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Artigo 1

Efeito de diferentes concentragoes de silibinina
na performance reprodutiva e na prole de ratas
Wistar

Souza CO, Damasceno DC, Dantas MF, Sinzato Y, lessi EL, Peracoli MTS, Peragoli
JC.

Trabalho a ser submetido a Natural Products Research
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RESUMO

Introdugdo: Silibinina é um flavondide quimicamente definido e o principal
componente ativo da silimarina, um complexo polifendélico obtido de frutos e
sementes de Silybum marianum, que possui propriedades anti-inflamatéria,
hepatoprotetora e anti-carcinogénica.

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da silibinina sobre a
performance reprodutiva de ratas prenhes Wistar e as anomalias e/ou
malformacgdes de seus fetos.

Métodos: Foram utilizadas ratas Wistar prenhes estratificadas em quatro grupos
experimentais: controle (n = 6), ratas tratadas com 50mg/kg/dia de silibinina
(Grupo [, n = 6), ratas tratadas com 100mg/kg/dia de silibinina (Grupo Il, n = 6) e
ratas tratadas com 200mg/kg/dia de silibinina (Grupo Ill, n = 6). Os animais
receberam tratamento por via oral (gavage). Durante toda a prenhez, o consumo
de racdo e a ingestdo de agua, bem como o ganho de peso corporal foram
avaliados. No dia 21 de prenhez as ratas foram anestesiadas A cesarea foi
realizada no 21° dia, quando os recém-nascidos foram mortos e processados para
analise das variagdes e/ou malformagdes.

Resultados: os grupos controle e tratados n&do apresentaram diferencas
significativas em relagédo aos parametros fetais, ndo se observando sinais de
toxicidade materna com as diferentes concentracdes de silibinina empregadas.
Conclusao: O tratamento com silibinina ndo determinou efeitos deletérios na
performance reprodutiva das ratas, mesmo quando utilizada em altas doses (200
mg/Kg/dia).

Palavras-chaves: Silibinina, prenhez, performance reprodutiva, malformacoes.
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ABSTRACT

Introduction: Silibinin is a chemically defined flavonoid and the main active
component of silymarin, a polyphenolic complex from fruits and seeds of Silybum
marianum, which has anti-inflammatory, hepatoprotective and anticarcinogenic
properties.

Objective: The aim of the present study was to evaluate the dose-dependent
effect of silibinin treatment on maternal reproductive performance and on
abnormalities and/or fetal malformations.

Methods: Pregnant Wistar rats were distributed in four experimental groups:
control, not treated with silibinin (n=6), rats treated with silibinin 50mg/kg/day
(Group I, n = 6), rats treated with silibinin 100mg/kg/day (Group Il, n = 6) and rats
treated with silibinin 200mg/kg/day (Group lll, n = 6). Silibinin was administrated by
gavage from day 0 to 20 of pregnancy. During the period of pregnancy food and
water intake, as well as weight gain were evaluated. On day 21 of pregnancy, the
rats were anesthetized and submitted to cesarean section to analyse maternal
reproductive performance and fetal malformations.

Results: The control and silibinin-treated groups did not show significant
differences in relation to the fetal parameters evaluated and no maternal toxicity
effects of silibinin were detected in the concentrations employed.

Conclusion: Silibinin treatment did not determined deleterious effect on the
maternal reproductive performance and fetal outcome even when employed in
high dose (200 mg/Kg).

Keywords: Silibinin, pregnancy, reproductive performance, malformations.
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INTRODUCAO

A silimarina € um flavonoide polifendlico extraido de frutos e sementes de
Silybum marianum L (familia Asteraceae), constituida por uma mistura de trés
isdmeros estruturais: silybin, silydianin e silychristin, dos quais, a flavolignina
silybin € o componente mais ativo (Yao-Cheng, 1991; Valenzuela & Garrido, 1994;
Skottova et al; 2004). A silimarina possui efeitos citoprotetores, anti-inflamatérios
e anti-carcinogénicos bem documentados, mas o0s mecanismos envolvidos
nesses efeitos ndo estdo esclarecidos e parecem estar relacionados com a
supresséao do fator de transcricdo nuclear NF-kappaB, que regula a expressao de
varios genes envolvidos na inflamacao, citoprotegdo e carcinogénese (Manna et
al., 1999; Kang et al., 2002).

Segundo Manna et al. (1999), a silimarina protege as membranas dos
hepatocitos contra agentes toxicos, melhorando sua funcéo, tanto em animais
como em seres humanos. Yao-Cheng (1991) descreveu a provavel agao protetora
da silimarina ao observar que a peroxidagao lipidica, induzida pela agao de
algumas toxinas hepaticas, determina o aparecimento de sintomas clinicos,
relacionados a formacédo de prostaglandinas, e que os trés componentes da
silimarina podem suprimir a formacao dessas prostaglandinas, juntamente com a
decomposicéo dos lipideos de membrana.

Estudos farmacoldgicos indicam que a silimarina ndo € toxica, mesmo em
altas doses, quando utilizada no tratamento de cirrose hepatica alcodlica (Ferenci
et al., 1989). Em ratos, a silimarina demonstrou potencial benéfico, atuando como
agente protetor de diferentes agressbes induzidas no parénquima hepatico.
Assim, é eficaz na recuperagéo da bomba de liberagdo do sal biliar (Crocenzi et
al., 2005); tem efeito inibidor da glucoronidagéo, auxiliando no controle da mesma
no tratamento de doencas hepaticas (D Andrea et al., 2005); neutraliza o estresse
oxidativo causado pela colestase hepatica (Muriel & Moreno, 2004) e exerce
efeito protetor hepatico contra a intoxicagéo por chumbo (Shalan et al., 2005). E
capaz de prevenir fibrose hepatica (Mourelle et al., 1989, Muriel & Mourelle,
1990), porém néao consegue reverte-la (Muriel et al., 2005).

Em ratas prenhes, poucos estudos foram realizados. La Grange et al.
(1999) demonstraram que a silimarina atravessa a membrana placentaria. Em

ratas prenhes expostas ao etanol ha evidéncias de seu efeito protetor em 6rgéos
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como o cérebro e figado fetais, apdés a administracédo de diferentes doses de
silimarina. Esses efeitos, possivelmente decorrem da neutralizacdo de radicais
livres pelos bioflavondides, que diminui a peroxidacdo lipidica e aumenta a
sintese de proteinas, a qual promove a regeneragcdo e estabilizagcdo das
membranas celulares (La Grange et al., 1999; Moreland et al., 2002; Neese et al.,
2004).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a performance
reprodutiva das ratas e a incidéncia de anomalias fetais e efeitos adversos, apds
a ingestdo materna de diferentes doses de silimarina durante o periodo de

prenhez.
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MATERIAL E METODOS
1. Animais

Foram utilizadas ratas fémeas Wistar, virgens, pesando em média 220g, e
ratos machos da mesma espécie, adultos, pesando em torno de 250g, ambos

provenientes do Biotério Central da Unesp — Campus de Botucatu.

2. Planta
Foi utilizado o principio ativo da planta Silybum marianum — Silibinin - da
empresa Sigma — Aldrich (Produzido na Argentina, lote no. S0417-10g, formula

molecular C25H2201o).

3. Seqiiéncia experimental
A sequUéncia experimental foi dividida em quatro periodos: adaptacéo,

acasalamento, prenhez e tratamento.

3.1. Periodo de adaptacao

Os animais foram adaptados ao Laboratério de Pesquisa Experimental
Animal do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP durante sete dias. Permaneceram em gaiolas de polietileno,
forradas com maravalha, com capacidade maxima de cinco animais, sob
condicdes controladas (temperatura 21+4°C e fotoperiodo de 12 horas). Agua e

racao foram oferecidos “ad libitum”.

3.2. Periodo de acasalamento

A fase do acasalamento teve duragdo maxima de 15 dias. As ratas foram
distribuidas quatro a quatro em gaiolas de polietileno, com cama de maravalha e
colocadas na presenca de um rato macho no final da tarde. Na manha seguinte
os machos foram separados das fémeas, sendo coletados os esfregagos vaginais
das ratas. Os fatores indicativos de prenhez foram a presenca de
espermatozéides e o diagnostico da fase estro do ciclo estral, sendo este
considerado como o dia 0 de prenhez (Damasceno et al., 2002). Em seguida, as
ratas prenhes foram identificadas e estratificadas nos diferentes grupos
aleatoriamente. Este procedimento foi repetido até que o numero desejado de

réplicas fosse alcangado.
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3.3. Periodo de prenhez

As ratas prenhes foram mantidas e acompanhadas em gaiolas individuais
durante 21 dias. As ratas receberam diariamente (0 ao 20° dia de prenhez)
silibinina (diferentes concentracdes) ou solugao fisiologica e foram pesadas para
controle de peso. O consumo de agua e de ragéo foi medido em dias alternados
no periodo da manha durante toda a prenhez. No 21° dia de prenhez as ratas
foram anestesiadas com pentabarbital sdédico (Hypnol® a 3%) para exposi¢ao dos
cornos uterinos e contagem dos pontos de implantagdo, pontos de reabsor¢ao
(morte embrionaria), numeros de fetos vivos e mortos.

Os ovarios também foram observados para retirada e contagem de corpos
liteos com auxilio de estereomicroscopio (16/12.5 x 1.25).

Apds pesagem dos fetos e respectivas placentas, estes foram analisados
quanto as anomalias externas. A seguir, metade do numero de fetos de cada
ninhada foi submetida a analise de anomalias esqueléticas e a outra metade
reservada para analise de anomalias viscerais. Para avaliagdo de anomalias
Osseas os fetos foram viscerados, diafanizados e corados com alizarina (Staples
& Schenell, 1964). Para analise de anomalias viscerais os fetos foram colocados
em solucado de Bodian, para fixacdo das estruturas viscerais e descalcificacéo

Ossea, e posterior avaliagdo pelo método de secgbes seriadas de Wilson (1965).

3.4. Periodo de tratamento

Apobs o diagnéstico de prenhez as ratas foram distribuidas aleatoriamente
em gaiolas individuais para compor os grupos experimentais. As doses escolhidas
para o tratamento com silibinina dos grupos experimentais foram inferiores (50
mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg) as doses de referéncia dos trabalhos da literatura
(La Grange et al., 1999; Moreland et al., 2002; Neese et al., 2004). O tratamento
foi realizado por via intragastrica (gavage) durante toda a prenhez (0 ao 20°dia) no
periodo vespertino (17:00 horas).

Para avaliagdo indireta da toxicidade as ratas foram pesadas em dias
alternados para controle de ganho de peso e observadas quanto ao

comportamento, ingestao hidrica e de ragéo.
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4. Grupos experimentais

As ratas prenhes foram estratificadas aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (n = 6 animais / grupo) de acordo com a concentragao de silibinina
que receberam e assim denominados:

Grupo Controle: ratas prenhes que receberam solucao fisiologica.

Grupo [: ratas prenhes que receberam 50 mg/kg de silibinina.

Grupo IlI: ratas prenhes que receberam 100 mg/kg de silibinina.

Grupo lll: ratas prenhes que receberam 200 mg/kg de silibinina.

5. Analise estatistica

Os valores obtidos foram expressos como média + desvio padrao. Para os
resultados das analises esqueléticas e viscerais fetais, ganho de peso materno,
peso meédio dos fetos e peso da ninhada, a comparacao entre os grupos foi feita
pela andlise de variancia do delineamento inteiramente casualizado com
aplicacao do teste F. As comparacdes multiplas foram feitas pelo teste de Tukey.
Para os dados de contagem (implantagdes e reabsorgdes) foi utilizado o modelo
de Poison e para as porcentagens de perdas pré e pés-implantagdes utilizou-se
um modelo binomial.

As comparagbes multiplas foram feitas utilizando a op¢ao DIFF da PROC
GENMOD do SAS, verséao 9.1.

Em todos os testes considerou-se o nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Durante o periodo de administracdo da silibinina ndo foram observados
sinais clinicos de toxicidade ou alteragdo comportamental das ratas. O emprego
de diferentes concentragdes de silibinina ndo mostrou qualquer efeito negativo
sobre a saude do animal, sobre o consumo hidrico e de ragdo ou sobre o ganho
de peso. Nenhuma morte foi registrada no decurso da prenhez. O principio ativo
nao produziu alteracdo estatisticamente significativa em nenhuma das variaveis
analisadas.

Na tabela 1 estdo representadas as variaveis reprodutivas dos grupos
tratados e controle. Os grupos tratados n&o apresentaram diferengas significativas
no ganho de massa corporal materna em relacdo ao grupo controle, embora
houvesse tendéncia de maior ganho nos grupos tratados do que no controle. O
numero de implantagdes por ninhada foi semelhante nos dois grupos, assim como
0 numero total de reabsor¢des. O numero de fetos de ratas tratadas com silibinina
foi semelhante ao do grupo controle. O tratamento com silibinina ndo afetou os
pesos fetais, observando-se pequeno aumento do peso nos grupos tratados, mas
sem significado estatisticamente significativo. O peso das placentas também né&o

mostrou diferenca significativa entre os grupos estudados.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo da performance reprodutiva de ratas nao-

tratadas (controle) e tratadas com diferentes concentragbes de

silibinina durante toda a prenhez.

Grupos

Variaveis Controle Grupo | Grupo Il Grupo lll
No. corpos luteos 13,66 + 2,73 12,00 + 0,71 13,00 + 1,55 12,75 + 0,50
No. fetos vivos 11,50 + 1,52 8,40+ 4,16 10,00 + 3,16 10,25+ 4,19
No. fetos mortos 0 0 0 0
No. reabsorgoes 0,50 + 1,22 0,60 + 0,89 0,33+0,82 0,50 + 0,58
No. implantagées 12,00 + 2,10 9,00 +4,12 10,33 +2,73 10,75 + 3,86
Peso médio fetos 4,93 £ 0,66 5,26 + 0,95 5,32+ 0,27 5,22 + 0,34
Peso médio placenta 0,56 £ 0,11 0,58 £ 0,15 0,63 +£0,26 0,54 +0,19
Peso médio ninhada 75,72+ 11,67 63,65+17,50 68,87 +33,59 61,41+26,40
Ganho peso materno 89,66 +46,29 115,02+19,76 110,87 £29,11 112,7 + 25,25
% perda pré-implantagdo 11,66 £ 9,27 24,40+ 33,68 12,23+20,73 16,50 + 28,12
% perda poés-implantagéo 3,33+£8,16 4,25 + 8,50 5,56 + 10,09 6,92 + 9,44

Nas proles dos grupos tratados ndo se constataram alteragbes

macroscopicas externas quando comparadas ao grupo controle. Comparando

com O grupo controle, os grupos que receberam silibinina ndo apresentaram

diferengas significativas em relagéo a frequiiéncia das malformag¢des e anomalias,

tanto viscerais quanto esqueléticas ou outros efeitos adversos nos fetos

(Tabela 2).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da percentagem de anomalias esqueléticas e

viscerais dos fetos n&o tratados (controle) e tratados com diferentes

concentracdes de silibinina durante toda a prenhez.

Grupos
Variaveis Controle Grupo | Grupo Il Grupo lll
Exame esquelético 6,00 + 0,89 4,40 +£1,82 5,53 + 1,50 575+ 1,26
Exame visceral 5,50+ 0,84 4,00+2,34 4,66 £1,75 5,50 + 1,00
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar se o tratamento
com silibinina causa efeitos adversos em fetos de ratas, pois ja foi demonstrado
que esse flavondide atravessa a membrana placentaria em ratos e, esta presente
em tecidos fetais (La Grange et al 1999). Também se analisou a performance
reprodutiva materna utilizando-se concentragbes de silibinina semelhantes as
relatadas pela literatura (La Grange et al., 1999; Moreland et al., 2002; Neese et
al., 2004).

Nenhuma das concentragdes de silibinina administradas durante a prenhez
das ratas causou alteragéo significativa na performance reprodutiva materna e,
malformagdes ou anomalias nos fetos, quando comparadas ao grupo controle.
Esses resultados confirmam os dados da literatura, que mostram a n&o toxicidade
da silibinina (Ferenci et al 1989; Manna et al., 1999), mesmo em ratas prenhes e
em seus fetos (La Grange et al., 1999; Moreland et al., 2002; Neese et al., 2004).

Como nao houve diferenga significativa, tanto na performance materna
como no indice de anomalias ou malformagbes fetais nas diferentes
concentracdes de silibinina, os resultados sugerem que o uso desse flavondide na
prenhez é seguro, podendo ser utilizado experimentalmente no tratamento de
patologias obstétricas. Apesar de, em humanos, ser amplamente usada no
tratamento de doencas hepaticas, em gestantes o grupo da silimarina n&o foi

ainda testado.
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RESUMO

Introducgédo: A inibicdo da enzima oxido nitrico sintase com Nw-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) é considerada um modelo experimental de pré-eclampsia
em ratas. Silibinina € um flavondide quimicamente definido e o principal
componente ativo da silimarina, um complexo polifendlico extraido de frutos e
sementes de Silybum marianum, que possui propriedades anti-inflamatoria,
hepatoprotetora e anti-oxidante.

Objetivo: Avaliar o efeito protetor da silibinina, o isémero mais ativo da silimarina,

em modelo experimental de pré-eclampsia induzida em ratas.

Métodos: Ratas da linhagem Wistar foram tratadas durante o periodo de 10 a 20
dias de prenhez com L-NAME (70-80mg/Kg/dia) — grupo L-NAME e com L-NAME
associado a silibinina (100mg/dia) desde o dia 0 (grupo L-NAME+ S0), dia 7 (grupo
L-NAME+S7) e dia 14 (grupo L-NAME+S14) de prenhez. No 21° dia de prenhez as
ratas foram eutanasiadas, sendo determinados a proteinuria, variaveis bioquimicas
(uréia, creatinina, acido urico, desidrogenase lactica (DHL), aspartato amino
transferase (AST) e aspartato alanina aminotransferase (ALT) contagem de
plaquetas, determinacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no plasma,
homogenato de figado e placenta, determinacdo de malondialdeido (MDA) e
superoxido dismutase (SOD), avaliagao histopatologica do figado e rins e a
performance reprodutiva materna. Todos os parametros foram submetidos a
analise de variancia com nivel de significancia de 5%.

Resultados: A silibinina reduziu significativamente o valor da proteinuria, os

niveis de TNF-a. no plasma e nos homogenatos de figado e placenta, normalizou

as concentracdes de AST, ALT e MDA e aumentou o numero de plaquetas e de

SOD, quando comparados com o grupo L-NAME. A histopatologia das lesbes

mostrou alteracées hepaticas com perda da forma poliédrica do hepatécito e da

arquitetura acinar, focos de infiltrado inflamatério mononuclear e espessamento

da tunica muscular da artéria hepatica no grupo tratado com L-NAME. No grupo

tratado com silibinina as lesdes hepaticas foram mais discretas e nos rins néo

houve diferenga entre os grupos tratados com L-NAME e os tratados com

silibinina. Na performance reprodutiva, os grupos tratados com silibinina
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apresentaram maior numero de fetos vivos, menor numero de reabsorcdes e da
percentagem de perda pos-implantacdo, independente do momento de
administracdo da mesma durante a prenhez.

Conclusao: A silibinina, administrada em diferentes periodos de prenhez,
apresentou efeito anti-oxidante e anti-inflamatério em modelo de pré-eclampsia
induzido por L-NAME em ratas.

Palavras-chaves: Silibinina, prenhez, L-NAME, pré-eclampsia, performance

reprodutiva, TNF-o.
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ABSTRACT

Introduction: Inhibition of nitric oxide synthase with Nw-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME) has been employed as a useful model of human preeclampsia.
Silibinin is a chemically defined flavonoid and the main active component of
silymarin, a polyphenolic complex from fruits and seeds of Silybum marianum,
which has anti-inflammatory, hepatoprotective and antioxidant properties.
Objective: To investigate the protective role of silibinin against the deleterious
effect observed in experimental preeclampsia induced by L-NAME in rats.
Methods: Pregnant Wistar rats were treated during gestation (days 10-20) with L-
NAME (70-80mg/Kg/day) in drinking water (L-NAME group) or with L-NAME plus
silibinin (100mg/Kg/day) by gavage since day 0 (SO group), day 7 (S7 group) or
day 14 (S14 group) of pregnancy. On day 21 of pregnancy the rats were
euthanized and several parameters were evaluated: proteinuria, biochemical
parameters in serum such as urea, creatinine, uric acid, lactic dehydrogenase,
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), platelets
counts, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) in plasma, liver and placenta
homogenate, malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) activity in
erythrocyte lysate, histopathology of the liver and kidneys and the maternal
reproductive performance. All parameters were submitted to analysis of variance,
and P values less than 0.05 were considered statistically significant.

Results: In comparison with the L-NAME group silibinin treatment reduced the
values of proteinuria, TNF-o in plasma, and in liver and placenta homogenates,
normalized platelet number and biochemical parameters such as AST, ALT e MDA
activity, and enhanced SOD activity. Histopathologic lesions in the liver of the L-
NAME group showed loss of polyedric shape of hepatocyte and acinar
architecture. Mononuclear inflammatory infiltrate and thickening of muscle tunica
of arterial vessel were observed mainly in periportal area. These hepatic lesions
were more discreet in the groups treated with silibinin showing attenuation of the
periportal inflammatory infiltrate. Kidney lesions did not show differences between
L-NAME and silimarin groups. In the reproductive performance the groups treated
with silibinin presented higher number of alive fetus, reduced number of resorption
sites, and reduced post-implantation loss, independent of the time of silibinin

administration during the pregnancy.



32

Conclusion: The silibinin treatment in different periods of pregnancy showed anti-
oxidant and anti-inflammatory effects in the experimental model of preeclampsia
induced by L-NAME in rats.

Keywords: Silibinin, pregnancy, L-NAME, preeclampsia, reproductive

performance, TNF-a..
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INTRODUCAO

Estudos com animais de experimentacdo sdo ferramentas uteis para a
compreensao da fisiopatologia de doengas, bem como para testar substancias
que possam ser aplicadas na terapéutica das mesmas.

Apesar de nao existir um modelo que espontaneamente reproduza a pré-
eclampsia, € possivel induzi-la, pelo menos em parte, por mecanismos artificiais.
Assim, a literatura demonstra, em estudos experimentais, o envolvimento do éxido
nitrico sobre essa patologia. A inibicdo crénica da enzima o6xido nitrico sintase,
pelo tratamento de ratas prenhes com Nw-nitro-L-argininina metil ester (L-NAME),
€ aceita como método experimental para induzir hipertenséo arterial, resultando
em condicdo semelhante a pré-eclampsia (Yallampalli & Garfield., 1993; Salas,
1998; Kanashiro et al., 2000). Ratas submetidas a inibigdo crénica dessa enzima
durante a gestacado desenvolvem as principais condi¢cbes patolégicas associadas
a pré-eclampsia, tais como hipertensao arterial, proteinuria, les&o renal e restricao
de crescimento intra-uterino (Buhimschi et al., 1995; Molnar et al., 1994;
Helmbrecht et al., 1996).

Considerando o modelo experimental de indugcéo de pré-eclampsia pela
administracdo de N®-Nitro-L-arginina metil ester, a literatura tem procurado
reverter ou atenuar os efeitos induzidos pela administragéo cronica de L-NAME na
prenhez, simulando modelos de tratamento da pré-eclampsia. Assim, em ratas
prenhes, o tratamento com fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
associado a administracado de L-NAME reduz a presséao arterial e a proteinuria, e
atenua as manifestagbes pre-eclampsia-like nos animais tratados com VEGF em
comparagao aos que receberam apenas L-NAME (Chen et al.,, 2008). A
administracao de sulfato de magnésio reduz a presséo arterial e aumenta o peso
dos fetos no grupo tratado (Standley et al., 2006).

O emprego de ervas medicinais, utilizadas no tratamento de edema e
proteinuria em pacientes com pré-eclampsia (Ushihoyama, 2003), mostrou efeitos
benéficos sobre a pressao arterial de ratas submetidas ao modelo experimental
de pré-eclampsia induzida por L-NAME (Takei et al., 2007). Utilizando esse
modelo, Moura et al. (2007) demonstraram efeito protetor do extrato obtido de
uvas vermelhas Vitis labrusca. Comparando com animais néo tratados, ratas que

receberam esse extrato, a partir do 13°. dia de prenhez, apresentaram redugao da
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presséao arterial e da resisténcia a insulina e, aumento do numero de fetos vivos.

A silimarina € um flavonoéide polifendlico, extraido de frutos e sementes de
Silybum marianum (Familia Asteraceae/ Compositae) e constituida por uma
mistura de trés isbmeros estruturais: silibinina (60-70%), considerada o
componente mais ativo, silicristina (20%) e silidianina (10%) (Yao-Cheng, 1991;
Pradhan & Girish, 2006).

Silibinina e silimarina sdo amplamente utilizadas como hepatoprotetores,
demonstrando ainda outras atividades como citoprote¢do, antiinflamatéria,
antifibrotica e anticarcinogénica (Yao-Cheng, 1991; Valenzuela & Garrido, 1994;
Kren & Walterova, 2005). Entretanto, os mecanismos relacionados a esses efeitos
ainda nao estao totalmente esclarecidos. Acredita-se que estéo relacionados com
a supressdo do fator de transcricdo nuclear NF-kappaB, o qual regula a
expressdao de varios genes envolvidos na inflamacéo, citoprotecdo e
carcinogénese (Manna et al., 1999; Kang et al., 2002; Agarwal et al., 2006).

Estudos indicam que a silimarina apresenta forte atividade anti-oxidante
(Muzes et al., 1991; Dehmlow et al., 1996; Kvasnicka et al., 2003). Em pacientes
com doenca hepatica esse bioflavondide aumenta a atividade da enzima
superoéxido dismutase (SOD) e, em linfécitos e eritrocitos o conteudo celular e o
nivel sérico de glutationa (Valenzuela et al., 1989; Muzes et al., 1991; Wellington
& Jarvis, 2001). A silimarina protege as membranas das células hepaticas contra
agentes toxicos, melhorando sua fungéo, tanto em animais como em humanos
(Manna et al., 1999). E aceito que a silimarina exerce acéo estabilizadora na
membrana celular, prevenindo ou inibindo a via da 5-lipoxigenase (Yao-Cheng,
1991; Dehmlow et al., 1996).

A peroxidacéo lipidica, induzida pela acdo de algumas toxinas hepaticas,
determina o aparecimento de sintomas clinicos e esta ligada a formacao de
prostaglandinas. Esta demonstrado que os trés componentes da silimarina podem
suprimir a formagcédo de prostaglandinas, juntamente com a decomposi¢cao dos
lipideos de membrana, sendo provavelmente esta a agdo hepatoprotetora desse
flavondide (Yao-Cheng, 1991).

Em ratos, a silimarina € usada como agente protetor de diferentes
agressoes induzidas do parénquima hepatico. Assim, € eficaz na recuperagéo da
bomba de liberagdo do sal biliar (Crocenzi et al., 2005); tem efeito inibidor da

glucoronidagao, auxiliando o controle da mesma no tratamento de doencas
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hepaticas (D’Andrea et al., 2005); neutraliza o estresse oxidativo causado pela
colestase hepatica (Muriel & Moreno, 2004) e exerce efeito protetor hepatico
contra a intoxicagéo por chumbo (Shalan et al., 2005). Tem ainda capacidade de
prevenir fibrose hepatica (Mourelle et al., 1989, Muriel & Mourelle, 1990), porém
nao consegue reverter a mesma (Muriel et al., 2005).

O efeito da silimarina sobre a lesdo hepatica induzida por
lipopolissacarides e, sobre a produgéao e atividade do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) foram estudados por Zhang et al. (1996). O tratamento de camundongos
com silimarina inibiu a produgdo de TNF-a biologicamente ativo por macréfagos
peritoneais. Os autores sugerem que a inibicdo da producéo dessa citocina, bem
como seus efeitos toxicos podem estar envolvidos no mecanismo protetor da
silimarina sobre a lesdo hepatica. Assim, pela sua atividade anti-oxidante, a
silimarina inibiria a producéo de citocinas como o TNF-a, bem como seus efeitos
téxicos sobre as células (Johnson et al., 2003).

Em ratas prenhes, alguns estudos também mostram efeito protetor da
silimarina. Assim, a literatura relata protecdo do cérebro e figado fetais apos a
ingestao materna de etanol (La Grange et al., 1999; Moreland et al., 2002; Neese
et al., 2004).

A silimarina/silibinina também exerce importante agcéo anti-inflamatéria in
vivo, sendo utilizada no tratamento clinico de doencgas hepaticas inflamatérias e
alcodlicas (Johnson et al., 2003; Falasca et al., 2008). Estudos farmacologicos
indicam que, no tratamento de cirrose hepatica alcodlica, a silimarina nao é téxica,
mesmo em altas concentragdes (Fehér et al., 1987; Ferenci et al., 1989; Johnson
et al., 2003).

Trabalho desenvolvido em nosso laboratério, avaliando o efeito da
silimarina sobre o metabolismo oxidativo de monécitos humanos, mostrou que
esse flavondide exerce efeito anti-oxidante, inibindo, de maneira dose-
dependente, a producdo de TNF-a e de perdxido de hidrogénio por mondcitos
estimulados por éster de forbol (PMA) (Bannwart et al., 2009).

O TNF-a e citocinas inflamatérias como as interleucinas 1 e 6 estéo
envolvidos na patogénese de diferentes doengcas humanas como cancer (Ikemoto
et al., 2000; Lelli et al., 2003), processos infecciosos (Rook et al., 1987; Dooley et
al., 1994; Peracoli et al., 2003) e patologias da gestagdo como a pré-eclampsia
(Vince et al., 1995; Faas & Schuiling, 2001; Peracoli et al., 2007).
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As complicagbes graves da pré-eclampsia ainda necessitam de melhor
compreensao e tratamento eficaz. Nos casos de sindrome HELLP, um agente que
interfira com o estresse oxidativo e atue como protetor hepatico seria uma solu¢ao
para o controle da doenga, enquanto ndo ocorresse a resolugdo da gestacao,
considerado o uUnico tratamento que determina a cura da pré-eclampsia,
principalmente dos seus casos graves. A administragdo da silibinina como
protetor hepatico pode ser uma opgao.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito protetor da
silibinina, considerado o isdbmero mais ativo da silimarina, em modelo

experimental de pré-eclampsia induzida em ratas.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido para apreciagdo e aprovado em 19 de
abril de 2007, pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade

de Medicina de Botucatu - UNESP, tendo recebido o protocolo no. 590 (anexo 1).

Animais
Foram utilizadas ratas virgens da linhagem Wistar com idade entre trés e

quatro meses, procedentes do Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biologica
— International Council for Laboratory Animal Science (UNICAMP). Apés a
transferéncia para o Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias do Campus de Botucatu — UNESP, os animais foram
mantidos durante uma semana em adaptacao e a seguir estratificados por sorteio
em cinco grupos:

e RP: ratas prenhes que néo receberam L-NAME ..., 06

e RP-LN: ratas prenhes que receberam L-NAME ..., 06

e RP-LN + S0: ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina

(desde o dia zero de PrenNEz).........ueeeeeiieeeii e 06

RP-LN + S7: ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina

(desde o dia sete de prenhez)..........coooovviiiiiieiiiiiccecce e 07

RP- LN + S14: ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina
(desde 0 dia 14 d€ PrenNNEZ).........uueeeeeiiiieee e 09

Seqiiéncia experimental

A sequéncia experimental foi dividida em cinco fases: de adaptacao, de
acasalamento, de prenhez, de indugédo de pré-eclampsia e de tratamento com
silibinina.

Fase de adaptacao

A fase de adaptagdo no biotério teve duragdo de sete dias. Nesse
periodo os animais permaneceram em caixas de polietileno. A temperatura
média do ambiente foi mantida em torno de 24°C com fotoperiodo de doze

horas/dia. Os animais receberam ragéo e agua “ad libitum”.
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Fase de acasalamento

Apo6s a fase de adaptacgéo, grupos de quatro ratas foram colocados no
final da tarde na companhia de um rato macho normotenso. Na manha seguinte,
apo6s a retirada do macho, foi colhido esfregaco vaginal pela introdugdo de
cotonete embebido em solugéo fisioldégica a 0,9%. Os fatores indicativos de
prenhez foram a presenca de espermatozoéides e o diagnéstico da fase estro do
ciclo estral, sendo esse dia considerado o dia zero de prenhez (Damasceno et
al., 2002). Apos a confirmacao da prenhez as ratas foram pesadas e colocadas

em caixas individuais.

Fase de prenhez

As ratas prenhes foram mantidas em gaiolas individuais durante 21 dias.
Foi feito controle semanal de evolucdo do peso (balanga com precisao de
0,001g). O controle da ingestao alimentar foi feito em dias alternados e o de

ingestao de agua diariamente.

Fase de indugao de pré-eclampsia
Foi feita pela administragdo do metil éster de NY-nitro-L-Arginina (L-
NAME), na dose de 50 a 80 mg/Kg, por via oral, diluido agua de beber, a partir do

10° dia até o final da prenhez.

Fase de tratamento com silibinina
Durante os periodos correspondentes ao tratamento com silibinina, esta foi
administrada, por gavage, na dose de 100mg/kg, diluida em carboximetil celulose

0,4%, conforme padronizado por Souza et al. (2008).
Variaveis

Variaveis independentes

» Ratas prenhes que néo receberam L-NAME

» Ratas prenhes que receberam apenas L-NAME

» Ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina desde o dia zero de
prenhez

» Ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina desde o dia sete de

prenhez
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» Ratas prenhes que receberam L-NAME + silibinina desde o dia 14 de

prenhez
Variaveis dependentes — Foram avaliadas variaveis das matrizes, das
ninhadas e da placenta.
Variaveis das matrizes

= Peso corpéreo durante a prenhez (Dy ¢ D21) € calculo do ganho de

peso materno (peso final menos peso inicial).

= Dosagem sérica de transaminases hepaticas, desidrogenase
latica, uréia, creatinina e acido urico no sangue colhido no 21°. dia

de prenhez.

» Dosagem de hemoglobina e contagem de plaquetas no sangue

colhido no 21°. dia de prenhez.
= Dosagem da proteinuria de 24 horas no 21°. dia de prenhez.

= Dosagem de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no plasma e
em homogenato de figado e placenta obtidos no 21°. dia de

prenhez.

Determinagéo de biomarcadores do estresse oxidativo (MDA e

SOD) no sangue obtido no 21°. dia de prenhez.
Variaveis da ninhada
= Numero de corpos luteos
= Numero de implantagbes
= Numero de reabsorc¢des
= Numero de fetos/recém-nascidos por ninhada
= Peso dos fetos
Variaveis placentarias
= Peso placentario

= indice placentario (peso placenta/peso feto)
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Variaveis histolégicas
= Visceras (rins e figado)

Técnicas

Resolugao da prenhez e avaliacdao dos recém-nascidos

Na manha do 21° dia de prenhez as ratas foram submetidas a anestesia
com pentobarbital sédico (Hypnol® a 3%) e colocadas em posi¢cao supina para a
realizacdo da operacédo cesariana, com abertura da cavidade abdominal por
incisdo mediana da pele, musculatura abdominal e peritbnio, expondo-se os
cornos uterinos para contagem dos pontos de implantagdo e de reabsorcao, e
do numero de fetos vivos.

Os fetos foram retirados apés histerotomia, juntamente com as respectivas
placentas e membranas. Em seguida as ratas foram desangradas para colheita
de sangue. As amostras de sangue foram colocadas em tubos de ensaio, livres
de anticoagulante e mantidas a baixa temperatura por 30 minutos. A seguir foram
centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos, a temperatura ambiente. O soro foi

coletado e estocado a —80°C para determinagao de parametros bioquimicos.
Os fetos vivos e suas placentas foram pesados em balancga analitica.

O indice placentario (IP) foi determinado em cada ninhada pela relagéo

entre a soma dos pesos das placentas e a soma dos pesos dos fetos.

Estudo histopatologico

Cortes de rins e figado foram fixados em formol a 10% por 48 horas,
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e a seguir incluidos em parafina. Os
cortes histologicos de 5um de espessura foram colocados sobre |amina
histolégica para coloracdo pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE) para

avaliacao histopatologica dos referidos 6rgaos.

Dosagens sanguineas

As dosagens sanguineas (hemoglobina, transaminases hepaticas,
desidrogenase latica, uréia, creatinina e acido urico), a contagem de plaquetas e

a determinacao da proteinuria foram realizadas por método de automagédo no
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Laboratério Clinico Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia do Campus de Botucatu — UNESP.

Determinacdao do fator de necrose tumoral alfa

Segmento do figado de cada rata e segmentos das placentas de cada
ninhada (pool), obtidos no 21°. dia de prenhez, foram pesados e homogeneizados
com tampéao de extragdo: 150 mM/L NaCl e 20 mM/L Tris pH 7,5, 5 mM/L EDTA
em homogeneizador de tecidos, em banho de gelo. A seguir, os homogenatos
obtidos foram centrifugados a 3.500 rpm por 20 min a 4°C. Os sobrenadantes
foram filtrados em pré-filtro (Millipore) e armazenados em aliquotas a —80°C para
determinacao de TNF-a.

A concentracdo de TNF-a foi determinada por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) empregando-se kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O valor da concentragdo de TNF-a
obtido em pg/mL foi dividido pelo peso da amostra de tecido, ajustado para g/mL

e a concentracao final expressa em pg/g de tecido.

Determinacado de biomarcadores do estresse oxidativo no sangue materno
As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio com
anticoagulante e centrifugadas a 1.200 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds este procedimento foram retirados, por aspiragéo, o plasma, os
glébulos brancos e as plaquetas para obtengcéo das hemacias. O concentrado de
hemacias foi lavado com tampé&o-salina-fosfato (PBS) a 4°C e centrifugado a
2.000 rpm durante 15 minutos por trés vezes. As hemacias lavadas (50 uL) foram
adicionados 950 uL de agua deionizada e agitados por inversao para obtencao do
hemolisado. O hemolisado foi empregado para as determinagdes de hemoglobina
e dos biomarcadores do estresse oxidativo: atividade enzimatica de superoéxido
dismutase (SOD) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (MDA). Essas

técnicas seguiram a metodologia descrita por Ferreira et al. (1999).
Dosagem de hemoglobina no hemolisado de hemaceas

A concentragdo de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina (Mahoney et al., 1993). No momento da dosagem, 20 uL
do hemolisado obtido foram diluidos e agitados em 2 mL de solugdo de Drabkin.

Apds 10 minutos de repouso realizou-se a leitura da densidade 6ptica (DO) da
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solucdo em espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech Cambridge,

England, UK) a 546 nm. Como blank utilizou-se solugéo de Drabkin.

Determinacao da peroxidacao lipidica

Foi adicionado 1,0 mL de &cido sulfossalicilico (3,0%) a 1,0 mL de
hemolisado, agitado por 10 segundos, centrifugado a 11.000 rpm por 3 minutos e
deixado em repouso durante 15 minutos. Em seguida foram adicionados 500 uL
de acido tiobarbiturico (TBA a 0,67%) a 500 uL de hemolisado. A mistura foi
aquecida a 80°C por 30 minutos e a absorbancia determinada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram

expressos em nM de malonaldeido (MDA) por grama de hemoglobina (nM/gHb).

Determinacgdo da atividade de superéxido dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada pela sua capacidade de inibir a
auto-oxidagao do pirogalol® pelo anion superoxido. A mistura consistiu da adigéo
de 100 uL de tampao Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5 mM), 20 pL de pirogalol®
10mM e 860 uL de agua deionizada a 20 puL de hemolisado. A absorbancia foi
determinada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 420 nm (25°C)
por 5 minutos. A quantidade de SOD capaz de produzir 50% de inibicdo da
oxidacdo do pirogalol®, por miligrama de hemoglobina, foi definida como uma

unidade de atividade enzimatica expressa em Ul/mgHb.

Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia para
amostras independentes (ANOVA), seguida de comparag¢des multiplas pelo
método de Tukey-Kramer, empregando-se o programa estatistico INSTAT, Graph-
Pad, San Diego, CA, USA. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

Ingestao de L-NAME

Ratas prenhes foram estratificadas em cinco grupos, que com excegao do
grupo controle, todos receberam metil éster de N“-nitro-L-Arginina (L-NAME)
como indutor de pré-eclampsia e entre estes, trés receberam silibinina em
diferentes momentos de prenhez (G3: desde o dia zero de prenhez, G4: a partir
do dia sete de prenhez e G5: a partir do dia 14 de prenhez).

A ingestao média diaria de L-NAME foi de 78,61+1,80 mg/Kg no grupo L-
NAME, de 77,88+2,25 mg/Kg no grupo Silibinina-0, de 79,83+1,97 mg/Kg no
grupo Silibinia-7 e de 74,67+2,07 mg/Kg no grupo Silibinina-14, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos.

O efeito protetor da silibinina, administrada em diferentes momentos da

prenhez, foi avaliado em ratas Wistar expostas ao indutor de pré-eclampsia L-
NAME.

Determinagao da proteinuria
A concentragdo de proteina urinaria apresentou valor significativamente

maior no grupo L-NAME que nos grupos controle e tratados com silibinina
(p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Média e desvio padrdo dos valores de proteinuria nos grupos
estudados.
* (p<0,05) vs controle, S-0, S-7, S-14
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Determinacgao de variaveis bioquimicas

A analise dos parametros bioquimicos mostrou que as concentragbes de
uréia, creatinina, acido urico e desidrogenase latica (DHL) foram semelhantes nos
(p>0,05),

aminotransferase (AST) (p<0,01) e de alanina aminotransferase (ALT) (p<0,05)

grupos estudados enquanto as concentragcbes de aspartato

foram significativamente maiores no grupo L-NAME (Tabela 1).

Tabela 1. Média e erro padréo das variaveis bioquimicas determinadas no sangue

periférico dos grupos estudados.

Grupos
Variaveis Controle L-NAME S$-0 S-7 S-14
bioquimicas n: 6 n: 6 n: 7 n:9
Uréia (mg%) 443 +47 42,0 +2,7 415+1,8 414+29 451+4.,9
Creatinina (mg%) 0,70 + 0,04 0,69 + 0,03 0,73 + 0,03 0,69 + 0,03 0,71 + 0,03
Acido arico (mg%) 1,22 + 0,15 1,58 + 0,29 1,60 + 0,27 1,51 +0,18 1,79 + 0,27

DHL (UI/L) 1923,3 + 6446 1961,0 +509,3 1960,2 +302,7 2065,4 +4742 2079,1 + 5242
AST (UI/L) 130,3+5,6 266,8 +41,5* 123,3+ 15,0 118,0 + 10,0 141,6 + 18,0
ALT (UI/L) 26,2+ 3,7 443+29# 29,0+28 31,1+2)9 33,0+25

* p<0,01 vs controle, S-0, S-7, S-14

Contagem de plaquetas

A Figura 2 apresenta a contagem de plaquetas dos grupos estudados,

mostrando diminuicdo significativa da mesma no grupo L-NAME, quando
comparado com os demais grupos tratados com silibinina. Os resultados mostram
que a silibinina, administrada em diferentes periodos de prenhez, foi eficiente para
reverter a diminuicdo do numero de plaquetas observado no grupo de ratas
tratadas com L-NAME.
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Figura 2. Numero de plaquetas no sangue periférico de ratas tratadas com L-
NAME e ratas tratadas com L-NAME + silibinina em diferentes

periodos de prenhez.
* (p < 0,05) vs controle, SB-0, SB-7, SB-14.

Determinacgao do fator de necrose tumoral-alfa

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi avaliado no plasma e no
homogenato de figado e de placenta dos grupos estudados (Tabela 2). A
concentracdo de TNF-a, determinada no plasma do grupo L-NAME, foi
significativamente maior que no grupo controle e que nos grupos que receberam
silibinina. Entre os grupos que receberam silibinina, a concentracéo dessa citocina
foi significativamente maior no grupo que recebeu silibinina a partir do 14° dia de
prenhez, quando comparado com 0O grupo controle e o grupo que recebeu
silibinina a partir do 7°. dia de prenhez. Nos homogenatos de figado e de
placenta, a concentragéo de TNF-a foi significativamente maior no grupo L-NAME,
quando comparado com os outros grupos. No grupo que recebeu silibinina a partir
do 14°. dia de prenhez a concentragdo de TNF-a foi significativamente maior que

no grupo controle.
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Tabela 2. Média e erro padrao dos niveis de TNF-a no soro e nos homogenatos

de figado e placenta dos grupos estudados.

Grupos
TNF-a Controle L-NAME S-0 S$-7 S-14
(pglg tecido) n: 6 n: 6 n: 6 n:7 n: 9
Plasma 52+14 228+16* 76+21 6,3+0,9 11,2+1,3
Figado 17,0+23  91,3+133* 31,1+23 27,7+ 42 441 +59*
Placenta 145+1,9 39,8+85* 16,4 +1,9 176 +2,2 238+26@

*(p< 0,05) vs (controle, So, S7, S14)
# (p<0,05) vs (controle, S7)
@ (p<0,05) vs controle

Determinag¢ao de malondialdeido (MDA) e superoéxido dismutase (SOD)

Os niveis de MDA foram significativamente maiores no grupo L-NAME

quando comparado com os demais grupos, que ndo apresentaram diferencas

entre si. Os niveis de SOD foram significativamente maiores nos grupos S-O e S-

7, quando comparados com os grupos controle e L-NAME. O grupo S-14 nao

apresentou diferenca significativa quando comparado com os demais grupos

(Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito da silibinina sobre a peroxidagao lipidica (MDA) e a producao da

superoxido dismutase (SOD) nos grupos estudados.

Grupos
. Controle L-NAME S-0 S-7 S-14
Parametros
n: 6 n: 6 n: 6 n:7 n: 9

MDA .

0,73 +0,03 1,20 + 0,11 0,79 + 0,08 0,78 +0,13 0,90 + 0,07
(nM/gHB)
SOD + +

9,14 + 1,25 10,06 + 2,22 17,84 + 3,68 16,36 + 3,24 12,83 + 1,86
(Ul/mgHb)

*(p<0,05) vs controle, S-0, S-7, S-14
+(p<0,05) vs controle, L-NAME

Avaliacao histopatologica do figado e rins

A andlise histopatoldgica do figado das ratas prenhes (controle) mostrou
morfologia normal, com hipertrofia discreta de hepatdcitos, apresentando nucleos
proeminentes e discreta dilatacdo sinusoidal periférica a veia centrolobular. No
grupo tratado com L-NAME observou-se perda da forma poliédrica do hepatdcito
e da arquitetura acinar, hipertrofia moderada dos hepatdcitos, sendo alguns em
necrose, e dilatacédo sinusoidal moderada (Figuras 3 e 4). Além disso, verificaram-
se focos de infiltrado mononuclear dispersos pelo parénquima, com maior
freqUiéncia no espaco periportal (Figura 5). Em comparagéo com as ratas controle,
o tratamento com L-NAME induziu espessamento da tunica muscular da artéria
hepatica e discreta a moderada esteatose microgoticular (Figuras 4 e 6).

Nos grupos tratados com silibinina em diferentes periodos observaram-se
lesdes mais discretas e arquitetura celular hepatica mais preservada do que no
grupo L-NAME. Houve reducgéao do infiltrado inflamatério, agora restrito ao espaco
periportal, mais acentuada nos animais dos grupos S-0 e S-7. Observou-se
também menor espessamento da tunica muscular da artéria hepatica e discreta

esteatose microgoticular.
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Figura 3. Fotomicrografia do figado de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-
NAME, apresentando dilatac&do sinusoidal moderada e hepatécitos em necrose.
HE. 400X.

Figura 4. Fotomicrografia do figado de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-
NAME, apresentando dilatacédo sinusoidal na regiao centro-lobular, dilatagdo da
veia centro-lobular com discreta congestdo e esteatose microgoticular difusa.
HE.400X.
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Figura 5. Fotomicrografia do figado de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-

NAME, apresentando infiltrado periportal moderado. HE. 400X.

Figura 6. Fotomicrografia do figado de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-
NAME, apresentando hipertrofia da camada média da artéria hepatica. HE.
400X.
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Os rins das ratas do grupo controle apresentaram, a microscopia, padrées
morfoldgicos dentro dos limites de normalidade. Nos grupos que receberam L-NAME,
associado ou ndo com silibinina por diferentes periodos, os achados morfolégicos foram
necrose tubular aguda, degeneracédo hialina goticular, nefroesclerose arterial e arteriolar,

e nefrocalcinose, nao havendo diferenga entre os grupos (Figuras 7 a 9).

Figura 7. Fotomicrografia do rim de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-
NAME, apresentando necrose tubular aguda na regido cortical com focos de

“tireoidizacao” tubular e nefroesclerose arterial. HE. 400X.
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Figura 8. Fotomicrografia do rim de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-

NAME, apresentando nefroesclerose arterial e arteriolar. HE. 400X.

Figura 9. Fotomicrografia do rim de rata prenhe com pré-eclampsia induzida por L-

NAME, apresentando nefrocalcinose. HE. 400X.
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Avaliagao da performance reprodutiva

A Tabela 4 apresenta os dados da performance reprodutiva dos grupos
estudados. Comparando o grupo L-NAME com os grupos que receberam
silibinina verifica-se que, o grupo que recebeu silibinina desde o dia zero
apresentou numero significativamente maior de fetos vivos que o grupo que
recebeu apenas L-NAME. O numero de reabsorc¢des foi significativamente menor
no grupo tratado com silibinina desde o dia zero, quando comparado com o grupo
tratado apenas com L-NAME. O peso dos recém-nascidos do grupo L-NAME e
dos grupos tratados com silibinina foi significativamente menor do que o peso do
grupo controle. A percentagem de perda poés-implantacao foi significativamente

maior no grupo L-NAME em comparag¢ao aos demais grupos.

Tabela 4. Média e erro padrao da performance reprodutiva de ratas controle,
tratadas com L-NAME e tratadas com L-NAME + silibinina em

diferentes periodos da prenhez.

Grupos
i . Controle L-NAME S-0 S-7 S-14
Variaveis
n: 6 n: 6 n: 6 n:7 n: 9
No. corpos luteos 12,17 + 0,98 13,14 + 1,03 12,67 +0,76  130+049 12,33 +0,71
No. fetos vivos 8,67 +0,92 4,88 +1,73 9,00+1,39* 8,00 + 1,72 8,11 + 1,23
No. reabsorgoes 0,50 + 0,34 4,17 +1,82 0,67 +0,21* 1,71+ 0,52 1,44 + 0,67
No. implantagées 9,17 + 0,87 10,67 + 1,76 9,67 + 1,49 10,71 +1,39 9,56 + 1,07
Peso médio fetos 4,71+0,05 + 3,99 + 0,07 418+0,33  4,10+0,22 4,08 +0,09
Peso médio placenta 0,46 + 0,01 0,43 +0,05 0,42 + 0,02 0,45 + 0,01 0,44 + 0,02
indice placentario 0,12 + 0,03 0,11 + 0,02 0,10 + 0,02 0,11 + 0,01 0,11 + 0,01
Ganho peso materno 66,23 + 6,33 41,05 + 5,77 47,22 +9,02 50,33+10,45 42,87 +5,95
% perda pos-implantagéo 5,00 + 4,80 46,33 + 12,87 ** 6,21 +2,03 17,89 + 6,88 15,59 + 7,86

* (p<0,05) vs L-NAME;
+ (p<0,05) vs L-NAME, S-0, S-7, S-14;
** (p<0,05) vs controle, S-0, S-7, S-14
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DISCUSSAO

Encontrar uma substéncia que impega o desenvolvimento da pré-eclampsia
tem sido objetivo constante da literatura obstétrica, com resultados
desanimadores. Enquanto a doenga nao pode ser prevenida, suas complicacdes

continuam mantendo altas as taxas de morbimortalidade materna e perinatal.

Entre as complica¢des dessa doencga, as mais graves sao a eclampsia e a
sindrome HELLP. A primeira tem tratamento clinico (sulfato de magnésio) eficaz,
enquanto para a segunda nao existe tratamento clinico, sendo a melhor

terapéutica a resolugao da gestacéao, independente da idade gestacional.

O modelo de inibicdo crbnica da enzima Oxido nitrico sintase, pelo
tratamento de ratas prenhes com Nw-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), é
aceito como método experimental para induzir hipertensao arterial, resultando em
condicdo semelhante a pré-eclampsia (Yallampalli & Garfield, 1993; Salas, 1998;

Kanashiro et al., 2000).

Utilizando esse modelo experimental, varios estudos documentam
aspectos como aumento da resposta vascular in vivo (Buhimschi et al., 1995) e in
vitro (Khalil et al., 1998; Kublickrene et al., 2000), diminuicdo ou bloqueio do
relaxamento do endotélio dos vasos (Maeso et al., 1999; Takiuti et al., 1999),
hiperativagdo de enzimas sensiveis ao calcio, como a proteinakinase C (Carter et
al., 2002) e alteragcdo da remodelagao das artérias uterinas (Osol et al., 2009).

A literatura mostra que, em ratos, a silimarina € benéfica, atuando como
agente protetor de diferentes agressdes induzidas no parénquima hepatico.
Assim, é eficaz na recuperagcéo da bomba de liberagdo do sal biliar (Crocenzi et

al., 2005); tem efeito inibidor da glucoronidagao, auxiliando no controle da mesma
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no tratamento de doencgas hepéaticas (D"Andrea et al., 2005); neutraliza o estresse
oxidativo causado pela colestase hepatica (Muriel & Moreno, 2004) e exerce
efeito protetor hepatico contra a intoxicagéo por chumbo (Shalan et al., 2005). E
capaz de prevenir fibrose hepatica (Mourelle et al., 1989, Muriel & Mourelle,

1990), porém né&o consegue reverté-la (Muriel et al., 2005).

O presente estudo mostrou que, em ratas prenhes a silibinina modificou
alguns dos efeitos produzidos pelo L-NAME, administrado cronicamente (do 10°.

ao 20°.dia), em diferentes érgaos.

A administracdo de L-NAME determinou alteragbes histopatolégicas nos
rins, caracterizadas por necrose tubular aguda, degeneracéo hialina goticular,
nefrosclerose arterial e arteriolar e, nefrocalcinose, que se mantiveram mesmo
com o tratamento com silibinina. Apesar do estudo histopatolégico ndo mostrar
diferencas significativas entre os grupos que receberam L-NAME, houve
recuperacao da funcao renal, representada pela redugcédo da proteinuria causada
pelo L-NAME, em todos os grupos que receberam silibinina. Gaedeke et al.
(1996) mostraram que, a silibinina protegeu o rim ao reverter, parcial ou
totalmente, as lesbes causadas pela cisplatina, sugerindo seu papel nefroprotetor.
Helmbrecht et al. (1996) também encontraram lesao renal (aumento da proporgao
de glomérulos anormais), que foi restaurada pela administragado de L-arginina no
final da prenhez (16°. dia). Nestas ratas houve queda no valor da proteinuria e na

proporgao de lesao glomerular.

O figado das ratas que receberam L-NAME apresentou alteragbes
histopatolégicas caracterizadas por alteragdo da arquitetura acinar, hipertrofia dos
hepatocitos, dilatacdo sinusoidal e infiltrado inflamatoério. A silibinina teve efeito

reconstrutor, pois as alteragbes citadas se mantiveram, porém em intensidade



55

menor. As concentracbes de aspartato aminotransferase e de alanina
aminotransferase, que se alteraram pela agdo do L-NAME, nos grupos que
receberam silibinina retornaram aos valores de normalidade. A concentragéo de
TNF-alfa em homogenato de figado também foi significativamente maior no grupo

L-NAME, mostrando reducao significativa nos grupos que receberam silibinina.

O comprometimento hepatico provocado pelo L-NAME é referido pela
literatura. Assim, Tarsitano et al. (2007), administrando esquema cronico de L-
NAME a ratas, causaram altera¢cdes morfoldgicas caracterizadas por hipertrofia
vascular nas artérias hepaticas, com fibrose perivascular e intersticial, incluindo
deposicado de colageno. Também verificaram aumento do glicogénio hepatico,

porém sem alteragdes nas concentragdes de colesterol e triglicérides.

A contagem de plaquetas, que associada a avaliagdo da funcdo hepatica,
sdo marcadores da sindrome HELLP, também mostrou queda significativa no
grupo L-NAME, com recuperacao nos grupos tratados com silibinina. Segundo
Furstenau et al. (2008), a administragdo de L-NAME em ratas reduziu a hidrolise
de ATP, ADP e AMP nas plaquetas em cerca de 27%, 24% e 36%

respectivamente.

Esse conjunto de dados caracterizam o papel de agente protetor hepatico
da silibinina, ja bem documentado em portadores de insuficiéncia hepatica, porém

ainda néo relatado em gestantes.

A expressdo do TNF-a, tanto no plasma, como nos homogenatos de figado
e placenta, foi significativamente maior no grupo tratado com L-NAME, quando
comparado com os demais grupos (controle e tratados com silibinina). Entre os

grupos que receberam silibinina, a concentragdo de TNF-a foi significativamente
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maior no grupo que recebeu silibinina a partir do 14°. dia de prenhez. Entretanto,
esses resultados foram significativamente menores do que os obtidos em animais
apenas tratados com L-NAME. Tsukimori et al. (2008) encontraram niveis
elevados de TNF-a no soro de animais tratados com L-NAME, no periodo de 8 a
14 dias de prenhez. Segundo os autores, a fonte celular de TNF-a nos animais
tratados com L-NAME ¢é ainda desconhecida. Estudos in vitro demonstraram que
a placenta, submetida a hipdxia seguida de reoxigenacao determina aumento da
sintese de TNF-a, sugerindo que o trofoblasto placentario pode ser o sitio
potencial de sintese dessa citocina (Benyo et al., 1997). Além disso, células do
estroma, provavelmente macrofagos, parecem ser produtoras de TNF-a na
placenta (Hung et al., 2004). A isquemia placentaria e a hipdxia induzida leva a
reducao crbénica na pressao de perfusdo uterina nas ratas prenhes, aumentando a
producao de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-6 (Giardina et al., 2002;
LaMarca et al., 2005). Assim, os niveis elevados de TNF-a. em homogenato de
placenta, obtidos no presente trabalho, corroboram a hipétese de que essa

citocina pode ser sintetizada por células da placenta.

Os niveis de TNF-a, detectados no homogenato de figado de animais
tratados com L-NAME, foram significativamente mais elevados em relagédo aos
grupos tratados com L-NAME e que receberam silibinina em diferentes periodos
de prenhez. A alta concentracdo de TNF-a no figado dos animais do grupo L-
NAME se associou com infiltrado inflamatério intenso, distribuido em focos
dispersos pelo parénquima hepatico e principalmente no espaco periportal. Esses
resultados sugerem a participagcdo do TNF-o na patogénese das alteragbes
hepaticas, induzidas por L-NAME. Dhanasekaran et al. (2009) detectaram niveis

significativamente elevados de TNF-o em homogenato de figado de ratos
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submetidos a inducdo de hepatotoxicidade por tratamento com tetracloreto de
carbono (CCls). E descrito que CCly ativa células de Kupffer, resultando na
liberacdo de mediadores pro-inflamatoérios como IL-1, IL-6, TNF-a e
prostaglandinas por essas células, facilitando a infiltracdo de células inflamatérias,
vacuolizagcdo e necrose das células hepaticas (Basu, 2003; Wang et al., 2005).
TNF-a induz expresséo de COX-2, levando a sintese de prostaglandinas, que tem
papel quimiotatico e participam nas alteracbes vasculares associadas a
inflamacédo (Feng et al.,, 1995; Padhy et al., 2007). Em conjunto, os niveis
elevados de TNF-a, detectados no homogenato de placenta e figado, podem ter
contribuido para os valores obtidos no plasma dos animais tratados com L-NAME
e sugerem a producgdo sistémica dessa citocina. Altas concentragbes de TNF-a
foram obtidas tanto no soro (Benyo et al., 2001; Peracoli et al., 2007) como na
placenta de pacientes com pré-eclampsia (Peracoli et al.,, 2008). Em gestantes
com pré-eclampsia, avaliadas no terceiro trimestre da gestagéo, observou-se que
monocitos s&o importantes fontes de TNF-a, responsaveis, em parte, pelos niveis

elevados da citocina detectados no soro das pacientes (Peracoli et al., 2007).

O tratamento com silibinina causou redugao dos niveis de TNF-a no figado,
placenta e plasma dos animais tratados com L-NAME, mostrando o efeito anti-
inflamat6rio desse flavondide. A diminuigdo da concentragdo de TNF-o no figado
se associou a reducado do infiltrado inflamatério, que se restringiu a pequenos
focos no espaco periportal. Além do efeito anti-inflamatério, a silibinina apresentou
propriedades anti-oxidantes, aumentando os niveis de SOD e diminuindo os de
MDA, considerado um indice de peroxidacdo lipidica e, também efeito

hepatoprotetor, diminuindo os niveis de enzimas hepaticas. O estresse oxidativo,
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avaliado pelas concentracbes de MDA e de SOD, sofreu inibicao pela agdo da

silibinina, em todos os periodos da prenhez em que foi administrada.

E bem conhecido o efeito anti-oxidante e hepatoprotetor da silibinina no
tratamento de lesdo hepatica em ratos, induzida por ingestédo de etanol ou CCly4
(Muriel et al., 2005; Das & Vasudevan, 2006; Dhanasekaran et al., 2009).
Entretanto, este é o primeiro estudo empregando silibinina com o objetivo de
atenuar os efeitos da indugéo de pré-eclampsia com L-NAME em ratas. Os efeitos
da silibinina, prevenindo o estresse oxidativo e a liberacdo de TNF-a, além do
efeito hepatoprotetor no modelo experimental de pré-eclampsia induzido por L-
NAME podem sugerir 0 seu emprego no tratamento de pacientes com pré-

eclampsia.

A silibinina melhorou a performance reprodutiva das ratas que receberam
L-NAME, uma vez que aumentou o numero de fetos vivos, reduziu o nimero de
reabsorcbes e a % de perda pés-implantacdo. Esses dados corroboram a
literatura que também verifica resultado perinatal ruim em ratas tratadas com L-
NAME (Yallampalli et al., 1993; Helmbrecht et al., 1996; Richer et al., 1996; Mayr
et al.,, 2005; Moura et al.,, 2006; Vanderlelie & Perkins, 2006). O L-NAME
determina alteracbes da vascularizagcao utero-placentaria (Mayr et al., 2005;
Vanderlelie & Perkins, 2006), prejudicando o desenvolvimento adequado dos
fetos. Richer et al. (1996), administraram um doador de Oxido nitrico
(molsidomine) e verificaram maior redugcdo do numero e do peso dos fetos,
acreditando os autores que o efeito hipotensor dessa substancia contribuiu para
esses achados. A administracdo de L-arginina aumentou significativamente o

peso fetal, mas n&o alterou o tamanho da ninhada (Helmbrecht et al., 1996).



59

Moura et al. (2007) conseguiram corrigir a morbidade perinatal tratando as ratas

prenhes com extrato hidroalcoodlico de casca de uva.

A silibinina ainda n&o foi empregada em gestantes e, em animais prenhes,

também nao ha relatos do seu uso para tratamento dos efeitos do L-NAME.

Segundo Kren & Walterova (2005), ainda se desconhecem as bases
moleculares da acéo anti-inflamatéria e anticarcinogénica da silibinina. Podem
estar relacionadas com a inibicdo da transcricdo do fator NF-KB, que regula e
coordena a expressao de varios genes envolvidos no processo inflamatério, na
citoprotecédo e na carcinogénese. Especificamente, o NF-KB contribui para a
producao de interleucinas IL-1 e IL-6, TNF-a, do fator estimulador de colbnias de
granulécito-macréfagos (GM-CSF) e de interferon. Mais ainda, algumas dessas
substancias como a IL-1 e o TNF-a ativam o NF-KB proporcionando um feedback
positivo (Saliou et al., 1998; Bremmer & Heinrich, 2002). Do mesmo modo que a
silibinina, drogas de acao anti-inflamatéria como salicilato sodico e aspirina,
também bloqueiam a ativagdo de NF-KB prevenindo a degradacao do |kB-alfa.
Entretanto, o efeito da silibinina se obtém com concentragcédo cem vezes menor
que a do salicilato, sugerindo ser essa substancia um potente inibidor sem

toxicidade importante (Manna et al., 1999).

Em conclusédo, os resultados do presente trabalho demonstraram o efeito
protetor da silibinina em modelo experimental de pré-eclampsia induzido por L-
NAME em ratas e representado por efeito nefroprotetor, reduzindo a proteinuria,
hepatoprotetor, normalizando os valores das enzimas hepaticas e melhorando a
performance reprodutiva das ratas. Além disso, apresentou propriedades anti-

oxidante e anti-inflamatoria, reduzindo o estresse oxidativo e a produgao de altas
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concentracbes de TNF-a respectivamente, considerados importantes fatores na

patogénese da pré-eclampsia.
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