina  Silimarina

AST 4,48 4,61 17,86 12,81 14,50
Erro Pad 1,27 1,01 0,56 1,82 1,65
ALT 1,04 0,78 7,70 6,69 7,74
Erro Pad 0,15 0,08 0,44 0,94 0,97
FA 3,66 3,53 10,75 9,91 7,86
Erro Pad 0,27 0,33 0,77 1,03 0,91
Ptn Tot 6,26 6,17 6,64 6,52 6,68
Erro Pad 0,15 0,20 0,11 0,16 0,14

Resultados de FA, AST e ALT apresentados em Unidade por mg de proteina. Legenda:
AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina;
Ptn Tot: proteinas totais; BDL: grupo de animais que sofreram a cirurgia de ruptura do ducto
biliar; Erro Pad: erro padrao.
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llustragcdo 32 - Avaliacdo da atividade especifica da AST/TGO nos grupos experimentais do teste in
vivo apds tratamento com arctigenina.
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llustracdo 33 — Avaliagdo da atividade especifica da ALT/TGP nos grupos experimentais do teste in
vivo apos tratamento com arctigenina.
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llustracdo 34 - Avaliagdo da atividade especifica da fosfatase alcalina nos grupos experimentais do
teste in vivo apos tratamento com arctigenina.
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llustracdo 35 — Avaliagdo das dosagens de proteinas totais nos grupos experimentais do teste in vivo
apos tratamento com arctigenina.
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5.5.3 Mieloperoxidase

Os resultados obtidos nas avaliagbes da enzima MPO utilizando como
material o tecido hepatico dos animais do experimento in vivo estdo demonstrados

na tabela 12 e na ilustragao 35.

Tabela 12. Valores médios obtidos na avaliagcdo da atividade da MPO no
experimento in vivo.

Sham Sham BDL BDL BDL

Controle Arctigenina Controle Arctigenina  Silimarina

Avaliagao

MPO 0,001951  0,002052  0,002332  0,002238 0,002247

ErroPad 0000361 0,000095  0,000290  0,000205 0,000416

Os valores de MPO apresentados em Unidade Especifica por mg de proteina. Legenda:
Erro Pad: erro padrao.
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llustragdo 36 — Avaliagdo das dosagens de mieloperoxidase nos grupos experimentais do teste in vivo
apos tratamento com arctigenina.
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5.54 TNF-a

Os resultados obtidos na avaliagdo do TNF- a utilizando como material o

tecido hepatico dos animais do experimento in vivo estdo demonstrados na tabela 13
e na ilustracao 36.

Tabela 13. Valores médios obtidos na avaliagao da atividade de TNF- a no
experimento in vivo.

Sham Sham BDL BDL BDL

Avaliagao
Controle Arctigenina Controle Arctigenina  Silimarina
TNF-a 0,687 0,823 5,858 5,038 4,530
Erro Pad 0,24 0,46 0,86 1,42 0,65

Os valores de MPO apresentados em Unidade Especifica por mg de proteina. Legenda:
Erro Pad: erro padrao.

TNF-a (pg/ mg de ptn)
H

0 L | | |
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llustracdo 37 - Avaliacdo das dosagens de TNF- a nos grupos experimentais do teste in vivo apos
tratamento com arctigenina.



78

6 Discussao

A arctigenina, metabdlito secundario conhecido da Arctium lappa L. apresenta
descricdo de diversas agbes farmacoloégicas, como anti-inflamatéria,
hipoglicemiante, antimicrobiana e hepatoprotetora (CHAN, et al. 2011). No entanto,
algumas destas indicagdes ndo apresentam estudos que comprovem seu efeito.
Assim, este estudo procurou avaliar alguns aspectos biolégicos desta substéncia em
modelos experimentais que ajudassem no embasamento cientifico das indicagbes
terapéuticas da arctigenina para o tratamento antitumoral e hepatoprotetor.

Inicialmente, realizamos experimentos para obtencdo de um extrato
cloroféormico bruto a partir dos frutos secos da Arctium lappa L., a utilizagdo de
partes aéreas da planta é vantajoso e sustentavel, pois ndo gera nenhum dano a
planta, podendo essa manter-se viva. Sabe-se que nos frutos Arctium lappa L. tém-
se presente arctiina e arctigenina, assim, para o isolamento das mesmas, foi
utilizado solvente com polaridade intermediaria, no caso CHCI; e também do
equipamento Soxhlet, que aperfeigoa e diminui o tempo de extragdo. O objetivo do
trabalho € a obtencdo da arctigenina ou arctiina, ndo a extragao total de todos os
constituintes presentes na Arctium lappa L. Por isso, optou-se por desenvolver uma
metodologia de extragdo que assegurasse conseguir uma quantidade suficiente de
substancias sem que fosse necessario realizar etapas intermediarias, como a
maceracao utilizando um solvente com polaridade mais alta, no caso etanol. Seria
um processo que extrairia mais substéncias da planta, mas ao mesmo tempo,
aumentaria o tempo de processo e sairia do intuito do trabalho, que seria a obtengao
da arctigenina ou arctiina.

A arctiina se diferencia da arctigenina por possuir uma molécula de glicose
em sua estrutura, desta forma, optamos por realizar uma hidrolise acida na fragéo 6
e 7 que continha maior concentragao de arctiina, para retirar a molécula de glicose e
adquirir maior quantidade da substancia arctigenina. A metodologia empregada na
hidrélise acida realizada na fracdo 6 e 7 mostrou-se satisfatoria quando comparada
ao padrao de arctiina, cedido pelo NIPPAN, demonstrando seletividade em retirar a
molécula de glicose da arctiina levando a formag&o em aglicona, obtendo-se 61% de

rendimento.
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Ha metodologias publicadas com isolamento da arctina e obtencdo da
arctigenina, como mostram os estudos de Tsai et al. (2011) e Zhao et al. (2009),
mas observa-se uma otimizagdo do processo quando se utiliza CHCIs, Soxhlet e
hidrolise acida. Zhao et al. (2009), ainda propde enzimolise sobre a arctiina para se
obter arctigenina, s6 que utilizando a enzima hidrolase obtida de caracol. Além de
ser um processo longo, porque o tempo de reagéo seria de 36 a 48h, a substancia é
dificil de ser encontrada para compra.

Assim, uma metodologia de extragdo, isolamento da arctiina e obtencao da
arctigenina foram desenvolvidos nesse estudo. Em virtude disso, a metodologia
desenvolvida para obtencdo da arctigenina se difere das outras metologias ja
apresentadas em outros artigos, por ter uma maior eficacia na obtengdo das
substancias, gerando um menor gasto de solventes, reagentes e minimizou também
o tempo para se obter as substancias. O que é visto como uma contribuigdo
importante para futuros estudos fitoquimicos com essas substancias aqui
evidenciadas.

Desta forma, as fragcdes obtidas apds hidrolise acida e purificacdo do
hidrolisado (fragbes H11 e H12-14) e apods purificagdo da fragdo hidrolisada H8-10,
fracao B, foram reunidas e chamadas de fracdo AL-H11, que foi submetida a analise
de RMN 'H e *C e identificada, apods analise comparativa dos espectros obtidos
com os de RAHMAN et al. (1990). Portanto, os dados obtidos pela analise espectral
foram semelhantes aos publicados por RAHMAN et al. (1990), corroborando a
correta identificagdo da molécula e demonstrando um elevado grau de pureza da
substancia identificada, a arctigenina.

Adicionalmente foi desenvolvido um método cromatografico para
determinacdo do perfil cromatografico para identificagdo e doseamento da
arctigenina utilizando técnica de CLAE. Foram realizados testes necessarios para
aplicacdo da metodologia analitica desenvolvida, como os seguintes parametros de
confianca: linearidade, repetibilidade e especificidade. Testes estes realizados na
concentragao de arctigenina em torno de 10 pug/ mL o que demonstrou excelente
recuperacdo da arctigenina e parédmetros cromatograficos adequados. A
metodologia empregada se mostrou linear e nenhum interferente foi observado nos
cromatogramas, o que também sugere um elevado grau de pureza da amostra
utilizada nos estudos. Considerando a utilizagdo desta substancia em tratamentos

futuros, tém-se uma metodologia analitica simples, para uso em controle de
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qualidade e ensaios bioanaliticos ja pré desenvolvida e com alguns parametros de
validac&do analitica analisados. O método analitico desenvolvido e aplicado nesses
experimentos utilizando CLAE permitiu uma determinagdo rapida (tempo de
retengcao=7,6 min), eficiente e reprodutivel da arctigenina. Com menor gasto de
solvente e tempo quando comparado aos estudos realizados por BOLDIZSAR et al.
(2010) e LIU et al. (2010), que sugerem um tempo de corrida de 20 € 19 min com
tempo de retengao do ativo de 12 e 11,5 min, respectivamente. Assim, mais uma vez
propomos um método analitico alternativo, s6 que esse para identificacdo e
quantificagcdo da arctigenina utilizando CLAE, uma técnica refinada e robusta,
exigida pelos orgaos reguladores e fiscalizadores como metodologia de analise
segura e eficaz quanto a ensaios quali e quantitativos.

Com a obtencdo da arctigenina, foram avaliados os efeitos farmacologicos in
vitro desta substancia, utilizando o modelo de citotoxicidade por reagente MTT em
linhagens celulares NIH/3T3 e HepG-2. O estudo realizado por SUSANTI et al.
(2012) mostrou que a arctigenina ndo apresentou efeito citotéxico em linhagens
celulares de fibroblasto, porém quando avaliada frente a linhagem HepG-2, a
arctigenina apresentou citotoxicidade. O mesmo ocorreu nos experimentos
realizados no presente estudo, onde a arctigenina nao foi citotoxica em NIH/3T3 e
apresentou resultados significantes sobre a citotoxicidade em HepG-2, uma agéo
dose dependente sendo a maior na concentracdo de 269 uM (100 pg/ mL).
SUSANTI et al. (2012) e MORITANI et al. (1996) também realizaram experimentos
de viabilidade celular da arctigenina sobre HepG-2 e os resultados obtidos indicam
citotoxicidade da arctigenina sobre esta linhagem de carcinoma hepatico humano.

No experimento de citotoxicidade por MTT foi avalia também a atividade da
arctiina frente a células NIH/3T3 e HepG-2, que demonstrou ndo haver nenhuma
citotoxicidade dessa substancia sobre as células. Ressaltando a importancia em
estudar a arctigenina por causa da sua atividada citotoxica especifica para células
cancerigenas e nao por ceélulas normais. SUSANTI et al. (2012) menciona que a
atividade da arctigenina esta ligada a acapacidade de inibir especificamente a
proliferagdo das células cancerigenas que induzir a apoptose.

Adicionalmente, foi realizado o teste de adeséo, inédito para esta molécula. O
ensaio de adesdo permite determinar se a substancia interfere no processo da
embriogénese, invasao, migracdo e remodelagem tissular através da adesao das

células aos componentes de matriz extracelular (via receptores de adesédo),
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formando complexos com os componentes do citoesqueleto, a qual afeta a
motilidade celular, diferenciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia. O experimento
realizado mostra que a arctigenina foi capaz de inibir a adeséo celular sobre a
células HepG-2 de maneira concentragdo-dependente.

Apesar de evidéncias in vitro da atividade hepatoprotetora da arctigenina,
nenhum estudo havia sido realizado in vivo, até o momento. KIM et al. (2003),
avaliou o efeito hepatoprotetor in vitro da arctigenina, comparado a silibina e propds
que os mecanismos hepatoprotetores poderiam estar ligados a capacidade de
inativar espécies reativas de oxigénio e pela manutencdo da atividade de enzimas
antioxidantes. LIN et al. (2002) avaliou a atividade hepatoprotetora in vivo do extrato
bruto de Arctium lappa L. em modelo de lesdo hepatica em ratos induzida por etanol
e potencializada com CCls, foi demonstrado efeito hepatoprotetor observando
diminuicdo dos niveis séricos de transaminases e diminuigdo dos niveis das enzimas
ligadas a mecanismos antioxidantes, como a glutationa e malonildialdeido.
Entretanto n&o ha relatos de estudos da Arctigenina in vivo o que corrobora com o
trabalho realizado.

Para escolha do modelo de lesdao hepatica a se utilizar, foi realizado
levantamento bibliografico dos modelos ja descritos e amplamente utilizados, e com
isso, foi possivel assumir posi¢des quanto ao método correto e adequado para tal
experimento.

O método comumente utilizado para induzir cirrose experimental é a
administragao crénica com CCls que se assemelha com a cirrose alcoolica humano,
mas também mostra algumas diferengas importantes. Além disso, a resposta
individual de animais é variavel, a mortalidade é elevada e o aplicagdo do método é
extensa, de 8 a 12 semanas, para produzir cirrose. E, hoje em dia a intoxicagao por
CCl4 é mais rara no homem (SAHU et al., 2007).

No modelo de BDL, as alteragbes morfolégicas sdo comparaveis aquelas na
cirrose biliar humana, ndo sendo necessaria nenhuma bioativagdo de qualquer
toxina externa como ocorre no modelo de CCl,. Este modelo obstrutivo parece ter
algumas vantagens sobre o CCls e pode provar ser um instrumento util para o
estudo de cirrose humana e estudos de medicamentos antifibréticos (SAHU et al.,
2007). No entanto, ambos os modelos possuem vantagens e desvantagens, por
exemplo, a administracdo de CCl; € mais facil de realizar do que a realizacao de

uma cirurgia. Reverter ou paralisar a lesdo hepatica pelo modelo de CCls € mais



82

simples que no modelo de BDL, porque no modelo de CCly é s6 interromper a
administracdo do agente hepatotoxico, o que nao é possivel com o BDL. Na cirrose
por CCls, 0 estresse oxidativo € o mecanismo principal de danos no figado,
enquanto que no modelo de BDL o estresse oxidativo ocorre como consequéncia e
nao como causa da lesao hepatica (SAHU et al., 2007).

Os resultados encontrados na realizagcdo do experimento in vivo nao
demonstrou nenhuma alteragao significante entre os parametros analisados, mas foi
observado diferengas entre os grupos sham e os grupos BDL, o que demonstra a
eficacia do método. Também observou-se uma tendéncia em diminuir os niveis de
AST, ALT e TNF-a, quando comprado o grupo BDL controle com o grupo BDL
tratado com arctigenina. As transaminases sao utilizadas como marcadores
hepaticas porque quando ha lesdo hepatica, seus niveis séricos podem elevar
(HARRISON'’S et al, 2005). J4 o TNF-a pode desempenhar um papel importante na
regeneragao hepatica como também estar associado a lesdo hepatica em modelos
experimentais. No modelo de BDL, os ratos passam a ter ictericia e os niveis de
TNF-a podem estar elevados nesses casos (GABELE et al, 2009).

KOUNTOURAS et al. (1984) demonstrou em seu estudo varias etapas
quando se realizada BDL, sendo dividida da seguinte forma: 5 primeiros dias ha
fibrose ocorrendo somente nas regides onde ha formacé&o de novas vias biliares,
edema leve e reacao inflamatéria aguda; 10 primeiros dias ou mais, foi observada a
fibrose e proliferagcdo do ducto biliar. Assim, fica a necessidade de complementar o
presente estudo com outros modelos de lesdo hepatica, bem como em estudo a
longo prazo com o proprio modelo BDL.
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7 CONCLUSAO

A metodologia extrativa proposta para obtengdo da arctigenina mostrou-se
eficaz para obtencédo de forma seletiva da arctiina e arctigenina, sendo um método
de extragado alternativo para estudos fitoquimicos que se utilize a arctigenina.

Além disso, com a identificacdo da substancia pura, a AL-H11 ou arctigenina,
foi possivel também desenvolver uma nova metodologia analitica em CLAE, nos
quais foram avaliados alguns parametros de validacao analitica. O desenvolvimento
desta metodologia podera ser util para identificacdo e doseamento da arctigenina em
analises de controle de qualidade e também em ensaios bioanaliticos.

Os resultados encontrados sugerem o potencial promissor da arctigenina,
apresentando um potencial citotdéxico frente a linhagem de carcinoma hepatico
humano. As evidéncias demonstrando a atividade hepatoprotetora e as raras
publicagbes neste sentido com a arctigenina demonstram a importdncia da
continuidade dos estudos com esta molécula, investigando assim sua acédo e
aplicagao terapéutica, como forma de contribuir no tratamento de pacientes que

sofram de hepatopatias.
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