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RESUMO

SILVA, Priscila Goncalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2021. Avaliagao hepatica de camundongos adultos submetidos a ingestao do
extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen.
Orientadora: Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo. Coorientadores: Fernanda
Carolina Ribeiro Dias, Reggiani Vilela Gongalves e Sérgio Luis Pinto da Matta.

As folhas e raizes de Pfaffia glomerata s&o usadas como tranquilizantes,
analgésicas, e no tratamento de doencas gastrointestinais. No entanto, ainda
existem poucos estudos descrevendo a dose e o tempo de exposigado seguros para
0 uso da planta. Baseado nisso objetivou-se avaliar o efeito de extrato hidroalcodlico
da raiz de P. glomerata (BGE) sobre o parénquima hepatico, no balang¢o oxidativo e
sobre marcadores bioquimicos e inflamatérios. As metodologias usaram foram
quantificacdo de citocinas, marcadores teciduais oxidativos, enzimas antioxidantes,
parametros bioquimicos, bem como analises morfométricas e patologicas no tecido
hepatico. Camundongos adultos (n=30) foram divididos em controle (agua), BGE nas
doses diarias de 100, 200 e 400 mg/kg e uma dose descontinua (200 mg/Kg a cada
trés dias) por 42 dias. Apos a ingestdo de BGE houve diminuicdo de GST,
consequéncia da ativacdo da exaustdo enzimatica em resposta as possiveis altas
concentracdes de radicais livres no tecido hepatico. Estes por sua vez atuam na
peroxidagao lipidica, o que refletiu no aumento de malondialdeido (MDA) em BGE
400 mg/kg e 200 D mg/kg. O 6xido nitrico (ON) aumentou em BGE 200 e 400 mg/kg,
0 que indica alteragdes no status oxidativo hepatico. Houve aumento de IL-10,
reforcando o papel desta interleucina na manutengdo da inflamagdo hepatica
juntamente com a modulacdo fatores pré e anti-inflamatérios produzidos
possivelmente por macréfagos. Neste estudo também houve aumento da populagéo
de macréfagos em todos os grupos BGE tratados. Além disso, foi constatada
congestao sinusoidal apoés todos os BGE tratados, indicando alteragdes no fluxo
hemodinamico do figado. O aumento dos minerais zinco (Zn), (Cu) e diminui¢cdo de
(Mn) estao associados com a possivel manutengédo de superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) e do equilibrio enzimatico dos hepatdcitos. Ja as alteragdes
morfolégicas como a diminuicdo do percentual de citoplasma de hepatécitos e a
diminuicdo do percentual destas células indica atuagdo dos radicais livres no

estresse de organelas. Todas estas alteragbes no balango antioxidante e oxidativo



foram capazes de levar o figado a alteragdes morfoldgicas do parénquima que séo

capazes de prejudicar a detoxificagdo hepatica.

Palavras-chave: Status oxidativo. Extrato de ginseng brasileiro. Histopatologia.
Toxicidade hepatica.



ABSTRACT

SILVA, Priscila Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2021.
Hepatic evaluation of mice subjected to an intake of hydroalcoholic extract of
the root of Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Adviser: Fabiana Cristina
Silveira Alves de Melo. Co-advisers: Fernanda Carolina Ribeiro Dias, Reggiani
Vilela Gongalves and Sérgio Luis Pinto da Matta.

Leaves and roots of Pfaffia glomerata are commonly used as tranquilizers,
analgesics and in treatment of gastrointestinal diseases. However, a very few studies
have described the safe dose and exposure time for plant use. Based on that, we
aimed to evaluate the effect of hydroalcoholic extract of root of P. glomerata (BGE)
on the hepatic parenchyma and histomorphometry, oxidative stress, minerals
quantification, cellular viability, biochemical parameters and inflammation. The
methodologies used were morphometric and pathological analyses in liver tissue,
quantification of oxidative tissue markers, antioxidant enzymes, biochemical
parameters, and cytokines. Adult mice (n=6/group) were divided in control group
(water), BGE at daily doses of 100, 200 e 400 mg/Kg and an intermittent dose (200
BGE mg/Kg each three days) during 42 days. After BGE intake there was a decrease
in GST as a consequence of activation of enzyme exhaustion in response to possible
high concentrations of free radicals in the liver tissue. These in turn act in lipid
peroxidation, which reflected in the increase of malondialdehyde (MDA) in BGE 400
mg/kg and 200 mg/kg D. Nitric oxide (ON) increased in BGE 200 and 400 mg/kg,
indicating changes in liver oxidative status. There was an increase of IL-10,
reinforcing the role of this interleukin in the maintenance of hepatic inflammation
along with the modulation of pro and anti-inflammatory factors possibly produced by
macrophages. An increase in the macrophage population was also observed in all
treated BGE groups. In addition, sinusoidal congestion was observed in all treated
BGE groups, indicating changes in liver hemodynamic flow. The increase of the
minerals zinc (Zn), cupper (Cu) and decrease of manganese (Mn) are associated
with the possible maintenance of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
and the enzymatic balance of hepatocytes. On the other hand, morphological
changes such as decreased volume and percentage of cytoplasm of hepatocytes
and decreased percentage of these cells indicate the action of free radicals in stress

of organelles.



All these changes in the antioxidant and oxidative balance were able to lead the liver
to morphological changes in the parenchyma that are capable of impairing liver
detoxification.

Keywords: Oxidative status. Brazilian ginseng extract. Histopathology. Liver toxicity.
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1. INTRODUGAO GERAL

Mesmo com a ascensdo da medicina europeia como principal fonte de
tratamento, o uso de plantas no tratamento de doengas sobrevive a evolugao cultural
e passa através de geragdes (Castro e Figueiredo, 2019; Ramos, de Oliveira e
Damascena, 2019). A grande busca por terapias alternativas que envolvam o uso de
plantas medicinais € associada a caréncia de tratamentos de origem sintética
(Ferreira et al., 2019; Rodrigues e da Silva Mello, 2019). O consumo de plantas se
deve a comprovacao de seus efeitos no tratamento de doencas e a presenca de
substancias de interesse farmacologico (Santos et al., 2016).

Compostos quimicos oriundos de plantas tendem ao acumulo em tecidos
metabolicamente ativos como o figado (Stickel e Schuppan, 2007). Neste contexto, o
monitoramento do sistema antioxidante e de produtos toxicos endogenos gerados
por estresse oxidativo é fundamental para compreender a geracdo de danos
celulares e patologias hepaticas (Tringali, 2011). Portanto, a investigacdo hepatica é
fundamental para identificar possiveis toxicidades herbais ou a descoberta de novos
agentes terapéuticos para o tratamento de disfun¢des hepaticas (Lu et al., 2017).

Dentro das espécies de interesse esta Pfaffia glomerata (Spreng.), detentora
de importancia alimentar e farmacéutica (Nishimoto et al., 1987). O interesse nesta
especie deve-se a presenca de compostos adaptdbgenos em suas raizes tuberosas
que proporcionam o aumento de resisténcia do organismo (Shiobara et al.,1993). As
propriedades medicinais da espécie sido atribuidas a presenca do composto
ecdisterona ou 20-hidroxi-ecdisona (Gavin et al., 2015).

Este composto € um fitoesteroide presente nas raizes de P. glomerata,
utilizada na produgao de medicamentos adaptégenos (Vigo et al., 2003). Além disso,
analises fitoquimicas da planta demonstraram a presenca de acido oleandlico,
rubrosterona, B-glucopiranosil oleanolato, ginsenosideos Rb € Rb 1 em suas raizes
(Shiobara et al.,1993; Coradin e Siminski, 2011).

Popularmente, P. glomerata tem sido utilizada na forma de tonico,
antienvelhecimento e afrodisiaca (Mendes, 2011); anti-ulceras e cicatrizante (Rates
e Gosmann, 2002); estimulante da circulagao periférica (Ferreira e Marques, 2018);
e no tratamento de doengas dos sistemas respiratorio e digestorio (Oliveira, 1986).

Diversas propriedades medicinais da planta foram comprovadas, como depressor do
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sistema nervoso e antimicrobiano (Rates e Gosmann, 2002); analgésico e anti-
inflamatorio (Neto et al., 2005); anti-melanogénico e antileishmanial (Caleffi et al.,
2015); protetor da mucosa gastrica (Queiroz et al., 2014); antineoplasico (Felipe et
al., 2014); e auxiliar no tratamento das doencas gastrointestinais (Freitas et al.,
2004).

Apesar de sua ampla aplicabilidade, a seguranga do uso de P. glomerata
ainda nao foi completamente definida, uma vez que o consumo depende da
avaliacao minuciosa de seus efeitos no organismo. Superdosagens da planta podem
causar efeitos colaterais como desenvolvimento de asma, hipertensdo e insénia,
sugerindo que diferentes doses da planta provocam diferentes respostas sobre o
Sistema Nervoso Central (Coradin e Siminski, 2011).

Comprovou-se que apesar do efeito afrodisiaco de P. glomerata, seu extrato
hidroalcodlico promoveu alteragdes estruturais nos tubulos seminiferos e testiculos
de camundongos Swiss (Dias et al., 2019). Foi relatado o efeito abortivo e anti-
implantacdo de blastocistos em ratas Wistar (Toledo et al., 2004). Com relacéo ao
figado, este mesmo estudo sugere uma correlagcdo da atrofia pulmonar com
hepatomegalia em ratas apds exposicdo ao extrato aquoso de P. glomerata,
indicando possivel toxicidade hepatica.

Dentro deste contexto, sdo escassos os estudos que avaliam a toxicidade de
P. glomerata no figado. Isso evidencia a necessidade de novos estudos
toxicologicos a fim de verificar o nivel de segurangca do seu uso (Smolarek et al.,
2009). O uso de plantas medicinais deve prever uma investigagdo cientifica dos
beneficios e riscos dos extratos vegetais, garantindo assim o consumo seguro,
eficiente e de qualidade (Paranagua et al., 2009).

Desta maneira o objetivo do presente estudo foi avaliar a agao de diferentes
doses do extrato hidroalcodlico de P. glomerata no figado camundongos adultos.
Esta avaliagdo foi feita através de analises bioquimicas, morfoldgicas,

histomorfométricas e patologicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pfaffia glomerata
A familia Amaranthaceae possui 60 géneros e 900 espécies, distribuidas em

regides tropicais e temperadas (Rahman e Gulshana, 2014). No Brasil, estdo
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presentes 13 géneros e aproximadamente 100 espécies (Siqueira, 1987). Dentro da
familia, o género Pfaffia possui grande importadncia medicinal e econbmica
(Vasconcelos et al., 2014). Um estudo prévio mostrou a presencga de 20 espécies em
territério nacional presentes no Cerrado, Caatinga e Campos rupestres (Marchioretto
et al., 2009).

Na sabedoria popular, as espécies do género sdo conhecidas como sempre-
viva, corango, corango-agu, acOnito do mato, doril, anador e batata-do-mato
(Carriconde et al., 1996). Dentre as espécies, P. paniculata, P. iresinoides e P.
glomerata sao conhecidas como ginseng brasileiro (Oliveira, 1986). Essa
nomenclatura vem do chinés “jensheng”, que se traduz para “na imagem do
homem”, cujo formato se assemelha a suas raizes (Nocerino et al., 2000).

Analises fitoquimicas de plantas do género comprovaram a presenga de
ferro, fosforo, saponinas notriterpénicas e ecdisterona. Este ultimo é apontado como
principal ecdisterdide de P. glomerata (Rates e Gosmann, 2002). Ainda, a planta
ganha maior destaque por ser a unica das trés espécies principais que apresenta
compostos fafosideos com atividade antitumoral (Nakai et al., 1984).

Na terapia alternativa é comum a recomendagao do uso de raizes e folhas
de P. glomerata no tratamento de reumatismo, cicatrizagcado de feridas em diabéticos
(Silva et al., 2010); astenia, fadiga e indisposicéo (Nicoloso et al., 1999; Silva Junior
e Osaida, 2005); além de tranquilizante, antioxidante, antimicrobiano, antitérmico e
miorrelaxante (Souza et al., 2005). A intensa exploragdo tem contribuido para o
aumento da demanda comercial e farmacolégica da espécie (Ramos, De Oliveira e

Damascena, 2019).

2.2 Figado

O figado esta envolvido em diversas fungdes metabdlicas. Seu papel de
detoxificagdo de xenobidticos ocorre em decorréncia da ligagdo da proteina
Citocromo P450 ao reticulo endoplasmatico das células hepaticas. E também no
figado que ocorre a sintese de hepicidina, proteina responsavel pela regulagao de
ferro através da inibicdo da proteina transportadora ferroportina (Dufour e Clavien,
2010). O d6rgao também exerce papel pivotal na regulacdo de glicose através

transportadores de glicose de membrana integral (GLUTs), dos quais GLUT-1,
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GLUT-2, GLUT-9, e GLUT-10 sdo encontrados nos hepatdcitos (Karim, Adams e
Lalor, 2012).

Ainda, o figado armazena glicogénio, minerais e vitaminas; sintetiza glicose
a partir de aminoacidos, participa de diversas fungbes metabdlicas como
homeostase de colesterol, processamento de macronutrientes, controle das vias de
sinalizagao de crescimento, controle do volume sanguineo e por isto é susceptivel a
injurias (Porth e Matfin, 2010). Um vasto numero de substéncias quimicas usadas
farmacologicamente aumenta o risco de lesdes hepaticas, podendo existir um amplo
espectro de efeitos produzidos por estas substancias (Veiga Junior et al., 2005).

A maior causa de desordens hepaticas ocorre por exposicdo a metais
pesados, tetracloreto de carbono, alcool e medicamentos, os quais lesionam o
figado através da producdo de espécies reativas de oxigénio (Kasperczyk et al.,
2013), apoptose de células hepaticas (Liu et al., 2018), perda da capacidade
antioxidante (Huo et al., 2007), danos no DNA (Ozkaya et al., 2016), peroxidagao
lipidica (Gonzalez Renddén et al., 2018) e decréscimo dos niveis de ferro e

transferrina em células hepaticas (Barnum-Huckins et al., 1997).

2.3 Estresse oxidativo

Antes de gerar qualquer acdo sistémica, compostos fitoquimicos sao
processados no figado. Neste o6rgdo, as células hepaticas sdo o centro da
biotransformacado de tais substancias, envolvida principalmente com o Citocromo
P450. Ao final deste processo, sao gerados subprodutos toxicos os quais
necessitam ser excretados pelo figado. (Egbuna et al., 2019). Dentro deste contexto,
alguns fatores como a natureza sinérgica dos fitocompostos, desequilibrio das
dosagens, tempo de administragdo e acumulo de metabdlitos toxicos colaboram
para a intoxicagao das células hepaticas (Potts, Ebehrard e Wharton, 2015).

Dentro das células sdao comuns reacdes de oxirreducdo necessarias a
manutengdo do metabolismo celular e necessarias a detoxificagdo. Ao decorrer
destas reacgdes, enzimas antioxidantes atuam na protegdo celular contra agentes
oxidantes gerados durante o processo. Quando a producdo de agentes oxidantes
supera a capacidade antioxidante enzimatica de defesa, ha grande potencialidade

para a formagao de danos celulares (Brasileiro Filho, 2011).



18

Durante esses processos, sao formadas moléculas instaveis que possuem um
elétron desemparelhado no orbital externo e sdo denominadas radicais livres. A
intoxicagdo das células hepaticas leva ao desequilibrio do status oxidativo das
células (Ushioda e Nagata, 2019). Essa resposta € denominada estresse oxidativo.
Este desequilibrio, sua vez promove a migragdo de células inflamatérias para o
tecido as quais sé&o responsaveis por fagocitar e degradar os subprodutos téxicos
presentes no tecido (Ramos-Tovar e Muriel, 2020).

Entretanto, durante esse processo, mediadores inflamatérios sao liberados
por essas células causando uma sobrecarga tecidual, liberando maior quantidade de
radicais livres (De Andrade et al.,, 2015). Uma vez que possuem um elétron
desemparelhado no orbital externo, estes radicais captam os elétrons de proteinas e
lipideos a fim de obter estabilizagdo e transformam em radicais livres as moléculas
das quais captou o elétron, gerando peroxidagcbes constantes (Brasileiro Filho,
2016). Ainda, a geracao de radicais livres através de oxigénio molecular (O *; forma
altamente instavel do O;) favorece o aparecimento de lesdes teciduais, a depender
da permanéncia do estresse e do agente agressor (Muriel, 2009).

Em resposta a exposigdo da maquinaria bioquimica aos radicais livres, as
células eucariotas desenvolveram mecanismos de defesa antioxidantes na forma de
enzimas (Brasileiro Filho, 2011). A enzima Superoxido dismutase (SOD) converte o
radical superoxido em agua oxigenada (H0,), através da passagem do segundo
elétron. A agua oxigenada serve como substrato para que Catalase (CAT) produza
agua e radical hidroxila. Ja a enzima Glutationa reduzida (GSH) age como um
protetor celular contra a oxidacdo, sobretudo em proteinas que possuem
grupamentos tiol (Rodrigo, 2009).

O oxido nitrico (ON) é uma molécula sinalizadora que esta envolvida na
regulagdo da pressao sanguinea, neurotransmissdo e sinalizagdo intra e
extracelular. Durante o estresse oxidativo, o ON reage com 0, formando oxidantes
como o peroxinitrito. Ainda, durante o processo de peroxidagao, age na célula como
um sinalizador que comunica o status redox celular ou outras informagdes
necessarias a sobrevivéncia da célula (Bondy e Campbell, 2016). O malondialdeido
(MDA) é determinado para quantificar a peroxidacao lipidica em amostras teciduais,
sendo um importante produto intermediario de estresse oxidativo (Boyer et al.,
2016).



19

Portanto, devido a sua ampla atividade metabdlica e a manifestacido de
amplos sintomas, os marcadores de estresse oxidativo hepaticos tornam-se
fundamentais para que haja o entendimento dos mecanismos fisioldgicos afetados
pela exposicdo do figado aos metais pesados e as diversas substancias (Preedy e
Patel, 2017).

2.4 Citocinas e o mecanismo de inflamagao hepatica

Drogas, metabdlitos reativos ou xenobidticos envolvidos no estresse oxidativo
ou radicais livres por ele produzidos podem desencadear estresse nas organelas
celulares. Desta forma, os agentes lesivos podem induzir uma resposta adaptativa
de forma a atenuar e reparar os danos provocados pelas espécies reativas de
oxigénio (ERQO’s) ou entdo ou entdo causar mecanismos inflamatérios no érgao
(Chen e Will, 2018), resultado da migracéo celular de macréfagos para o tecido
hepatico.

Estes macrofagos exercem um papel importante na resposta inflamatéria,
uma vez que durante a sua migracao liberam fatores proé-inflamatérios no tecido
(Ramos-Tovar e Muriel, 2020). Durante a tentativa de limpeza tecidual, os fagécitos
liberam espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que podem trazer danos nas
membranas das células, oxidagao de seus componentes e por consequéncia alterar
suas fungdes celulares. Este processo recebe o nome de explosao respiratoria.
(Goncalves, Costa e Grzeskowiak, 2021).

Ainda durante esse processo, células de Kupffer (CK’s) metabolicamente
ativadas langam citocinas inflamatérias no tecido, tais como interleucinas IL-1, IL-6 e
TNF-a. Devido a sua agao paracrina, as citocinas passam a estimular a secregao de
interleucinas pelas demais CKs adjacentes (Ramadori e Armbrust, 2001). A ativagao
das CKs também pode também ser alimentada pela expressédo de interferon (Li et
al., 2017). Além das CK’s, células endoteliais dos capilares também s&o conhecidas
pela produgao de citocinas sob condigbes de estresse (Ramadori, 1992).

Sendo assim, as diversas interleucinas (IL’'s) vao modular as respostas da
inflamacdo no figado. A IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo
envolvidos na ativacdo de vias de transcricdo de fator nuclear kB, ativacdo da
sinalizagao intracelular. A expressao da interleucina IL-17 por células Th17 esta

relacionada com o agravamento da inflamagéo, provocando lesdes hepatocelulares
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nos ductos biliares (Sasaki et al., 2015). Ja a secregao de IL-2 por CKs, marca o
desenvolvimento de hepatite. A IL-4 estd associada a mesma doenga, atuando na
deposi¢ao de colageno durante o seu desenvolvimento (Burt, Ferrell e Hubscher,
2017).

Ja durante o periodo de resolugdo da inflamacédo, a IL-10 atua reduzindo a
resposta inflamatoria, uma vez que estimulam a sintese de fatores que estimulam a
remogao das partes lesadas do tecido (Bekker et al., 2016). Essas citocinas sao
produzidas por macrofagos ativados do tipo M2, que estdo envolvidos no mecanismo
de reparo tecidual. A IL-10 reduz a atividade pro-inflamatoéria dos macréfagos do tipo
M1, cuja fungdo € liberar fatores pro-inflamatorios no inicio da inflamacgao.
Diferentemente destes, macréfagos M2 removem corpos apoptéticos do tecido e
promovem a limpeza do mesmo (Brasileiro Filho, 2011).

E evidente, desta maneira que por acdo da explosdo respiratéria dos
macrofagos ativados, as espécies reativas liberadas levam a um desbalancgo
oxidativo nas células do tecido. Portanto, o desenvolvimento de lesbes hepaticas
durante a exposicao do figado a substancias exdgenas pode ser influenciado pela
persisténcia do agente agressor e pela atuagdo das diferentes citocinas no
mecanismo inflamatario.

Dentro deste contexto, estudos subcrénicos com modelos murinos permitem
compreender de uma melhor forma a toxicocinética e dos extratos utilizados e prover
informacdes sobre doses pré-clinicas para tratamento humano com base no
entendimento da toxicologia hepatica envolvida frente a exposicédo a diferentes

substancias de interesse (Denny e Stewart, 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do tratamento subcrénico de doses crescentes e uma dose
descontinua do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata (BGE) no tecido

hepatico de camundongos Swiss adultos.

3.2 Objetivos especificos

e Obter valores biométricos corporais e do figado;
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Determinar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) no
figado;

Avaliar os marcadores de estresse oxidativo 6xido nitrico (ON) e
malondialdeido (MDA) no figado;

Quantificar a produgéo de marcadores inflamatérios (citocinas IL-2; IL-
4; IL-6; IL-10; IL-17; e interferon) no tecido hepatico;

Quantificar os niveis das proteinas hepaticas Fosfatase Alcalina (ALT)

e Aspartato Transaminase (AST);
Avaliar a viabilidade celular hepatica;

Quantificar o conteudo de minerais: zinco (Zn), selénio (Se), cobre

(Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn) no tecido hepatico;
Quantificar o glicogénio tecidual hepatico;

Avaliar o teor de agua presente no tecido hepatico;
Quantificar o colageno total presente no tecido hepatico;

Identificar e quantificar possiveis patologias ocorridas no tecido
hepatico através da contagem de elementos do parénquima como

tamanho de nucleo, congestao vascular, infiltrados inflamatérios;

Quantificar através de morfometria hepatica a propor¢ao dos
seguintes elementos do parénquima: citoplasma e nucleo de
hepatocitos, hepatdcitos binucleados, capilares sinusdéides, células de
Kupffer, e goticulas lipidicas.
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Resumo

As folhas e raizes defaffia glomeratasdo usadas como tranquilizantes, analgésicas, e no tratamento
de doencas gastrointestinais. No entanto, ainda existem poucos estudos descrevendo &mhpse € o t

de exposicdo seguros para 0 uso da planta. Baseado nisso objetivou-se avaliarde efditato
hidroalcodlico da raiz d@. glomerata(BGE) sobre o parénquima hepatico e sua histomorfometria,
balanco oxidativo, quantificacdo de minerais, viabilidade celular e marcadores bioquimicos e
inflamatdrios. As metodologias usadas foram quantificacdo de citocinas, marcadoreaistecidu
oxidativos, enzimas antioxidantes, pardmetros bioquimicos, bem como analises morforaétricas
patolégicas no tecido hepético. Camundongos adultos (n=6/grupo) foram divididos em controle
(dgua), BGE nas doses diarias de 100, 200 e 400 mg/kg e uma dose descontinua (200 rdg/Kg a ca
trés dias) por 42 dias. Apos a ingestdo de BGE houve diminuigcdo de GST, consequénciadda ativac
da exaustdo enzimdtica em resposta as possiveis altas concentracdes de radicads tiids
hepatico. Estes por sua vez atuam na peroxidacdo lipidica, o que refletiu no aumento de
malondialdeido (MDA) em BGE 400 mg/kg2e200 mg/kg. O 6xido nitrico (ON) aumentou em BGE

200 e 400 mg/kg, o que indica alteracbes no status oxidativo hepético. Houve auminid®,de
reforcando o papel desta interleucina na manutencdo da inflamacéo hepética juntamemte
modulacéo de fatores pro e anti-inflamatorios produzidos possivelmente por macréfagos. T@mbém f
observado aumento da populagdo de macréfagos em todos os grupos BGE tratados. Além disso, foi
constatada congestdo sinusoidal em todos os grupos BGE tratados, indicando alteragbes no fluxo
hemodinamico do figado. O aumento dos minerais zinco (Zn), (Cu) e diminuicdo de (Mn) estdo
associados com a possivel manutencdo de superdxido dismutase (SOD) e catalase (€AT) e d
equilibrio enzimatico dos hepatdcitos. Ja as alteragdes morfolégicas como a diminuicaardes ol
porcentagem de citoplasma de hepatdcitos e diminuicdo do percentual destas célulasumghca

dos radicais livres no estresse de organelas. Todas estas alterag6es no balango antioxidizinie e

foram capazes de levar o figado a alteracdes morfolégicas do parénquima que sdo capazes de
prejudicar a detoxificacdo hepatica.

Palavras-chave:Status oxidativo. Extrato dgnsengbrasileiro. Histopatologia. Toxicidade hepatica.
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Abstract

Leaves and roots ofPfaffia glomerataare commonly used as tranquilizers, analgesics
and in treatment of gastrointestinal diseases. However, a very few studies have described
the safe dose and exposure time for plant use. Based on that, we aimed to evaluate the
effect of hydroalcoholic extract of root of P. glomerata (BGE) on the hepatic
parenchyma and histomorphometry, oxidative stress, minerals quantification, cellular
viability, biochemical parameters and inflammation. The methodologies used were
morphometric and pathological analyses in liver tissue, quantification of oxidative tissue
markers, antioxidant enzymes, biochemical parameters, and cytokines. Adult mice
(n=6/group) were divided in control group (water), BGE at daily doses of 100, 200 e 400
mg/Kg and an intermittent dose (200 BGE mg/Kg each three days) during 42 days. After
BGE intake there was a decrease in GST as a consequence of activation of erezym
exhaustion in response to possible high concentrations of free radicals in the liver tissue
These in turn act in lipid peroxidation, which reflected in the increase of
malondialdehyde (MDA) in BGE 400 mg/kg and 200D mg/kg. Nitric oxide (ON)
increased in BGE 200 and 400 mg/kg, indicating changes in liver oxidative status. There
was an increase of IL-10, reinforcing the role of this interleukin in the maintenance of
hepatic inflammation along with the modulation of pro and anti-inflammatory factors
possibly produced by macrophages. An increase in the macrophage population was also
observed in all treated BGE groups. In addition, sinusoidal congestion was obsedvin

all treated BGE groups, indicating changes in liver hemodynamic flow. The inelase of
the minerals zinc (Zn), cupper (Cu) and decrease of manganese (Mn) are assodaitdth

the possible maintenance of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and the
enzymatic balance of hepatocytes. On the other hand, morphological changes suash
decreased volume and percentage of cytoplasm of hepatocytes and decreasedgméage

of these cells indicate the action of free radicals in stress of organelles. All these changes
in the antioxidant and oxidative balance were able to lead the liver to morphological
changes in the parenchyma that are capable of impairing liver detoxificatian

Keywords: Oxidative status. Braziliaginsengextract. Histopathology. Liver toxicity.
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1. INTRODUCAO

Na medicina popular, as raizes Baffia glomerata(Amaranthaceae) sédo utilizadas
em extratos que visam o tratamento de estresse, ansiedade, (Almeida et al., 2017) indisposicéo
(Souza et al., 2005) , reumatismos e diabetes (Silva et al., 2010). Esta espécie apresenta ainda
interesse farmacéutico devido a presenca de acido oleandlico, rubrostegurapiranosil
oleanolato e ecdisterona em sua composi¢cdo, sendo este Ultimo composto o principal
componente empregado em medicamentos a base de ginseng brasileiro (Gavin et al., 2015).

A planta atua como depressora do sistema nervoso (Rates e Gosmann, 2002), anti-
melanogénica e antileishmanial (Caleffi et al., 2015), protetora da mucosa gastrica (Queiroz et
al., 2014) e antineoplasica (Felipe et al., 2014). Apesar dos efeitos positivos, existem relatos
sobre o efeito negativo do extrato aquoso dgl®meratana concentracdo de 10 e 20%,
causando atrofia pulmonar e hepatomegalia (Toledo et al., 2004). Também ja foi demonstrado
gue apesar do efeito afrodisiaco, quando o extrato foi usado na dose de 200 mg/kg, promoveu
alteracOes estruturais nos tubulos seminiferos de camundongos (Dias et al., 2019).

E sabido que a crescente a busca de fontes naturais consumidas através de chas e
extratos visam o tratamento de doencas e a melhoria da qualidade de vida (Rowe, 2016).
Desta maneira, o estudo dos efeitos de extratos vegetais permite direcionar a validacdo de
plantas na fitoterapia através da confirmacdo de sua efetividade e principalmente de sua
seguranca (Ahn, 2017; Albuquerque et al., 2018).

Dentro deste contexto, é de extrema importancia a investigacdo dos fatores e
mecanismos de acdo que podem levar as lesGes hepéaticas induzidas por ervas (Amadi e
Orisakwe, 2018; Byeon et al., 2019). Assim, a toxicidade do extrato ou sua eficacia sao
multifatoriais, dependendo do tempo de tratamento (Guldiken et al.,, 2018), da dose
administrada, da via de administracdo e também da biodisponibilidade de seus fitoquimicos
(Li et al., 2018). Além disso, a toxicidade também dependente da interacdo dos fitoquimicos
com os fatores fisiolégicos do organismo e seu sistema imunoldgico (Byeon et al., 2019).
Apesar do grande uso & glomerata ndo existem parametros consistentes na literatura em
relacéo as suas doses e efeitos no figado.

O figado possui um sistema de defesa antioxidante composto pelas enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-transferase (GST) que geram
uma resposta protetiva contra os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que
sdo produzidos na cadeia transportadora de elétrons e consequentemente promovem uma

sobrecargatecidual conhecida como estresse oxidativo. Radicais livres ¢ ERO’s sdo
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responsaveis por promover lesdées importantes dentro das células e provocar a peroxidacao de
lipideos e a oxidacdo de proteinas e do DNA, comprometendo atividades importantes como
transcricdo, traducdo e geracdo de energia pelas mitocondrias levando a alteracbes
citoplasmaticas e nucleares (Gongalves, Costa e Grzeskowiak, 2021; Galati et al., 2019,
Boreli et al., 2018).

Deste modo, as enzimas antioxidantes aceleram a prote¢éo celular contra a geracao de
radicais livres ¢ ERO’s em diferentes tecidos, principalmente os quais sdo metabolicamente
ativos como o figado. A SOD acelera a conversao do radical superdxipe@ perdxido
de hidrogénio (kO,), deixando o radical superéxido menos disponivel na célula para a
formagé&o do radical hidroxil (OH). O peréxido de hidrogénio formado é convertidg®me H
O, por acdo da enzima CAT. J& a clivagem de componentes toxicos da célula é feita mediante
a presenca da enzima GST, a qual atua conjugando componentes toxicos do organismo com a
enzima glutationa reduzida (GSH) (Brasileiro Filho, 208asthi, 2006).

Deste modo, é importante investigar a acdo dos extratos vegetais na modulacdo dos
mecanismos antioxidantes das células (Fu et al., 2018), uma vez que 0s mecanismos de acao
de extratos e o conhecimento de seus efeitos no figado validam ou excluem a utilizacdo dos
mesmos na area farmacoldgica e médica (Santos et al., 2016). Portanto, surge a necessidade
de investigar os efeitos de diferentes doses do extrato hidroalcoodlico da Paigldmerata
no tecido hepatico, dada a amplitude de utilizagdo popular desta planta.

2. MATERIAL E METODOS
2.1Coleta e processamento da planta

A matriz deP. glomeratautilizada foi cedida pela colecdo de Germoplasma de Plantas
Medicinais da Embrapa/Cenargen (Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e
Biotecnologia) e foi cultivada em estufas na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas
Gerais, Brasil. Os espécimes utilizados neste estudo foram fornecidos pelo banco de
germoplasma do Laboratério de Cultura de Tecidos da UFV (L@ioagro— UFV), e
cultivados no campo experimental Sitio Bela Vista, Vila Valério, Espirito Santo, Brasil
(18°58'55.5"S 40°15'17.8"W) e coletadas apdés um ano de plantio. Em seguida, foram secos
em estufa (55°C), triturados em moinho de facas (SL32, Solab) e armazenados. Um espécime
foi depositado no Herbario Leopoldo Krieger - CESJ- UFJF, Minas Gerais, Brasil (CESJ-
63317) como testemunho.
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2.2 Extracao

O extrato hidroalcodlico da raiz & glomerata(BGE) foi obtido no Laboratorio de
Biodiversidade do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Uma
quantidade de 700 g da raiz triturada foi deixada em maceracao por 48 horas com alcool
etilico 95%. Em seguida, o extrato foi submetido a percolagcdo exaustiva com 0 mesmo
processo, seguido de extracdo exaustiva. Posteriormente houve evaporacao rotativa com
pressao reduzida e liofilizagdo (liofilizador VirTis BenchTop K) para remocédo de solvente,
com rendimento de 9,3%.

2.3 Perfil fitoquimico do extrato

A analise fitoquimica do extrato & glomeratafoi realizada em trabalhos anteriores
pelo nosso grupo de pesquisa (Matta et al., 2020; Dias et al., 2019). Apds a preparacao do
extrato, a quantificacdo de metabdlitos secundarios tais como cumarinas, alcaloides, taninos,
flavonoides, esterdides e antraquinonas foi realizada através de folhas de silica gel GF254

através do método de cromatografia (SigmaAldrich®).
2.4 Animais experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (UFV, protocolo 044/2015). Trinta
camundongos Swiss com 55 dias de idade oriundos do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude da UFV foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia
Geral em condi¢des de luminosidade (12h), temperatura (21+22°C) e umidade (60-70%)

controlados, com alimentacéo e hidratagddibitum
2.5 Tratamento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos experimentais (n=6 animais
por grupo), sendo mantidos em gaiolas com 3 animais cada (30x20x13cm). Animais controle
receberam 0,5 mL de agua por gavagem. Os animais tratados diariamente com o0 extrato
hidroalcodlico da raiz dayinseng brasileiro (BGE) foram distribuidos em grupos que
receberam 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg. Animais do ultimo grupo receberam extrato
hidroalcoolico de BGE 200 mg/kg de forma descontinua, em intervalos de 3 dias. As
concentracbes do extrato foram ressuspendidas em 0,5 mL de &gua e administradas via
gavagem. As doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios (Matta et al., 2020). O
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tratamento com BGE teve duragéo de 42 dias consecutivos em todos 0S grupos experimentais,
exceto no tratamento descontinuo de 200 mg/kg.

2.6 Coleta de amostras hepéticas e processamento

Ao final do tratamento os animais foram pesados em balangca de precisdao 0,01g
(AS500, Marte), inicialmente sedados e anestesiados com tiopental 30 mg/kg via
intraperitoneal, seguida de aprofundamento anestésico e exsanguinacdo. Em seguida foi
realizada a abertura da cavidade abdominal a partir de incisdo na linha ventral peaigatisse
e retirada do figado. Amostras hepéticas foram fixadas em Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 4%, 1:1 em tampao fosfato de sodio 0,2 M, pH 7,4) por 24 horas e
posteriormente desidratadas em solucdo crescente de etanol. Os fragmentos foram
posteriormente incluidos em hidroxietiimetacrilato (Historesin, Leica Microsystems,
Nussloch, Germany). Secgbes semisseriadas de fdram obtidas em micrétomo rotativo
(RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch, Germany), respeitando-se o intervalo de, no minimo,
40 um entre os cortes. Demais amostras hepaticas foram armazenadas em freezer -80° C para
realizacdo das analises bioquimicas. Amostras de 200 mg foram homogeneizadas em tampéao
fosfato de sddio e potassio (pH 7,4) e homogeneizadas, e centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C
por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado para as analises bioquimicas,

quantificacdo de proteinas hepaticas e de glicogénio hepatico.
2.7 Biometrias corporal e hepética

Para o calculo da variacao de peso corporal (PC), os animais foram pesados no inicio e
ao final do experimento, sendo a variagao obtida pela subtracdo do peso corporal final pelo
inicial. O indice hepatossomatico (IHS) foi obtido pela relacéo entre o peso do figado (PF) e o
peso corporal final (PCf), sendo IHS=PF/PCf x 100. Para determinar os volumes hepaticos foi
retirado um I6bulo hepatico esquerdo de cada amostra ja fixada, pesado em balanca analitica e
posteriormente colocado em proveta milimetrada contendo 1 mL de 4gua, e entdo observado o
deslocamento da agua dentro da proveta. Esse deslocamento foi considerado como o volume
ocupado pelo I6bulo (VL) e o valor obtido foi utilizado para calcular o volume total do 6rgéo
(VF), sendo VF = VL x PF/PL, onde PF = peso do figado e PL = peso do I6bulo. A densidade
do figado foi obtida através da férmula d=m/v.

2.8 Status oxidativo



37

2.8.1 Enzimas antioxidantes: Superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

Glutationa S-transferase (GST)

A atividade enzimética da superoxido dismutase (SOD) foi determinada baseada na
capacidade desta enzima em catalisar a reacédo do supergxedasdim, diminuir a razao de
auto-oxidacdo do pirogalol (Dieterich et al., 2000). A atividade enzimatica da catalase (CAT)
foi mensurada segundo (Aebi et al. 1984) pela taxa de queda da absorbéancia em 60 segundos
do peroxido de hidrogénio (B,) (10 mM; A= 240nm). Foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar do peroxido de hidrogénio e 240= 36 mol-1 L cm-1. Os resultados de SOD e
CAT foram expressos em U SOD/mg proteina. A atividade enzimatica da glutationa S-
transferase (GST) foi mensurada de acordo com um estudo anterior (Habig et al., 1974)
através da formacao do conjugado glutationa-2,4- dinitrobenzeno (CDNB). A atividade da
enzima foi estimada em uma mistura contendo CDNB 1 mM em etanol, Glutationa Redutase
(GSH) 1 mM, fosfato de potassio (pH 7,0) 100 mM e homogenato de tecido pelo aumento da
absorbancia (A= 340 nm) por 90 segundos. O coeficiente de extingdo molar do CDNB e 340=

9,6 mM-1 cm-1 foi utilizado para os calculos e os resultados foram expressos em pmol/min/g.
2.8.2 Marcadores de estresse oxidativo
2.8.2.1 Oxido nitrico (ON)

O nitrito usado como indicador da sintese de 6xido nitrico foi detectado pelo Reativo
de Griess, composto por 1% de sulfanilamida e 0,1% nattil-etileno-diamina em 2F8% H
A concentracdo do Oxido nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padrdo com
concentragdes conhecidas de nitrito de sédio e expressas em UM (Ricart-Jané et al., 2002;
Droge, 2002).

2.8.2.2 Malondialdeido (MDA)

Ao homogenato foi adicionada solugdo TBARS (&cido tricloroacético 15%, 0,375% de
acido tiobarbittrico e acido cloridrico 0,25 M), pois as substancias que reagem ao acido
tiobarbitdrico s&o, em sua maioria, produtos da peroxidacdo lipidica, sendo o MDA
importante marcador para monitorar a taxa de lipoperoxidacdo. A concentracdo de MDA foi
determinada por meio de curva padrdao a partir de concentracées conhecidas de 1,1,3,3
tetramethoxypropane (TMPO). Os resultados foram expressedlémyg proteina (Buege e
Aust, 1978).
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2.9 Quantificagcdo de citocinas no tecido hepatico

A quantificacdo das citocinas (pg/mL) IL-2; IL-4; IL-10; IL-17 e interferon foi
realizada através da metodologia de analise de Citometria de Fluxo (Casao et al., 2020).
Amostras de tecido hepatico congeladas a -80 ° C foram homogeneizadas em tampéao PBS 7,4
contendo 0,05% de Tween (Tween ®, Merck, Alemanha) e centrifugadas a 4.000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante foi analisado com a utilizagcdo de kits de imunoensaio pelo BD
Cytometric Bead Array (CBA)/MouseThl/Th2/Th1l7 do segmento BD citometria notes
(CBA) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Os dados foram coletados por meio do
FACS Calibur e analisados comsoftware FCAP 3.0 (BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA). As dosagens foram fornecidas para citometria de fluxo, de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
2.10 Quantificacdo das proteinas hepaticas

Amostras de sangue foram homogeneizadas em solucédo tampéao fosfato (pH 7,4) e
centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para
guantificacdo das enzimas hepaticas. Os niveis séricos de Alanina aminotransferase (ALT) e
Aspartato aminotransferase (AST) foram determinados por um imunoensaio de

guimioluminescéncia (Fraga et al., 1987).

2.11 Extracao e quantificacao de glicogénio hepatico

O glicogénio foi extraido de acordo com os métodos propostos por Hassid e Abraham
(1957). Por¢bes de 50mg de tecido hepatico foram digeridas por aquecimento (100° C) em 0,5
mL de 5 NKOH por 60 minutos. O glicogénio foi purificado e precipitado com 99% de etanol
em agua fervente e entdo centrifugado (6.000 rpm por 20 minutos). Os pellets obtidos foram
ressuspendidos em 1 mL de dgua destilada e 3mL de antrona. Foi obtida uma solucdo (50 mg
diluida em 50 ML de H2SO4) e incubada for 10 minutos a 100° C. A quantificacdo do
glicogénio das amostras foi realizada através da leitura em espectrofotometro a 620

nandmetros (Power Wave X).

2.12 Avaliacédo do teor de agua do tecido hepatico

Um pequeno fragmento do figado congelado foi utilizado para avaliar o teorale agu
do tecido. Para isso, o fragmento foi seco a 60 °C por 96 h para obter o peso constante do

figado seco. O teor de agua (mL/qg) foi avaliado pela diferenca entre o peso do figado umido e
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seco. O peso relativo dos 6rgéos foi calculado usando a raz&o entre o peso do 6rgéo (PO) e o
peso corporal (PC), em que o peso relativo = PO / PC x 100 (Novaes et al., 2012).

2.13 Quantificacdo de minerais no tecido hepatico

As proporcdes de zinco (Zn), selénio (Se), cobre (Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn)
foram avaliadas no tecido hepatico de acordo com a metodologia de Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Raios-X (Ladeira et al., 2020). Fragmentos hepaticos secos a 60°C po
96h, revestidos com carbono evaporado (Quorum Q150 T, East Grinstead, West Sussex,
Inglaterra, Reino Unido) e analisados em microscépio eletrénico de varredura (Leo 1430VP,
Carl Zeiss, Jena, Thuringia, Alemanha) com um sistema detector de raios X (Tracor TN5502,
Middleton, WI, EUA). A analise foi realizada com uma ampliacdo de 100x usando uma
tensdo de aceleracdo de 20 kV e uma distancia de trabalho de 10 mm. Os resultados foram

expressos em valor médio.

2.14 Avaliacéo de viabilidade celular hepatica

Fragmentos hepaticos foram incluidos em historesina (Historesin, Leica
Microsystems, Nussloch, Germany). Para a analise de viabilidade celular, as laminas
histoldgicas foram coradas com os marcadores laranja de acridina e iodeto de propidio. Em
seguida, as mesmas foram montadas com glicerina e observadas em microscopio de
fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies). Células viaveis foram marcadas em verde por
laranja de acridina, observadas com o filtro GFP; células com alteracdo irreversivel (morte
celular por apoptose) foram marcadas em vermelho e células com alteragdo reversivel (lesdo
membranar) em amarelo pelo iodeto de propidio, observadas com o filtro RFP (Perl e Little,
1980). Dez imagens digitais por animal foram obtidas em fotomicroscopio de fluorescéncia
EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada). A analise de viabilidade celular foi realizada
atraves de Histofotometria Computadorizada, na qual foi feita a definicdo do intervalo de cor
das éareas que representaram a quantidade de células em processo inicial de dano
(amarelo/alaranjado) ou células mortas (vermelho) em cada campo. Para esta analise foi

utilizado o software Image J® (National Institute of Health, USA).

2.15 Quantificacdo de colageno total

Fragmentos hepaticos foram incluidos em historesina (Historesin, Leica
Microsystems, Nussloch, Germany). Secgdes semisseriadas de 3um foram obtidas através de

processamento em microétomo rotativo. Para a quantificagdo de colageno total as laminas
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foram coradas com Picrosirius. As preparacdes foram analisadas em microscopio de luz com
um polarizador acoplado a um analisador de imagem. Foram selecionados 20 campos por
animal, totalizando 120 campos por grupo. O colageno total foi quantificado com o auxilio do

software Image J® (National Institute of Health, USA).
2.16 Morfometria hepética

Foi projetada uma grade contendo 266 interse¢cdes sobre 10 campos capturados
aleatoriamente em objetiva de 20X (Olympus AX 70 TRF), totalizando 2660 pontos por
animal. Foram computados os pontos coincidentes sobre citoplasma e nucleo de hepatdcitos,
hepatdécitos binucleados, capilares sinusoéides, células de Kupffer e goticulas lipidicas. Para
determinar o percentual de cada componente foi utilizada a formula: propor¢cdo volumétrica
(%) = (numero de pontos sobre cada componente hepatico/2.660 pontos no total) x 100. A
proporcao volumétrica (%) de cada componente avaliado foi calculada usando a equacao Vv
= PP / PT x 100, na qual PP é o numero de pontos sobre a estrutura de interesse e PT € 0
namero total de pontos na area histologica (Cupertino et al., 2013). Todas as contagens foram

realizadas no software Image J- (National Institute of Health, EUA).
2.17 Estereologia hepatica

O didametro nuclear médio dos hepatdcitos foi obtido a partir da mensuracao, ao acaso,
de 30 seccOes transversais de cada animal. O calculo do volume nuclear (VN) foi obtido
através da seguinte formula: (VN = 4/3 nR3, onde R = raio nuclear). Para calculo do volume
citoplasmatico (VC) foi utilizada a férmula (VC = % citoplasma x VN/ % nucleo) e, em
seguida, o volume do hepatécito (VH) somando-se VN e VC, sendo os valores expressos em
um3. Para o célculo da relacdo nucleoplasmatica (RNP), foi utilizada a seguinte formula
RNP= (% nucleo total / % de citoplasma) X 100 O calculo do volume que hepatécitos
ocupam no figado (VH/Org&o) foi realizado a partir da formula: VH/ 6rgéo = volume do
hepatocito (mL) x Volume Figado / 100. O nimero total de hepatécito no figado (N. hep) foi
calculado a partir da formula: N. Hep = VH por 6rgéo / HV (um3), onde: HV (um3) =
volume de um hepatdcito e VH por 6rgdo € o volume de todos os hepatoécitos no figado.

2.18 Andlises histopatoldgicas hepaticas

Uma lamina de cada animal foi corada com Azul de Toluidina, sendo em seguida

fotografada em aumento de 20X, em 10 campos aleatorios, totalizando 60 fotos (campos) por
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grupo. Nos cortes histoldgicos do figado foram avaliados em cada lamina pasé&joetro
pudessem indicar a toxicidade do tratamerdo presenca ou auséncia de infiltrados

inflamatorios, degeneracdo, aumento nuclear; e congestao dos capilares sinusoides.
2.19 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk e em seguida feita andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. Foi utilizado o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel
de significancia considerado de p < 0,05. Os resultados dos graficos foram expressos em
mediana, intervalo interquartil, valores maximos e minimos. J& os dados da tabela foram

expressos em meédia + desvio padrao.
3. RESULTADOS
3.1 Perfil fitoquimico da planta

A prospeccao fitoquimica realizada por nosso grupo de pesquisa identificou no extrato
de P. glomerata a presenca de taninos, flavonoides, saponinas, cumarinas,
triterpenos/esterdides e alcaloides (Dias et a., 2019). Diferentemente deste ultimo, outro
estudo observou a presenca de compostos da classe das cumarinas no extrato da planta (Matt:
et al., 2020).

3.2 Biometrias corporal e hepética

Houve diminuicdo do peso corporal e do peso e volume do figado dos animais tratados
com BGE 200 mg/kg e BGE D 200 mg/kg. No entanto, o indice hepatossomatico (IHS)
apresentou reducao significativa somente nos animais tratados com BGE D 200 mg/kg. Ja o
componente de agua no tecido hepatico ndo apresentou variacao significativa gnipe®s
experimentais (Tabela 1).

3.3 Status oxidativo

Com relacéo as enzimas antioxidantes, GST diminuiu significativamente em todos os
grupos tratados com BGE em relacao ao controle (Figura 1C). Os niveis de SOD e CAT nao
tiveram alteracbes significativas. Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, foi

observado um aumento de ON no grupo BGE D 200 mg/kg em relagdo ao grupo controle
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(Figura 2A) e os niveis de MDA aumentaram nos grupos tratados com BGE 400 mg/kg e 200
D mg/kg (Figura 2B).

3.4 Citocinas no tecido hepatico

Os niveis de IL-10 aumentaram significativamente no grupo que recebeu o extrato
BGE 200 mg/kg (Figura 3). N&o houve alteracao significativa nos niveis das demais citocinas

avaliadas nem do interferon.
3.5 Proteinas hepaticas

Os niveis de proteinas hepaticas AST e ALT sao apresentados na Figura 4. Nao foram
observadas diferengcas entre 0s grupos experimentais com relacdo aos niveis de AST.
Entretanto, os niveis de ALT diminuiram significativamente nos grupos tratados com BGE

100 mg/kg, 200 mg/kg e 200 D mg/kg quando comparado aos demais grupos.
3.6. Glicogénio hepatico

A dosagem de glicogénio no tecido hepético diminuiu em todos os grupos tratados
com BGE, sendo mais acentuada no grupo BGE 100 mg/kg (Figura 5).

3.7 Minerais hepéaticos

O percentual de Zinco (Zn) teve aumento significativo nos grupos BGE 400 mg/kg e
200 mg/kg D. Houve um aumento na porcentagem de Cobre (Cu) nos grupos tratados BGE
100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg. Houve diminuigdo do mineral Manganés (Mn) no grupo
BGE 400 mg/kg. Houve reducdo de Sodio (Na) nos grupos BGE 200 mg/kg e 400 mg/kg.
N&o houve alteragcdo significativa dos minerais Ferro (Fe), Célcio (Ca), Potéassio (K) e

Magnésio (Mg) nos grupos tratados com BGE em relagéo ao controle (Figura 6
3.8 Viabilidade celular hepatica

O percentual de células com lesdes iniciais aumentou nos animais tratados com o
extrato nas concentracoes de 100 mg/kg, 400 mg/kg e 200 D mg/kg (Figura 7 B). A proporc¢éo
de células com alteracdes irreversiveis (morte celular) aumentou nos grupos BGE 100 mg/kg
e 400 mg/kg (Figura 7 C). Nao foram observados danos inicias ou morte celular significativa
na histologia hepatica do grupo controle (Figura 7). Ja nos grupos tratados com BGE. Nos

demais grupos tratados com BGE, observou-se a presenca de células em processo de danc
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inicial e morte celular, sendo o grupo200 mg/kg o que apresentou maior visualizacao de
células com danos iniciais e morte celular. Em animais dos grupos BGE 100, 200 mg/kg e
200 D mg/kg foi observada uma diminuicdo de células com alta integridade de membranas,

expressa pela marcacao em fluorescéncia verde (Figura 7
3.9 Colageno total no tecido hepatico

Houve diminuigdo significativa nos niveis de colageno total nos grupos BGE 100
mg/kg, 400 mg/kg e BGP 200 mg/kg (Figura 8).

3.10 Morfometria hepética

Houve diminuicao do percentual e volume de citoplasma de hepatécitos acompanhada
de aumento no percentual e volume de nucleos dos hepatdcitos em todos os grupos tratados
com BGE (Tabela 2). O extrato de BGE, em todas as doses testadas, promoveu diminuicdo
significativa no percentual e volume de hepatécitos. Houve aumento na proporcdo de
macréfagos (células de Kupffer) nos grupos BGE 200 mg/kg e BGE D 200 mg/kg e
diminuicdo do volume destas células nestes mesmos grupos (Tabela 2).

3.11 Estereologia hepatica

As doses de BGE testadas ndo promoveram alteracdes significativas no diametro do
nacleo dos hepatécitos, no volume nuclear do hepatdcito, no volume do hepatécito e no
namero de hepatdcitos/orgdo. Entretanto, o grupo BGE 200 mg/kg teve diminuicdo do
volume do citoplasma. Ainda, os grupos BGE 200 mg/kg, BGE 400 mg/kg e[(B&ID
mg/kg tiveram diminui¢cdo significativa do volume de hepatécito por 6rgdo e aumento
significativo da RNP (Tabela 3).

3.12 Histopatologia hepéatica

Fotomicrografias da histopatologia do figado de camundongos controle e tratados com
diferentes doses de BGE estéo ilustradas na Figura 9. Foi observado um quadro de congestao
vascular nos grupos tratados, sendo esta mais acentuada no grupo BGE 200 D mg/kg (laminas
B a E). A quantificacdo de patologias hepaticas esta disposta na Figura 9 A. O percentual de
congestao vascular aumentou nos grupos BGE 200 mg/kg, BGE 400 mg/kg e 200 D mg/kg
(Figura 9). Surpreendentemente, o percentual de infiltrados inflamatorios foi menor nos
grupos tratados com relacao ao grupo controle (Figura 9 A - B).
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4. DISCUSSAO

O presente estudo contém informacdes pioneiras na avaliacdo dos efeitos de Pfaffia
glomerata (extrato dginsengbrasileiro— BGE) sobre o tecido hepatico. De forma geral, os
resultados demonstraram que o figado exposto ao BGE apresentou alteracbes enzimaticas
significativas e aumento de marcadores hepaticos relacionados ao desbalanco oxidativo e
consequentemente o desenvolvimento de um processo inflamatério. Além disso, o estudo
mostrou alteragcbes nos parametros morfologicos, volumétricos e na histomorfometria

hepatica.

O monitoramento da atividade antioxidante e de marcadores do estresse oxidativo
hepéticos sdo ferramentas importantes para monitorar as respostas do 6rgdo frente a sua
exposicao a um biocomposto ou extrato com importancia bioldgica que visa sua projecao em
estudos clinicos. As enzimas SOD, CAT e GST fazem parte do complexo antioxidante,
responsavel por acelerar a passagem dos elétrons na cadeia transportadora e assim diminuir c
tempo de vida util dos radicais livres e ERO’s que sdo produzidos ao longo do processo
(Baptista et al., 2020). A primeira enzima antioxidante, SOD, é responsavel por promover a
passagem do segundo elétron e pela formacao do peroxido de hidrogénjo @He serve de
substrato para a acdo da segunda enzima antioxidante, a CAZO,C& ldecomposto pela
CAT, que acelera a passagem do terceiro elétron e promove a formacdo da primeira molécula
de agua (KD), mas também do radical hidroxila (Goncgalves, Costa e Grzeskowiak, 2021).
Atuando na ultima fase deste processo esta a GST, que acelera a passagem do ultimo elétron
formando a segunda molécula dgOH As doses d@. glomeratatestadas neste estudo néo
promoveram alteracOes significativas nos niveis hepaticos de SOD e CAT. Atuando na
detoxificacdo celular, a GST catalisa a conjugacdo da GSH (glutationa reduzida) com
compostos toxicos, tornando-os mais sollveis e de mais facil excrecdo (Preedy e Patel, 2017).
Esta enzima faz parte da fase Il das defesas antioxidantes. Durante o estresse oxidativo,
espécies reativas de oxigénio que escapam da primeira linha de defesa antioxidante podem

consequentemente sobrecarregar os niveis de GST.

A persisténcia de agentes estressores no figado é capaz de gerar um estresse tecidual
De forma persistente, esse estresse estimula o aumento exacerbado de radicais livres como
radical hidroxila, radical peroxila lipidico, e peroxinitrito (Awasthi, 2006; Cupertino et al.,
2013). Em condi¢cdes de homeostase, as enzimas antioxidantes aumentam a atividade a fim de

proteger as células contra danos celulares gerados por esses radicais. Entretanto, o aumentc
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dos radicais livres em resposta a constante atuacdo das enzimas antioxidantes em altos
limiares leva a exaustédo da defesa antioxidante, diminuindo assim a sua atividade e expressao
(Goncalves et al., 2013). Desta forma, essa exaustdo enzimatica € um importante mecanismo
associado a geracao de danos celulares e posteriormente teciduais (Freitas et al., 2016). Este
mecanismo pode justificar a diminuicdo da enzima GST em figados tratados com diferentes
doses de BGE neste estudo.

Compostos exogenos introduzidos no organismo sao metabolizados no figado
resultando na formacéo de pequenos metabdlitos, porém altamente reativos que resultam em
uma sobrecarga tecidual. Os radicais lipoperoéxil, que sado formados durante o processo de
producdo radicais livres dentro das células sdo altamente reativos e que atuam na
desestabilizacdo e oxidacdo das membranas celulares, processo denominado peroxidacéo
celular (Destro et al., 2021). Um dos principais marcadores de peroxidacao lipidica é o MDA.
No presente estudo, um aumento significativo deste marcador foi observado no figado dos
animais expostos ao BGE nas doses de 400 mg/kg e 200 mg/kg D. O aumento de MDA no
presente trabalho é um forte indicativo que estes grupos sofreram atague as membranas
celulares com alteracdo no funcionamento das ATPases e consequente diminuicdo da funcéo
celular. Soma-se a isto, o processo de exaustao enzimatica da GST, diminuindo a resposta
antioxidante das células e potencializando a producdo de MDA (Kalantari et al., 2018).
Portanto, os niveis de MDA tendem a crescer conforme a gravidade dos danos oxidativos
(Zhang et al.,, 2018), sendo este aumento visto como um reflexo do estresse oxidativo
induzido gerado por radicais livres e espécies reativas de oxig@p %), podendo induzir

danos hepaticos.

Além do MDA, outro marcador importante de lesdo celular pela acdo dos radicais
livres € o Oxido nitrico (ON) que em condi¢des fisiologicas funciona como mediador de
sinalizacao de processos como a neurotransmisséo e vasodilatacdo (Dias et al., 2019). Assim,
a taxa de producdo de ON é um fator determinante que influencia diretamente as respostas
celulares. No entanto, durante o processo de estresse oxidativo tecidual, o ON reage com o
superoxido, resultando em peroxinitrito que é convertido na presenca de excesso de ON em
diéxido de nitrogénio (N@ e tribxido de nitrogénio (MD3;). Estas espécies séao
particularmente tiofilicas e impactam as vias de sinalizacdo mediadas por tiol, inibindo
principalmente proteinas que possuem esses grupamentos. Além disto, durante o estresse

oxidativo sua sintese se eleva devido ao aumento da presenca da enzima iNOS, 6xido nitrico



46

sintase induzivel, potencializando o efeito lesivo deste composto (Poivre e Duez, 2017). No
presente trabalho o ON apresentou aumento somente no grupo BGE 200 mg/kg D, o que esti
relacionado com a oxidacdo de proteinas das células e sua consequente exaustao, o que pod
ser comprovado em nosso estudo pela diminuicdo nos niveis de GST, sugerindo que a
exposicdo a esta dose € capaz de causar além da peroxidacdo de lipideos a oxidacdo da:
proteinas celulares. Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo anterior, no qual o
composto herbal saikosaponina também foi capaz de causar deplecdo de GST e elevacao da
INOS (Li et al., 2017).

As prospecgOes fitoquimicas d& glomerataapontaram a presenca de taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas, triterpenos/esteroides e alcaloides (Matta, 2020), com
destaque para o composto ecdisterona como composto majoritario da constituicdo da planta
(Corréa et al., 2015). A observacdo de toxicidade e estresse oxidativo nos testiculos de
camundongos expostos ao extrato da planta foi atribuida a presenca predominante de
ecdisterona (Dias et al., 2019). Desta forma, o estresse oxidativo é uma condi¢éo tecidual que
€ gerada a partir da exposicdo a agentes estressores causado por oxidacdo de componente
celulares. De maneira semelhante é sugerido que, de maneira geral, em nosso trabalho, grande
parte da acdo do extrato sobre os parédmetros de enzimas antioxidantes e marcadores de
estresse encontrados estdo relacionados a predominancia de ecdisterona.

As citocinas sdo proteinas que sao produzidas no organismo em condic¢des fisioldgicas
ndo homeostaticas e patologias. Hepatotoxinas, drogas e xenobi6ticos podem induzir estresse
nos hepatdcitos de tal forma a aumentar a quantidade de quimiocinas e estimular a producéo
de citocinas da APR (acute phase response), ou das respostas de fase aguda (Burt, Ferrel €
Hubscher, 2017). De maneira interessante, houve aumento significativo da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 no grupo BGE 200 mg/kg. Portanto, sugergde a concentracdo Otima
de flavonoides presentes nesta concentracdo do extrato de BGE foi capaz de iniciar uma
resposta anti-inflamatéria frente a injurias sofridas pelo tecido hepatico (Preedy e Patel,
2017). O aumento de citocinas anti-inflamatorias ocorre a medida que ha a resolucdo da
inflamacgéo e é também uma resposta ao aumento de citocinas pro-inflamatérias expressas na
fase aguda anterior. Um estudo anterior também relatou aumento da citocina IL-10 em ratos
alimentados com macas ricas em flavonoides (Sekhon-Loodu et al., 2014). Estes dados estéo

de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, no qual houve aumento de IL-10
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no figado dos animais tratados com BGE 200 mg/kg, apoiando o papel da IL-10 na tentativa
de induzir a homeostase hepética e reparo tecidual.

O presente estudo observou alteracdes hepaticas apos a administracdo crénica do
extrato. Apos 42 dias de exposicdo ao extrato foi observado um aumento no percentual de
macréfagos nos figados tratados com BGE 200 mg/kg e 200 mg/kg D e diminuicdo do
volume destas células nos mesmos grupos. Este resultado pode estar relacionado com a
visualizacdo de infiltrados inflamatérios dos grupos tratados com BGE. Dentro deste
contexto, a toxicidade do extrato ou sua eficacia sdo dependentes de fatores como doses
administradas, vias de administracdo, biodisponibilidade de seus fitoquimicos e também do
tempo de exposicdo (Li et al., 2018). Juntos, estes fatores formam uma linha do tempo que
permite a escolha de observacado dos resultados encontrados em um recorte temporal dentro
do experimento (Guldiken et al., 2018), o que pode justificar a observacdo de macrofagos e
infiltrados inflamatoérios em detrimento das fases de inflamacao presentes no periodo agudo.
O aumento do percentual das células de Kupffer esta relacionado ao seu papel na secrecao de
fatores regulatérios de inflamag¢do durante um quadro de estresse oxidativo (Predy e Patel
2017; Weng et al., 2018), o que leva a justificar o aumento no percentual de macroéfagos nos
figados tratados com BGE 200 mg/kg e 200 mg/kg D e diminuicdo do volume destas células
nos mesmos grupos. Cabe ressaltar que os tipos de fatores secretados por células de Kupffer
dependem do tipo do agente estressor ao qual o figado é expostpiilibrio de minerais no
figado é essencial para o funcionamento de enzimas antioxidantes, manutencao do equilibrio
hidroeletrolitico das células, regulacdo inflamatéria e também na transmissdo de sinais
celulares (Sun et al., 2012). O estresse oxidativo é considerado um dos principais fatores
envolvidos na alteracdo dos niveis de microminerais no figado, o que leva a um maior risco
no desenvolvimento de doencas (Zhang et al., 2018). Sabe-se que o desbalanco oxidativo
pode diminuir a absorgéo e oferta de mineiras e consequentemente comprometer a capacidade
de enzimas importante como SOD e CAT, uma vez que muitos minerais sao cofatores
enzimaticos (Bhikha e Glynn, 2018). Por exemplo, o cobre (Cu) € necessario para a reacao de
diversas enzimas como citocromo oxidase e peroxidase, além de acelerar a conversao de
radicais superoxido em,@ HO, por acdo da SOD (Al-Fartusie e Mohssan, 2017). O zinco
(Zn) é essencial para a manutencdo da estrutura da SOD, além de ser encontrado em enzimas
envolvidas no crescimento e metabolismo celular e esta presente na estrutura de mais de 300
enzimas (Osredkar e Sustar, 2011). Por isso, ambos os minerais estdo envolvidos de forma
combinada na regulagdo do metabolismo redox das células (Lee, 2018; Li e Yang, 2018; Yu
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et al., 2019). Surpreendentemente, neste estudo, a concentracdo de cobre aumentou nos
grupos BGE tratados nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg enquanto zinco aumentou em BGE
400 mg/kg e 20@ mg/kg, alteracdes que ndo acompanharam o aumento da expressao de
SOD e CAT. Apesar disso, 0s resultados sugerem que o0 aumento destes minerais € uma
resposta a tentativa de manter o balango antioxidante frente ao estresse tecidual e
possivelmente foi essencial na manutencdo enzimética de SOD1, atuante no citoplasma
(Wang et al., 2011). O aumento de Cu e Zn também foi observado apds exposicéo de figados
ao arsénio (Souza et al., 2018). J4 o manganés (Mn) se faz extremamente necessario para C
metabolismo de carboidratos e é um fator chave para o funcionamento enzimatico, como na
atuacado de SOD no sequestro de radicais livres. No presente estudo, houve diminuicdo de Mn
em BGE 400 mg/kg, o que sugere que o estresse tecidual provocado por esta dose foi capaz
de provocar alteracdes no balanco redox mitocondrial, levando a altera¢fes da S@ia-2, fo

de SOD presente na matriz mitocondrial (Zhang et al., 2018). O sddio (Na), por sua vez,
diminui ap6s o tratamento com BGE 200 e 400 mg/kg, sugerindo danos morfol6gicos e
peroxidacdo nas membranas celulares, uma vez que os niveis de MDA também estavam
aumentados nestes grupos, considerando que o Na é fundamental para que ocorra o transporte
de ions na membrana da célula (Carafoli, 1987). Alteracdes nos niveis de Na também estao
relacionadas com maior propensdo do desenvolvimento de cirrose hepatica (Eghtesad,
Poustchi e Malekzadeh, 2013). Agentes estressores possuem a capacidade de afetar diverso:
eixos hepdticos. Porém, o figado é um érgdo que tem a capacidade de regular seus eixos de
homeostase dependendo da severidade do dano. Embora tenham existido alteracdes nos niveis
de Cu, Zn, e Na, alteracbes nos niveis de Fe, Ca, K e Mg, ndo foram alteradas com o

tratamento.

Foi observada reducdo no numero de células viaveis em animais tratados com BGE
100 e 200 mg/kg e 200 mg/kg D, sugerindo que esta dose possui uma concentracao de 20-
hidroxiecdisona que é capaz de interferir nos mecanismos de viabilidade celular. Além disso,
a descontinuidade do tratamento em 200 mg/kg D € mais propensa a intensificar os danos
hepaticos, uma vez que a dose descontinua do extrato propiciou a submissdo do figado a
condicdes de estresse ap0s um breve intervalo de tempo utilizado pelo 6rgdo para expressar
condicOes fisiologicas de melhora dos danos hepaticos. Durante a exaustdo enzimatica, a
grande quantidade de radicais livres no tecido € capaz de interagir com o Citocromo P-450,
atuante na detoxificagdo hepatica, consequéncia esta provocada por altas concentracdes de
flavonoides, que provocam efeitos toxicos no figado (Pedlez et al.,2019). Ainda, observou-se
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neste estudo o aumento no numero de hepatdcitos células com alteracdes nos figados exposto:
ao BGE nas doses de 100, 200 mg/kg e 200 mg/kg D e aumento no percentual de células com
alteracéo irreversivel grupos BGE 100 e 400 mg/kg, sugerindo que este resultado esta
associado com a ativacao de vias relacionadas a apoptose. Os resultados obtidos podem sel
atribuidos a possivel diminuicdo ou perda da capacidade de detoxificagdo dos hepatdcitos que
pode influenciar e ativar vias patologicas e de inflamacdo (Pealez et al., 2019; Kwon et al,
2012). Ocorrendo a persisténcia do agente agressor, as células podem apresentar alteracde:
em vias como BAX e caspases que atuam na ativacdo da morte celular. De forma semelhante,
o tratamento com oximatrina derivada$igphora flavescerstuou diminuindo a viabilidade

celular de hepatécitos (Cao et al., 2010; He at al., 2019). De fato, a marcacao de células em
processo de leséo inicial e leséo irreversivel € um indicativo de toxicidade provocada por
compostos (Buriani et al., 2017). O extratcRdaffia glomeratafoi capaz de induzir apoptose

em modelos murinos (Dias et al., 2019; Wang et al., 2016). De maneira semelhante, diversos
compostos naturais estdo associados a geracdo de morte celular em modelos murinos
(Panigrahi et al, 2014; Lu et al., 2016, Zheng et al., 2018).

Os danos causados aos hepatdcitos podem ser comprovados pelas alteracfes das
enzimashepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransaminase (AST) que
sdo bastante utilizadas como marcadoras de lesGes hepéticas provocadas por drogas ou
substancias toxicas. Apds o estresse dos hepatécitos, enzimas como ALT (citoplasmética) e
AST (nas formas mitocondrial e citoplasmatica) tendem a extravasar das células hepaticas
para a corrente sanguinea, uma vez que escapam das células através das areas danosas |
membrana plasmética (Kanel, 2017; Diallo et al., 2014). Trés das quatro diferentes doses de
BGE (100 e 200 mg/kg e 2aD mg/kg) diminuiram os niveis de ALT no presente estudo. E
conhecido que o estresse oxidativo possui a capacidade de modular os niveis de ALT e AST
em decorréncia do estresse tecidual. Entretanto em nosso estudo, a composicdo de flavonoides
de BGE parece exercer forte influéncia sobre a enzima ALT. Um estudo anterior aponta que
os polifenois de origem herbal possuem a capacidade de inibir a saida de ALT através das
membranas das células hepaticas (Diab et al., 2020). Resultados semelhantes foram
observados em camundongos tratados Camparis spinosacujos niveis hepaticos de ALT
foram diminuidos (Kalantari et al., 2018) e também em ratos tiveram diminuicdo de ALT
guando receberam tratamento com compostos derivados de Oleos essenciais (Vetvicka e
Vetvickova, 2016). No presente estudo, apesar de haver alteracées no status oxidativo e em
parte da bioquimica hepética, os niveis de AST nao foram alterados.
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Neste estudo, houve diminui¢do de glicogénio hepatico apds a exposi¢cdo ao extrato de
P. glomerataem todas as doses testadas. Esta diminuicdo pode ser atribuida a ativacdo da
gliconeogénese para manutencdo da reserva energética hepatica na presetigEssto e
oxidativo e também aos possiveis danos nas enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos provocado por BGE (Ibrahim et al., 2019; Qiu et al., 2019). Os radicais livres
atuantes no tecido possuem a capacidade de desestabilizar diversas proteinas essenciais a
metabolismo. A glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) é uma proteina envolvida em diversos
processos como progressao do ciclo celular, apoptose e também a regulacdo da glicogénio
sintase (GS). Estudos anteriores apontam que o estresse oxidativo € capaz modular a
expressdo de GSK-3. Uma vez desregulada, a expressao dessa proteina pode levar a alteragoe
patolégicas (Shinohara et al.,, 2010), estresse em reticulo endoplasmatico e ativar vias
apoptoticas (Schonthal et al., 2012), o que leva a sugerir que devido a acao téxica de BGE, a
sintese de glicogénio foi diminuida por uma possivel diminuicdo nos niveis de GST em
detrimento da desregulacdo de GSK-3.

As alterac6es morfologicas teciduais sdo consequéncia da ativacdo de uma cascata de
radicais livres e dos mecanismos de inflamacdo que ocorrem no tecido em detrimento do
estresse oxidativo (Souza et al., 2018), e estas altera¢cées podem culminar no desenvolvimento
de patologias hepaticas. No presente trabalho o percentual de colageno diminuiu nos grupos
BGE 100, 400 mg/kg e 2D mg/kg. Esta diminui¢cdo pode indicar que o extrato de BGE né&o
foi capaz de promover fibrose hepatica. Outra justificativa para estes resultados esta na
geracado de espécies reativas de oxigénio e radicais livres, cujo aumento provoca a degradacgao

de colageno nas laminas basais das células (Sun et al., 2018).

Os capilares sinusoides sdo um sistema de intercambio molecular entre o sangue e os
hepatocitos. Em um figado em equilibrio homeostatico, os niveis de ON sdo adequados para
suportar a perfusdo dos capilares sinusoides. Entretanto, sob influéncia do estresse oxidativo
tecidual e da quantidade de radicais livres gerados, o ON passa a ter acdo citotdxica,
desestabilizando a perfusdo dos capilares e induzindo a congestédo sinusoidal (Gazdic et al.,
2018; Shah e Kamath, 2003). Desta maneira, este mecanismo pode estar atrelado aos achado
histopatolégicos do presente estudo, no qual se observou um quadro de congestédo sinusoidal
apos tratamento com o extrato de BGE todas as doses, especialmente em BGE 200, 400

mg/kg e BGED 200 mg/kg. Em um trabalho anterior, o ON também influenciou o surgimento
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de lesdes morfologicas em testiculo de camundongos expostos ao extPatgldeerata
(Dias et al., 2019).

O tratamento com o extrato &affia glomerataBGE nas doses de 200 mg/kg e 200
D mg/kg causou diminuicdo do peso do figado impactando diretamente na diminuicdo do
peso corporal e volume do hepaticos, sendo que estes resultados podem estar associados
diminuicdo de colageno constatada neste estudo. Além disso, a diminui¢cdo do peso do figado
pode ser atribuida aos efeitos nocivos de substancias toxicas e drogas (Kane et al., 2019). De
maneira similar, modelos murinos alimentados c@assia occidentalisiveram diminuicao

no peso corporal, a qual se relacionou com danos hepéticos (Panigrahi et al., 2014).

O indice hepatossomético (IHS) € um parametro que visa quantificar o percentual de
massa corporal alocada em tecido hepatico. A reducdo deste parametro no grup@@GE
mg/kg pode ser indicativa de comprometimento do tecido hepatico, que pode ser associado a
forma de administracdo descontinua de BGE, que neste estudo pode ter influenciado na
diminuicdo deste parametro neste mesmo grupo. De maneira similar, camundongos tratados
com extrato aquoso deadix salviae miltiorrhiza@apresentaram diminuicdo do IHS e peso do
figado (Hong et al., 2017). Ha uma estreita relacdo entre os marcadores de dano oxidativo e
alteracdes morfolégicas no parénquima hepético. A diminuicdo do percentual de citoplasma
dos hepatdcitos de todos os grupos tratados com BGE, principalmente nas doses de 200
mg/kg e 20 mg/kg, pode estar relacionada ao estresse do reticulo endoplasmético rugoso e
da mitocbndria provocados pelo estresse oxidativo (He et al., 2019). A diminuicdo do
percentual de citoplasma também refletiu na reducdo do volume citoplasmatico nos mesmo
grupos. Ainda, provavelmente a diminuicdo deste parametro de forma mais significativa foi
capaz de resultar na diminuicdo do percentual dos hepatocitos. Além disso, um dos
mecanismos para explicar o aumento do percentual de nucleos apés o tratamento com BGE é
a tentativa de regeneracdo hepatica como resposta a toxicidade do extrato com o objetivo de
manter a o patriménio genético das células. Tecidos que, tais como o figado, apresentam alta
taxa de sintese de proteinas, absorvem e incorporam toxinas de forma a manifestarem mais
rapidamente respostas aos danos sofridos e desenvolverem lesdes (Dara, Liu e Kaplowitz,
2016).

Neste estudo, todas as doses testadas de BGE foram capazes de aumentar o volume
nuclear dos hepatocitos, o que refletiu na diminuicdo do volume citoplasmatico destas células

e consequentemente ter afetado na diminuicdo de seu volume. Alteragbes nucleares podem ser
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evidéncias morfolégicas que marcam aumento da atividade celular (Abdel-Hafez e Othman,
2013), o que pode ser uma resposta a injaria celular sofrida pelo tecido. Ainda, a relacédo
nucleoplasmatica (RNP) aumentou nos grupos tratados com as doses BGE 200, 400 mg/kg e
200D mg/kg. Possivelmente a célula ativa mecanismos de protecdo que sao importantes para
sobrevivéncia celular apos injurias. Outro achado encontrado em nosso estudo e que apoia
esta alteracdo nucleo citoplasmética foi o aumento na producédo de IL-10, uma citocina anti-

inflamatoria responsavel pela ativacdo de vias de sobrevivéncia no interior das células.

Este trabalho avaliou ainda outros diferentes parametros hepaticos ndo apresentados
em estudos anteriores. Analises volumétricas mostraram que houve diminuicdo do volume de
citoplasma de hepatdcitos apds exposicdo ao BGE na dose de 200 mg/kg, o que pode estar
relacionado com o estresse de organelas anteriormente discutido. O volume de hepatdcitos por
orgao, diminuiu nos grupos tratados com BGE 200, 400 mg/kg ®286/kg, o que pode
estar diretamente relacionado com a diminuigdo de peso do figado nos grupos que receberam
as doses 200 mg/kg, sendo ou ndo o tratamento descontinuo.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que a GST foi a enzima antioxidante do figado
afetada apds a exposicao ao extrato de BGE, influenciando na detoxificacdo hepética. O
esgotamento de GST se mostrou relacionado como consequéncia da atuacao de radicais livres
no figado, o que refletiu no aumento de MDA e ON apds o tratamento com o extrato. As
alteracbes no status oxidativo podem estar relacionadas com a observacdo de congestao
vascular e modulacéo da resposta inflamatoria, o que influenciou no aumento na populacéo de
macrofagos e também na expressdo de IL-10 em um dos grupos tratados, reforcando o papel
da IL-10 no controle do mecanismo de inflamacdo, modulando assim os danos hepaticos.
Portanto, exaustdo enzimatica é um fator chave que influencia a producéo de radicais livres
gue atuam no estresse tecidual. Estes radicais, por sua vez, modulam o recrutamento de
células inflamatorias para o tecido hepatico, mostrando que as mesmas atuam na modulacao

da inflamagéo hepatica e no consequente surgimento de lesdes.
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7. ANEXOS

Tabela 1.Efeitos de diferentes doses do extrat@tdfia glomeratgextrato deginsengbrasileiro - BGE) sobre parametros biométricos e

hepaticos de camundongos adultos.

Controle BGE 100mg/kg BGE 200mg/kg  BGE 400mg/kg BGE D 200mg/kg
Peso Corporal (g) 40,45+1,46  42,04+1,63 37,78+ 4,18 38,47+0,58 35,32+0,88
Peso figado (g) 2,20+0,03  2,29+0,14 2,02+ 0,24 1,75+0,9C" 1,63+0,27
Volume do Figado (mL) 1,91+0,02  1,95+0,18 1,67+0,03 1,81+0,1F 1,42+ 0,16
IHS (%) 5,44+0,17  5,44+0,17 5,36+0,37 5,42+ 0,64 3,89+0,49
33,85+2,27 39,05+7,9F 34,10+2,9% 33,16+1,56 40,60+2,66

Componentede agua (mL/g)

IHS: indice Hepatossomatico. Controle (Agua); BGE 100, 200 e 400mg/kg (Doses diarias de BGE), BGE 200mg/kg D (doses descontinuasde
BGE 3-3d).



Tabela 2.Morfometria hepaticae animais expostos a diferentes doses do extrafadtia glomeratgextrato degginsengbrasileiro - BGE).

Controle BGE 100mg/kg BGE 200mg/kg BGE 400mg/kg  BGE 200mg/kg D
% Citoplasma 77,4842, 76 66,72+3,03  63,81+3,57 65,58+2,98 64,305,268
% Nicleos 5,76+0,4F 7,97+0,43 11,01+0,57 9,71+1,77 11,61+3,18
% Hepatécitos 83,24+2,68 74,69+3,10  74,82+3,36’ 75,29+1,46 75,91+7,29
% Hepatocitos binucleados 1,05+0,37 1,74+0,85 1,67+0,47 1,66+0,30° 1,35+0,32
% Capilares sinusoides 9,27+1,76' 12,27+4,62 15,34+6,64 13,87+1,6C 13,45+1,18
% Goticulas lipidicas 4,21+2 57 5,12+3,0P 3,761,07 5,05+1,97 6,36+4,07
% Vasos sanguineos 0,31+0,19" 0,39+0,24 0,19+0,14 0,55+0,36" 0,41+0,67
% Macréfagos 1,97+0,54 2,56+0,61° 3,59+0,49 2,76+0,53 5,12+1,26’
Volume Citoplasma 1,48+0,04 1,30+0,16 1,06+0,07 1,18+0,08 0,91+0,08
VolumeNuclear 0,110,017 0,16+0,02 0,18+0,07 0,18+0,04 0,160,023
Volume Hepatdcito 1,59+0,04 1,46%0,17 1,250,086’ 1,36+0,08 1,07+0,09
Volume Capilares sinusoides 0,18+0,04 0,24+0,1G' 0,26+0,11° 0,25+0,02 0,19+0,03
VolumeVasos sanguineos 0,006+0,004 0,008+0,008  0,003+0,002  0,010+0,008 0,006+0,01%
Voluméacréfagos 0,042+0,00F 0,044+0,007  0,032+0,00°  0,038+0,00% 0,023+0,008

Controle: (Agua); BGE 100, 200 e 400mg/kg (Doses diarias de BGE), BGE 200mg/kg D (doses descontinuas de BGE 3-3d).
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Tabela 3.Estereologia hepética de animais expostos a diferentes doses do ex@fafffialglomeratgextrato deginsengbrasileiro - BGE).

Controle BGE 100mg/kg BGE 200mg/kg BGE 400mg/kg BGE 200mg/kg D
Diametro de hepatocito 7,1340,48 7,73+0,79 7,70+0,3¢ 8,28+1,27 8,39+0,41°
Volume n(cleode hepatdcito 191,57+40,08 247,65+76,53 239,80+27,34  315,29+150,16 310,32+43,94
(um®)
Volume citoplasmade 2574,38+504,4% 2101,47+739,99 1395,86+221,98 2116,50+794,30 1773,09+354,28
hepatdcito (unt)
Volume hepatdcito (un) 2765,94+542,04 2349,12+815,79 1635,66+244,58 2431,79+920,85 2083,41+369,51
Volume hepatécito / 6rgédo 0,030+0,00% 0,029+0,006 0,021+0,007F 0,025+0,003 0,015+0,003
RNP 0,56+0,08" 1,44+0,1G 3,02+0,56 2,32+0,94 3,39+1,73
NUmero de hepatdcito/ 6rgéo 11,3+1,8 13,545,5° 12,9+1,5 11,4+4.4 7,58+2,18

Relac&o nucleocitoplasmatica (RPN). Controle (Agua); BGE 100, 200 e 400mg/kg (Dosesldi&Gds), BGE 200mg/kg D (doses
descontinuasde BGE 3-3d).
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Figura 1. Efeitos de diferentes doses do extratoPdaffia glomerata(extrato deginseng
brasileiro -BGE) sobre enzimas antioxidantes do figa@®uperoxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa S-transferase (GST). Controle: 4gua; tratados: doses diarias de
BGE 100, 200 e 400 m/kg, respectivamente; BGED 200: dose descontinua de 200 mg/kg em

intervalos de 3 dias.
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Figura 2. Efeitos de diferentes doses do extratoPdaffia glomerata(extrato deginseng
brasileiro -BGE) BGE sobre marcadores de estresse oxidativo do.fiQaitw nitrico (ON),
Malondialdeido (MDA). Controle: agua; tratados: doses diarias de BGE 100, 200 e 400 m/kg,
respectivamente; BGED 200: dose descontinua de 200 mg/kg em intervalos de 3 dias.
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Figura 3. Efeitos de diferentes doses do extrato hidroalcodlicdPiddfia glomerata
(extrato de ginseng brasileiro - BGE) sobre a concentracdo das citocinas inflamatorias
(pg/ml) no tecido hepético de camundongos adultos. Interleucinas (IL), Interferon (IFN).
Controle: agua; tratados: doses diarias de BGE 100, 200 e 400 m/kg, respectivamente;
BGED 200: dose descontinua de 200 mg/kg em intervalos de 3 dias.
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Figura 4. Efeitos de diferentes doses do extratdPé&fia glomerata(extrato deginseng
brasileiro - BGE) sobre proteinas hepaticas. Controle: agua; tratados: doses diarias de BGE
100, 200 e 400 m/kg, respectivamente; BGED 200: dose descod#dr2 mg/kg em
intervalos de 3 dias. Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT).
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Figura 5. Efeitos de diferentes doses do extratoRdaffia glomerata(extrato deginseng
brasileiro - BGE) sobre os niveis de glicogénio hepatico tecidual. Controle: 4gua; tratados:
doses diarias de BGE 100, 200 e 400 m/kg, respectivamente; BGED 200: dose descontinua de
200 mg/kg em intervalos de 3 dias.
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Figura 6. Propor¢cdesde minerais no figado apés tratamento extratoPtiffia glomerata

(extrato deginsengbrasileiro - BGE). Sodio (Na), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Ferro
(Fe), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Potassio (K), Calcio (Ca). Asterisco (*) indica diferenca
significativa p<0,05 entre grupos tratados em relacdo ao controle. Controle: agua; tratados:
doses diarias de BGE 100, 200 e 400 m/kg, respectivamente; BGED 200: dose descontinua de
200 mg/kg em intervalos de 3 dias.
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Figura 7. Viabilidade celular hepatica apos tratamento com extrato hidroalcodlico da raiz de
Pfaffia glomerata(extrato deginseng brasileiro BGE).A e GFP: Células viaveis;B e

Merged (Sobreposicdo das imagensiCélulas com lesdes membranares inici@is RFP.

Células em preocesso de morte celular por apoptose (alterag&osiivel). Controle: agua;
tratados: doses diarias de BGE 100, 200 e 400 m/kg, respectivamente; BGED 200: dose
descontinua de 200 mg/kg em intervalos de 3 dias. Filtro GFP (50 nm); Filtro RFP (580nm);
Merged; Nucleos verdes - Células viaveis; Nucleos amarelos - células com procesisgenici
morte; Nucleos vermelhos - Células mortas. Barra=50um
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Figura 9 (A direita). Fotomicrografias hepaticas identificando patologias encontradas apos exposicéo a diferentes
doses do extrato defaffia glomerataextrato de ginseng brasileiro - BGE). Goticulas lipidicas (setas finas), congestao
dos capilares sinusoides (cabecas de seta gro8sasyntrole (Agua)B, C e D respectivamente: BGE 100, 200 e

400mg/kg (Doses diarias de BGE), E: BGE 2D0ng/kg (doses descontinuas de BGE 3- 3d). Comprimento das
barras: 50pm. Aumento: 20 X.
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