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RESUMO

A descoberta de protétipos naturais associada as metodologias de isolamento e
identificaco quimica de constituintes a partir de novas fontes boténicas, bem como da
avaliacdo das atividades farmacologicas e toxicologicas dessas moléculas demonstram
grandes perspectivas para o desenvolvimento racional de novos farmacos. Tendo em
vista a alta incidéncia de doencas do figado, no Brasil e no mundo, e que existem
poucos medicamentos eficazes e capazes de reverter ou reduzir a progressdo destas, o
isolamento e a identificacdo de substancias com potencial hepatoprotetor é, hoje, uma
area promissora na busca de novas substancias bioativas. Tradicionalmente, as raizes de
Glycyrrhiza sp., conhecidas como licorice, sdo usadas na medicina alternativa com
inimeras finalidades, dentre elas hepatoprotetora. Entretanto, at¢é o momento, nao
existem relatos desta atividade vinculada a licochalcona A, uma das substancias
majoritarias nas raizes de Glycyrrhiza inflata. No presente trabalho avaliaram-se as
atividades da licochalcona A em ensaios de viabilidade celular das linhagens de
fibroblasto (NIH/3T3) e carcinoma hepatocelular humano (HepG-2), adesdo celular de
HepG-2 e em modelo de lesdo hepética induzida por ligacdo do ducto biliar (BDL) em
ratos Wistar. Além disso, desenvolveu-se uma metodologia para determinacdo da
licochalcona A em CLAE-UV, utilizando coluna C,g, fase movel em gradiente de dgua
acidificada (0,1% H3PO,) e metanol (50:50 — 20:80 v/v), fluxo de 1,1 mL/min e
comprimento de onda para deteccdo em 372 nm. A licochalcona A isolada a partir do
extrato seco das raizes de G. inflata foi identificada por RMN *H e *3C. O isolamento
apresentou-se satisfatério, bem como a metodologia proposta para quantificacdo desta
substancia por CLAE-UV, que apresentou excelente linearidade, precisdo e exatidao.
Nos experimentos in vitro, a licochalcona A ndo demonstrou reducéo significativa na
viabilidade das células da linhagem HepG-2 (ICso > 200 uM) e da NIH/3T3 (ICso > 100
uM), bem como no experimento de adesdo das células HepG-2 (ICso > 200 puM)
(p>0,05). Estes dados corroboram com aqueles encontrados no experimento in vivo, no
qual a licochalcona A (50 mg/Kg) também néo apresentou toxicidade ao figado, ja que
os resultados encontrados ndo foram significativamente diferentes aos do grupo controle
(p>0,05). Contudo, ela também ndo demonstrou capacidade de promover ou reduzir 0s

danos hepaticos causado pelo BDL, no tempo de tratamento do estudo realizado (48 h).

Palavras-chave: licochalcona, Glycyrrhiza, ligagdo do ducto biliar, hepatoprotecéo.



ABSTRACT

The natural prototypes discovery associated with methods of chemical constituents
isolation and identification from new botanical sources, as well as the evaluation of
pharmacological and toxicological activities of these molecules show great prospects for
the new drugs rational development. In view of the high incidence of liver disease in
Brazil and the world, and there are few effective drugs and able to reverse or slow the
progression of these disease, the substances isolation and identification with potential
hepatoprotective today is a promising area in search for new bioactive substances.
Traditionally, the roots of Glycyrrhiza sp., known as licorice, are used in alternative
medicine with numerous purposes, among them hepatoprotective. However, to date,
there are no reports of this activity linked to licochalcona A, one majority of the
substances in the roots of Glycyrrhiza inflata. In the present study evaluated the
activities of licochalcone A in cell viability assays of strains fibroblast (NIH/3T3) and
human hepatocellular carcinoma (HepG-2), cell adhesion HepG-2 and model of liver
injury induced by bile duct ligation (BDL) in Wistar rats. In addition, we developed a
methodology for determining the licochalcone A quantitative HPLC-UV, using Cyg
column and a mobile phase gradient of acidified water (0.1% H3;PO,) and methanol
(50:50 - 20:80 v/v), flow rate of 1.1 mL/min and detection wavelength at 372 nm. The
licochalcone A isolated from the dried extract of the roots of G. inflata was identified
by 'H and *C NMR. The isolation had to be satisfactory, as well as the proposed
methodology for quantification of this substance by HPLC-UV, which showed excellent
linearity, reproducibility and accuracy. In in vitro experiments, licochalcone A showed
no significant reduction in the viability of the cell line HepG-2 (ICsq > 200 puM) and
NIH/3T3 (ICso > 100 uM), as well as in cell adhesion HepG-2 experiments (ICso > 200
pHM) (p> 0.05). These data corroborate those found in the in vivo experiment, in which
the licochalcone A (50 mg/kg) also showed no toxicity to the liver, since the results
were not significantly different to the control group (p>0.05). Nevertheless, it has not
shown the ability to promote or reduce liver damage caused by BDL, at the treatment
time of the study (48 h).

Keywords: licochalcone, Glycyrrhiza, bile duct ligation, hepatoprotection.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT - Alanina transaminase

AST - Aspartato transaminase

BDL - Ligacdo do ducto biliar

CCD - Cromatografia de camada delgada

CEH - Colestase extra-hepatica

CLAE-UV - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de
ultravioleta

CLC - Cromatografia liquida classica

CLVv - Cromatografia liquida a vacuo

CoA - Coenzima A

CIM - Concentracdo inibitdria minima

D - Dupleto

Dd - Duplo dupleto

DMSO - Dimetilsulfoxido

FA - Fosfatase alcalina

NF-kB - Fator nuclear kB

Gi - Glycyrrhiza inflata

GGT - Gama-Glutamil Transpeptidase

GHS - Glutationa reduzida

HepG-2 - Célula de carcinoma hepatocelular humano

ICs - Concentracdo inibitoria para 50% das células

iNOS - Oxido nitrico sintase

MPO - Mieloperoxidase

MTT - Brometo de tetrazélio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

NIH/3T3 - Fibroblasto de camundongo

NO - Oxido nitrico

pH - Potencial hidrogenionico

Ppm - partes por milh&o

RMN - Ressonancia magnética nuclear

STAT-3 - Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrigéo 3

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha)



TRAIL - Fator de necrose tumoral induzido por ligante relacionado a apoptose
(tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
uv - Ultravioleta
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

No Brasil, que possui 22% das espécies de plantas sobre o planeta, ainda existe
uma enorme e inexplorada fonte natural de metabdlitos secundarios vegetais com
inimeras propriedades quimicas e medicinais ndo reveladas (RATES, 2001). A
extraordinaria reserva de novas substancias presentes no reino vegetal é ainda pouca
estudada, com apenas uma pequena porcentagem das espécies vegetais investigadas
quimicamente, sendo que as triagens biologica e farmacoldgica de seus constituintes séo
ainda menores (CORDELL, 2000).

Por outro lado, a descoberta de produtos naturais bioativos é constituida ndo
apenas pela necessidade de caracterizacdo das propriedades quimicas das moléculas,
mas também pela descoberta de novas substancias que podem servir de modelos
(protétipos) para o desenvolvimento de novos farmacos (MONTANARI & BOLZANI,
2001). Essa tendéncia, envolvendo o descobrimento de protdtipos naturais, associada as
metodologias de isolamento e identificacdo quimica de constituintes a partir de novas
fontes botanicas, bem como da avaliacéo das atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas
dessas moléculas demonstram grandes perspectivas para o desenvolvimento racional de
novos farmacos (BARREIRO, 2002; VUORELA et al., 2004).

Dentro deste contexto, os produtos naturais, especialmente as plantas
medicinais, possuem grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos a
serem empregados na medicina humana, principalmente por meio da descoberta de

substancias pertencentes ao metabolismo secundario destas plantas.

1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem uma vasta e diversificada variedade de compostos
organicos, 0s quais, na grande maioria, ndo parecem participar diretamente do
crescimento e desenvolvimento destas. Além disso, hd uma diferente distribuicdo destas
substancias, tradicionalmente referidas como metabolitos secundérios, entre limitados
grupos taxondmicos dentro do reino vegetal (SIMOES, 2007).

Estes metabolitos ndo sdo necessariamente produzidos sob todas as condicoes, e
muitas de suas fungdes ainda permanecem desconhecidas. Alguns sdo, sem ddvida,
produzidos por razdes apreciadas, como por exemplo: materiais toxicos, fornecendo

defesa contra predadores; atrativos volateis para as mesmas ou diferentes espécies;



corantes; agentes para atrair ou alertar as outras espécies. Mas é l6gico supor que todos
desempenham algum papel vital para o bem-estar do produtor, e é nesta area que as
pesquisas buscam a maior parte dos produtos naturais farmacologicamente ativos
(DEWICK, 2009). Dentre as vérias classes de metabdlitos, as chalconas tornaram-se
objeto de continuo interesse em diversas areas de pesquisas por apresentarem diversas
atividades biologicas, além de servir como protétipo para sintese e semi-sintese de
novos farmacos (SAHU et al., 2012).

1.2 CHALCONAS

As chalconas, uma das principais classes de substancias naturais, sao
encontradas em plantas rasteiras e superiores, frutos, folhas e raizes. Esta ampla
distribuicdo € justificada por serem substancias precursoras intermedidrias da rota
biossintética de flavonoides e isoflavonoides. As chalconas de ocorréncia natural e seus
analogos sintéticos exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas, e por estas
razfes tornou-se alvo de inimeros estudos (SAHU et al., 2012).

Quimicamente, as chalconas ou 1,3-difenil-2-propen-1-ona sdo definidas como
flavonoides de cadeia aberta onde os dois anéis aromaticos sdo ligados por um sistema
carbonilico a,pB-insaturado de trés carbonos (Figura 1) (BANDGAR et al., 2010).

AN

O

Figura 1. Estrutura quimica basica da chalcona (C1sH1,0).

Elas podem existir nas formas isoméricas cis e trans, sendo a segunda a
termodinamicamente mais favoravel. Além disto, observa-se que o sistema carbonilico
a,B-insaturado estd provavelmente envolvido na maioria das atividades bioldgicas
observadas, uma vez que a remocdo desta estrutura normalmente resulta em perda de
sua atividade (SAHU et al., 2012). Desta forma, a sintese quimica na busca de novas

chalconas bioativas tende na preservagdo deste sistema e na alteracdo em ambos os



anéis (NI et al., 2004). Em geral, a sintese das chalconas é realizada por condensacdo de
Claisen-Schmidt de um aldeido e uma cetona (Figura 2) catalisada por base ou por
acido, seguido por desidratacdo para obtencdo do produto final, as chalconas
(EDDARIR et al., 2003; GUIDA et al., 1997; ROMANELLI et al., 2011).

o) O Acido
ou
AN H AN Base
LJ o L
R R
aldeidos acetofenona chalcona
aromaticos

Figura 2. Esquema geral da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt em sintese quimica de chalconas.

Ja a biossintese das chalcona ocorre a partir da via mista proveniente do acetato
e chiquimato (Figura 3). A enzima chalcona sintase catalisa a condensacdo concertada
de trés moléculas de malonil-CoA (via do acetato) com uma molécula de 4-cumaroil-
CoA (via chigquimato), formando a respectiva chalcona, um intermedidrio comum na
formacéo de todos os flavonoides. Além destas, elas podem sofrer reacdes enzimaticas
adicionais como hidroxilacdo, metilacdo, glicosilacdo, sulfonacao, acilacdo/prenilacao,
dai a grande diversidade estrutural destas moléculas e de seus derivados (DEWICK,
2009).

As propriedades antioxidantes de compostos fendlicos, presentes em muitas
chalconas, tém levantado interesse na utilizacdo destas substancias, ou extratos de
plantas ricas em chalconas, como medicamentos ou conservantes de alimentos. Ainda,
outras muitas propriedades farmacoldgicas tém sido descritas para estas substancias,
como: anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiviral, antimalarica, leishmanicida,
citotoxica, antitumoral, hepatoprotetoras, dentre outras (NOWAKOWSKA, 2007;
SAHU et al., 2012).
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Figura 3. Esquema simplificado da rota biossintética das chalconas por via mista (acetato e chiquimato).

Fonte: Dewick (2009), com modificages.
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1.3 LICOCHALCONA A

Dentre as chalconas, podemos destacar a licochalcona A (Figura 4), uma das
principais chalconas encontrada nas raizes de Glycyrrhiza sp (Fabaceae), principalmente
G. inflata (Figura 5) (FURUSAWA et al.; TAGO et al., 2009).

HO OH
(L]
O

OCHj

Figura 4. Estrutura quimica da licochalcona A (C»H,,0,4), na forma trans.

As raizes de Glycyrrhiza sp. (conhecidas como licorice) sdo usadas na medicina
tradicional para o tratamento da Ulcera gastrica, asma brénquica e inflamacdo. Além
disso, muitas tém sido amplamente comercializadas no Brasil e no mundo, algumas até
fazendo parte da relacdo das plantas medicinais da Farmacopéia Brasileira 3% edicdo
(como o alcacguz - Glycyrrhiza glabra, Figura 5). O extrato destas raizes exibem varias
atividades  bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, antifungica e antiparasitaria (BHATTACHARYA et al.; MISHRA et
al., 2009; NASSIRI & HOSSEINZADEH, 2008).

Figura 5. Foto de espécies de Glycyrrhiza sp. A: Glycyrrhiza glabra L.; B: Glycyrrhiza inflata Bat.
Fonte: http://www.fzrm.com/plantextracts/liquorice%20root



Muitos dos efeitos bioldgicos das raizes de Glycyrrhiza sp. tém sido associado as
chalconas nelas presentes, principalmente a licochalcona A, como por exemplo,
atividades  antibacteriana,  antimicobacteriana,  leishmanicida,  antimalarica,
imunomodulatoria, antitumoral, antioxidante e inibicdo enzimaticas (NASSIRI &
HOSSEINZADEH, 2008; SAHU et al., 2012).

Haraguchi e colaboradores (1998), demonstraram a potente atividade
antibacteriana da licochalcona A isolada de Glycyrrhiza sp., especialmente para
Baccilus subtilis, Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus, com concentracao
inibitéria minima (CIM) de 3,13 pg/mL. Posteriormente, seu efeito contra S. aureus
resistente a meticilina foi observado com uma CIM igual a 6,25 pg/mL (HATANO et
al., 2000). Além do mais, foi demonstrado que o substituinte hidroxila na posi¢do 4°, no
anel aromatico A, € necessario para sua atividade contra o S. aureus e que a alteracdo no
nimeros de carbonos presentes no substituinte prenila também resulta em alteracdo de
sua atividade. Se o grupo prenila for removido, tem-se a perda de sua atividade, se for
trocado por um grupo propila, sua atividade é reduzida para moderada, enquanto que se
for introduzido um grupo de cadeia longa (ex. seis carbonos) observa-se um aumento da
atividade antibacteriana (KROMANN et al., 2004). A licochalcona A também inibiu
(CIM < 20 pg/mL) Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. kansasii, M. xenophii e
M. marinum (FRIIS-MOLLERETAL, 1998).

A atividade antimalarica de chalconas foi reportada pela primeira vez quando
licochalcona A, isolada de raizes de licorice, exibiu potente atividade contra o
Plasmodium falciparum, sendo demonstrado que esta substancia inibe as enzimas
ubiquinol-citocromo C redutase e a succinato-ubiquinona redutase, ambas na
mitocondria do P. falciparum (CHEN et al., 1994).

Foi demonstrada também a eficiente inibicdo exercida pela licochalcona A na
proliferacdo das formas promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani e L.
major, em experimentos in vitro, por inibicdo da fumarato redutase, uma enzima
presente na mitocéndria deste parasita (CHEN et al., 1993; KAYSER & KIDERLEN,
2001).

J& a investigacdo dos efeitos da licochalcona A sobre a proliferacdo de células
sanguineas mononucleares e sobre a producdo de citocinas demonstrou seu potencial
efeito imunomodulatorio (BARFOD et al., 2009). Ela foi capaz de inibir: a) o gene
Transdutor de Sinal e Ativador da Transcricdo 3 (STAT 3), que esta envolvido

diretamente em doencas auto-imunes, como a esclerose multipla; b) fator nuclear kB



(NF-kB), que atua na regulacéo da expressao de diversos genes relacionados a resposta
imunologica e inflamatoria; c) a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS), responsavel pela produgdo de Oxido nitrico (NO) envolvido na resposta
inflamatério (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2008; 2009; 2010).

Além disso, a licochalcona A foi capaz de aumentar a producéo de fator de
necrose tumoral induzido por ligante relacionado a apoptose (TRAIL- do inglés tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), apresentando assim citotoxicidade
em células de cancer de prostata. O TRAIL induz uma morte programada em varias
células cancerigenas sem ser toxico para células normais (SZLISZKA et al., 2010a;
2010b).

O potencial antioxidante da licochalcona A foi demonstrado em diferentes
ensaios: a) captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila); b) inibicdo da
formacdo do anion superdxido; c) inibicdo da peroxidacdo lipidica de microssomas e
mitocondria do figado de ratos. Nos dois primeiro, a licochalcona A apresentou ICsg <
30 pg/mL. J& a peroxidacdo lipidica mitocondrial demonstrou-se mais sensivel a
licochalcona A, com completa inibicdo na concentracdo de 1 pg/mL (HARAGUCHI et
al., 1998). O estresse oxidativo pode ser um fator importante em inimeras patologias,
dentre elas nas doengas hepéticas. Os niveis de espécies reativas oxidantes sao
controlados por um sistema de defesa antioxidante, sendo este um dos principais
mecanismos pelos quais as substancias promovem protecdo aos danos hepaticos
(MAYER et al., 2005; NEGI & KUMAR, 2008).

Entretanto, apesar dos indicios que as raizes de Glycyrrhiza sp. exibem alguma
atividade hepatoprotetora (BHATTACHARYA et al.; MISHRA et al., 2009; NASSIRI
& HOSSEINZADEH, 2008), ainda ndo existe nenhum estudo desta atividade vinculado
especificamente a licochalcona A, o que pode ser um campo para a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos hepatoprotetores, assim como outros advindo de
origem natural.

Assim, tendo em vista o potencial antioxidante da licochalcona A e sua grande
capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica, associado ao ineditismo de estudo que
investigue sua atividade hepatoprotetora, justifica-se a presente pesquisa tendo a

licochalcona A como um possivel agente hepatoprotetor de origem natural.



1.4  AGENTES HEPATOPROTETORES DE ORIGEM NATURAL

As poucas opgdes terapéuticas atuais para o tratamento de doencas do figado
tornou a pesquisa de agentes hepatoprotetores de origem natural uma questdo
importante para o desenvolvimento de novas condutas terapéuticas. Assim, 0
isolamento e a identificacdo de substancias com potencial hepatoprotetor €, hoje, uma
area promissora na terapia das desordens hepaticas, uma vez que existem poucos
medicamentos eficazes e capazes de reverter ou reduzir a progressao de doencas do
figado (CHIEN et al., 2011). Assim sendo, vérias substancias ja foram identificadas
como hepatoprotetoras em diversas plantas medicinais, conforme demonstrado na

quadro 1.

Quadro 1. Substancias naturais com atividade hepatoprotetoras.

Nome Estrutura Quimica Planta

Silimarina Figura 6 Silubum matianum

Glicirrizina Glycyrrhiza glabra

Acido glicirrético Glycyrrhiza glabra

Baicalina Scutellaria baicalensis

Baicaleina Scutellaria baicalensis
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Diidrocavidina Corydalis saxicola

Fontes: ADEWUSI & AFOLAYAN, 2010; CHIEN et al., 2011; HASSAN et al., 2012; MURIEL &
RIVERA-ESPINOSA, 2008; NAGALEKSHMT et al., 2011; TUNG et al., 2009; WANG et al., 2008.

Além destas substancias, inimeros outros extratos ou fracdes ja foram testados e
também apresentaram promissora acdo protetora hepatica. Assim sendo, um grande
namero de plantas e formulagcfes ja possuem reconhecidas atividades hepatoprotetora,
algumas tendo sido inclusive patenteadas (VISHNU-PRIYA et al., 2010).

Entre eles, destaca-se a silimarina, um medicamento utilizado pela medicina
como hepatoprotetor. Na verdade, silimarina € um nome dado a um complexo com oito
substancias (Figura 6), sendo sete flavonolignanas: silibina A, silibina B, isosilibina A,
isosilibina B, silicristina, isosilicristina, silidianina; e um diidroflavanol, taxifolina
(CHIEN et al., 2011).
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Figura 6. Substancias que formam o complexo denominado silimarina. Fonte: do Autor 2013.

Extraida do fruto da Silybum marianum (Figura 7) e comercializada na forma de

extrato seco padronizado, a silimarina € utilizada para o tratamento de doencas

hepéticas caracterizadas por necrose e prejuizo funcional, como cirrose, ictericia e
hepatite (MURPHY et al., 2000; NEGI & KUMAR, 2008). Outrora, a silimarina tem

sido apontada como um benéfico adjuvante na quimioterapia, objetivando uma reducéo

no dano hepatico causado pelos quimioterapicos (COMELLI et al., 2007).
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Figura 7. Silybum marianum
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Silimarina

O mecanismo de acdo da silimarina ainda ndo é bem esclarecido, mas
possivelmente sua acdo de protecdo do figado estd associada ao seu potencial
antioxidante e inibicdo da peroxidacédo lipidica. Mas outras hipdteses séo levantadas a
respeito de seu(s) mecanismo(s), como: inducdo da enzima superoxido dismutase nos
eritrécitos e linfocitos; estabilizacdo da estrutura da membrana dos hepatdcitos,
impedindo assim a entrada de toxinas; regeneracdo do figado; estimulacdo da
polimerase nucleolar; aumento da sintese proteica; manutencdo dos niveis de glutationa
(MAYER et al., 2005; NEGI & KUMAR, 2008).

15 FIGADO

O figado humano é o 6rgdo mais volumoso do organismo. Consiste de dois
lobos principais que juntos pesam entre 1.200 e 1.600 g no adulto normal. Esta
localizado no quadrante direito superior do abdome, logo abaixo do diafragma
(DOOLEY & SHERLOCK, 2002).
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Figura 8. Figado humano. A: visdo anterior; B: visao posterior. Fonte;: DOOLEY & SHERLOCK 1989.

O figado possui dupla vascularizacdo, sendo 0 seu suprimento sanguineo
proveniente da veia portal e da artéria hepatica. A primeira carreia 0 sangue venoso do
sistema digestorio (estbmago, intestino delgado e grosso, pancreas e baco) diretamente
ao figado, e a Gltima (uma ramificacdo da aorta) fornece o sangue arterial (oxigenado).
A importancia fisiologica do fluxo portal deve-se ao fato de todos os nutrientes
provenientes da digestdo dos alimentos no sistema digestério, com exce¢do das
gorduras, passarem inicialmente pelo figado antes de atingir a circulacdo geral. No
tecido hepatico, estes vasos subdividem-se em numerosas ramificacfes para formar uma
grande rede vascular (SAHU, 2007).

O figado possui uma estrutura anatdbmica Unica. As células hepaticas estdo em
contato com a circulacdo sanguinea de um lado e com o canaliculo biliar do outro.
Desse modo, cada célula hepatica (hepatdcito) tem uma grande area em contato tanto
com um sistema nutriente, proveniente dos sinusoides (“capilares” da veia portal),
quanto com um sistema de escoamento, o canaliculo biliar que transporta as secrecoes e
excrecdes dos hepatdcitos. A bile é um liquido viscoso produzido neste processo. Os
ductos biliares direito e esquerdo emergem dos respectivos lobos hepéticos e se relnem
no hilo hepético para formar o ducto hepatico comum. O ducto cistico, proveniente da
vesicula biliar, se une a este para formar o ducto biliar comum (ducto colédoco; Figura
8), que conduzem as secrecdes biliares ao intestino delgado (DOOLEY & SHERLOCK,
2002).
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Figura 9. Vesicula e vias biliares. Fonte; DOOLEY & SHERLOCK 1989.

Vérias sao as perturbaces fisiopatologicas do sistema hepatobiliar, dentre elas a
colestase é caracterizada como a incapacidade de quantidade suficiente da bile em
alcancar o duodeno. O termo “colestase” vem do grego “Chole”, que significa “bile” e
“estase”, igual a “parado”. Portanto, colestase € 0 nome dado a reducdo do fluxo biliar:
por diminuicdo ou interrupcdo do mesmo, que pode ser o resultado de uma falha nos
transportes de hepat6citos ou células ductulares; ou pelo bloqueio fisico dos ductos
biliares externos. O primeiro é considerado intra-hepatica e o Ultimo colestase extra-
hepéatica (CEH), que pode ser causado por uma pedra ou um tumor ao nivel das vias
biliares extra-hepaticas. A utilizacdo de animais para reproduzir a doenca colestatica no
ser humano € uma ferramenta Gtil para estudar a fisiopatologia da doenga, bem como
para testar o potencial de medicamentos que possam atuar na promogéo e/ou prevencgéo
dos danos causados por esta desordem (SILVEIRA & LINDOR, 2008).

1.6 MODELO DE LIGACAO DO DUCTO BILIAR (BDL)

O conhecimento evolutivo das respostas metabolicas do figado em suas
perturbagdes fisiopatologicas, como a colestase, melhora o entendimento sobre sua
resposta inflamatdria e consequentemente o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Neste sentido, varios estudos tém demonstrado que a inibicdo de

mecanismos de sinalizacao retarda a progressao da fibrose biliar e hepatica. Além disso,
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muitas drogas tém sido estudadas para o tratamento, incluindo agentes com
propriedades anti-inflamatéria e imunossupressora. Uma eficiente terapia reduziria a
necessidade de transplante e aumentaria a expectativa de vida destes pacientes
(SILVEIRA & LINDOR, 2008).

Os efeitos da ligacdo do ducto biliar convencional (BDL) sobre a morfologia
hepética foram examinados extensivamente desde a publicacdo dos primeiros estudos
histoldgicos, cerca de 70 anos atrds (CAMERON & OAKLEY, 1932, CAMERON &
HASAN, 1958).

Kountouras e outros (1984) relataram um estudo sistematico de BDL prolongado
como um modelo para a cirrose no rato, submetendo os animais a ligacdo do ducto
biliar comum, com a secdo entre as duas ligaduras e estudando-os até 52 dias apds o
procedimento de BDL. Nos cincos primeiros dias de BDL houve: proliferacao de ductos
biliares; edema leve; reacdo inflamatéria aguda em areas do portal; pequena fibrose e
limitada as regifes de formacao de novas vias biliares; infiltracdo de leucdcitos ao redor
dos ductos biliares; hepatocitos contendo numerosas figuras de mitose; e necrose
tecidual. O experimento de BDL por dez dias foi acompanhado por fibrose e
proliferacdo ducto biliar em areas do portal, além de infartos biliares, que
ocasionalmente foram observados neste local. J& a obstrucdo biliar por 15 dias induziu a
producdo de septos fibrosos nas areas de portal em ponte estendida no I6bulo. Depois de
28 dias de obstrucdo do fluxo biliar, a maioria dos animais apresentaram cirrose e
fibrose concéntrica, observada em torno dos ductos biliares interlobulares e septal.
Todos os ratos ligados durante trinta dias ou mais mostraram cirrose com ascite.

O modelo de BDL resulta em prejuizo funcional da captacdo hepatocelular, do
transporte dos sais biliares e da excrecdo canalicular (TRAUNER et al., 1997). Assim, é
caracterizada pela acumulacdo anormal de bile causada por uma anormalidade no
transporte dos &cidos biliares para o duodeno. Essa diminuicdo ou auséncia de fluxo
biliar € 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, 2007).

Evidéncias indicam que os radicais livres, o estresse oxidativo e a peroxidacdo

lipidica podem estar presentes em danos colestaticos, induzindo alteracbes celulares,
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além de estarem fortemente associado na proliferacdo celular, diferenciacdo e morte,
bem como na expressao de genes. Mas também, acredita-se que o estresse oxidativo é
um provavel mediador de dano colesttico e a terapia antioxidante é uma estratégia
terapéutica recomendada (SAHU, 2007). Neste contexto, as chalconas e seus derivados
apresentam, em sua maioria, caracteristicas antioxidantes capazes de torna-las de grande
interesse em estudos de modelos hepatoprotetores.

O estudo sobre colestase é de grande importancia devido a frequente incidéncia,
tanto em adultos quanto em criangas, € a elevada variedade de causas que podem levar
ao surgimento da patologia (ADEWUSI & AFOLAYAN, 2010). Além disso, vale
ressaltar, novamente, que este estudo dos efeitos hepatoprotetores € inédito para a
licochalcona A.

1.7 AVALIACAO DA FUNCAO HEPATICA

As condicdes fisiologicas do figado, bem como a integridade das organelas das
membranas hepatocelulares e a habilidade do 6rgdo em realizar diversas reacfes de
metabolismo e secrecdo da bile, podem ser monitoradas pela atividade de varias
enzimas. Alteracbes podem ser seguidas ou ndo de manifestagdes clinicas ou
anormalidades laboratoriais, além do diagnéstico poder ser confirmado pelo exame
histopatolédgico de fragmentos do tecido hepatico (MILLS, 2012). Entretanto, 0s exames
laboratoriais ocupam importante papel, ndo apenas para esclarecimento do diagndstico,
mas também na avaliacio da gravidade das hepatopatias, seu prognostico,
monitorizagdo de conduta terapéutica e, ainda, como critério de cura ou remissdo da
doenca hepatica (GAYOTTO et al., 2011).

O importante papel metabolico do figado é a base das alteracdes bioquimicas
precoces que o portador de uma hepatopatia aguda ou crénica apresenta, uma vez que, 0
metabolismo hepatico esta relacionado a um complexo de enzimas. A capacidade das
vias metabdlicas hepéticas é a funcdo direta de sua integridade estrutural, além de
diferenciar alteracdes extras e intracelulares (FRANGCA, 2004).

Mesmo havendo divergéncias, os testes de funcdo hepética incluem a avaliacdo
sérica das enzimas Aspartato Transaminase (AST), Alanina Transaminase (ALT),
Gama-Glutamil Transpeptidase (Gama-GT) e Fosfatase Alcalina (FA), além de outras
avaliacdes laboratoriais bioquimicas (ex.: bilirrubinas), como pardmetros para fornecer

informacdo sobre o estado do figado de um paciente. A maioria das doencas hepaticas
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apresenta apenas sintomas leves iniciais, 0 que torna esses testes vitais para que tais
doencas sejam detectadas precocemente, uma vez que o envolvimento do figado em
algumas doencas pode ser de importancia crucial. Estes testes sdo realizados através de
amostra obtida do sangue do paciente (DOOLEY & SHERLOCK, 2002).

1.7.1 Avaliacéo da leséo hepatocelular

A lesdo ou dano dos hepatocitos, normalmente, podem ser avaliados pelas
enzimas transaminases (ALT e AST). Essas enzimas catalisam inUmeras reacOes de
sintese proteica e degradacdo de aminoacidos, por meio de transferéncia de grupo amino
de um aminoécido para outras substancias. Dentre as transaminases, duas se destacam,
por terem maior interesse medico quando se trata de avaliacdo das condicdes hepaticas:
alanina e aspartato transaminases (MOTTA, 2009).

A alanina transaminase (ALT), também chamada transaminase glutdmica
piravica seérica (SGPT ou TGP) ou alanina aminotransferase (ALAT), é uma enzima que
catalisa a transferéncia de um grupo amino da alanina para o o—cetoglutarato, formando
glutamato e piruvato. J& a aspartato transaminase (AST), também chamada de
transaminase glutdmica oxalacética sérica (SGOT ou TGO) ou aspartato
aminotransferase (ASAT), catalisa a interconversdao de aspartato e o—cetoglutarato em
oxacoacetato e glutamato (DOOLEY & SHERLOCK, 2002).

As diferentes localizacbes dessas duas enzimas levaram a observagbes e
especulacBes com relacdo aos seus papéis no diagndstico e prognostico das alteracdes
hepéticas. A ALT € encontrada em altas concentracdes no citoplasma dos hepatécitos,
enguanto que a AST, além de presente no figado (principalmente na mitocondria), é
também encontrada nos musculos esquelético e cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos
(glébulos vermelhos do sangue), ou seja, quando qualquer um desses tecidos €
danificado, a AST é liberada no sangue (MILLS, 2012).

1.7.2 Avaliacéo do fluxo biliar e lesdo de vias biliares

Fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase e bilirrubina sdo os principais
marcadores bioldgicos para avaliagdo de alteragdes no fluxo biliar e lesdes nestas vias.
Na verdade, fosfatase alcalina (FA), trata-se ndo de uma enzima, mas de uma

familia de enzimas fosfomonoesterases, presente em praticamente todos os tecidos. No
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figado, é encontrado principalmente nos microvilos dos canaliculos biliares e na
superficie sinusoidal dos hepatdcitos, podendo ser liberada em condi¢des fisiologicas e
patologicas. Em condi¢Bes patoldgicas, como obstrucdo biliar, o aumento da FA
hepéatica € evidente, onde o acumulo de sais biliares a solubilizam e a obstrucdo
promove a sua regurgitacdo entre as celulas hepaticas até o sangue (MARTINS et al.,
2001).

A gama-glutamil transferase (GGT) € uma enzima encontrada principalmente no
figado, rins, pancreas, intestino e prostata. No figado sua fungéo estd associada com a
manutencdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH), que esta relacionada, entre outros,
com o processo de defesa aos xenobioticos (OLIVEIRA et al., 2000). Como a FA, o
aumento dos niveis séricos de GGT esta associado a desordens hepatobiliares, ja que
também esta presente em células epiteliais que revestem os ductos biliares (MOTTA,
2009).

1.8 MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que pertence a familia das
hemeperoxidases, presente  principalmente em  neutr6filos e  mondcitos
(PROKOPOWICZ et al., 2012). A MPO é capaz de modificar o H,O, na presenca de
haletos Cl-, Br- e I- em moléculas com um alto poder oxidante como o é&cido
hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr) e &cido hipoiodoso (HOI). O primeiro
apresenta-se em maior proporcdo, devido a elevada concentracdo de Cl- nos fluidos
biologicos (VAN DER VEEN, 2009). O aumento de MPO estd condicionado a
patologias, como por exemplo, a aterosclerose, fibrose pulmonar, endometriose e
cancer.

Uma espécie reativa de oxigénio ¢ mantida em equilibrio no organismo porque
um desequilibrio pode causar dano tecidual e, para conseguir esse equilibrio, enzimas
como catalase, glutationa redutase e superdxido dismutase, convertem essas espécies
reativas de oxigénio em compostos atdxicos. No mais, substancias como o acido
ascorbico, vitamina E (a-tocoferol), glutationa, carotenoides, flavonoides e outros
antioxidantes presentes na alimentagdo atuam impedindo o estresse oxidativo (VALKO
et al., 2007).

19 FATOR DE NECROSE TUMORAL-ALFA



21

O Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) é uma potente citocina
multifuncional, podendo exercer efeitos citotoxicos, regulatorios e inflamatdrios sobre
diversas celulas, como as celulas tumorais, linfoides e ndo linfoides. Ele é secretado por
macrofagos, mondcitos, neutrofilos, células T e natural killer (NK) (REICHEL et al.,
2000). Estudos tém demonstrado que o TNF- o desempenha um papel critico em
diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo doencas neurodegenerativas, hepatite
viral cronica (KINNMAN et al., 2000) e em pacientes com doencas hepaticas causadas
pelo alcoolismo (FELVER, et al. 1990).

O TNF-a esté presente em varios modelos de lesdo hepéatica, como induzida por
alcool ou por dimetilnitrosamina (KITAMURA et al., 2002; YIN et al., 1999), e pode
ainda ativar as células hepaticas estreladas em experimentos in vitro. Além disso, este
fator induz a insuficiéncia hepatica ou pode agravar a lesdo hepatica apds exposicdo ao
tetracloreto de carbono (CCl,) (CZAJA et al., 1995).

Por outro lado, 0 TNF-a ¢ necessario para regeneragdo do figado apos
hepatectomia parcial (YAMADA et al., 1997). Em experimento de BDL, os niveis de
TNF- o estdo aumentados tanto a niveis séricos (BEMELMANS et al., 1992) quanto em
macréfagos hepaticos (FOX et al., 1997).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar a licochalcona A, a partir do extrato seco de raizes de

Glycyrrhiza inflata e avaliar suas atividades citotdxica in vitro e hepatoprotetora em

modelo de lesdo hepéatica em ratos.

2.2

1)

2)

3)

4)

5)

6)

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Isolar e purificar a licochalcona A a partir do extrato seco das raizes de
Glycyrrhiza inflata;

Identificar a estrutura quimica da licochalcona A por técnicas espectroscopicas

de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *C;

Desenvolver metodologia analitica para determinacdo da licochalcona A por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Avaliar, in vitro, a atividade citotoxica da licochalcona A frente as linhagens

celulares de carcinoma hepéatico humano (HepG-2) e fibroblasto (NIH/3T3);

Avaliar a influéncia da licochalcona A sobre a adesdo celular em cultura de

celulas de carcinoma hepético humano (HepG-2);

Avaliar o efeito hepatoprotetor da licochalcona A em modelo de lesdo hepética

induzida pela ligag&o do ducto biliar (BDL) em ratos;
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MATERIAL E METODOS

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

A etapa de isolamento e purificacdo da licochalcona A foi realizada no Ndcleo

de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN), que dispds dos

seguintes equipamentos e materiais utilizados:

Extrato seco comercial das raizes de Glycyrrhiza inflata;

Licochalcona A padrao (Merck);

Solventes de grau P.A. (pré-analitico), das marcas: Vetec, Cromato Produtos
Quimicos LTDA, Quemis, Isofar e Alphatec;

Silica (70 a 230 um, Merck);

Silica (40 a 63 pum, Merck);

Cromatofolhas para cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa,
utilizando silica gel 60 Fus4 (espessura de 250 pum), em folha de aluminio
(Merck);

Coluna de vidro para cromatografia a vacuo (10 cm de didmetro), contendo
placa sinterizada de 2,5 cm de altura;

Coluna de vidro para cromatografia liquida filtrante (10 cm de diametro),
contendo placa sinterizada de 2,5 cm de altura;

Coluna de vidro para cromatografia liquida classica (4 cm de diametro);
Rotaevaporador Buchi RII;

Bomba Buchi V-700.

O Departamento de Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas da UFJF

disponibilizou a utilizagdo do espectrometro BRUKER AVANCE DRX/300 para
realizacdo dos RMN de *H e *C.

O Laboratério de Glicoconjugados do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da

URJF disponibilizou para realizagdo dos ensaios in vitro e dosagens tissulares os

seguintes equipamentos:

Leitor Espectrofotométrico de microplaca;
Fluxo Laminar (Thermo Scientific®, modelo 1300 seiries A2);
Bomba a Vacuo (FANEM®, modelo DAG-82631);

Estufa com Controle de CO, (Thermo Scientific®, modelo 3111);
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e Microscépio Invertido (Olympus®, modelo CKX41SF);

e Centrifuga de Microtubos (Thermo Scientific®, modelo);

e Centrifuga (Centribio);

e Banho Maria (Nova Técnica®, modelo NT 265);

e Purificador de Agua Osmose Reversa (Cienlab®);

e Meio de cultura e reagentes de pureza e esterilidade adequada, dos seguintes
fornecedores: Merck, Cultilab, Sigma-Aldrich, Labtest, Thermo Scientific,
BioLegend.

O perfil cromatografico da licochalcona A em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi realizado no Laboratério de Farmacologia do ICB da UFJF,
utilizando os seguintes equipamentos:

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

e Coluna Cromatografica C18, 4,6 x 250 mm, 5um (Waters®, modelo X-Bridge).
O Laboratério de Hepatologia Experimental da Universidade Federal de Sé&o

Paulo (UNIFESP) disponibilizou todos os aparatos para a realizacdo das cirurgias
realizadas nos animais.

As dosagens bioquimicas foram realizadas em parceria com o Laboratorio
Santarosa de Anélises Clinicas (Andrelandia/MG), que forneceu os kits Labtest® e

analisador bioquimico (Labtest®, modelo Labquest) para tais dosagens.
3.2 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO

O isolamento da licochalcona A, a partir do extrato seco das raizes de
Glycyrrhiza inflata, foi realizado por sucessivos processos de separacdo utilizando
diferentes tipos de cromatografia liquida em coluna, a saber: a) cromatografia liquida a
vacuo; b) cromatografia liquida em coluna filtrante; ¢) cromatografia liquida classica. A
purificacdo final procedeu-se por lavagem das fracfes obtidas, contendo a licochalcona
A, usando-se cloroférmio. ApoOs esta etapa de purificacdo, a licochalcona A foi

identificada e seus efeitos bioldgicos avaliados em experimentos in vitro e in vivo.
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3.2.1 Cromatografia liquida a vacuo

Inicialmente, o extrato seco das raizes de Glycyrrhiza inflata (50,0 @),
comercialmente disponivel, foi submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV),
utilizando 500,0 g silica (40 — 63 um) como fase estacionaria (altura=12 cm) e fases
maoveis com polaridades crescentes e volumes variados (Tabela 1).

Tabela 1. Fases moveis utilizada na cromatografia liquida em coluna a vacuo do extrato seco das raizes
de Glycyrrhiza inflata.

Fracao Fase Movel* Proporc¢ao (%)

1 Hex : AcOEt 80:20
2 Hex : AcOEt 70:30
3 Hex : AcOEt 50:50
4 Hex : AcOEt 30:70
5 AcOEt 100

6 AcOEt : MeOH 50:50
7 MeOH 100

* Acidificada com 0,2 % de acido acético. Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: alcool metilico.

Apos eluicdo da CLV foram obtidas sete fracdes, as quais foram analisadas por
meio de cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 10), sendo possivel agrupar
as fracGes 3 a 7 em uma Unica fracdo denominada Gi-7 (massa igual a 49,0 g) (Figura
11).

Hexano:AcOEt 1:1

Hexano:AcOEt 1:1

Gi-1 Gi-2 Gi-7

Figura 10. CCD das fracBes 1 a 7 obtidas na
CLV, a partir do extrato seco das raizes de
Glycyrrhiza inflata. Fase movel: hexano:acetato
de etila (AcOEt) (1:1, v/v) e acido acético
(0,2%); Revelador: anisaldeido. Fonte: NIPPAN.
Foto: do Autor (2013).

Figura 11. CCD das fragfes Gi-1, Gi-2 e Gi-7
obtidas na CLV, a partir do extrato seco das
raizes de Glycyrrhiza inflata, Fase movel:
hexano:acetato de etila (AcOEt) (1:1, v/v) e
acido aceético (0,2%); Revelador: anisaldeido.
Fonte: NIPPAN. Foto: do Autor (2013).
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3.2.2 Cromatografia liquida em coluna filtrante

No intuito de melhorar a separacdo dos constituintes do extrato seco das raizes
de Glycyrrhiza inflata, a fracdo Gi-7 foi submetida a cromatografia liquida em coluna
filtrante, utilizando 627,0 g de silica (70 a 230 um, Merck) como fase estacionéria,
empacotada com 25 cm de altura. A amostra foi aplicada na forma de uma pastilha,
formada pela mistura de 49,0 g da fracdo Gi-7 e 51,0 g da mesma silica. Em seguida,
procedeu-se a eluicdo das fases mdveis, com polaridades crescentes e volumes variados,
obtendo-se 27 subfracBes. Apds analise destas em CCD (Figura 12 e 13) utilizando
padrdo de licochalcona A (Merck), foi possivel agrupar algumas fracdes (tabela 2).

Tabela 2. Fragdes obtidas na cromatografia liquida em coluna filtrante.

Eluentes* Subfracéo Denominacao Massa ()
Hex : AcOEt 5, 10 e 15% 1-9 Gi-7-09 0,06
Hex : AcOEt 30% 10-12 Gi-7-12 0,16
Hex : AcOEt 30 e 45% 13-15 Gi-7-15 0,65
Hex : AcOEt 45% 16 Gi-7-16 1,25
Hex : AcOEt 45% 17 -18 Gi-7-18 4,12
Hex : AcCOEt 60% 19-20 Gi-7-20 2,46
Hex : AcOEt 60% 21-22 Gi-7-22 9,51
Hex : AcOEt 60 e 80% 23-24 Gi-7-24 4,30
Hex : AcCOEt 80% 25 Gi-7-25 2,70
Hex : AcCOEt 80% 26 Gi-7-26 1,96
DCM : CHCI; : MeOH 27 Gi-7-27 3,15

* Acidificada com 0,2 % de acido acético. Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: alcool metilico;
DCM: diclorometano; CHCl: cloroférmio.

Lico A: licochalcona A padrdo (Merck). Fonte:
NIPPAN. Foto: do Autor (2013).

Hexano:AcOEt 85:15

DCM:MeOH 96:4

- s =

»
11 12 13 14 15 Licoa 16 17 18

Figura 12. CCD das subfracbes obtidas na 17 18 19 20 Licoa 21 22 23 25
cromatografia liquida em coluna filtrante da

fracdo Gi-7 (obtidas na CLV). Fase movel: Figura 13. CCD das subfragdes 17 — 25 obtidas
hexano:acetato de etila (AcOEt) (85:15, v/v) e na cromatografia liquida em coluna filtrante da
acido acético (0,2%); Revelador: anisaldeido; fracdo Gi-7 (obtidas na CLV). Fase movel:

diclorometano:alcool metilico (DCM:MeOH,
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96:4, v/v) e acido acético (0,2%); Revelador: (Merck). Fonte: NIPPAN. Foto: do Autor
anisaldeido; Lico A: licochalcona A padrdo (2013).

3.2.3 Cromatografia liquida em coluna cléssica

Visando isolar a licochalcona A, a subfracdo Gi-7-22 foi submetida a
cromatografia liquida classica (CLC), tendo em vista que esta subfracdo continha a
licochalcona A (por analise de CCD), e que ainda era observada uma melhor separacéo
entre as substancias nela presente.

Utilizando fases moveis com polaridades crescentes e volumes variados, a CLC
foi realizada em coluna de vidro empacotada com 150 g de silica (70 a 230 um), fase
estacionaria (25 cm de altura). Apds a eluicdo dos sistemas-solventes através da amostra
[Gi-7-22 (9,5 @), Celite (4 g) e silica 70 a 230 um (4 g)] foram obtidos 48 fracdes,
conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela 3. Fragdes obtidas na cromatografia liquida classica (CLC) da subfragdo Gi-7-22.

Eluentes* Volume (mL) Fracoes
Hex : AcOEt 5% 500 1
Hex : AcOEt 7% 500 1
Hex : AcOEt 10% 500 1
Hex : AcOEt 15% 500 1
Hex : AcOEt 20% 750 1-2
Hex : AcOEt 30% 750 3-6
Hex : AcOEt 40% 3500 7-35
Hex : AcOEt 45% 300 36
Hex : AcOEt 50% 750 37 -39
Hex : AcOEt 60% 750 40 - 42
Hex : AcOEt 70% 750 43 - 45
Hex : AcOEt 80% 500 46 — 47
DCM : CHCI; : MeOH 1000 48

* Acidificada com 0,2 % de &cido acético. Hex: hexano, AcOEt: acetato de etila, MeOH: alcool metilico,
CHCls: cloroférmio.

Analisando estas fraces por CCD e utilizando o padréo de licochalcona A como
parametro de comparacéo, as fracGes 11 até 34 (massa total de 4,53 g) foram submetidas
a purificacdo final, realizada por meio de lavagem sucessivas destas fragdes com
cloroférmio. A substancia purificada foi solubilizada em metanol e analisada em CCD
(Figura 14).
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Hexano:AcOEt 6:4

Figura 14. CCD da substancia purificada (LA),
utilizando licochalcona A padrdo (Lico A) como
pardmetro de comparacdo. Fase  movel:
hexano:acetato de etila (AcOEt) (4:6, v/v) e acido
LicoA LA aético (0,2%); revelador: anisaldeido. Fonte:
(Padrio) (Isolada) NIPPAN. Foto: do Autor (2013).

Ap0s a evaporacdo do solvente, observou a formagdo de um solido (Figura 15),
que foi mantido em dissecadora. Este solido foi entdo solubilizado em metanol
deuterado e submetido a técnicas espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de hidrogénio e carbono 13, para identificacdo de sua estrutura quimica. A
figura 16 mostra um fluxograma das etapas realizadas neste estudo.

Figura 15. Sdélido formado ap6s a purificacdo e evaporagdo do solvente. A: Aspecto do sélido ap6s
evaporacao do solvente, sem alteracdo; B: Aspecto do s6lido apds mistura de A; C: aspecto do sélido
apos triturar B e manté-lo em dessecadora. Fonte: NIPPAN. Foto: do Autor (2013).

3.2.4 Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e **C foram obtidos em espectrometro BRUKER
AVANCE DRX/300, em campo magnético de 300 e 75 MHz, respectivamente,
utilizando como solvente o metanol deuterado (MeOD) (Cambridge Isotope
Laboratories). Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores adimensionais

(ppm) em relagio a um padrdo interno de tretametilsilano (TMS).
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Extrato Seco das Raizes de Glycyrrhiza inflata

(50,0 g)
...............................  TE—
Cromatografia Liquida a Vdacuo (CLV)
Masssssssssssssssssssssssssanes l.F.';.s .e. Eé;.e.i..f}.e.;;z.};;).:iéag S SO
A/ v v v v v v

I Fragdo 1 I I Fragdo 2 I I Fragédo 3 I I Fracédo 4 I I Fracdo 5 I I Fracéo 6 I I Fracgdo 7 I
1 1 )

y

Gi-1 Gi-2
(0,53g) 0,47 g)

Fase movel: Hexano: AcOEt

27 Subfragées

Apés analise por CCD foram reunidas e denominadas

v v v v v v v v v v
Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7- Gi-7-

27 26 25 24 20 18 16 15 12 9
a15g || assg || ez || #3209 246z | w129 || 2259 || wesg || wisg || wese

Fase movel: Hexano: AcOEt

I 48 fragées I
Apb6s analise por CCD

v v
Estudo invitro Perfil Cromatografico Estudo invivo
I CLAE T
BDL (48h)
Viabilidade Adesio |
Celular Celular s T T }

I Proteinas I I AST e ALT I I FA I I TNF-o. “ MPO

Figura 16. Fluxograma das etapas realizadas.

Legenda. AcOEt: acetato de etila; ALT: alanina transaminase; AST: aspartato transaminase; BDL:
ligacdo do ducto biliar; CCD: cromatografia em camada delgada; CLAE-UV: cromatografia liquida de
alta eficiéncia; FA: fosfatase alcalina; Gi: Glycyrrhiza inflata; MeOH: alcool metilico; MPO:
mieloperoxidase; RMN: Ressonadncia Magnética Nuclear; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.
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3.3 PERFIL CROMATOGRAFICO EM CLAE-UV

No Laboratério de Farmacologia do ICB/UFJF, foi desenvolvido um método
para identificacdo da licochalcona A utilizando técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) em equipamento Alliance modelo 2695 (Waters, EUA) com
detector de ultravioleta (UV) modelo 2489 de duplo comprimento de onda, no qual foi
utilizado o comprimento de 372 nm para a obtengdo do cromatograma. A coluna X-
Bridge Cis, 4,6 x 150 mm, 5 um (Waters, EUA) foi utilizada para a separacao
cromatografica, operando a 35 °C. A fase movel foi composta de um sistema gradiente
utilizando solucdo aquosa de acido fosférico 0,1% (A) e metanol (B) no seguinte
gradiente (A:B): 0-5 min (50:50), 5-10 min (30:70), 10-12 min (20:80), 12-15 min
(50:50). O fluxo da fase movel foi mantido em 1,1 mL/min e o volume de injecao de 20
uL, conforme técnica de Cui e outros (2009) com modificacbes. Para assegurar o
método utilizado, foram realizados testes de linearidade, precisdo, exatiddo e
especificidade, utilizando o software Empower 3 (Waters, EUA) para processamento

das amostras, integracdo dos picos e avaliacdo dos cromatogramas obtidos.

34 ESTUDOS IN VITRO

Os ensaios farmacoldgicos in vitro foram realizados no Laboratorio de Anélises
de Glicoconjugados do Departamento de Bioquimica/ICB da Universidade Federal de
Juiz de Fora.

Avaliou-se a influéncia da licochalcona A sobre: a) viabiliadade celular de
fibroblasto (NIH/3T3) e célula de carcinoma hepético (HepG-2); b) adesdo celular da
HepG-2, (Figura 17).
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LICOCHALCONA A

1

I Estudo in vifro
| |
4 1
Viabilidade Adesao
Celular Celular
1
¥ I ¥
HepG-2 | | 313 HepG-2 |

Figura 17. Fluxograma do estudo in vitro da licochalcona A

3.4.1 Cultivo das células

Células fibroblasticas (NIH/3T3) e células de carcinoma hepatico (HepG-2)
foram cultivadas, separadamente, por aderéncia em placas P100 e meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementados com 10% de soro fetal
bovino (FBS), estreptomicina (100 pg/mL), penicilina G (100 UI/mL) e incubados em
estufaa 37°C e 5 % de CO,.

As células em crescimento por aderéncia (70 a 80% de confluéncia em placas
P100) foram tripsinizadas (Solucdo 1:9 Tripsina:Meio DMEM), centrifugadas por 10
min a 2000 rpm. Apos este procedimento, o pellet formado foi ressuspenso (meio
DMEM com SFB 10%) e as células foram contadas em camara de Newbauer. Estas
foram, entdo, transferidas para placas de 96 pocos (10x10° células/poco) quando da

realizacdo dos experimentos.

3.4.2 Viabilidade celular

A influéncia da licochalcona A sobre a viabilidade celular das celulas NIH/3T3 e
HepG-2, foi avaliada pelo método MTT (brometo de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil) (SIEUWERTS, 1995).

Para o experimento, as células em crescimento por aderéncia (70 a 80% de
confluéncia em placas P100) foram dissociadas por desagregacdo enzimatica (Solugéo
1:9 - Tripsina:Meio DMEM), transferidas para placas de 96 pocos (10x10°
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células/pogo) com 200uL/poco de meio DMEM com 10% SFB e incubadas por 24
horas em estufa a 37°C e 5% de CO..

Apos as 24 h, retirou-se o sobrenadante e adicionou diferentes concentragdes de
licochalcona A (10; 20; 40; 60; 80; 100; 200 uM, em meio de cultura DMEM sem soro
fetal bovino) e a placa foi novamente incubada, agora por 20h na mesma estufa.
Decorrido este periodo, foi adicionado o MTT (5 mg/mL, 20 pL) e as células foram
incubadas por mais 4 h.

Na sequéncia, foi retirado todo o liquido da placa, permanecendo apenas 0s
cristais de formazan precipitados, os quais foram ressuspensos com 200uL de
dimetilsulféxido (DMSO). A quantidade de MTT-formazam obtida é diretamente
proporcional ao nimero de células vivas (vidveis) e foi determinada pela medida da
densidade otica (OD) a 492 nm em leitor de placas.

Como controle negativo foi usado DMSO a 1% em meio de cultura. Além deste,
um grupo controle com igual procedimento foi realizado com a concentragdo de 100
KM, diferenciando apenas, que neste grupo ndo foram colocados as células, visando
assim verificar a influéncia direta da licochalcona A na reducdo do MTT a formazan.
Para todas as concentragcdes foram realizados sextuplicatas e o resultado expresso pela

média + desvio padrdo.

3.4.3 Adesédo celular

Col&geno tipo | diluido em &cido acético 0,1% foi imobilizado por 16 h a 4° C
overnight em placa de 96 poc¢os (0,01lmg/mL; 100 puL/pogo). Decorrido este periodo, o
sobrenadante foi descartado e o bloqueio de sitios inespecificos foi realizado pela
incubagdo com 200 pL de BSA 1% por 1 ha 37° C (CARVALHO et al., 2009).

Posteriormente, as células HepG-2 foram tripsinizadas, contadas e adicionadas
(10x10® células/pogo) na presenca de licochalcona A em diferentes concentracdes (10;
20; 40; 60; 80; 100 uM). A placa foi incubada em estufa a 37° C e 5% CO,. Decorrido 1
h, foi adicionado 20 pL. de MTT (5 mg/mL) por pogo e a placa foi novamente incubada,
por mais 4 h. Apds este periodo, o sobrenadante foi retirado da placa e os cristais de
formazan precipitado foram ressuspensos com 200 pL de DMSO. A quantidade
formazan formado foi determinada pela medida da densidade otica (OD) a 492 nm em

leitor de placas.
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Como controle negativo, as células foram incubadas apenas com DMSO a 1%,
sem a presenca de licochalcona A. O experimento foi realizado em sextuplicata e o

resultado expresso pela média * desvio padréo.

3.5 ESTUDOS IN VIVO

Os ensaios farmacoldgicos in vivo foram realizados no Laboratério de
Hepatologia Experimental, na Faculdade Paulista de Medicina da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP).

Foram avaliados os efeitos da licochalcona A no modelo de ligacdo do ducto
biliar (BDL) em ratos, em periodo de 48 h. O estudo verificou a alteragdo de: a)
marcadores hepaticos, como proteina total, transaminases (ALT e AST) e fosfatase
alcalina (FA); b) mediadores inflamatérios (TNF-o e mieloperoxidase), conforme

demonstrado na figura 18.

Estudo invivo

|

BDL (48h)
|
Sangue Figado
y 3 3 3 { !
Proteinas AST e Fosfatase INE Mielope- Proteinas
Totais ALT Alcalina ¢ roxidase Totais

Figura 18. Fluxograma do estudo in vivo da licochalcona A
Legenda. ALT: alanina transaminase; AST: aspartato transaminase; BDL.: ligacdo do ducto biliar; TNF-a:
fator de necrose tumoral-alfa.

3.5.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando 200-250 g. Eles foram mantidos
em gaiolas de polipropileno (49x34x16 cm), em um numero de 3 por gaiola. As gaiolas
permaneceram em sala climatizada, com exaustdo do ar, umidade, ventilagdo e

temperatura (22+2 °C) controladas; racdo (industrial) e &gua (filtrada) ad libitum; ciclo



35

claro/escuro de 12 horas (claro de 06:00 as 18:00 h). Seis horas antes da realizacdo dos
experimentos, os animais foram privados de alimentacdo, mantendo acesso livre a agua.
Apos a cirurgia a racao foi substituida por solucdo de glicose 20 % por 24 h. Os animais
foram pesados no inicio e no final para verificar ganho ou perda de peso durante o
experimento. O protocolo e procedimentos utilizados foram realizados por pessoal
treinado e de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). O protocolo
utilizado foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFJF
com o n° 088/2012.

3.5.2 Procedimento Cirurgico para Ligacdo do Ducto Biliar (BDL)

Primeiramente os animais foram anestesiados por inalacdo de isoflurano,
administrado através de circuito de Magil, em oxigénio 22% por meio de aparelho de
ventilagdo mecanica com auxilio de mascara de tamanho apropriado. A averiguagdo da
condicdo anestésica foi realizada avaliando-se o relaxamento muscular e os reflexos
digitais. Em seguida realizou-se a tricotomia do abdémen e assepsia local com solucéo
de polivinilpirrolidona-iodo 10%. Para a laparotomia, uma incisdo mediana longitudinal
do abdémen foi realizada para que assim o ducto biliar comum fosse exposto e
completamente ligado com fio de nylon para sutura 4-0. Apos a ligadura do ducto biliar
comum em dois pontos (logo abaixo da juncdo do canal hepatico e antes da entrada do
ducto no pancreas), ele foi cortado entre estes pontos. Ao final, foi realizada a sutura
cuidadosa do abdémen e a administracdo do analgésico (dipirona 50mg/mL, 3 gotas,
dose Unica) (NAGAOKA et al., 2006). Nos animais sham foi realizado procedimento
cirurgico semelhante, com exce¢do gque nestes o ducto biliar ndo foi ligado nem cortado.

O procedimento cirargico realizado esta representado na figura 19.
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Figura 19. Processo cirtrgico de BDL. A: preparo e assepsia do material e ambiente cirdrgico; B:
aparelho de anestesia inalatéria; C: anestesia do animal; D: assepsia com solugdo de polivinilpirrolidona-
iodo 10% apos tricotomia abdominal; E: laparatomia; F: exposic¢do do ducto biliar comum; G: ligadura e
corte do ducto biliar comum; H: sutura cuidadosa do abdémen. Fonte: Laboratério de Hepatologia
Experimental — Escola Paulista de Medicina/UNIFESP. Foto: Autor (2013).



37

3.5.3 Tratamento dos animais e preparo das amostras

Os animais foram divididos em cinco grupos de seis animais cada (n=6) e
tratados trés vezes com dose unica diaria (50 mg/Kg) por gavagem (1 mL) (Tabela 4). A
primeira dose foi administrada 2 h antes do procedimento cirdrgico, a segunda 24 h

apos a primeira e a ultima 4 h antes da eutanésia.

Tabela 4. Esquema representativo dos grupos de animais utilizados.

Grupo Procedimento Tratamento

Sham CTRL Sham Solucao salina e glicerina 1%
Sham LICO Sham Licochalcona A (50 mg/Kg)
BDL CTRL BDL Solucao salina e glicerina 1%
BDL Lico BDL Licochalcona A (50 mg/Kg)
BDL Silimarina BDL Silimarina (50 mg/Kg)

BDL: ligacdo do ducto biliar; Sham: cirurgia sem a ligacdo do ducto biliar; Lico: licochalcona A; CTRL:
controle.

Tanto a licochalcona A quanto a silimarina (Sigma Aldrich), usada como
controle positivo, foram preparadas de forma a se obter a concentracdo de 12,5 mg/mL
em solugéo salina e 1% de glicerina. Para tal, primeiramente a substancia foi triturada
com o auxilio de um gral e pistilo, para reduzir ao maximo o tamanho das particulas da
mesma, e depois pesada. Entdo, foi adicionado o agente molhante (glicerina) e, feito a

mistura destes, adicionou-se quantidade suficiente (q.s.) de solucéo salina 0,9 %.

3.5.4 Coleta sanguinea, retirada das amostras e eutanasia

Decorrido 48 horas do processo cirurgico, 0s animais foram anestesiados com
uretana 20 %, via intraperitoneal (i.p.), para a realizacdo da retirada de material
biolégico (sangue e figado). Apoés incisdo mediana longitudinal do abdémen foram
coletados cerca de 5 mL de sangue da aorta abdominal, com auxilio de uma canula. O

figado foi perfundido com solucéo salina e retirado (Figura 20).
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Figura 20. Comparagdo do figado antes (A) e depois (B) da perfusdo com solucdo salina. Fonte:
Laboratdrio de Hepatologia Experimental — Escola Paulista de Medicina/UNIFESP. Foto: Autor (2013).

O figado foi congelado em freezer (-80°C) para as andlises enziméticas em
tecido, como mieloperoxidase (MPO). As amostras de sangue coletadas foram mantidas
em temperatura ambiente por 1 hora e em banho-maria a 37°C por mais 1 hora.
Posteriormente foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min e o soro obtido foi

armazenado em freezer (-80°C) até o momento das analises.

3.5.5 Analises bioquimicas

Foram avaliados os seguintes parametros bioquimicos: proteinas totais, alanina
transaminase (ALT/TGP), aspartato transaminase (AST/TGO) e fosfatase alcalina (FA),
utilizando analisador bioquimico LabQuest® (Labtest, Brasil) (Figura 21) e seguindo
procedimento técnico dos kits adquiridos da empresa LabTest. Os resultados
encontrados para atividade das enzimas (em unidade enzimatica — UE) foram corrigidos
com a quantidade de proteinas totais para apresentacdo dos resultados em atividade

especifica destas enzimas (UE/ mg de proteina).



39

Figura 21. Analisador bioguimico utilizado para avaliar os parametros bioquimicos no soro dos animais
do experimento in vivo. Fonte:Laboratério Santarosa de Anélises Clinicas (Andrelandia/MG). Foto: Autor
(2013).

3.5.6 Extragao de mieloperoxidase do tecido

Para a extracdo de mieloperoxidases do tecido hepatico, triturou-se amostras do
figado dos animais (cerca de 100 mg) em nitrogénio liquido, adicionou-se 6 mL de
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0) e 0,5 % Cetavlon. Ap6s 20 min em banho
de gelo, as amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada (Thermo Scientific)
por 15 min, a 15.000 rpm, em 4° C. O sobrenadante foi descartado e novamente foram
adicionado 2 mL do mesmo tampéo de extracdo. Este material foi sonicado em um
desruptor de células por 20 s com 80 % de poténcia, posterior congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em &gua corrente, sendo este procedimento
repetido por trés vezes. Novamente as amostras foram centrifugadas nas mesmas
condicBes anteriores e o0 sobrenadante foi coletado para analise de mieloperoxidase e
dosagem de proteina total (BRADLEY et al., 1982).

3.5.7 Mieloperoxidase de tecido

Na dosagem de MPO extraida do tecido hepatico, foi preparado o reagente de
trabalho conforme descrito a seguir: 100 pL de tampéo fosfato de potassio 0,2 M (pH
6,0) + 10 pL de o-dianisidina 2 mg/mL + 4 pL peroxido de hidrogénio (H,O;) 10 mM
em tampdo fosfato de potassio 0,1M (pH 7,0) + 76 pL de adgua destilada.
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Para cada amostra, extraida do figado dos animais, foi preparada uma curva
analitica com quatro pontos por meio de diluicdo seriada, obtendo-se no final as
seguintes concentragdes (em volume): 5; 2,5; 1,25; 0,625 pL de amostra por pogo.
Todas as concentracdes foram realizadas em triplicata. Apos a diluicdo seriada, obtendo
volume final de 10 pL por poco, foi adicionado 190 uL do reagente de trabalho. Em
seguida foram realizadas 20 leituras em leitor de microplacas (492 nm), com intervalo
de 30 s entre as leituras, para obtencdo da curva de absorvancia (abs) versus tempo
(min), da velocidade da reacéo (abs/min), da atividade enzimatica (UE/mL).

Para o célculo da atividade de MPO foi considerado que uma unidade de
atividade MPO ¢ definida como aquela capaz de degradar um pmol de H,O, por min, e
que corresponde a uma variacdo 0,0113 unidades de absorvancia (BRADLEY et al.,
1982).

Os resultados encontrados para atividade da enzima (UE/mL) foram corrigidos
com a quantidade de proteinas presente nestas amostras para apresentacdo dos
resultados em atividade especifica destas enzimas (UE/ mg de proteina). Para tal, foi
realizada a dosagem de proteina total pelo método de BCA, como descrito no topico a

sequir.

3.5.8 Dosagem de proteina total pelo método BCA

Uma curva padrdo foi construida para realizacdo do experimento, utilizando-se
padrdo de Albumina a 2 mg/ mL e abrangendo a faixa de 20 a 2000 pg/ mL, contendo
oito pontos (25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 pg/ mL) e um branco (sem
albumina). Pipetou-se 15 pL de cada solucdo da curva para um determinado poco da
placa de 96 pocos (P96) e adicionou-se 200 uL do reagente de trabalho (50 partes do
reagente A para 1 parte do reagente B do Kit de BCA).

As amostras foram preparadas em triplicata e da seguinte maneira: em P96
adicionou 5 pL da amostra proveniente da extracdo do tecido hepatico, para o teste de
MPO, para cada poco e adicionou-se 10 pL de agua destilada nos mesmos, e
posteriormente acrescentou-se 200 pL do reagente de trabalho. Agitou-se a placa por 30
s e a incubou por 30 min a 37°C. Apos resfrid-la em temperatura ambiente procedeu-se
as leituras em 540 e 590 nm.
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3.5.9 Fator de necrose tumoral-alfa

A dosagem do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) foi realizada a partir do kit
LEGEND MAX™ (ELISA Kit with Pre-coated Plates Rat TNF-o, BiolLegend),
seguindo a metodologia do fabricante, sem modificagdes.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica em software
estatistico especifico (GraphPad InStat 3.0). Para andlise entre os grupos foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), sendo que as diferencas entre estes foram comparadas
através do teste de Tukey. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. A
probabilidade de erro tipo | foi assumida como no méximo 5% em todos os testes (p <
0.05) (ROHLF & SOKAL, 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 IDENTIFICACAO DA LICOCHALCONA-A

A licochalcona A (Figura 22) foi isolada e purificada a partir do extrato seco das
raizes de Glycyrrhiza inflata por meio dos processos cromatograficos ja descritos e, em
seguida foi submetida a técnicas espectroscépicas de identificacdo, RMN ‘H e RMN
13

C.

o] OCHj;

Figura 22. Estrutura da licochalcona A (C,1H,,04).

O espectro de RMN *H apresentou sinais, em deslocamentos quimicos distintos,
para no minimo 10 hidrogénios magneticamente diferentes. Mediante a integracéo
destes, verificou-se a presenca de, no minimo, 20 hidrogénios presentes na estrutura da
molécula em estudo. Os sinais com seus deslocamentos quimicos, respectivas
multiplicidade, acoplamento e integracfes estdo demonstrados na tabela 5 e podem ser

observados no espectro de RMN *H (Figura 23).

Tabela 5. Dados espectroscopicos de RMN *H da licochalcona A (300MHz:MeOD) e comparagio com a
literatura (Naldeman et al., 1997a).

Hidrogénio Sinal* J (H2) Sinal;. * Ji. (H2)
CH; 1,48 —s — (6H) - 1,44 —s — (6H) -
OCHj; 3,87 —s—(3H) - 3,85 —s—(3H) -
H3”’ 4,96 —d — (1H) 10,5
TR 502 -m - (2H) ] 4,99 _d_ (1H) 17,5
H2’ 6,26 —dd — (1H) 10,5;17,5 6,23 —dd — (1H) 10,5; 17,5
H3 6,46 —s — (1H) - 6,51 —s— (1H) -
H3’ e HY’ 6,89 —d — (2H) 8,7 6,93 —d — (2H) 9,0
H6 7,49 —s — (1H) - 7,55 —s— (1H) -
Ho, 7,57 —d - (1H) 15,6 7,59 —d - (1H) 15,5
H2’ e HE’ 7,95 -d - (2H) 8,7 7,95 —-d - (2H) 9,0
Hp 7,99 —d - (1H) 15,6 7,95 —-d - (1H) 15,5

* Sinal: deslocamento quimico (partes por milhdo) — multiplicidade — integracao.
J: constante de acoplamento; s: simpleto; m: multipleto; d: dupleto; dd: duplo-dupleto; lit: literatura.
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Pode-se observar os sinais tipicos de hidrogénios de cetonas a,} insaturadas, de
chalconas, referentes aos hidrogénios o (6 7,57 - IH) e B (6 7,99 - 1H), os quais se
apresentam como dois dupletos com constante de acoplamente (J) igual a 15,6 (tipico

de configuracdo trans entre estes hidrogénios) (Figura 24).
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Figura 24. Ampliacdo da regido 7,4 a 8,1 (ppm) do espectro RMN 'H da Licochalcona A
(300MHz:MeOD).

Estes sinais, referentes aos H, e Hg, aparecem na regido dos hidrogénios
arométicos (6 — 8 ppm), acima da regido normal de hidrogénios vinila (hibridizagdo sp*:
4,5 -6,5 ppm), o que pode ser justificado, além da anisotropia diamagnética da ligacdo
dupla, pelo sistema de conjugacdo dos elétrons da ligacdo pi (ligagdo x) presentes no
Aduto de Michael, o qual ao entrar em ressonancia promove maior desblindagem do Hg
em relacdo ao H, (Figura 25), fazendo o primeiro aparecer em deslocamento quimico
maior que o ultimo. Além disso, o Hp esta em area desblindada do campo anisotropico
gerado pelos elétrons = do anel aromatico B, o que também explica sua maior
desblindagem em relacdo ao H,. No mais, o acoplamento vicinal entre estes hidrogénios
(Jun) igual a 15,6 Hz indica a configuracdo trans entre estes hidrogénios, uma vez que
é tipico o valor de acoplamento entre hidrogénios trans (*Jyans) entre 15-18 Hz,

enquanto os hidrogénios cis apresentariam 3J.;s entre 6-12 Hz (PAVIA et al., 2010).
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Figura 25. Esquema representativo da ressonéncia do Aduto de Michael. Ar: arila.

Na regido de 7,0 ppm, os sinais dos seis hidrogénios aromaticos (anel A e B) da
licochalcona A podem ser observados da seguinte forma, a saber: a) H2’ ¢ H6” (6 7,95 -
d-J87-2H);b)H3 e H5 (56,89 - d - J 8,7 - 2H); ¢) H6 (5 7,49 - s - 1H); d) H3 (&
6,46 - s - 1H), demonstrados na figura 26.
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Figura 26. Ampliacdo da regido 6,0 a 8,1 (ppm) do espectro RMN 'H da Licochalcona A
(300MHz:MeOD).

Os sinais referentes aos hidrogénios H2’ e H6’ aparecem em mesmo
deslocamento quimico, 0 que também ¢ observado para os H3’ ¢ H5’. Isto ocorre uma

vez que existe um plano de simetria no anel A da licochalcona A, que torna estes pares
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de hidrogénio quimicamente e magneticamente iguais entre si. Além disso, é observado
que o sinal de H2’ e H6’ encontra-se em & maior que o dos hidrogénios H3’ e H5’,
mesmo estando presentes no mesmo anel aromatico (anel A). Isso pode ser explicado
pelos primeiros estarem na posigdo orto em relagdo ao grupo cetona a,B-insaturada, e
assim sofrerem desblindagem pelo efeito de conjugacédo deste sistema. Os acoplamentos
Jorto entre hidrogénios normalmente estdo entre 7 e 10 Hz, o que pode ser observado
nas constantes entre os acoplamentos do hidrogénio H2’ com o H3’ e do H6’ com o
H5’, ambos com 3J= 8,7 Hz (PAVIA et al., 2010).

Outros sinais presentes no espectro referem-se aos hidrogénios do grupo
substituinte na posi¢do 5 da licochalcona A (Figura 29). O sinal referente as duas
metilas magneticamente iguais pode ser observado no espectro *H com o simpleto em &
1,48 ppm, integrado para seis hidrogénios. Ja os sinais referentes aos hidrogénios
vinilicos deste grupo, H3” e H2”, ocorrem respectivamente em: 6 5,02 ppm, um
multipleto integrado para 2 hidrogénios; ¢ em 6 6,26 ppm, duplo-dupleto integrado para
1H e constantes de acoplamento 33.is 10,5 Hz € 3Jyans 17,7 Hz. Mais uma vez, o fato de
H2” estar em maior deslocamento quimico do que os H3” por ser justificado pelo
primeiro estar sofrendo desblindagem do campo anisiotrépico gerado pelos elétrons =
do anel B.

Finalmente, observa-se em & 3,87 ppm um simpleto integrado para 3H,

caracteristico de grupo metoxila (Figura 27).
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Figura 27. Ampliacdo da regido 0,5 a 6,5 (ppm) do espectro RMN 'H da Licochalcona A
(300MHz:MeOD).

Os dados espectroscpicos de RMN **C desacoplado de prétons estdo descritos

na tabela 6 e podem ser observados na figura 28.

Tabela 6. Comparagdo dos dados espectroscépicos do RMN *3C da licochalcona A com a
literatura (Kajyama et al., 1992).

Carbono 5 (ppm) 9 iir. (PpmM)
CHy(4” ¢ 5”) 26,1 27,5
1’ 39,6 41,0
OCH, 54,6 56,0
3 99,4 100,8
3” 109,3 110,7
1 114,3 115,7
3e5s 114,9 116,3
o 117,8 119,3
5 126,9 128,3
6 128,7 130,1
v 130,1 131,5
2e6 130,6 132,0
B 140,8 1423
2” 147,6 149,0
2 159,1 160,5
4 160,0 161,3
4 162,0 163,4
C=0 190,4 191,9

d: deslocamento quimico (partes por milhdo); lit: literatura
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Figura 28. Espectro RMN *3C da Licochalcona A (75MHz:MeOD).
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A andlise espectral do RMN **C pode ser divida em quatro secdes. Na primeira
(de 0 a 40 ppm) aparecem os atomos de carbonos saturados, no qual pode ser observado
0s sinais atribuidos aos carbonos: a) C4” e C5” (6 26,1 ppm), referentes a duas metilas
magneticamente iguais; b) C1” (6 39,6 ppm), carbono metina. A secdo seguinte (de 40 a
60 ppm) demonstra o efeito dos atomos eletronegativos sobre o carbono, na qual
observa-se o sinal do carbono da metoxila (OCHj3) em 6 54,6 ppm.

A terceira secdo do espectro (de 100 a 175 ppm) inclui os sinais dos carbonos
aromaticos e dos alcenos. Nesta regido estdo presentes 0s sinais assim atribuidos: C3 (8
99,4), C3” (5 109,3), C1 (5 114,3), C3’ ¢ C5° (5 114,9), Ca (5 117.8), C5 (5 126,9), C6
(6 128,7), C1’ (6 130,1), C2’ ¢ C6” (5 130,6), CB (6 140,8), C2” (& 147,6), C2 (
159,1), C4 (8 160,0) e C4°(162,0).

Enfim, a quarta secdo do espectro contém carbonos de carbonila, que aparecem
nos valores de campo mais baixos (de 155 a 220 ppm), como também é observado no
espectro de RMN *3C da licochalcona A, em deslocamento quimico de 190,4 ppm.

A eletronegatividade, a hibridizacdo e a anisotropia afetam o deslocamento
quimico dos *C praticamente da mesma maneira que afetam os do ‘H, porém os sinais
do 3C sdo aproximadamente 20 vezes maiores (MACOMBER, 1991).

Os dados espectroscopicos obtidos e comparados aqueles previamente
publicados (KAJYAMA et al., 1992; NADELMANN et al., 1997a) confirmam a

estrutura quimica da substancia isolada e purificada como a licochalcona A.

4.2  PERFIL CROMATOGRAFICO DA LICOCHALCONA A

A figura 29 representa o cromatograma da licochalcona A obtido em CLAE-UV.
Utilizando fase mével composta por gradiente de agua acidificada (0,1% de H3PO,) e
solvente organico (MeOH) (50:50 a 20:80), deteccdo em comprimento de onda de 372
nm, observou-se uma resposta cromatogréfica satisfatéria. O tempo de retencdo da

licochalcona A nestas condi¢des cromatograficas foi de 8,6 minutos.
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Figura 29. Cromatograma obtido a partir da analise da licochalcona A (20 pg/mL) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo em Ultravioleta (CLAE-UV). Detecgdo em 372 nm. Tempo de
retencdo 8,6 minutos.

4.2.1 Linearidade

A linearidade do método para identificacdo da licochalcona A por CLAE-UV foi
avaliada por regressdo linear dos dados plotados entre a &rea do pico e a concentragao
do analito, utilizando-se cinco concentracdes (10, 20, 40, 80 e 100 pg/ mL), realizadas

em cinco replicatas cada, e estd demonstrada na figura 30.
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Figura 30. Linearidade do método cromatogréfico para licochalconaA.Concentracdes 10 - 100 pg/ mL.
R* = 0,999621.

A analise de regressdo linear dos dados resultou em coeficiente de correlagédo
igual ou melhor que 0,999, o qual comprova que a linearidade obtida esta adequada para

os valores contidos dentro desta faixa de concentragcdo (10 — 100 pg/ mL). A relagéo
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entre a concentracdo do analito (x) e a area do pico (y) foi expressa como equacgéo de
regressdo: y = 6,60 e*x — 4,14 e*.

4.2.2 Precisdo

A precisdo (ou repetibilidade) do método foi avaliada por meio de seis replicatas
da licochalcona A (20 pg/ mL) e pela variagdo da area do pico (871.040,6 + 475,4 AU).
O desvio padrdo relativo da area obtida entre as replicatas (Figura 31) foi de 0,05%, no
tempo de retencdo da amostra, conferindo uma étima precisdo do método para a analise
da licochalcona A.
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Minutes

Figura 31. Precisdo do método cromatogréafico para licochalcona A (20 pg/ mL).

4.2.3 Exatidao

A avaliacdo da exatiddo do método procedeu-se com cinco replicatas das
solugdes de licochalcona A de 10, 20 e 100 pug/ mL, demonstrados nas figuras 32, 33 e
34, respectivamente.
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Figura 32. Exatiddo do método cromatografico para licochalcona A (10 pg/ mL).
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Figura 33. Exatiddo do método cromatografico para licochalcona A (20 pg/ mL).
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Figura 34. Exatiddo do método cromatografico para licochalcona A (100 pg/ mL).
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4.2.4 Especificidade

A especificidade foi realizada injetando-se cinco replicatas do diluente, fase
movel e solucdo de licochalcona A (20 pg/ mL), demonstrados nas figuras 35, 36 e 37,
respectivamente. Ndo foi observado nenhum interferente ou pico no mesmo tempo de
retencdo da licochalcona A nestes cromatogramas. Vale ressaltar a diferenca na escala
de AU entre os dois primeiros cromatogramas (10™) para com o Gltimo (10™).
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Figura 35. Especificidade do método. Cromatograma do diluente.
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Figura 36. Especificidade do método. Cromatograma da fase movel.
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Figura 37. Especificidade do método cromatografico para licochalcona A (20 pg/ mL).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna Cig e
gradiente de eluicdo com eluente consistindo em metanol e acido fosforico foi reportada
para analise de varias chalconas (CASTILLO et al.,, 1991), como por exemplo, na
determinacdo de chalconas presentes nas raizes de licorice (SEGIET-KUWAJA et al.,
1990). Estudos também descrevem metodologia para quantificacdo de licochalcona A
em extrato desta planta, usando-se: coluna Cig e fase mdvel isocratica de acetonila e
acido acético (OKADA et al., 1989); coluna Hypersil ODS2 e fase mdvel isocréatica de
metanol, &gua e acido acético (CUI et al., 2009).

Nadelmann e colaboradores (1997b) foram os Unicos a descreveram, até hoje,
um método de quantificacdo de licochalcona A em fluidos bioldgicos. Apos injecdo
intraperitoneal, a licochalcona A foi quantificada no sangue e na urina em ratos por
CLAE-UV utilizando como fase mével um gradiente de acetonitrila e acido acético.
Este método foi seletivo, reprodutivo, sensivel e linear nas concentragdes de 0,2 a 10
pug/mL, enquanto que em concentraces acima destas ndo foram obtidas respostas
lineares. Assim sendo, a nossa metodologia apresenta uma alternativa para a
quantificacdo de licochalcona A em valores acima de 10 pg/mL, uma vez que
demonstrou linearidade, precisdo, exatiddo e especificidade adequadas para
concentracdes entre 10 e 100 pg/mL, podendo ter aplicabilidade para quantificagcdo

desta substancia tanto em extratos quanto em fluidos biolégicos.
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43 ESTUDOS IN VITRO

4.3.1 Viabilidade celular

A influéncia da licochalcona A sobre a viabilidade celular in vitro das células de
fibroblasto (NIH/3T3) e carcinoma hepatocelular humano (HepG-2) foi avaliada pelo
método MTT  (brometo de tetrazolio  3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil)
(SIEUWERTS, 1995).

Os resultados do efeito da licochalcona A na viabilidade celular frente a

linhagem HepG-2 estdo apresentados na figura 38.
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Figura 38. Efeito da licochalcona A sobre a viabilidade de células HepG-2.

* Diferenca significativa quando comparado ao DMSO 1% (p<0,05), controle negativo.
** Diferenca significativa quando comparado ao DMSO 1% (p<0,001), controle negativo.
CRT 100: Licochalcona A (100 uM) sem presenca de células.

Os resultados demonstram que a licochalcona A n&o apresentou reducdo
significativa (p>0,05) na viabilidade das células de carcinoma hepatocelular (HepG-2)
em todas as concentracOes testadas (10 — 200 pM), apds exposicdo de 24 h, quando
comparados ao grupo controle negativo (DMSO 1%). De acordo com o programa de
investigacdo de plantas do Instituto Nacional de Céancer dos Estados Unidos, uma
substancia pura é considerada um ativo com potente efeito citotoxico quando o I1Csq é

igual a 4 pg/mL ou menor (apud MALEK et al., 2011). Assim sendo, os resultados
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encontrados sugerem que a licochalcona A ndo apresenta citotoxicidade importante,
frente a esta linhagem celular.

Estudos com o uso de HepG-2 sugerem que esse sistema pode detectar
hepatotoxicidade celular humana com até 80% de sensibilidade e até 90% de
especificidade (O’BRIEN et al., 2006). Com isso, os resultados encontrados sugerem, in
vitro, que a licochalcona A ndo apresenta potencial toxico hepatocelular. Entretanto,
vale ressaltar, que estes resultados ndo descartam a possibilidade de atividade inibitoria
na viabilidade de outras linhagens celulares.

Resultados semelhantes foram observados no efeito da licochalcona A na
linhagem de fibroblasto (NIH/3T3), que ndo apresentou reducdo da viabilidade destas
células nas concentracfes até 100 uM (Figura 39). Entretanto, na concentracdo de 200
UM houve uma reducdo de 81% do numero de células vivas quando comparada com o
grupo controle negativo (DMSO 1%), sendo considerada estatisticamente significativa
(p<0,001). Estes dados demonstram que na concentragdo de 200 uM de licochalcona A,
ocorre citotoxicidade para esta linhagem celular, devendo, portanto, ser utilizado
concentracdes abaixo de 100 uM em futuros experimentos de investigacdo de atividade

farmacoldgica desta substancia.
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Figura 39. Efeito da licochalcona A sobre a viabilidade de células NIH/3T3.

* Diferenca significativa quando comparado ao DMSO 1% (p<0,01), controle negativo.
** Diferenca significativa quando comparado ao DMSO 1% (p<0,001), controle negativo.
CRT 100: Licochalcona A (100 uM) sem presenca de células.
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O ensaio de viabilidade celular baseia-se na medida do dano induzido pela
substancia/extrato em estudo no metabolismo celular, usualmente através da avaliacdo
da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e
consequentemente, a viabilidade celular, é quantificada pela redu¢do do MTT (um sal
de coloracdo amarela e solivel em agua) a formazan (sal de coloracdo arroxeada e
insolivel em 4gua) pela atividade daquelas enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a
formazan é diretamente proporcional & atividade mitocondrial e a viabilidade celular
(SLATER et al., 1963; MOSMANN, 1983).

Contudo, ja foi demonstrada a capacidade de fatores extracelulares, como
extratos e antioxidantes, em reduzir o MTT a formazan, a qual tem se dado pouca
atencdo (BRUGGISER et al., 2002). Este efeito pode ser observado em ambos 0s
experimentos, tanto frente a HepG-2 quanto a NIH/3T3, nos quais um controle
contendo apenas licochalcona A em 100 uM (CRT 100), nas mesmas condi¢des que 0s
demais, mas sem a presenca de células, foi capaz de reduzir diretamente 0 MTT a
formazan, levando a um resultado falso positivo de 23 e 17 % de células viaveis,
respectivamente. Este “ponto critico” do método ainda deixa obscuro se a licochalcona
A na concentracdo de 200 uM foi capaz de reduzir apenas 81 % do numero de células
NIH/3T3 viaveis, ou realmente os 100 % destas, uma vez que, a quantidade de
formazan formada, o equivalente a 19 % de células vivas, ndo foi estatisticamente
diferente da quantidade de formazan forma diretamente pelo CRT 100 (p>0,05).

Esta possivel reducdo direta do MTT pela licochalcona A poderia ainda, dentre
outros, explicar o porqué da quantidade de formazan formado em algumas

concentragcfes serem maiores que o equivalente a 100 % de células viaveis.

4.3.2 Adesédo celular

Adesdo celular consiste num processo complexo envolvido na embriogénese,
migracdo, invasdo e remodelagem tissular. Para tal, as células precisam aderir aos
componentes da matriz extracelular (via receptores de adesdo), formando complexos
com os componentes do citoesqueleto, a qual afeta a motilidade celular, diferenciacéo,
proliferacéo e sobrevivéncia (GUMBINER, 1996; ALBERTS et al., 2004).

O ensaio de adesao celular in vitro permitiu determinar que a licochalcona A nédo
interferiu neste processo de adesdo de células de carcinoma hepatocelular humano

(HepG-2), no qual a quantidade de células aderidas foi quantificada pelo MTT. Os
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resultados (Figura 40) demonstram que a licochalcona A néo reduziu significativamente

0 numero de células aderidas em nenhuma concentragdo testada (10 — 100 uM).
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Figura 40. Efeito da licochalcona A sobre a adesédo de células HepG-2.

44  ESTUDOS INVIVO

4.4.1 Peso dos animais e do figado

Nos experimentos in vivo foram utilizados ratos Wistar (200 — 250 g), sendo que
houve uma reducdo significativa entre os pesos dos animais antes da cirurgia (Peso
inicial) e no dia da eutanasia (Peso final) (p<0,01), como demonstrado na figura 41.

Ja o peso realtivo do figado dos animais, quando comparados entre os diferentes

grupos ndo demonstraram reducdo (Figura 42).
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Figura 41. Pesos médios iniciais e finais dos animais.

* A diferenca entre o Peso inicial e o Peso final de todos os grupos foi estatisticamente significativa
(p<0,01).
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Figura 42. Peso médio dos figados em relacéo ao peso dos animais. (p>0,05)
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4.4.2 Proteinas totais

O figado é o responsavel pela produgdo da maioria das proteinas plasmaticas,
sendo algumas dotadas de atividade enzimatica, enquanto outras desempenham a fungéo
de transporte. Dentre elas, a albumina, uma proteina sintetizada exclusivamente pelo
figado, é o principal constituinte da proteina total, sendo a fragéo restante chamada de
globulina (incluindo as imunoglobulinas) (MILLS, 2012).

O resultado de proteina total presente no soro dos animais esta demonstrado na
figura 43, na qual puderam ser observados valores muito proximos entre todos os
grupos, ndo havendo diferenca significativa entre eles (p>0,05). Isto demonstra que o
modelo de lesdo hepatica por BDL em apenas 48 h ndo foi capaz de alterar a capacidade

de sintese proteica dos animais.
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Figura 43. Niveis séricos de proteinas totais. (p>0,05).

443 Transaminases (AST e ALT)

As enzimas AST (ou TGO) e ALT (ou TGP) catalisam a transferéncia reversivel
dos grupos amino de aminoacidos para o a-cetoglutarato, formando ceto-acido e acido
glutdmico.
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Nas figuras 44 e 45 encontram-se 0s resultados referentes as atividades

especificas da AST e ALT presente no soro dos animais, respectivamente.
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Figura 44. Niveis séricos de AspartatoTransaminase (AST).

* Diferenca significativa (p<0,001) quando comparado aos grupos Sham CTRL (controle) e Sham Lico.
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Figura 45. Niveis séricos de Alanina Tramsaminase (ALT).
* Diferenca significativa (p<0,001) quando comparado aos grupos Sham CTRL (controle) e Sham Lico.
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De acordo com os resultados bioquimicos encontrados pode-se verificar que
houve um aumento de AST e ALT plasmaética ap6s a ligadura do ducto biliar. Esta
diferenca foi significativa quando se comparam os valores médios da atividade
especifica destas enzimas dos grupos BDL com os grupos Sham (p<0,001). Este dado
sugere que existe uma leséo hepatocelular ap6s o impedimento do fluxo biliar por 48 h.

A AST e a ALT séo enzimas intracelulares, presentes em grandes quantidades
nos hepatdcitos, e lesGes ou destruicdo destas células liberam estas enzimas para a
circulacdo. A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatdcito, enquanto
80% da AST estdo presentes na mitocondria, assim sendo, em dano hepatocelular leve a
forma predominante no soro € a primeira, enquanto que em lesbes graves ha também
liberagdo da enzima mitocondrial. Entretanto, a AST é encontrada também em musculos
esquelético e cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos (globulos vermelhos do sangue), logo,
quando qualquer um desses tecidos € danificado, a AST é liberada no sangue. Como
ndo existe um método laboratorial para saber qual a origem da AST encontrada no
sangue, 0 diagnostico da causa de seu aumento deve levar em consideracdo a
possibilidade de lesdo em qualquer um dos 6rgdos onde é encontrada (MILLS, 2012).

Em outra analise, pode ser observado ainda, que ndo houve diferenca
significativa na atividade especificas das enzimas do grupo Sham Lico quando
comparado ao grupo Sham CTRL (p>0,05), demonstrando que a licochalcona A ndo
causou dano nas células hepéticas capaz de aumentar a liberacdo destas enzimas para a
corrente sanguinea. Este resultado vai ao encontro daqueles encontrados nos
experimentos in vitro, no qual se demonstrou que a licochalcona A ndo teve
citotoxidade em cultura de células HepG-2. Isto demonstra certa seguranca na utilizagéo
desta substancia para pesquisas de suas atividades biologicas, entretanto requer mais
estudos sobre sua toxicidade.

Por outro lado, os resultados também ndo demonstraram diferenca significativa
entre os grupos BDL tratados com licochalcona A ou silimarina quando comparados
com o grupo BDL controle (p>0,05). Estes resultados sugerem que talvez o tempo de
tratamento (48 h) possa ndo ter sido suficiente para a promocdo do efeito protetor

relacionado ao dano hepatocelular causado pelo BDL.
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4.4.4 Fosfatase alcalina

Os resultados da atividade especifica para fosfatase alcalina (FA) presente no

soro dos animais estdo demonstrado na figura 46.

16 .
Fosfatase Alcalina
~~ 14 _
%_ %k %
® * %k %
T 12 - %k
[@)]
e *
~
W 10 -
2
S
= 8
'S
[«5]
D
2
s 4
=
e}
< 2 -
0 T T T T 1
Sham CTRL Sham Lico BDL CTRL BDL Lico BDL Silimarina

Figura 46. Niveis séricos de Fosfatase Alcalina (FA).

* Diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo Sham Lico.
** Diferenca significativa (p<0,01) quando comparado aos grupos Sham CTRL (controle).
*** Diferenca significativa (p<0,001) quando comparado com ambos os grupos Sham (controle e Lico).

Na analise dos resultados encontrados para FA, observa-se 0 aumento desta
enzima nos animais com ligagdo do ducto biliar, sendo estatisticamente diferentes em
todos os grupos BDL quando comparados com os grupos Sham. Como aqueles das
transaminases, estes dados demonstram que existe uma lesdo hepatocelular apés a estase
do fluxo biliar por 48 h.

A fosfatase alcalina estda amplamente distribuida nos tecidos humanos,
notadamente na mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tabulos renais, bago,
0ss0s (osteoblastos) e placenta. A forma predominante no soro em adultos normais
origina-se, principalmente, do figado e esqueleto. No figado, a FA esta localizada nas
membranas de revestimento dos canaliculos biliares, e nas desordens do trato biliar,
como o impedimento do fluxo biliar, sua concentracao sérica atinge 2-3 vezes os valores

de referéncia (podendo chegar a 10-15 vezes), dependendo do grau de estase biliar. Os



65

motivos destes aumentos podem ser por diversos fatores, a saber: a) incremento na
sintese da enzima; b) retencdo de acidos biliares no figado, que solubilizam a FA e a
removem da membrana plasmética dos hepatdcitos; ¢) regurgitacdo da enzima para a
circulacdo pelo impedimento de sua excre¢do (KASPER et al., 2005).

Mais uma vez, ndo houve diferenca significativa entre o grupo Sham Lico (4,36
UE/mg de proteina) quando comparado ao grupo Sham CTRL (3,66 UE/mg de
proteina) (p>0,05), sugerindo que a licochalcona A ndo causou dano nas células
hepaticas capaz de aumentar os niveis séricos de FA, o que corrobora para
demonstracdo de sua baixa hepatotoxicidade.

Entretanto, novamente, no tempo de tratamento do experimento realizado, a
licochalcona A ndo demonstrou prote¢do do figado, uma vez que o resultado de FA do
grupo BDL Lico (10,14 UE/mg de proteina) foi estatisticamente igual ao grupo BDL
controle (10,75 UE/mg de proteina) (p>0,05).0 grupo BDL silimarina (7,86 UE/mg de
proteina), mesmo demonstrando tendéncia de redugdo nos niveis de FA, também néo

apresentou significancia estatistica quando comparada ao BDL (p>0,05).

4.4.5 Mieloperoxidase

Os resultados de atividade especifica de mieloperoxidase (MPO) extraida do

tecido hepatico retirado dos animais estdo expostos na figura 47.
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Figura 47. Atividade especifica de Mieloperoxidase (MPQO) extraida de tecido hepatico. (p>0,05).
Analisando os resultados encontrados para MPO do tecido hepatico dos animais,

visualiza-se que ndo houve diferenca significativa entre nenhum dos grupos
experimentais (p>0,05). Estes dados demonstram que o procedimento de ligadura do
ducto biliar ndo teve como resposta um aumento da expressdao de mieloperoxidases
neste tecido, ja que ndo houve diferenca entre os grupos Sham e BDL.

A mieloperoxidase € uma enzima derivada de leucocitos que catalisa a formagéo
de numerosas espécies reativas oxidantes. Além de integrantes da resposta imune inata,
evidéncias tém comprovado a contribuicdo desses oxidantes para o dano tecidual
durante inflamacdo. A principal funcdo atribuida a MPO é microbicida, por producdo de
HOCI, embora jA se reconheca sua participagdo mais ampla na bioquimica dos
neutréfilos e mondcitos, como sinalizacdo da apoptose em varios tipos celulares,
incluindo células do sistema imune, e ativacdo de producdo de citocinas (VAN DER
VEEN, 2009; PROKOPOWICZ, 2011).

4.4.6 Fator de necrose tumoral — alfa

Os resultados de Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a) presente no soro dos

animais esta representado na figura 48.
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Figura 48. Niveis séricos de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a).
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* Diferenca significativa (p<0,001) quando comparado com ambos os grupos Sham (controle e Lico).

Estes resultados demonstram um aumento de TNF-a nos grupos com ligagdo do
ducto biliar, sendo estatisticamente diferentes quando comparados com 0s grupos Sham,
sem obstrugéo deste ducto (p<0,001). Resultados em consonancia com a literatura, que
descrevem niveis de TNF- a aumentados tanto a niveis séricos (BEMELMANS et al.,
1992) quanto em macrofagos hepaticos (FOX et al., 1997) nos modelos de BDL.

Todavia, os grupos BDL Lico e BDL Silimarina ndo conseguiram reduzir
significativamente os niveis séricos de TNF-a quando comparados ao BDL controle
(p>0,05).

Em véarios modelos de lesdo hepética, como o alcool ou pela lesdo induzida pela
dimetilnitrosamina (YIN et al., 1999; KITAMURA et al., 2002), 0 TNF- a desempenha
o papel de ativar as células hepéticas estreladas em experimentos in vitro. Além disso, o
TNF-a induz a insuficiéncia hepatica ou pode agravar a lesdo hepatica apos exposi¢do a
CCl4 (CZAJA et al., 1995). Por outro lado, 0 TNF- o é necessario para regeneragdo do
figado apos hepatectomia parcial (YAMADA et al., 1997).
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5 CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados, podemos concluir que a metodologia de
isolamento e purificacdo de licochalcona A, a partir do extrato seco das raizes de
Glycyrrhiza inflata, foi satisfatoria, obtendo-se grande quantidade de licochalcona A
isolada e purificada. Além de demonstrar que os métodos de identificacdo utilizados
(RMN 'H e 3C) apresentaram-se confidveis e reprodutiveis, j& que os dados
espectroscopicos obtidos foram facilmente confirmados com aqueles da literatura.

Conclui-se também que a metodologia proposta para quantificacdo desta
substancia por CLAE-UV foi adequada ao se utilizar concentragcdes entre 10 e 100
pg/mL, demonstrando linearidade, preciséo, exatidao e especificidade adequadas.

Ja os dados encontrados nos estudos in vitro demonstraram que a licochalcona A
(< 100 uM) ndo possui citotoxicidade relevante frente as linhagens celulares estudadas,
assegurando sua utilizacdo em estudos para investigacdo de atividades bioldgicas, em
cultura dessas células. Este resultado foi confirmado no estudo em ratos, ao se comparar
as analises bioquimicas do grupo sham tratado com licochalcona A (50 mg/Kg) e grupo
sham controle (tratado apenas com veiculo), ndo apresentando diferenca significativa.

Os dados obtidos com a avaliagdo dos efeitos hepatoprotetores demonstram que
a licochalcona A ndo foi capaz de promover protecdo aos danos agudos do figado
provocados pela colestase extra-hepética induzida pelo modelo de ligacdo do ducto
biliar em 48 horas. Todavia, vale ressaltar que os resultados obtidos ndo descartam a
possibilidade do efeito hepatoprotetores da licochalcona A, tanto em outros modelos,
quanto no proprio modelo de ligacdo do ducto biliar por um periodo maior.

Assim sendo, mediante o0s resultados obtidos, novas etapas podem ser
planejadas:

e avaliar a aplicabilidade da metodologia de quantificacdo de licochalcona
A por CLAE-UV em matrizes bioldgicas, como soro de ratos;

e desenvolver a validacdo completa desta metodologia segundo os critérios
estabelecidos pelas agéncias reguladoras;

e verificar os efeitos da licochalcona A sobre o modelo de BDL

prolongado (14 e/ou 28 dias).
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