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Resumo

LINO, Fabiana Goncalves. Efeitos da silimarina e da silibina na patogénese da infeccdo aguda
murina por Schistosoma mansoni. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farméacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2012.

A esquistossomiase é uma infeccdo parasitaria que causa grande morbidade e mortalidade no
mundo. Vérios paises sdo afetados e muitas pessoas desenvolvem sequelas graves da
infeccdo. O desenvolvimento ou a descoberta de farmacos que ajam minimizando as sequelas
desta infeccdo sdo extremamente importantes. No presente trabalho, tem-se como objetivo
avaliar a acdo da silimarina / silibina (componente isolado, majoritario da silimarina), em
DMSO (mais soliveis), na patogénese da infeccdo aguda murina. Foram utilizados
camundongos BALB/c e C57BL/c de sete a oito semanas de vida e alguns deles foram
infectados com 80 cercarias da cepa BH de Schistosoma mansoni. Foram divididos em grupos
de forma a receberem diferentes tratamentos: silimarina (10 mg/kg), silimarina filtrada (10
mg/kg) ou silibina (5 mg/kg). Avaliou-se parametros parasitoldgicos, a hepatoespleno-
megalia, a area de granuloma, o contetdo de hidroxiprolina hepatica (fibrose), as
transaminases hepaticas e as citocinas seéricas IL-4, IL-13 e IFN-y. Avaliacdes
cromatograficas de alta eficiéncia visando identificar e quantificar as fracdes sollveis de
silimarina ou silibina foram realizadas. Em todos os grupos de animais tratados observou-se
significativa reducdo da hepatoesplenomegalia, da area de granuloma, da fibrose, dos niveis
de transaminases hepaticas e de citocinas séricas avaliadas. Estes resultados foram observados
nas duas linhagens de camundongos, apesar das diferencas genéticas entre elas. Através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel verificar diferentes proporcoes de silibina
nas preparacGes empregadas, sendo observada a porcentagem de 93% de silibina na
preparacdo de silibina; de 56% na preparacdo silimarina e de 22% na silimarina filtrada. Desta
forma, apesar de concentracdes distintas, a silibina foi o componente presente em todas as
preparacdes com semelhantes acdes sobre a patogénese desta infeccdo, sugerindo que ela seja
a responsavel pelos efeitos bioldgicos observados, em particular a sua fracdo soltvel. Assim,
a silibina pode ser um candidato para o tratamento coadjuvante seguro, minimizando a

morbidade causada pela esquistossomiase.

Palavras chaves: Schistosoma mansoni, silimarina, silibina.



Abstract

LINO, Fabiana Goncalves. Efeitos da silimarina e da silibina na patogénese da infeccdo aguda
murina por Schistosoma mansoni. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2012.

The schistosomiasis is a parasite disease that causes morbidity and mortality in the world.
Many countries are affected and many people have severe sequelae from the infection. The
development of drugs that act in these sequelae is very important. The aim of this work was to
evaluate the action of silymarin / silibin (isolated compound, major in silymarin) in DMSO
preparations on the pathogenesis of acute murine infection. Seven or eight week old BALB/c
and C57BL/6 mice were used and some of them were infected with 80 BH cercariae from
Schistosoma mansoni. Groups were divided in treated with that preparations: silymarin (10
mg.kg™), treated with filtered silymarin (10 mg.kg™) or treated with silibin (5 mg.kg™). The
following parasitologic parameters were evaluated: hepatosplenomegaly, granuloma area,
hidroxyproline content (fibrosis), hepatic transaminases, and seric cytokines (IL-4, IL-13 and
IFNy). High performance liquid chromatography was used to identify and quantify the soluble
silymarin or silibin fraction. Significant reductions in hepatosplenomegaly, granuloma area,
fibrosis, hepatic transaminases and seric cytokines levels were observed for all treated animal
groups. These results were observed in both murine lineages, despite the genetic differences
between them. High performance liquid chromatography showed different silibin proportions
in the preparations, where 93% of silibin was observed in the silibin preparation; 56% in
silymarin preparation and 22% in filtered silymarin. Therefore, although present in different
concentrations, silibin was found in every preparation, which showed similar actions in the
pathogenesis of infection, suggesting that silibin was responsible for the observed biologic
effects, mainly its soluble fraction. Thus, silibin would be a candidate for an adjuvant safe

treatment, minimizing the morbidity caused by schistosomiasis.

Key words: Schistosoma mansoni, silymarin, silybin.



ABREVIACOES

ALT Alanina transferase

AST Aspartato transferase

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

COX Cicloxigenase

DMSO Dimetilsulfoxido

ELISA “Enzyme-linked imunossorbent assay” - Ensaio Imunoenzimatico
HCI Acido cloridrico

HE Hematoxilina- Eosina

IFN Interferon

IL Interleucina

iNOS Oxido nitrico sintase induzida

Ixpo Inibidor do fator NFkf

KOH Hidroxido de potéassio

LTes Leucotrieno g4

MMP Metaloproteinases

NFkp “Nuclear Factor k” - Fator nuclear 3

OoMS Organizacdo Mundial da Saude

PGg2 Prostaglandina g,

SEA “Soluble Egg Antigen” - Antigenos soluveis dos ovos

Sil+ DMSO 1% Silimarina dissolvido em 1% de dimetilsulféxido

Sil+ DMSO 1% F  Silimarina dissolvido em 1% de dimetilsulféxido e filtrada

Silibina+ DMSO 1% Silibina dissolvido em 1% de dimetilsulfoxido

Ty “T helper cells” - Células T auxiliadoras

TIMP “Tissue inhibitor of metalloproteinases” - Inibidor tissular de
metaloproteinases

TNF “Tumoral Necrosis Factor” - Fator de necrose tumoral

WHA “World Health Assembly” - Assembléia mundial de saude
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INTRODUCAO
Visdo geral sobre esquistossomiase

A esquistossomiase é uma doenca que afeta cerca de 200 milhdes de pessoas no
mundo. Mais de 800 milhdes vivem em &reas endémicas e suas atividades laborais e
recreativas os expdem ao risco de adquirirem a doenca. Calcula-se que cerca de 280 mil
individuos morrem por ano com esta doenca (ENGELS et al., 2002; STEINMANN et al.,
2006). A esquistossomiase esta distribuida por 76 paises e territérios, abrangendo América do
Sul, Caribe, Oriente Médio, Africa, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (CHITSULO,
LOVERDE e ENGELS, 2004). Segundo a Organizacdo Mundial de Salude, em 2011, a
distribuicdo da doenca esta representada na figura 1(0.M.S., 2011).

I Alta prevaléncia (>50%) %
[ Moderada prevaléncia (> /

10% a 50%)

[] Baixa prevaléncia (< 10%)

[ Paises ndo endémicos

Figura 1 Mapa da distribuicdo mundial da esquistosomiase segundo a prevaléncia. O.M.S., 2011.

Existem fatores que contribuem para a grande prevaléncia da doenca pelo mundo:
extrema pobreza e auséncia de educacdo sanitaria; despreocupacdo das autoridades publicas
com relacdo a implementacdo de saneamento basico nestas regides (FENWICK et al., 2003).
Programas de combate para erradicacdo da doenca tém sido realizados com sucesso em
diversos paises como Uganda e Nigéria, empregando o tratamento com praziquantel ja
descrito como eficaz(RICHARDS et al., 2006; KOLACZINSKI et al., 2007; OLSEN, 2007).



Embora a tentativa de tratamento em massa da populagdo possa ser uma alternativa pertinente
em areas endémicas, surge um grave problema de resisténcia do parasito ao quimioterapico
quando se trata aleatoriamente(DOENHOFF e PICA-MATTOCCIA, 2006).

Na Assembléia Mundial de Saude 54.19 (World Health Assembly — WHA) de 22 de
maio de 2001, tinha como meta o combate da doenca através da seguinte estratégia: no
minimo 75% das criancas em idade escolar seriam tratadas até 2010. Em alguns paises como
Egito, Siria, Libia e Arébia Saudita, atualmente, ha baixa endemicidade, a prevaléncia e a
morbidade da doenca nestas regibes foram reduzidas apds esta meta citada (LAMMIE,
FENWICK e UTZINGER, 2006; KING, 2009). Ird, Libano, Marrocos e Tunisia eliminaram
a esquistossomiase de seus territdrios. No entanto, a OMS sugeriu que estes paises
mantivessem medidas de controle da doenca a fim de erradica-la (O.M.S., 2007).

A esquistossomiase tem como agente etiolégico o Trematdédeo das espécies
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma intercalatum, Schistosoma
japonicum e Schistosoma mekongi. Dentre estas apenas, a especie Schistosoma mansoni
ocorre no Brasil, sendo endémica em algumas areas do territorio: do Rio Grande do Norte a
Bahia, bem como no interior do Espirito Santo e Minas Gerais, conforme a distribuicdo da
figura 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

No Brasil, segundo indicadores da OMS de 2011, o numero de infectados chega a
6.800.000 pessoas. Em areas endémicas, segundo a OMS, apenas 0,09% dos individuos que
precisam de quimioterapia preventiva sdo tratados adequadamente. Este fato se deve,
principalmente, por conta do inicio do tratamento com o praziguantel ou 0 oxaminiquine ser
feito apenas com diagndstico positivo da infeccdo (O.M.S., 2011). Dessa forma, talvez seja
possivel justificar a queda na quantidade de individuos tratados de 154.394 em 2006 para
30.418 em 2009; bem como 0 acesso restrito ao diagndstico e a propria medicacdo (REIS et
al., 2010). Em algumas regibes com programas especificos para este fim, pode-se perceber
resultados positivos quanto ao controle da doenca (DRUMMOND et al., 2010). Entretanto, o
controle da doenca ndo sendo alvo de empenho do governo e da sociedade dificultara a
erradicacdo da doenca(PEREIRA et al., 2010).

A esquistossomiase afeta principalmente regiGes onde o acesso ao saneamento basico é
precario. Além disso, as atividades recreativas e laborativas sendo efetuadas em lagos e
represas contaminadas sdo fatores agravantes, propiciando a completa execucdo do ciclo do
parasito (BARRETO, 1993; ANARUMA FILHO et al., 2010). A migracao € outro fator que
tem levado a doenca de areas endémicas para ndo endémicas, bem como o eco- turismo (ENK
et al., 2010).



A infeccdo proporciona grave problema sécio-econdmico. Devido a grande morbidade
proporcionada em estagios avancados da doenca, adultos em idade produtiva deixam de
exercer suas atividades normais e criancas em idade escolar apresentam dificuldades de
aprendizagem. Desta forma, a esquistossomiase constitui um grave problema de salde publica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Faixa de prevaléncia
(%) por municipio

M > 15
i 5-15
<5

[] nao-endémico
Fonte: SVS/MS

Figura 2 Distribuicéo brasileira de Schistosoma mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).



O ciclo bioldgico da esquistossomiase

O ciclo bioldgico deste parasito se da em dois tipos de hospedeiros: o intermediario do
género Biomphalaria spp. e hospedeiro definitivo, mamiferos incluindo o homem. No Brasil,
as espécies de moluscos mais comuns por ser hospedeiro intermediario sdo: Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila (REY, 2008).

Conforme figura 3, o ciclo inicia-se quando as fezes de individuos infectados contendo
ovos de S. mansoni entram em contato com agua. Em condicGes favoraveis de luminosidade
solar e temperatura em torno de 40° C propiciam a eclosdo do miracideo do ovo. Na presenca
de moluscos do género Biomphalaria inicia-se parte do ciclo deste parasito. O miracidio ap6s
eclodir do ovo, nada ativamente em movimentos circulares até alcancar o tegumento do
molusco, onde se adere e por movimentos rotatérios em torno do préprio eixo, auxiliado pela

acdo litica das glandulas apicais, penetra e invade este tegumento (REY, 2008).
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Figura 3 Ciclo biolégico do Schistosoma. Na imagem estdo representados os dois tipos de
hospedeiro: 0 molusco (intermediério) e 0 homem (definitivo). A representa o ciclo bioldgico de Schistosoma,
exceto Schistosoma haematobium, B representa o ciclo bioldgico de Schistosoma haematobium. Adaptado do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

(http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/ImageLibrary/Schistosomiasis _il.htm, acessado 29 de setembro de
2012).
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No molusco, 0 parasito passa por alguns estagios evolutivos: esporocistos primarios e
secundarios e cercérias. Apos cinco semanas de infestacdo, inicia-se a saida destas cercarias
do molusco, devido a estimulos como exposi¢do a luz e agua com altas temperaturas. Ao
ganharem a agua e dispondo de seu hospedeiro definitivo (homem e outros mamiferos), as
cercarias penetram através da pele do individuo, e algumas delas atingem os vasos sanguineos
cuténeos superficiais (REY, 2008).

No homem, as cercérias ao alcangarem 0s vasos sanguineos passam a se denominar
esquistossomulos. Posteriormente, sdo levados passivamente pela corrente sanguinea ao
coracdo, e em seguida, aos pulmdes, ganhando o sistema porta intra-hepatico. Neste local,
ocorre a maturacdo sexual dos vermes. A fémea se posiciona no interior do canal ginecéforo
do macho ocorrendo o seu amadurecimento sexual e acasalamento com o macho. Ainda
juntos, se deslocam ativamente contra o fluxo sanguineo do sistema porta para o interior de
veias mesentéricas inferiores e adjacentes, atingindo em seguida o plexo hemorroidario. A
fémea fecundada sai do canal ginecoforo do macho e migra para ramos mais estreitos da
mucosa intestinal para realizar a oviposi¢do. Aproximadamente, 50% dos ovos se aderem ao
endotélio do vaso e sdo eliminados para a luz intestinal e veiculados com as fezes, o restante é
carreado a favor da corrente sanguinea para vasos intra-hepaticos. Dentro dos pequenos vasos
contendo 0s ovos, comeca uma intensa reposta inflamatoria decorrente da liberacdo de
antigenos soluveis dos ovos (SEA, do inglés, Soluble Egg Antigens). Desencadeia-se, entdo, a

formacdo de granulomas que podem culminar com a fibrose hepatica (REY, 2008).

Estagios da doenca

A infeccdo é dividida clinicamente em duas fases: aguda e crbnica. A fase aguda
compreende o periodo assintomatico ou aparecimento dos primeiros sintomas, neste periodo
ocorre a eliminacdo de ovos nas fezes. Este fenémeno ocorre por volta da 62 a 8 semana de
infeccdo (RABELLO, 1995).

Quando o individuo demonstra sintomas da infeccdo sdo relatados: a dermatite
cercariana que corresponde a fase de penetracdo das larvas (cercarias) através da pele.
Pequenas péapulas eritematosas e pruriginosas podem durar até 5 dias ap6s o inicio da
infeccdo. Em seguida, podera ter sinais de linfodenopatia, febre, cefaleia, anorexia, dor
abdominal, que sdo caracteristicos da febre de Katayama. Além disso, também podera ocorrer
diarreia, nauseas, vomitos e tosse seca de 3 & 7 semanas ap0s 0 inicio da infeccéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009 . No entanto, esses sinais ndo sdo caracteristica exclusiva



da doenca e, portanto, ela pode ndo ser diagnosticada em tempo habil para o tratamento, antes
da evolucdo para a fase cronica.

Durante esta fase, hd uma reacdo do sistema imunolédgico frente a infeccdo, com a
sensibilizacdo do organismo aos antigenos dos ovos dos parasitos. As células do hospedeiro
secretam grandes quantidades de TNF (Fator de necrose tumoral), interleucina-1(IL-1) e
interleucina-6 (IL-6), o que caracteriza a prevaléncia do perfil Tyl neste periodo (DE JESUS
et al., 2002). Os ovos de S. mansoni que atingem o intestino e o figado desencadeiam um
processo inflamatério em torno de si, pela intensa liberacdo de SEA. O processo tem
caracteristica necrotico-exudativa, e € composto por eosindfilos, macréfagos e linfécitos
(RASO et al.,, 1983; ANDRADE, 1987; REIS et al., 2001). Os granulomas, onde ha
predominancia de eosinofilos, se organizam de modo a ser 100 vezes maiores que 0 0VO
(ANDRADE e WARREN, 1964).

Apos a formacdo do granuloma, as secrecOes liberadas pelo miracideo proporcionam
potente estimulo fibrogénico, que atua na producao direta de matrix extracelular (ANDRADE,
1991). No figado, como existem varios ovos promovendo o estimulo, inicia-se a confluéncia
de nddulos fibraticos, estabelecendo uma grande area cicatricial fibrotica (ANDRADE, 2005;
REY, 2008). Nesta etapa da fase aguda, ha inicio da predominancia do perfil Ty2, citocinas
IL-4 e IL-13 sdo responsaveis pelo estimulo pré-fibrogénico.

As células estreladas hepéticas sofrem mudanca de fenotipo, deixando seu papel de
armazenamento de gordura para assumir a morfologia de miofibroblastos e fibroblastos
(ANDRADE, 1998). Os miofibroblastos sdo responsaveis pela producdo de matrix
extracelular e também a degradacdo. Portanto, ao mesmo tempo em que ha sintese, também
ha destruicdo desta matrix que é composta por fibras de coladgeno, proteinas e proteoglicanos
(BURT, 1993). Assim, quando hd um desequilibrio entre os dois processos, passando a
sintese a ser maior; ocorre um desbalanco e o tecido torna-se fibrosado (Figura 4). Este
processo € mais marcante da fase cronica.

A fase cronica é dividida em hepatointestinal, hepatica e hepatoesplénica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009), sendo que a hepatoespléncia é subdividida em
compensada e descompensada (SOUZA et al., 2007).

A fase hepatointestinal caracteriza-se por sinais inespecificos, tais como, diarreia,
epigastralgia e figado palpavel com nodulacdes. A fase hepatica é semelhante a anterior, no

entanto, em sonografia é possivel verificar presenca de fibrose hepatica.
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Figura 4: Esquema de ativacdo das células esteladas. Adaptado de Rockey, D.C. Hepatic fibrosis, stellate cells,
and portal hypertension. Clin Liver Dis, v.10, n.3, p.459-479. 2006.

Ja na fase hepatoesplénica compensada, o figado fica aumentado com preponderancia
do lébulo esquerdo e esplenomegalia; também é possivel evidenciar hipertensdo portal
levando a hepatoesplenomegalia e varizes esofagianas. O sinal da fase hepatoesplénica
descompensada é melena e hematémese, podendo haver hemorragias digestivas, isquemia e
perda de funcdo do figado. Nesta etapa, é possivel verificar a ocorréncia de &bitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Durante a fase crbnica pode ocorrer grande comprometimento hepatoesplénico,
caracterizado por fibrose hepatica e periportal, hipertensdo portal e formacdes de novos
“’shunting’” venosos no sistema porta-hepatico (DUNNE e PEARCE, 1999). Nesta fase da
doenca ha predominancia do perfil imunolégico Ty2, com prevaléncia de citocinas IL-4 e IL-
13 (GRZYCH et al., 1991; SHER et al., 1991). A IL-13 atua estimulando a fibrose, pois induz
a expressao de arginase em macrofagos. A arginase utiliza a L-arginina como substrato
convertendo-a em L-ornitina. Esta, por sua vez, & convertida a prolina pela ornitina-
aminotransferase. Desta forma, a prolina é o aminoacido essencial na composicdo do
colageno, presente na matriz extracelular de processos fibroticos (HESSE et al., 2001).

Como jéa citado, embora exista tratamento efetivo para esta infec¢do ja empregado na
clinica, o praziquantel, sua acdo é aumentar a atividade da musculatura dos parasitos adultos
até atingirem a paralisia estatica (DOENHOFF, CIOLI e UTZINGER, 2008). Entretanto, esta



acdo € limitada, pois o praziquantel ndo atua sobre os ovos liberados durante a oviposicao, 0s
quais sdo responsaveis pelo desencadeamento do processo inflamatorio, que pode culminar
em eventos de maior gravidade. Desta forma, ja que o praziquantel ndo tem acdo sobre esta
forma evolutiva, torna-se necessario o estudo de novos farmacos que atuem revertendo ou
minorando o processo fibrotico. Além disso, soma-se a dificuldade no desenvolvimento de
vacinas eficazes, devido a complexidade das estratégias de evasdo imunoldgica do
Schistosoma (PEARCE e MACDONALD, 2002). Todos estes fatores contribuem para a
disseminac&o desta parasitose, dificultando o controle e a erradicacéo.

Silybum marianum e Silimarina

Silybum marianum (L.) Gaertn é uma planta pertencente a familia das Asteraceae.
Possui cardo robusto, crescendo em solos rochosos podendo atingir até um metro e meio de
altura, apresentando flor de cor arroxeada e folhas com nervuras de aspecto leitoso, o que
confere o nome vulgar da planta “Milk thistle”. O fruto tem de 5-7 mm de comprimento, 2-3
mm de largura e 1,5 mm de espessura, de cor castanha brilhosa (CAPASSO, 2003). Silybum
marianum é nativo do sul da Europa, sul da Russia, Asia Menor e norte da Africa e se adaptou
ao norte e sul da América, bem como no sul da Australia.

Segundo Morazzoni, 1995 a origem do nome da espécie deve-se: ’Silybum’’,
nomeado por Dioscorides, significa cardo comestivel e “’marianum’> vem de Maria (mée de
Jesus Cristo). A lenda foi criada durante o periodo de fuga da Virgem Maria para o Egito para
de dar a luz ao menino Jesus; ela abrigou-se em uma habitacédo rudimentar formada por folhas
espinhosas de “Milk Thistle” e houve gotejamento de seu leite sobre as folhas e, a partir dali,
as folhas passaram a apresentar veias esbranquigadas, portanto denotando a traducéo do inglés
do nome vulgar da espécie (MORAZZONI, 1995).

O primeiro a descrever a silimarina foi Theoprastus, no século IV A.C. sendo
denominada por ele de “Pternix”. Posteriomente, Dioscorides (Século | D.C.), em sua matéria
Medica com a denominacdo de Silybum foi o primeiro a descrever a planta com uso
medicinal, empregando o cha da planta para tratar o envenenamento por picadas de serpentes.
Em 77 D.C., o naturalista Plinio “o Velho” descreveu que a mistura da planta com mel
melhorava a secrecdo biliar (ROSS, 2008). Recentemente, muitos estudos vém corroborando
as demonstracdes da atividade do Silybum marianum em doencas hepaticas agudas e crbnicas
(PRADHAN e GIRISH, 2006).

Dos frutos e sementes do Silybum marianum se extrai a silimarina, que é um composto

complexo. A principio achava-se que silimarina fosse um composto puro, o 7-cromanol-3



metil-taxifolina (HAHN et al., 1968); entretanto com avanco de técnicas de separacao,
verificou-se que a silimarina é composta pelas seguintes flavolignanas: silibina (60-70%),
silicristina (20%), silidianina (10%) e isosilibina (5%). Ao se conseguir isolar isosilibina e
silibina foi verificado que apresentam dois diasteroisdbmeros: silibina A, silibina B na
proporcdao 1:1 (GAZAK, WALTEROVA e KREN, 2007), isosilibina A e isosilibina B
(SIMANEK et al., 2000; GAZAK, WALTEROVA e KREN, 2007) (Figura 5).
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Figura 5: Estruturas quimicas dos principais componentes da silimarina: Silibina A e B, Isosilibina A e B,
Silicristina e Silidianina (CROCENZI e ROMA, 2006).

O uso da silimarina é seguro, com raras ocorréncias de efeitos adversos, como o uso de
1,5g em humanos pode provocar efeito laxativo (LUPER, 1998). Um produto vegetal sofre
variacdes em relacdo ao periodo em que é cultivado, modificando a composicdo do produto
(SIMANEK et al., 2000).

A silimarina tem diversas acbes descritas na literatura como hepatoprotetora e
regeneradora (DESPLACES et al., 1975; RAMELLINI e MELDOLESI, 1976; MACHICAO
e SONNENBICHLER, 1977; CARINI et al., 1992; CROCENZI e ROMA, 2006),
antioxidante (BINDOLI, CAVALLINI e SILIPRANDI, 1977; MURIEL et al., 1992;
WELLINGTON e JARVIS, 2001; SANGEETHA, ARANGANATHAN e NALINI, 2010),
antifibrética (FLORA et al., 1998; JIA et al., 2001; LIN et al., 2008) e antiinflamatoria
(SCHUMANN et al., 2003), portanto trata-se de um fitoterapico de uso promissor na infecgdo

por Schistosoma mansoni.
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Sua acdo hepatoprotetora se deve pela captura de radicais livres produzidos por
eventos diversos das células, evitando outros danos promovidos pela peroxidacao lipidica de
acidos graxos polinsaturados da dupla membrana lipidica celular, e consequente promocao de
lesdo da membrana e as estruturas intracelulares importantes (DNA, RNA) (WISEMAN,
1996). A silimarina interage diretamente com a fragdo lipidica, mantendo a fluidez
caracteristica e impedindo possiveis danos provocados pelos radicais livres (MURIEL, 1990).
Outra acdo relevante é a hepatoregeneracgdo, no qual ela atua na RNA polimerase, aumentando
a formacdo de ribossomos 28S, 18S e 5,8S, acelerando a incorporagdo do RNAr nos
ribossomos, desta forma, estimulando a sintese de DNA e proteinas (SONNENBICHLER e
ZETL, 1984; SONNENBICHLER e ZETL, 1986). Além disso, a acdo antinflamatéria
atribuida a silimarina pode auxiliar na modula¢do do processo inflamatério decorrente da
infeccdo. Estudos demonstram que a silimarina em altas concentragdes inibe a via da 5—
lipooxigenase, resultando na inibicdo da sintese de leucotrienos B4 (LTg4), sem interferir na
sintese de prostaglandinas E2 (PGg2) (SALLER, MEIER e BRIGNOLI, 2001). Em células de
Kupffer isoladas observou-se inibicdo do efeito de LTgs com ICsy de 15umoles/L, sem
nenhum efeito sobre a formag¢do do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (DEHMLOW,
ERHARD e DE GROOT, 1996). Estudos com camundongos BALB/c machos tratados com
silimarina sugerem que a administracdo via parenteral em baixas concentragdes resulta na
supressdo de linfocitos T, enquanto altas concentracdes promovem o estimulo do processo
inflamatério (JOHNSON et al., 2002). Na esquistossomiase, em estagios avancados, O
processo inflamatorio comum na infeccdo promove uma reacdo granulomatosa e posterior
remodelamento da arquitetura hepatica decorrente da fibrose que se estabelece,
desencadeando a insuficiéncia hepatica e a hipertensdo portal. O processo fibrotico se da por
uma via complexa de sinalizacdo celular e outros mediadores (GEBHARDT, 2002).
Inicialmente, hd a proliferacdo do parénquima hepatico e posterior ativacdo das células
esteladas hepaticas, que se diferenciam em miofibroblastos iniciando uma producéo
exacerbada de matriz extracelular (principalmente, colageno tipo I, IlI, IV e laminina), além
da inibicdo de metaloproteinases | (MMP-1, do inglés, metalloproteinases I) responsaveis pela
homeostase de producdo e degradacdo de matriz extracelular. Esta inibi¢do € realizada pelo
inibidor tecidual de metaloproteinases | (TIMP-I, do inglés, tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases) (IREDALE, 2001; UEBERHAM et al., 2003; BREITKOPF et al., 2005).
Sendo assim, a silimarina € muito empregada em doencas hepéaticas como cirrose, em hepatite
cronica e doengas hepéticas por consumo de alcool, e também é utilizada em outros distarbios
gastrointestinais (FLORA et al., 1998; DE GROOT e RAUEN, 1998).



11

H& descricdo da sua acdo quimiopreventiva e anticancerigena pela captura de radicais
livres (DORAI e AGGARWAL, 2004), modulacdo de reguladores como mitogénos,
sinalizadores de ciclo celular e consequente acdo antineoplasica (ZI, FEYES e AGARWAL,
1998: ZI e AGARWAL, 1999; KANG et al., 2001; SINGH e AGARWAL, 2002; TYAGI et
al., 2004). Além disso, o uso da silimarina ja foi proposto na terapia adjuvante do céancer,
protegendo os tecidos do stress oxidativo gerado pelos quimioterdpicos e reduzindo a
hepatoxicidade (INVERNIZZI et al., 1993; SCAMBIA et al., 1996); bem como nova
possibilidade para tratamento do diabetes mellitus por aumentar os niveis de insulina em
hiperglicemias e recuperar a funcdo pancreatica (SOTO et al., 1998; SOTO et al., 2003;
SOTO et al., 2004).

Sendo a silimarina utilizada em estudos na terapia de lesdes hepaticas, avaliaremos a
acdo desta na terapia da fibrose hepatica decorrente da infeccdo por Schistosoma mansoni em
modelo murino, que pode ser agravada caso ndo haja reversdo ou a0 menos amenizacao do
processo fibrotico, podendo desencadear hipertensdo periportal, insuficiéncia hepatica grave,

hemorragias esofagianas, caguexia ou mesmo o 0bito.

Silibina

Silibina representa cerca de 60% do extrato de silimarina, dependendo do material
botdnico usado para extracdo do mesmo (WAGNER, DIESEL e SEITZ, 1974;
SONNENBICHLER e ZETL, 1986; SCHUPPAN et al., 1999).

Silibina é pouco soltvel em &gua, dispondo de baixa biodisponibilidade e pequena
absorcdo intestinal. Para melhor empregabilidade deste composto na terapéutica, foram
sintetizados vérios derivados com a finalidade de amenizar tal insolubilidade, assim como:
silibina bis-hemisuccinato, complexo de B ciclo dextrina, silibina N- metil glucamina, silibina
11- orto fostato e silibina fosfatidilcolina, silibina - galactosidase, silibina B-glicosidase,
silibina B-maltosidase, silibina B-lactosidase e polimero com polietilenoglicol (YANYU et al.,
2006; SONG et al., 2008; KIDD, 2009; VOINOVICH et al., 2009; BAI et al., 2006).

A acdo da silibina esta muito associada a da silimarina, pois sendo o componente de
maior representatividade no extrato, grande parte dos efeitos da silimarina é atribuida a
silibina (WAGNER, DIESEL e SEITZ, 1974; SONNENBICHLER e ZETL, 1986).

Segundo Trappoliere (2009), a silibina tem acdo antinflamatdria por inibir a producéo
de citocinas pré inflamatorias e acdo anti fibrotica pela reducéo direta e indireta no potencial
prd fibrogénico das células esteladas hepaticas (TRAPPOLIERE et al., 2009). Em outros

trabalhos, a silibina atua inibindo a formagdo de radicais anidnicos de superéxido e 6xido
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nitrico, diminuindo a formacdo de malondialdeido, previne o decréscimo dos niveis de
superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase, que sdo fatores que promovem protecdo
celular (DEHMLOW, ERHARD e DE GROOT, 1996; BOSISIO, BENELLI e PIROLA,
1992; FU et al., 2008; TAGER et al., 2001). Derivados da silibina com apresentacdes mais
soluveis tais como: a silibina fosfatidilcolina, na dose de 20 umol/L, que em alguns trabalhos,
atuam na captura de radicais do tipo hidroxil, hidroxietil, lipodienil e triclorometil
(COMOGLIO et al., 1990; VAN PELT et al., 2003). Outros trabalhos demonstram que a
dehidrosilibina (DHS) apresenta melhor atividade que a silibina por conta de sua maior
lipofilicidade, interagindo com as ligacdo insaturadas dos lipideos da membrana celular; desta
forma, os radicais livres sdo impedidos de promover a peroxidagdo (HUBER et al., 2008;
TROUILLAS et al., 2008).

Conjuntamente com a atividade antioxidante, a silibina apresenta atividade
antinflamatéria importante (YOO et al., 2004; MOMENY et al., 2008; GHARAGOZLOO et
al., 2010), pois promove a modulagéo negativa da expressdo de 0xido nitrico sintase induzida
(INOS) (CHITTEZHATH et al., 2008; LU et al., 2009; SHANMUGAM et al., 2008), a
inibicdo da expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2) e a inibicdo da formacdo de leucotrienos
em plaquetas, leucdcitos e células endoteliais (VERSCHOYLE et al., 2008; DEEP et al.,
2008; WANG et al., 2008,SINGH, GU e AGARWAL, 2008).

A silibina ainda atua como antifibrotico, reduzindo a ativacéo e proliferacdo de células
estreladas hepaticas em ratos com modelo de fibrose induzida por dimetilnitrosamina. Ela age
reduzindo a fibrose em desenvolvimento através da diminuicdo de citocinas especificas de
estimulo a sintese da matrix extracelular (TGFp e 1L-13) e também atua em outros fatores
relacionados como MMP-2 e TIMP-2; além de reduzir diretamente a sintese de RNAm do
procolageno al (DI SARIO et al., 2005). Desta forma, devido ao fato da silibina ter atividade
antifibrética descrita em outros modelos (JIA et al., 2001; LIN et al., 2008); por analogia,
talvez ela possa atuar na fibrose promovida pela esquistossomose murina.

Este trabalho visa verificar se as acdes biologicas encontradas em resultados anteriores
do nosso grupo sdo intensificadas com o aumento da solubilidade da silimarina e silibina
através do emprego do DMSO como diluente. Além disso, visa comparar 0s tratamentos em

camundongos de diferentes linhagens isogénicas: BALB/c e C57BL/6.
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OBJETIVOS

Gerais

e Evidenciar qual componente da silimarina é responsavel pelos efeitos na patogénese

da infecgdo experimental murina através da melhor solubilidade da silimarina;

Especificos

e Verificar alteracBes parasitologicas nos animais infectados/tratados com as
preparacdes de silimarina, silimarina filtrada ou silibina solubilizada em DMSO
1%:;

e Analisar cortes histoldgicos do tecido hepatico corados com H&E quanto ao
desenvolvimento da area dos granulomas dos animais tratados em relacdo aos nédo

tratados;

e Analisar as alteracdes no processo fibrotico decorrentes da esquistossomiase nos

animais tratados com silimarina, silimarina filtrada ou silibina;

e Avaliar alteracbes de algumas citocinas que possam ocorrer nos animais

infectados/tratados com as preparacdes de silimarina, silimarina filtrada ou silibina;

e Evidenciar, através de CLAE, quais compostos, e respectivas concentragdes, foram
empregados durante o tratamento nos animais infectados/tratados com as

preparacdes de silimarina, silimarina filtrada ou silibina;

e Avaliar se a atividade bioldgica da silibina é equivalente a da silimarina e da

silimarina filtrada;

e Comparar os efeitos bioldgicos da silimarina, silimarina filtrada ou silibina em
diferentes linhagens de camundongos (C57BL/6 e BALB/c).
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MATERIAL E METODOS

Camundongos/Grupos

Empregou-se fémeas de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c (do primeiro
ao quinto lote experimental) e C57BL/6 (no sexto e sétimo lote experimental), sempre com 7
a 8 semanas de vida, oriundas do Biotério Central do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo
de Goes da UFRJ. Esses animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Farmécia da
UFRJ. Todos os procedimentos de utilizacdo dos animais foram aprovados pelo Comité de
Etica de Utilizagdo de Animais através do protocolo DFBCICB032.

Os animais receberam alimentacdo balanceada e agua ad libitum, foram divididos em
dois grandes grupos: normais e infectados. Posteriormente, subdivididos em grupos que
variaram de acordo com o lote experimental a que pertenciam. Cada grupo continha no

minimo seis animais, com o desenho experimental sendo demonstrado na figura 6.

Periodo sem Periodo de tratamento
tratamento Intervalo entre doses: 48h

Viaintraperitoneal

%d 5d 55d
ol

¢ Inicio do tratamento com Silimarina

T Dia da eutanasia dos animais

Figura 6. Desenho experimental. Camundongos BALB/c ou C57BL/6 foram distribuidos em grupos experimentais de
acordo ao lote a que pertenciam. Os animais foram tratados por via intraperitoneal, com dose de 10mg/ kg de
silimarina ou 5mg/kg de silibina. O dia 0 foi o dia da infeccdo com cercérias de S. mansoni. Os tratamentos se
iniciaram no 5° dia, terminando no 54° dia de infeccdo. Ap6s o 55° dia de infecgdo, os animais foram submetidos a
eutanésia.
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Primeiro lote experimental

Os animais BALB/c foram divididos em grupos normais e infectados. A distribuicdo
dos grupos normais foi: Normal controle (N) e Normal tratado com DMSO 5% (N+ DMSO
5%) por via intraperitoneal. J& os grupos infectados foram: Infectado controle (I), Infectado
tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5% (I+
Sil DMSO 5%) e Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), sempre
por via intraperitoneal. Os animais tratados com silimarina receberam a dosagem de 10mg/kg,
variando apenas a concentracdo de DMSO na preparacdo; portanto, a solubilidade da
silimarina.

Iniciou-se o tratamento ap6s o 5° dia de infecgdo, respeitando um intervalo de 48/48
horas entre os tratamentos, totalizando uma sequencia de 25 tratamentos. Desta forma, ao 54°
dia de infecgdo se executou o ultimo tratamento. Ao 55° de infeccéo, foi realizada a eutanasia

dos animais.

Segundo/terceiro lote experimental

Os camundongos BALB/c foram agrupados em normais e infectados. Os animais
normais foram separados em: Normal controle (N) e Normal tratado com DMSO 1% (N+
DMSO 1%). Os animais infectados foram agrupados em: Infectado controle (I), Infectado
tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+
Sil DMSO 1%) e Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I1+ Sil DMSO 1%
F). Os grupos tratados com silimarina receberam a dosagem de 10mg/kg. A filtracdo da
preparacéo silimarina em DMSO 1% filtrada foi efetuada em filtro BIOFIL® com membrana
de polietersulfona de 0,22 pum.

Apo0s as separacGes nos respectivos grupos, os tratamentos tiveram inicio no 5° dia
apos a infeccdo, com intervalos entre os tratamentos de 48/48 horas. Assim, foram totalizadas
25 tratamentos durante o experimento.

No intuito de confirmar os dados obtidos durante o segundo experimento, foi repetido

0 mesmo desenho experimental para o terceiro experimento.
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Quarto/ Quinto lote experimental

Os camundongos BALB/c foram agrupados em normais e infectados. Os animais
normais foram separados em: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO
1% (N+ Sil DMSO 1%) e Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO
1%). Os animais infectados foram agrupados em: Infectado controle (I), Infectado tratado
com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e
Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Os grupos que
receberam silimarina foram tratados com dose de 10mg/kg, enquanto os que fizeram silibina,
5mg/kg (esta dose de silibina foi utilizada uma vez que aproximadamente 50% da silimarina é
representada pela silibina). ApOs as separacfes nos respectivos grupos, 0s tratamentos
tiveram inicio no 5° dia, e a ultima no 54° dia, com intervalos entre as doses de 48 horas.

Assim, foram feita 25 tratamentos durante o experimento.

Sexto/ sétimo lote experimental

A distribuicdo dos grupos foi exatamente a mesma do quarto e quinto lotes
experimentais, entretanto foi empregada uma outra linhagem de camundongos isogénica,
C57BL/6, que segundo a literatura trata-se da linhagem mais frequentemente utilizada na

infeccdo experimental esquistossomética e modelo ideal (FANNING et al., 1981).

Infecgao

O processo de infeccdo dos animais foi feito com cercéarias de Schistosoma mansoni,
oriundas do Laboratério de Malacologia da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. A cepa
de cercérias utilizada foi a BH (Belo Horizonte, Minas Gerais).

Os camundongos foram infectados por via transcutanea em banho individual com,
aproximadamente, 80 cercarias viaveis por 30-40 minutos em agua destilada (PYRRHO et al.,
2004). Esta carga parasitaria garantiu a infeccdo de todos os animais sem levar a uma elevada

mortalidade.
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Pesagens dos camundongos

Os camundongos foram marcados para tornar possivel a identificacdo individual. Duas
vezes por semana (tercas e sextas) foi efetuada a pesagem dos animais para confecgdo de uma
curva ponderal, e assim, obter a avaliacdo de eventual caquexia provocada pela infec¢ao e/ou
tratamento. Observou se eventuais mudangas comportamentais que ocorreu durante o
experimento.

Foram anotadas as datas das eventuais mortes para a confecgdo de uma curva de

sobrevivéncia.

Fitoterapico

Foram usados os extratos seco de silimarina e a silibina adquiridos do Sigma/Aldrich
(EUA), com os respectivos lotes 1410945 e BCBB4662.

Dados preliminares do nosso grupo demonstraram que a dose de 10 mg/kg/animal de
silimarina apresentaram resultados relevantes como a reducao da hepatomegalia, do tamanho
dos granulomas hepaticos e da fibrose dos animais infectados com S. mansoni (MATA-
SANTOS et al., 2010).

Devido a insolubilidade em &gua da silimarina e silibina, utilizou-se o dimetilsulfoxido
(DMSO, Merck) como agente solubilizador. Procurou-se utilizar diluicdes onde as
concentracdes de DMSO fossem a mais baixa possivel (< 1%), em solucdo aquosa, de modo
reduzir a quanto possivel a ocorréncia de eventual interferéncia do DMSO.

O preparo das suspensdes administradas foi realizado em camara de fluxo laminar para
evitar contaminagdo. Anterior a administracdo aos animais, as preparacfes foram avaliadas
microbiologicamente. Esta avaliacdo foi realizada no setor de Bacteriologia, do Departamento

de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia da UFRJ.
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Preparagdes empregadas no tratamento

Diferentes preparagdes de silimarina e de silibina foram realizadas nos diversos lotes
experimentais ensaiados.

Primeiro lote experimental

Foram realizadas preparacdes contendo apenas o veiculo empregado para diluicdo do
fitoterapico (solucdo aquosa de DMSO 5%) a serem administradas em um primeiro grupo de
animais. A silimarina foi solubilizada em DMSO, posteriormente foi adicionada agua,
produzindo uma concentracdo de 2mg/mL do fitoterdpico em DMSO 5% (equivalente a
dosagem de 10 mg/kg, considerando o peso médio do camundongo de 20g) (Figura 4). Esta se
destinou para tratamento via intraperitoneal de um segundo grupo de animais. Foi preparada
silimarina na mesma concentracdo (2mg/mL), entretanto em concentracdo menor de DMSO,
1%, a ser administrada em um terceiro grupo de animais (Figura 5).

O experimento durou 55 dias e 0s tratamentos ocorreram entre o 5° e 54° dia de
infeccdo, respeitando o desenho experimental que sera detalhado posteriormente, totalizando
25 tratamentos com intervalo de 48 horas entre um e outro.

Figura 7. Aspecto microscopico da preparacdo 2mg/ mL em DMSO 5%. Esta foi administrada aos
camundongos BALB/c somente ao grupo do primeiro lote experimental (I1+ Sil DMSO 5%).
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A

Figura 8. Aspecto microscdpico da preparagdo 2mg/ mL em DMSO 1%. Esta foi administrada a um grupo de
animais de todos os lotes experimentais.

Segundo / Terceiro lote experimental

Efetuou-se a preparacdo de solucdo aquosa de DMSO a 1% para tratamento no
primeiro grupo de animais. Preparou-se silimarina 2mg/mL em DMSO 1% para posterior
tratamento em um segundo grupo de animais a dose de 10 mg/kg. Parte desta mesma
preparacdo foi destinada para filtracdo em filtro BIOFIL® com membrana de polietersulfona
de 0,22 um para filtragem com seringa, a fim de reter residuos nao solubilizados de silimarina
como ja apresentados na Figura 5. A amostra filtrada foi destinada também para tratamento de
um terceiro grupo de animais distinto do segundo.

O experimento durou 55 dias. Todos os tratamentos ocorreram durante o periodo do 5°
ao 54° dia de infeccdo, respeitando o desenho experimental, completando um total de 25
tratamentos com intervalo de 48/48 horas.

No terceiro lote experimental foi feita a confirmacdo dos resultados obtidos no

segundo, desta forma foi feita a mesma disposicao de grupos de animais.

Quarto / Quinto lote experimental
Um novo grupo de animais foi adicionado nestes lotes. Realizou-se a preparacéo de
silibina a Img/mL em solugdo aquosa de DMSO a 1% para que 0s animais recebessem a dose

de 5mg/kg, considerando camundongos com média de peso de 20g. Foram mantidos os



20

grupos de animais estudados no segundo/ terceiro lote experimental, além do novo grupo
citado.

Todos os tratamentos ocorreram durante o periodo do 5° ao 54° dia de infeccdo,
respeitando o desenho experimental, completando um total de 25 tratamentos com intervalo
de 48 horas entre eles.

No quinto lote experimental foi feita a confirmagdo dos resultados obtidos no quarto

lote, desta forma foi feita a mesma disposicao de grupos de animais.

Sexto/ Sétimo lote experimental

Foram administradas a estes grupos experimentais as mesmas preparagdes utilizadas
para os Quarto/ Quinto lotes. Entretanto, os camundongos empregados nestes experimentos
(C57BL/6) foram diferentes dos utilizados nos anteriores (BALB/c). O intervalo e a duracao

do tratamento também foram realizados da mesma forma.

Tratamentos

Os camundongos foram tratados com solucdo controle (DMSO 5% ou 1%), 10
mg/kg/animal de silimarina, solucdo filtrada de silimarina ou 5mg/kg/animal de silibina de
acordo com o grupo a que pertenciam, num intervalo de 48/48 horas. Os tratamentos foram

aplicadas na cavidade peritoneal (intraperitoneal), sendo o volume de 100 pL.

Eutanasia

Apo6s o 55° dia de infec¢do, os animais foram submetidos a eutanasia. Os 6rgdos
(figado, intestino e bago) desses animais foram pesados e armazenados em placas de Petri. Os
figados foram fracionados em trés partes: uma destinada a histologia foi preservada em
formol tamponado; outra parte, para realizacdo da dosagem de hidroxiprolina, foi submersa
em acetona para desidratacdo e a Ultima, que se destinou para contagem dos ovos de S.

mansoni no tecido. O baco e intestino também foram submetidos a ultima técnica.
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Quantificacdo de ovos nos tecidos

A digestdo do terco inferior hepético, do tecido esplénico e intestinal foi realizada
visando a quantificacdo dos ovos presentes nestes tecidos. Desta forma, avaliou-se a carga
parasitaria individualmente para averiguar a possibilidade de comparacdo entre os animais
dentro de um grupo, bem como os grupos entre si. Para tal procedimento, empregou-se a
técnica descrita por Cheever (CHEEVER, 1968), que consiste em manter os tecidos em
solucdo de KOH 4% a temperatura ambiente por no minimo 12 horas, com posterior
incubacdo a 37 °C em banho-maria por 1 hora. ApGs este processo, aplicaram-se as amostras
individualmente numa placa de 96 pogos de fundo chato, e efetuou-se a contagem dos ovos

em octuplicatas em microscopio éptico invertido.

Dosagem de parametros bioquimicos clinicos

Uma fracdo dos soros foi armazenada em freezer (-20 °C) para 0 momento da dosagem
de marcadores hepaticos classicos: aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT), com Kits comerciais de acordo com as especificacdes do fabricante.

Dosagem de hidroxiprolina

A hidroxiprolina, um amino&cido presente quase exclusivamente no coldgeno, compde
a matriz extracelular de processos fibroticos. A dosagem deste aminoacido estima o grau do
processo fibrotico em curso (DUNN et al., 1979).

O terco médio do figado foi submetido a desidratacdo completa com acetona e
aquecimento em estufa a 70 °C para posterior trituracdo. Apds esta etapa, realizou-se a
hidrdlise acida com HCI 6N “overnight” a 107 °C. Removeu-se todo o 4cido através de
rotavapor seco. Adicionou-se tampdo apropriado para ressuspensdo do material hidrolisado.
Recolheu-se uma aliquota, adicionou-se cloramina T, e em seguida, a solucdo de aldeido
acido perclorico. Posteriormente, levou-se ao banho-maria a 60 °C por 15 minutos.
Finalmente, efetuou-se a leitura das amostras, bem como do padrdo de concentracéo
conhecida em espectofotbmetro no comprimento de onda de 570 nm (STEGEMANN e

STALDER, 1967). A partir dos valores de absorbancia obtidos, plotou-se os valores em um
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gréafico; estimando assim a concentracdo de hidroxiprolina presente nas aliquotas. Este valor
foi ajustado através do fator de correcdo, com a finalidade de se obter a concentragdo do

aminoécido no tecido hepatico.

Processamento histolégico

Os ensaios histopatolégicos foram feitos a partir do terco superior dos figados de
camundongos. Estes materiais foram fixados inicialmente em solu¢do de formol tamponado
10%, e posteriormente incluidos em parafina histolégica. A partir dos blocos parafinizados,
efetuou-se cortes de 5um de espessura em micrétomo. Com 0s cortes prontos se procedeu a
coloracdo utilizando-se Hematoxilina-Eosina (HE). O objetivo foi avaliar a area do infiltrado
celular inflamatério dos granulomas hepaticos.

Para esta analise, utilizou-se microscopia de campo claro seguida da captura das
imagens. Efetuaram-se marcacfes nos granulomas que apresentassem um Ovo em Seu centro.
Através dessa técnica, foi possivel avaliar alteragdes quanto ao tamanho e a dispersdo de
granulomas no tecido hepatico. O processamento das imagens foi feito com o auxilio do

programa ImageJ 1.45 (http://rsb.info.nih.goVv/ij/).

Dosagem das citocinas

A dosagem das citocinas foi realizada utilizando soros dos animais submetidos a
eutanasia e refrigerados a -20 °C. A metodologia utilizada para esta dosagem foi o ensaio
imuno-enzimatico (ELISA).

Inicialmente, os anticorpos de captura (1° anticorpo) com especificidade para as
citocinas murinas IFN-y, IL-4 e IL-13 foram adsorvidos as placas de ELISA. Em seguida, os
soros dos camundongos foram aplicados em cada pogo, em suas respectivas posicdes
previamente estabelecidas; o mesmo procedeu-se com os padrdes. Em seguida, anticorpos
biotinilados especificos para outros epitopos das citocinas foram adicionados a reacdo. Entre
cada etapa efetou-se trés lavagens dos pocos com tampdo fosfato. Posteriormente, foi
adicionada estreptavidina conjugada a peroxidase/fosfatase e, em seguida, o substrato da

enzima empregada.
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As concentragOes sericas destas citocinas foram calculadas a partir das respectivas
curvas padrdo. Estas foram extraidas a partir da leitura das transmitdncias das citocinas
recombinantes de concentragcdes conhecidas (padrdo). Os anticorpos foram adquiridos da
R&D Systems ou Peprotech (EUA).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Foi realizada cromatografia das preparagdes que foram empregadas nos tratamentos
dos camundongos, silimarina (2mg/mL) e silibina (Img/mL), com a finalidade de analisar
qualitativamente e quantitativamente os compostos inoculados em cada grupo experimental.
A preparagdo de silimarina foi dividida em duas partes, uma foi submetida a filtracdo em
filtro BIOFIL® com membrana de polietersulfona de 0,22 um, e a outra injetada
integralmente.

Efetuou-se a liofilizacdo das preparacdes e filtracdo antes de serem submetidas a
cromatografia propriamente dita. As amostras foram injetadas no equipamento Merck Hitachi
LaChrom®, detector diodo L-7450A, sendo a varredura executada em 220-400nm e o
monitoramento em 288nm. A eluicdo foi realizada em coluna de fase reversa 18 (Lichrosorb
RP 18 Merck®) com a fase mével nas seguintes proporcdes 40% metanol/ 60% agua (0-35
min); 60% metanol/40% &gua (35-35,2 min) e 100% metanol (35,2-40 min) com fluxo
1mL/min adaptada de Shibano et al (2007) e Wen et al. (2008).

Avaliacdo estatistica

A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa Prisma 5 for
Windows (GraphPad Software Inc.). Calcularam-se as médias, desvios padrao e erros padrao.
A comparacado entre os grupos foi avaliada pelo teste ndo pareado t Student ou ANOVA com

post teste Tukey. Os valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

Primeiro lote experimental

Curva de sobrevivéncia

N&o foi observada morte de animais durante o periodo experimental em qualquer

grupo, como demonstrado na figura 9.
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Figura 9. Curva de sobrevivéncia (1° lote experimental). Relacéo percentual de sobrevivéncia durante o periodo
de avaliacdo (0-55 dia de infec¢do) nos grupos experimentais: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO
5% (N+ DMSO 5%), Infectado controle (I), Infectado tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado
com silimarina em DMSO 5% (I+ Sil DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%).

Curva Ponderal

Quanto a variacdo do peso corporal dos animais foi possivel observar uma reducao
acentuada do peso nos animais: Infectado controle () e Infectado tratado com DMSO 5% (1+
DMSO 5%). No entanto, os animais dos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO
5% (1+ Sil DMSO 5%) e Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%)
a reducdo ponderal tende a ser amenizada, como visto na figura 10. Como era esperado, no
grupo Normal controle (N) apresentaram resultados tendendo a ser crescente. O tratamento
com DMSO 5% né&o foi capaz de alterar esse ganho em animais normais (N+ DMSO 5%)

como se verifica no inset da mesma figura.
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Figura 10. Percentual de peso corporal (1° lote experimental). Avaliacdo do peso corporal no decorrer do
periodo experimental em relacéo ao dia 0 de infecgdo nos grupos: Infectado controle (I), Infectado tratado com
DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5% (I+ Sil DMSO 5%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%). Inset Avaliacdo do peso corporal dos animais normais
no decorrer do periodo experimental em relagdo ao dia 0 de infec¢do nos grupos: Normal controle (N), Normal
tratado com DMSO 5% (N+ DMSO 5%).

Contagem de ovos nos 6rgaos

Ao avaliar a distribuicdo homogénea dos ovos no tecido hepatico foi possivel verificar
homogeniedade em todos os grupos infectados, conforme figura 11. A contagem de ovos no
intestino e no baco também ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (dados nédo
mostrados). Logo, o tratamento com silimarina, como esperado segundo trabalhos anteriores,
ndo foi capaz de agir interferindo no desenvolvimento ou na oviposicdo dos parasitos
(MATA-SANTOS et al., 2010).

Sendo assim, trata-se de grupos infectados com mesma carga parasitaria; portanto, 0s

demais parametros estudados puderam ser comparados.
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Figura 11. Contagem de ovos de S. mansoni distribuidos no tecido hepatico (1° lote experimental). A contagem
foi realizada em octuplicatas, segundo a técnica de Cheever (1968), nos seguintes grupos: Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5% (I+ Sil
DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%).

Avaliacdo da hepatoesplenomegalia

Ao relacionar o peso dos 6rgaos e corporal em questdo, estabeleceu-se o célculo dos
indices de figado e baco. Através deste indice, observou-se que houve aumento esperado
nestes parametros nos grupos infectados comparados aos normais. Além disso, foi possivel
evidenciar uma reducdo significativa (p< 0,05) nos grupos: Infectado tratado com silimarina
em DMSO 5% (I+ Sil DMSO 5%) e Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%) em ambos os 6rgdos, em relacdo ao grupo Infectado controle (1), conforme

observado nas figuras 12 e 13.



27

10+
©
2 8-
o * *
(&]
© 6-
0
8
= 4-
o
S 2
2
L
0-
S g° N g
P L PP

N\ N\ N\ N

S USROS

éx \)( %\ 6\

X ¢

Figura 12. indice de figado. Percentual do peso do tecido hepético em relacio ao peso corporal (1° lote
experimental) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 5% (N+ DMSO 5%), Infectado
controle (1), Infectado tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5%
(1+ Sil DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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Figura 13. indice de bago. Percentual do peso do tecido esplénico em relagdo ao peso corporal (1° lote
experimental) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 5% (N+ DMSO 5%), Infectado
controle (1), Infectado tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5%
(I+ Sil DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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Conteado de hidroxiprolina

Ao analisar a deposicao, verificou-se que partindo do grupo Infectado controle (1), ha
menor deposicdo de hidroxiprolina no grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
(1+ Sil DMSO 1%), apresentando diferenca estatistica (p<0,05), conforme observado na
figura 14. A dosagem referente ao grupo Infectado tratado com silimarina DMSO 5% (I+ Sil
DMSO 5%) ndo foi realizada.

O amino&cido hidroxiprolina sendo abundante na composi¢do do colageno | e 11l da
matriz extracelular, pode-se relacionar diretamente a dosagem deste com o desenvolvimento

do processo fibrético.
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Figura 14. Determinacdo de hidroxiprolina no tecido hepatico (1° lote experimental). Segundo método de
Stegemann e Stalder (1967), a dosagem foi realizada nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com
DMSO 5% (N+ DMSO 5%), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 5% (I+ DMSO 5%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%). Para o grupo Infectado tratado com silimarina em
DMSO 5% ( I+ Sil DMSO 5%) ndo houve dosagem deste aminoacido (ND). Sendo*p<0,05.

Area de granulomas

Com a finalidade de observar o processo inflamatorio periovular foi calculada a area
do granuloma para avaliar a possivel atividade anti-inflamatoria da silimarina.
Verificou-se reducdo significativa (p<0,05) da area dos granulomas nos grupos:

Infectado tratados com silimarina em DMSO 5% (I+ Sil DMSO 5 %) e Infectado tratado com
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silimarina em DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (1),

como demonstrado na figura 15 e 16.
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Figura 15. Area dos granulomas hepaticos periovulares (1° lote experimental). A &rea foi mensurada através da
captacédo de imagens de cortes histoldgicos nos grupos: Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 5%
(I+ DMSO 5%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 5% (I+ Sil DMSO 5%), Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Figura 16. Cortes histoldgicos de granuloma hepético (1° lote experimental). A representa corte histoldgico
corado com H&E do grupo Infectado (I), B, do grupo Infectado tratado com silimarina DMSO 5% (I+ Sil
DMSO 5%), e C, grupo Infetcado tratado com silimarina DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%).
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Segundo / Terceiro lote experimental

Curva de sobrevivéncia
Durante o periodo experimental ndo houve morte dos camundongos em qualquer
grupo, ou qualquer outro tipo de alteragdo comportamental que pudesse estar relacionada aos

tratamentos, conforme demonstrado na figura 17.
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Figura 17. Curva de sobrevivéncia (2° e 3° lotes experimentais). Relacdo percentual de sobrevivéncia durante o
periodo de avaliacdo (0-55° dias de infeccdo) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 1%
(N+ DMSO 1%), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F).

Curva Ponderal

Neste experimento observou-se ascensdo na curva ponderal dos animais
pertencentes aos grupos normais: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 1% (N+
DMSO 1%) e Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%). No entanto,
todos os grupos infectados apresentaram perda de peso progressiva apos o0 40° dia de infec¢éo,
tratando-se de periodo critico caracteristico da infeccdo em relagdo a este parametro,

demonstrado na figura 18.
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Figura 18. Percentual de peso corporal (2° e 3° lotes experimentais). Avaliacdo do peso corporal no decorrer do
periodo experimental em relacdo ao dia 0 de infec¢do nos grupos: Infectado controle (1), Infectado tratado com
DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F). Inset: Percentual de peso corporal de
camundongos BALB/c normais. Avalia¢do do peso corporal no decorrer do periodo experimental em relagéo ao
dia 0 de infec¢do nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 1% (N+ DMSO 1%), Normal
tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%).

Contagem de ovos nos 6rgaos

Foi possivel verificar uma distribuicdo homogénea dos ovos no tecido hepéatico em
todos os grupos de animais infectados, conforme figura 19. Os dados de contagem de ovos no
intestino e baco ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (dados ndo mostrados).
Sendo assim, trata-se de grupos infectados comparaveis quanto aos demais parametros
analisados, pois apresentaram mesma carga parasitaria. Desta forma, o tratamento com

silimarina ndo foi capaz de interferir na oviposicdo das fémeas e na maturacdo dos vermes.
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Figura 19. Contagem de ovos de S. mansoni distribuidos no tecido hepatico (2° e 3° lotes experimentais). A
contagem foi realizada em octuplicatas, segundo a técnica de Cheever (1968), nos grupos: Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO1% F).

Avaliacédo da hepatoesplenomegalia

Os indices de figado e baco se prestam como ferramentas para avaliacdo da
hepatoesplenomegalia. Desta forma, pode-se evidenciar reducdo significativa nos grupos:
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%) e Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% filtrada (I1+ Sil DMSO 1% F) no tocante a hepatoesplenomegalia

quando comparado ao grupo Infectado controle (1), como demonstrado nas figuras 20 e 21.
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Figura 20. indice de figado (2° e 3° lotes experimentais). Percentual do peso do tecido hepatico em relagdo ao
peso corporal de camundongos BALB/c nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 1% (N+
DMSO 1%), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F). Sendo*p<0,05.
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Figura 21. indice de bago (2° e 3° lotes experimentais). Percentual do peso do tecido esplénico em relagio ao
peso corporal de camundongos BALB/c) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com DMSO 1% (N+
DMSO 1%), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F). Sendo*p<0,05.
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Conteado de hidroxiprolina

Ao se realizar a dosagem do conteddo de hidroxiprolina, verificou-se reducdo
significativa nos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%)
e Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) ao se

comparar com o grupo Infectado controle (1), conforme observado na figura 22.
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Figura 22. Determinacdo de hidroxiprolina no tecido hepatico (2° e 3° lotes experimentais). Submeteram-se as
amostras, ao método de Stegemann e Stalder (1967), os grupos: Normal controle (N), Normal tratado com
DMSO 1% (N+ DMSO 1%), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Infectado
controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
(I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F).
Sendo*p<0,05.

Area de granulomas

Houve reducdo significativa da area dos granulomas periovulares de ambos 0s grupos
tratados: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I1+ Sil DMSO 1%) e Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) em rela¢do ao grupo

Infectado controle (1), conforme a figura 23 e 24.
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Figura 23. Area de granulomas hepético periovulares (2° e 3° lotes experimentais). A area foi mensurada através
da captacdo de imagens de cortes histoldgicos dos grupos: Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO
1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% filtrada (I1+ Sil DMSO 1% F). Sendo*p<0,05.

Figura 24. Cortes histoldgicos de granulomas hepéaticos corados com H&E histoldgicos (2 e 3° lotes
experimentais). A representa o corte referente ao grupo Infectado (I); B, o grupo Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1%(1+ Sil DMSO 1%); C, o grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1% F).
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Quarto / Quinto lote experimental

Curva de sobrevivéncia

Nesta curva ¢ possivel observar mortalidade no grupo Infectado controle (1) a partir do
30° dia de infeccdo e se acentuando a partir do 41° dia, chegando a 21%. O grupo Infectado
tratado com DMSO 1% apresentou 20%, ja no grupo Infectado tratado com silimarina em
DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), este inicio se deu no 41° dia, além de apresentar menor
percentual de mortes (13%).

No restante dos grupos, Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil
DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) néo se
observaram mortes durante o periodo experimental, como visto na figura 25.

Em relagéo aos grupos normais ndo houve mortes durante o periodo experimental.
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Figura 25. Curva de sobrevivéncia (4° e 5° lotes experimentais). Relacéo percentual de sobrevivéncia durante o
periodo de avaliagdo (0-55° dia de infeccdo) nos seguintes grupos experimentais: Normal controle (N), Normal
tratado com silimarina em DMSO 1% (N+Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+
Silibina DMSO 1%), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado
com silimarina DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil
DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%).

Curva Ponderal

Quanto & variacdo do peso corporal dos animais, foi possivel observar uma ligeira

reducdo do peso de todos os animais infectados em torno do 35° dia de infeccdo. Os grupos
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Infectado controle (I) e Infectado tratado com DMSO 1% (1+ DMSO 1%) apresentaram uma
reducdo anterior a este periodo, sugerindo que o tratamento pode retardar a caquexia dos
animais infectados, conforme figura 26. Os animais do grupo Normal controle (N) obtiveram
resultados crescentes , enquanto os animais Normais tratados com silimarina em DMSO 1%
(N+ Sil DMSO 1%) e Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%)
apresentaram ganho de peso tendendo a ser menos intenso em relagdo ao grupo Normal
controle (N), possivelmente devido ao stress promovido pelas sucessivas tratamento

intraperitoneais.
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Figura 26. Percentual de peso corporal (4° e 5° lotes experimentais). Avaliacdo do peso corporal no decorrer do
periodo experimental, em relacdo ao dia O de infecgéo, nos grupos: Infectado controle (I), Infectado tratado com
DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO
1% (I+ Silibina DMSO 1%). Inset: Percentual de peso corporal de camundongos BALB/c normais. Avaliagdo do
peso corporal no decorrer do periodo experimental em relagdo ao dia O de infecgdo nos grupos: Normal controle
(N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO
1% (N+ Silibina DMSO 1%).

Contagem de ovos nos 6rgaos

Foi possivel verificar uma distribuicdo homogénea dos ovos no tecido hepatico em

todos os grupos de animais infectados, ndo havendo diferenca estatistica entre eles, conforme
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figura 27. Os dados de contagem de ovos em outros Orgdos, intestino e baco, ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (dados ndo mostrados). Sendo assim, trata-
se de grupos infectados com mesma carga parasitaria; portanto, sio comparaveis quanto aos
demais parametros analisados.

Desta forma, o tratamento dos grupos infectados com silimarina (I1+ Sil DMSO 1%),
silimarina filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) ou silibina (I1+ Silibina DMSO 1%), ndo foi capaz de

agir interferindo no desenvolvimento ou na oviposi¢do dos parasitos.
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Figura 27. Contagem de ovos de S. mansoni distribuidos no tecido hepético (4° e 5° lotes experimentais). A
contagem foi realizada em octuplicatas, segundo a técnica de Cheever (1968), nos grupos: Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado
com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%).

Avaliacdo da hepatoesplenomegalia

Empregando-se o indice de figado e baco como ferramenta para a avaliacdo da
hepatoesplenomegalia, observa-se que houve reducdo significativa destes parametros nos
seguintes grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado
tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relagéo ao Infectado controle

(1), conforme as figuras 28 e 29.
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Figura 28. indice de figado (4° e 5° lotes experimentais). Percentual do peso do tecido hepatico em relagdo ao
peso corporal nos seguintes grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+Sil
DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (1),
Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I1+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado
com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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Figura 29. indice de bago (4° e 5° lotes experimentais). Percentual do peso do tecido esplénico em relagdo ao
peso corporal nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO
1), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (l), Infectado
tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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Conteado de hidroxiprolina

Ao se realizar a dosagem do contetdo de hidroxiprolina foi possivel verificar reducao
significativa nos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado
tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) ao se comparar com 0 grupo

Infectado controle (1), conforme observado na figura 30.

8-
-8 6_ —_— - =
@
g * % %
g 4- T T T
T
)
R I
O L] L] L] L] T T T T
<> S SO °\°<< o°
P &L P L o P
@ @ @ @ @c) O@
’\\ ’Zr \
2 = N9 9\\ 0\0
< @\\ AN & (0\
N N

Figura 30. Determinacéo de hidroxiprolina no tecido hepéatico (4° e 5° lotes experimentais), segundo método de
Stegemann e Stalder (1967), nos seguintes grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em
DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado
controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
(1+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado
tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Area de granulomas

Em relacdo a area dos granulomas periovulares, houve reducdo significativa nos
grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado
com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina
em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (I), como

demonstrado na figura 31 e 32.
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Figura 31. Area de granulomas hepaticos periovulares (4° e 5° lotes experimentais). A area foi mensurada
através da captagdo de imagens de cortes histolégicos nos seguintes grupos: Infectado controle (1), Infectado
tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Figura 32. Cortes histoldgicos de granulomas hepéticos corados com H&E ( 4 e 5° lotes experimentais). A
representa o corte referente ao grupo Infectado (1); B,o grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
(I+ Sil DMSO 1%); C, o grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrado (1+ Sil DMSO 1% F) e
D, o grupo Infectado tratado com silibina em DMSO 1% ( I+ Silibina DMSO 1%).
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Transaminases hepaticas

Alanina aminotransferase

Ao se realizar a dosagem dos niveis sericos de alanina aminotransferase (ALT) foi
possivel verificar reducédo significativa desta transaminase nos grupos: Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO
1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina

DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (1), como demonstrado na figura 33.
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Figura 33. Determinacdo de alanina aminotransferase sérica (ALT) (4° e 5° lotes experimentais) nos grupos:
Normal controle (N), Infectado controle (l), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado
com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+
Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Aspartato aminotransferase

Em relacdo a dosagem dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST),
houve reducéo significativa deste pardmetro nos grupos: Infectado tratado com silimarina em
DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+
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Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em
relagdo ao grupo Infectado controle (I), como demonstrado na figura 34.
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Figura 34. Determinacdo de aspartato aminotransferase sérica (AST) (4° e 5° lotes experimentais) nos grupos:
Normal controle (N), Infectado controle (l), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado
com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+
Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Dosagem de citocinas

Através da dosagem dos niveis séricos de IL-4, os seguintes grupos experimentais
apresentaram reducdo significativa: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%); Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F);
Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo
Infectado controle (1), conforme demonstrado na figura 35. Os tratamentos com silimarina,
silimarina filtrada ou silibina levaram a uma reducéo de 7,6%, 7,8% e 6,6%, respectivamente,

da producéo desta importante citocina que pertencente ao perfil TH2.
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Figura 35. Dosagem dos niveis séricos de IL-4 (4° e 5° lotes experimentais) nos grupos: Normal controle (N),
Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1%
(N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado
tratado silimarina em DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil
DMSO 1% F) e Infectado tratado silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Ja quanto aos niveis sericos de IL-13, verificou-se reducdo significativa nos grupos:
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%); Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F); Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (1), conforme
demonstrado na figura 36; sendo a reducdo dos niveis séricos desta citocina de 7,9%, 8,1% e

6,9%, respectivamente.
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Figura 36. Dosagem dos niveis séricos de 1L-13 sérico (4° e 5° lotes experimentais) nos grupos: Normal controle
(N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO
1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO
1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%).
Sendo*p<0,05.

Verificou-se reducdo significativa dos niveis sericos de IFN-y nos grupos: Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%); Infectado tratado com silimarina
em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1%
(1+ Silibina DMSO 1%) em relacéo ao grupo Infectado controle (1), conforme demonstrado na
figura 37; sendo a reducdo dos niveis séricos desta citocina de 4,2%, 4,0% e 4,9%,

respectivamente.
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Figura 37. Dosagem de niveis séricos de IFN-y (4° e 5° lotes experimentais) nos grupos: Normal controle (N),
Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1%
(N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I1+ DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%).
Sendo*p<0,05.

Sexto / Sétimo lote experimental

Nestes lotes experimentais foi utilizada outra linhagem de camundongos isogénica:
C57BL/6.

Curva de sobrevivéncia

Durante o periodo experimental ndo houve morte em qualquer grupo, ou algum tipo de
alteracdo comportamental que pudesse estar relacionada ao tratamento realizado, conforme

demonstrado na figura 38.
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Figura 38. Curva de sobrevivéncia (6° e 7° lotes experimentais). Relacdo percentual de sobrevivéncia durante o
periodo de avaliacdo (0-55° dias de infeccdo) nos grupos experimentais: Normal controle (N), Normal tratado
com silimarina em DMSO 1% (N+Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina
DMSO 1%), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil
DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (1+ Silibina DMSO 1%).

Curva Ponderal

Neste experimento observou-se tendéncia a ascensdo na curva ponderal dos animais
pertencentes aos grupos normais: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em
DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%) e Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina
DMSO 1%).

Em todos os grupos infectados houve perda de peso progressiva apds o 40° dia de
infeccdo, sendo este um periodo critico caracteristico da infeccdo em relagdo a este parametro,

como demonstrado na figura 39.
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Figura 39. Percentual de peso corporal (6° e 7° lotes experimentais). Avaliacdo do peso corporal no decorrer do
periodo experimental em relacdo ao dia O de infeccdo nos grupos: Infectado controle (1), Infectado tratado com
DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO
1% (I+ Silibina DMSO 1%). Inset: Percentual de peso corporal de camundongos C57BL/6 normais. Avaliacdo
do peso corporal no decorrer do periodo experimental em relagdo ao dia 0 de infecgdo nos grupos: Normal
controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina
em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%).

Contagem de ovos nos 6rgaos

Houve uma distribuicdo homogénea dos ovos no tecido hepatico em todos 0s grupos
infectados, ndo havendo diferenca estatistica entre eles, conforme figura 40. Em relacdo aos
dados de contagem de ovos no intestino e baco ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
(dados ndo mostrados).

Sendo assim, trata-se de grupos infectados com mesma carga parasitaria; portanto, séo
comparaveis quanto aos demais parametros analisados. Desta forma, o tratamento com
silimarina, silimarina filtrada ou silibina, como esperado, ndo foi capaz de agir interferindo no

desenvolvimento ou na oviposi¢ao dos parasitos nesta linhagem de animais.
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Figura 40. Contagem de ovos de S. mansoni distribuidos no tecido hepatico (6° e 7° lotes experimentais), em
octuplicatas, segundo a técnica de Cheever (1968), nos grupos: Infectado controle (1), Infectado tratado com
DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+Sil DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO
1% (I+ Silibina DMSO 1%).

Avaliacéo da hepatoesplenomegalia

Ao utilizar os indices de figado como ferramenta para a avaliacdo da hepatomegalia,
pode-se verificar reducao significativa nos seguintes grupos: Infectado tratado com silimarina
em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada
(1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%)
em relacdo ao Infectado controle (I), como demonstrado na figura 41. Em relacdo a
esplenomegalia, evidenciou-se reducdo significativa nos grupos: Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO
1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina
DMSO 1%), conforme figura 42.
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Figura 41. indice de figado. Percentual do peso do tecido hepético em relacio ao peso corporal (6° e 7° lotes
experimentais) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO
1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (1), Infectado
tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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(%)

Baco / Massa corporal

Figura 42. indice de baco. Percentual do peso do tecido esplénico em relagdo ao peso corporal (6° e 7° lotes
experimentais) nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1% (N+ Sil DMSO
1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle (1), Infectado
tratado com DMSO 1% (I1+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.
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Conteado de hidroxiprolina

Ao se realizar a dosagem do contetdo de hidroxiprolina foi possivel verificar reducao
significativa nos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1%),
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado
tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em comparagdo com 0 grupo

Infectado controle (1), conforme observado na figura 43.
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Figura 43. Determinacdo de hidroxiprolina no tecido hepético (6° e 7° lotes experimentais), segundo método de
Stegemann e Stalder (1967), nos grupos: Normal controle (N), Normal tratado com silimarina em DMSO 1%
(N+ Sil DMSO 1%), Normal tratado com silibina em DMSO 1% (N+ Silibina DMSO 1%), Infectado controle
(), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil
DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado
com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Area de granulomas

Houve reducdo significativa da area dos granulomas periovulares nos grupos:
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com
silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em
DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (I), como

demonstrado na figura 44 e 45.
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Figura 44. Area de granulomas hepaticos periovulares (6° e 7° lotes experimentais). A area foi mensurada
através da captacdo de imagens de cortes histologicos nos grupos: Infectado controle (l), Infectado tratado com
DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I1+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO

1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

100 pm

Figura 45. Cortes histoldgicos corados com H&E (6 e 7° lotes experimentais). A representa o corte referente ao
grupo Infectado (1); B, o grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%); C, o grupo
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrado (I+ Sil DMSO 1% F) e D, o grupo Infectado tratado
com silibina em DMSO 1% ( I+ Silibina DMSO 1%).
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Transaminases hepaticas

Alanina aminotransferase

Na dosagem dos niveis séricos do marcador hepético alanina aminotransferase (ALT),
houve reducéo significativa nos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+
Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F)
e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relagdo ao grupo

Infectado controle (1), como demonstrado na figura 46.
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Figura 46. Determinacdo dos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) (6° e 7° lotes experimentais) nos
grupos: Normal (N), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado
com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+
Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Aspartato aminotransferase

Na dosagem sérica da transaminase aspartato aminotransferase (AST), houve reducéo
significativa dos niveis deste marcador nos grupos: Infectado tratado com silimarina em
DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+
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Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em
relagdo ao grupo Infectado controle (I), como demonstrado na figura 47.
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Figura 47. Determinacdo dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) (6° e 7° lotes experimentais)
nos grupos: Normal (N), Infectado controle (I), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%
filtrada (1+ Sil DMSO 1% F), Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%).
Sendo*p<0,05.

Dosagem de citocinas

Ao se realizar a dosagem dos niveis séricos de IL-4, verificou-se uma reducéo
significativa nos grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%);
Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e Infectado
tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado

controle (1) de 3,7%, 11,2% e 10,9%, respectivamente, conforme demonstrado na figura 48.
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Figura 48. Dosagem dos niveis séricos de IL-4 sérico (6° e 7° lotes experimentais), nos grupos: Normal controle
(N), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina
em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1%
F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (1+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Ja quanto aos niveis sericos de IL-13 séricos, verificaram-se reducéo significativa nos
grupos: Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e
Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo
Infectado controle (1), de 9,6% e 9,4%, respectivamente, conforme demonstrado na figura 49.
No entanto, a reducdo desta citocina no grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO 1%

(1+ Sil DMSO 1%) foi de apenas 2%, nao representando um resultado significativo.
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Figura 49. Dosagem dos niveis séricos de 1L-13 (6° e 7° lotes experimentais) nos grupos: Normal controle (N),
Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em
DMSO 1% (1+ Sil DMSO 1% ), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1% F) e
Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Verificou-se reducdo significativa dos niveis séricos de IFN-y nos grupos: Infectado
tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+ Sil DMSO 1% F) e Infectado tratado com
silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%) em relacdo ao grupo Infectado controle (1),
conforme demonstrado na figura 50. Sendo a reducdo nestes tratamentos de 9,8% e 9,8%,
respectivamente. No entanto, a reducao no grupo Infectado tratado com silimarina em DMSO

1% (1+ Sil DMSO 1%) foi de apenas 2,1%, nao representando resultado significativo.
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Figura 50. Dosagem dos niveis séricos IFN-y sérico (6° e 7° lotes experimentais) nos grupos: Normal controle
(N), Infectado controle (1), Infectado tratado com DMSO 1% (I+ DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina
em DMSO 1% (I+ Sil DMSO 1%), Infectado tratado com silimarina em DMSO 1% filtrada (I+ Sil DMSO 1%
F) e Infectado tratado com silibina em DMSO 1% (I+ Silibina DMSO 1%). Sendo*p<0,05.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ao se submeter as preparac@es: silibina (1mg/mL), silimarina (2mg/mL) e silimarina
filtrada (2mg/mL, antes da filtracdo) a cromatografia liquida de alta eficiéncia foram obtidos
0s cromatogramas representados nas figuras 51, 52 e 53.

Na figura 51, observa-se que 0s picos com tempo de retencdo de 21,16 e 22,29,
referem-se a silibina A e silibina B, representando um total de 92,9% das substancias
presentes no extrato; enquanto 0s demais picos tem pouca representatividade por se tratar de
uma substancia pura.

Por analogia e se tratando de andlises cromatograficas realizadas sob as mesmas
condicdes, 0s picos com tempo de retencdo de 23,23 e 24,77 (figura 52) e de 22,48 e 24,08
(figura 53) devem corresponder a silibina A e silibina B.

N&o se pode afirmar a que substancias correspondem os demais picos observados nas
figuras 52 e 53, visto que ndo se dispe de outros padrdes puros para se efetuar a correlacgéo.
Além disso, ndo se dispde de dados na literatura de andlises de amostras de silimarina
realizadas em condicGes semelhantes que permitam inferir a que substancias correspondem os

demais picos observados nos cromatogramas das figuras 52 e 53.
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Figura 51. Cromatograma da preparacéo de silibina (Img/mL). Eluigdo em coluna Lichrosorb RP 18 Merck com

fase movel nas seguintes proporgdes nos respectivos intervalos de tempo: 40% metanol / 60% agua (0- 35 min);
60% metanol / 40% agua (35-35,2 min) e 100% metanol (35,2-40 min) e fluxo de ImL/min desta fase.
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Figura 52. Cromatograma da preparacdo de silimarina (2mg/mL). Eluicdo em coluna Lichrosorb RP 18 Merck
com fase movel nas seguintes proporcdes e nos respectivos intervalos de tempo: 40% metanol / 60% agua (0- 35
min); 60% metanol / 40% &gua (35-35,2 min) e 100% metanol (35,2-40 min) e fluxo de 1mL/min desta fase.

Em relacdo as figuras 52 e 53, observa-se a reducdo quantitativa dos isomeros da
silibina. Na preparacdo silimarina (figura 52), os picos com tempos de retencdo de 23,23 e
24,77 representam, possivelmente, silibina A e B, compdem 56,21% do total no
cromatograma. Na preparacdo silimarina filtrada (figura 53), as essas substancias estdo
representadas nos picos com tempos de retengdo de 22,48 e 24,08, compondo apenas 21,59%

do cromatograma total.
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Figura 53. Cromatograma da preparacdo de silimarina (2mg/mL) filtrada em filtro de membrana de 22 um de
didmetro, empregando coluna Lichrosorb RP 18 Merck com a fase mével nas seguintes proporcdes e nos
respectivos intervalos de tempo: 40% metanol / 60% agua (0- 35 min); 60% metanol / 40% agua (35-35,2 min) e
100% metanol (35,2-40 min) e fluxo de ImL/min desta fase.
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DISCUSSAO

A esquistossomiase € uma doenca que ainda acomete muitos individuos de regides em
desenvolvimento; por ser uma doenca de grande morbidade e debilitante, torna-se um fator
que contribui negativamente para o desenvolvimento destas regibes. Grande parte da
morbidade estad ligada a fibrose e, consequentemente a instalacdo da hipertensdo portal e,
posteriormente, formacdo de varizes esofagianas, culminando com o 6bito do individuo por
conta do rompimento destas varizes e hemorragia. Portanto, sdo necessarios estudos que
visem ndo apenas a obtencdo de farmacos eficazes contra o parasito, mas também ao
desenvolvimento de farmacos que atuem diminuindo ou revertendo a fibrose ja estabelecida.

O modelo murino foi escolhido por apresentar patologia semelhante a do homem, com
espessamento fibroso dos espacos porta, acimulo de granulomas periovulares, sendo possivel
evidenciar fibrose do tipo “pipestem”; lesdes de parénquima e desenvolvimento de
hipertensdo portal (CHEEVER et al., 2002). Sendo assim, este modelo pode auxiliar no
estudo de terapias coadjuvantes para a esquistossomiase, bem como em outras doencas em
que a fibrose esteja envolvida como patologia principal.

Neste trabalho, a silimarina foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSQO), e ndo em
carboximetilcelulose (CMC) como nos trabalhos anteriores de nosso grupo (MATA-SANTOS
et al., 2010). Sendo a preparacdo em DMSO mais soluvel, esta foi avaliada quanto aos seus
efeitos na infeccdo esquistossomotica. Além disso, foram comparados os efeitos da silibina
com aqueles observados para a silimarina, com objetivo de tentar evidenciar se a fracao
biologicamente ativa da silimarina era a silibina.

Como observado nas curvas ponderais dos varios lotes experimentais utilizando
BALB/c, os animais normais e normais tratados demonstram acréscimo no peso corporal de
cerca de 20% ao final do tempo experimental. Entretanto, os animais infectados e infectados
tratados apresentaram curva ponderal com ganho de peso mais discreto em relacdo aos
normais, cerca de 10%, e por volta do 40° dia houve decréscimo de peso corporal destes
animais, fossem tratados ou ndo. Esta reducdo possivelmente esta associada ao inicio da
oviposicao e, principalmente, a chegada destes aos tecidos. Segundo OTHMAN et al., 2010, o
grupo de antigenos chamado SEA (antigenos soliveis do ovo) ao ser liberado nos tecidos, tem
relacdo direta com reducédo do peso dos animais infectados. Isto pode ser explicado, pois nesta
fase hd o comprometimento da funcdo hepatica atingindo, principalmente, a metabolizacdo de
nutrientes (ATTA et al., 1981), podendo, desta forma, justificar a reducdo ponderal apos o
inicio da oviposicdo pelos vermes adultos (MONE e BOISSIER, 2004). Soma-se a isto o fato

de que a passagem do ovo para a luz intestinal promove o processo inflamatério da mucosa,
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que ird alterar a absorcdo de glicose (SADEK, BORGES e MISZPUTEN, 1986),
contribuindo também para a reducdo de peso corporal. Em relacdo aos animais C57BL/6,
observou-se uma reducdo ponderal mais amena, possivelmente pela menor susceptibilidade
desta linhagem a infeccdo em relacdo aos animais BALB/c (FANNING et al., 1981).

Em relacdo a toxicidade da silimarina, pode-se verificar completa auséncia de
toxicidade na dose utilizada, como j& demonstrado por nosso grupo anteriormente (MATA-
SANTOS et al., 2010). Além disso, trata-se de fitoterapico seguro com LDsp elevada, sem
descricdo de efeitos colaterais importantes em estudos clinicos (FLORA et al., 1998). Da
mesma forma, oS grupos que receberam silibina como tratamento apresentaram a mesma
auséncia de toxicidade, o que era esperado pelo fato de o composto ser o majoritario na
silimarina (GAZAK, WALTEROVA e KREN, 2007). Nas duas linhagens, com os
tratamentos foi observada auséncia de qualquer tipo de alteragio como: mudancas
comportamentais, reducao de peso ou aumento da mortalidade. Além disso, o0 tratamento com
silimarina ou silibina ndo foi capaz de alterar a capacidade de oviposi¢cdo ou ainda a
maturacao dos vermes adultos (EL-LAKKANY et al., 2012).

Ao submeter os tecidos do figado, intestino e baco a técnica de Cheever (CHEEVER,
1968), e efetuar a contagem dos ovos distribuidos nestes tecidos, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos infectados sem tratamento e os infectados tratados com silimarina
ou silibina, tanto na linhagem BALB/c como na C57BL/6. Uma vez que 0S Qrupos
apresentavam a mesma quantidade de ovos nos tecidos, eles puderam ser comparados em
relacdo a outros parametros relativos a infeccdo, como: hepatoesplenomegalia, processo
inflamatério periovular, fibrose, modulacdo da resposta imune e reducdo dos marcadores
hepaticos.

Na esquistossomiase, a reacdo granulomatosa periovular parece desempenhar a fungédo
relevante de enclausurar antigenos hepatotoxicos eliminados pelos ovos. A presenca do
infiltrado inflamatorio no tecido ocorre também no intuito de destrui-los. No entanto, este
processo promove danos nas regifes adjacentes ao infiltrado com a formacdo de processo
cicatricial fibrético (ANDRADE e WARREN, 1964; ANDRADE, 1991). Desta forma, pode-
se deduzir que o processo inflamatorio estd diretamente relacionado a fibrose que se
estabelece nesta infeccdo (CHEEVER, DUVALL e HALLACK, 1983). Os resultados obtidos
estdo de acordo com a literatura, pois houve reducdo significativa da area de granuloma,
diminuicdo do contetdo de hidroxiprolina, que esta diretamente ligado a fibrose nos grupos

gue receberam tratamento com silimarina ou silibina.



62

Estes resultados podem estar relacionados a atividade antinflamatoria e antioxidante da
silimarina e silibina descrita na literatura (MIDDLETON, KANDASWAMI e
THEOHARIDES, 2000) e, consequentemente, serem responsaveis pela reducdo do processo
fibrotico hepéatico como ja demonstrado em outro modelo experimental (BOIGK et al., 1997).
Em particular, este fendmeno ocorre por conhecida acdo da silimarina em suprimir a
expressao profibrogénica do procolageno o-1 (I) e de metaloproteinases-1, provavelmente
pela diminui¢do de mRNA para TGFB 1 ja demonstrada em ratos com fibrose biliar
secundéria (JIA et al., 2001).

A hidroxiprolina € um aminoacido constitutivo na formagdo do coldgeno presente no
processo fibrotico. Desta forma, a determinacdo do conteldo deste aminoacido pode avaliar a
intensidade deste processo. Conforme a literatura, a silimarina vem sendo empregada em
tratamentos com pacientes cirrdticos para amenizar a fibrose estabelecida (FLORA et al.,
1998; DE GROOT e RAUEN, 1998). Neste trabalho, confirmaram-se os resultados obtidos na
literatura com reducdo acentuada de hidroxiprolina nos grupos tratados com silimarina ou
silibina. A reducdo media foi ao redor de 35% em relagdo ao grupo infectado. Este resultado
foi semelhante entre as linhagens de camundongos estudadas.

A reducdo das enzimas hepéaticas ALT/AST observada nos animais tratados
possivelmente deve-se a outro mecanismo de acéo ja relacionado a silimarina e a silibina, o de
hepatoprotecdo. Quando do aporte dos ovos no tecido hepatico, ocorre a producdo de
quimiocinas e citocinas devido a intensa liberacdo de SEA (antigenos sollveis do ovo)
gerando radicais livres que promovem dano a membrana celular de hepatdcitos adjacentes. No
entanto, com o tratamento com silimarina / silibina, o dano € minimizado, pois a silimarina /
silibina interage com fosfolipideos de membrana dos hepatocitos, impedindo que estes
radicais livres possam promover a peroxidacdo lipidica da membrana e, por conta disso, o
dano celular (HUBER et al., 2008; TROUILLAS et al., 2008). Outros autores acreditam que a
silimarina / silibina também possam atuar inibindo a formacdo de radicais anidnicos de
superdxido e de 6xido nitrico; ou ainda pela diminuicdo da acdo oxidativa através da reducéo
da formacdo de malondialdeido, ou pelo decréscimo menos acentuado da superdxido
dismutase, da catalase e da glutationa redutase que sdo fatores que promovem protecéo celular
(DEHMLOW, ERHARD e DE GROOT, 1996; BOSISIO, BENELLI e PIROLA, 1992; FU
et al., 2008; TAGER et al., 2001).

Durante a fase aguda, o parasito promove estimulos aos polimorfonucleares a
produzirem citocinas do perfil Tyl (resposta celular, fagocitica), com o inicio da oviposi¢éo

progressivamente h4 o estimulo para a produgdo de citocinas resposta do perfil Ty2, que
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auxiliam na formacdo de granulomas. No entanto, estes perfis coexistem, sendo de extrema
importancia a existéncia de balango entre ambos (PEARCE e MACDONALD, 2002). A
producéo das citocinas nas duas linhagens de camundongos mostrou comportamento distinto,
contudo em ambos 0s casos houve reducgéo das citocinas dos perfis Tyl (IFN-y) e T2 (IL-4 e
IL-13). Os animais da linhagem BALB/c demonstraram redugdo homogénea das citocinas em
todos os grupos tratados. Entretanto, em camundongos C57BL/6, o tratamento apenas com
silimarina em DMSO 1% nao apresentou reducéo significativa observada nos grupos tratados
com silimarina em DMSO 1% filtrada (1+Sil 1% F) e silibina em DMSO 1% (1+Silibina 1%).

Por apresentarem diferencas genéticas, as linhagens de camundongos desenvolvem
diferentes respostas em relacdo a hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal e formacdo de
granuloma. Entre as linhagens estudadas neste trabalho temos que a linhagem C57BL/6 que
desenvolve estes sinais de forma mais amena do que os animais da linhagem BALB/c
(FANNING et al., 1981). Neste trabalho, e possivel verificar melhores respostas aos
tratamentos dos animais C57BL/6 em relagdo aos BALB/c nos parametros de fibrose e area
de granuloma, 40% e 24%, respectivamente; em relacdo a 33% e 20% para os BALBI/c,
respectivamente. Pode-se verificar diferentes respostas imunoldgicas entre as linhagens de
camundongos, em que os animais C57BL/6 tratados apresentam reducdo de ambos os perfis,
Tl (com reducdo de IFN-y) e Ty2 (com reducdo de IL-4 e IL-13); enquanto 0s animais
BALB/c apresentam reducdo mais proeminente do perfil Ty2. No entanto, a reducdo néo foi
tdo expressiva, possivelmente devido a fase aguda da doenca, periodo em que ocorre a
transicdo entre os perfis imunologicos (GRZYCH et al., 1991; SHER et al., 1991).

Sendo assim, pode-se deduzir que na linhagem C57BL/6 a silimarina atua de modo
menos eficiente que a silimarina filtrada ou silibina quanto a imunorregulacdo, possivelmente
por interferéncia de outras flavolignanas presente na silimarina. Ja na linhagem BALBI/c,
todos os tratamentos sdo eficazes ao reduzirem a resposta Ty2, e em menor nivel também a
resposta Tyl. Desta forma, pode-se inferir que em ambas as linhagens, a resposta Tn2, de
caracteristica fibrotica, € modulada negativamente. Logo, como ja discutido, a menor fibrose
leva a reducdo da morbidade associada, e com isso ha diminui¢do das chances de quadros
clinicos mais graves e morte.

No cromatograma da silibina (figura 48), os picos com tempos de retencdo de 21,16 e
22,90 correspondem a silibina A e silbina B, uma vez que de acordo com o certificado de
analise do produto trata-se de substancia pura (grau de pureza maior ou igual a 98%). Da
mesma forma, pode-se inferir que os demais picos observados (com tempos de retencéo de

2,21; 3,39; 10,93 e 25,97, que correspondem <4%) representam interferéncias inespecificas
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(ruidos). Pode-se deduzir que o gradiente empregado foi eficaz na separagdo dos isbmeros
silibina A e silibina B.

No cromatograma da silimarina (figura 49), por analogia com o cromatograma da
silibina (figura 48), os picos com tempo de retencdo de 23,23 e 24,77 possivelmente séo
referentes a silibina A e silibina B e ambos representam 56,21% dos componentes da amostra,
sendo confirmado com o certificado de andlise do fabricante que indica a proporcdo de
silibina. Os picos iniciais de tempo de retencdo de 2,24 e 3,55 parecem ser ruidos e
representam pequeno percentual da amostra.

J& no cromatograma da silimarina filtrada (figura 50), pode-se verificar por analogia
ao cromatograma da silimarina (figura 49), que ha quase exclusivamente os picos referentes a
silibina A e silibina B (os tempos de retencédo relativos a estas sdo 22,48 e 24,08). Contudo,
houve perda de cerca de 65% da concentragdo das mesmas com o processo de filtracdo.
Mesmo com esta reducdo, os animais tratados com a silimarina filtrada apresentaram
resultados bioldgicos semelhantes aos demais tratamentos, demonstrando assim, que as acoes
biologicas estdo relacionadas a silibina soluvel.

Como os grupos tratados com silibina demonstraram resultados semelhantes aos
tratados com silimarina e silimarina filtrada e, uma vez que a silibina é o composto
majoritario da silimarina, ela possivelmente estd envolvida nos efeitos encontrados neste
trabalho que corroboram os demonstrados anteriormente por nosso grupo, como a reducao de
hepatomegalia, dos processos inflamatorio e fibrético ocasionados pela deposicdo de ovos no
tecido hepatico (MATA-SANTOS et al., 2010). Vale ressaltar que apesar da reducao da dose
de silibina (5 mg/kg), esta foi capaz de gerar efeitos biologicos semelhantes aqueles
encontrados pelo tratamento com silimarina (10 mg/kg).

Os possiveis mecanismos de acdo da silibina no modelo de esquistossomiase murina
podem estar relacionados a protecdo da membrana celular e das suas acGes antioxidantes ja
demonstradas. Contudo, novos ensaios sdo necessarios para elucidar o(s) mecanismo(s) de
acdo da silibina na esquistossomiase. E novos estudos devem ser realizados a fim de buscar
formulagcdes farmacéuticas que tornem a silibina mais solivel e mais biodisponivel,
propiciando a reducdo da dose para obtencdo do efeito maximo. Como ja demonstrado neste
trabalho, a fracdo soltvel é a que proporciona o efeito bioldgico desejado. Além disso, 0 uso
de substancia pura como a silibina facilita a observacéo dos efeitos desejados, auxiliando no
esclarecimento do mecanismo de agéo associado.

Nas duas linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6 obteve-se resultados

semelhantes. Desta forma, sugere-se que o tratamento com silimarina ou silibina pode ser
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benéfico em linhagens de animais de diferentes backgrounds genéticos. Diante disso, pode-se
afirmar que o tratamento € favorével para diferentes populacdes, onde temos maior
heterogeneidade genética. 1sso pode ter grande relevancia, uma vez que o uso da silimarina /
silibina em humanos deve ter acdo garantida independente das diferencas individuais. Assim,
uma vez que o modelo murino apresenta semelhancas ao da infeccdo humana (WARREN,
1966; ANDRADE e CHEEVER, 1993), sugere-se que a silimarina ou silibina possa ser

empregada em humanos com sucesso.
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CONCLUSOES

O tratamento com silimarina ou silibina em ambas as linhagens murinas (BALB/c e

C57BL/6) foi capaz de promover:

Reducéo da hepatoesplenomegalia;

Reduc&o da area do infiltrado inflamatdrio;

Diminuicao do conteudo de hidroxiprolina hepatica (menor fibrose hepatica);
Diminuigdo das transaminases hepaticas;

Reduc&o dos niveis da citocinas estudadas.

E possivel sugerir o uso da silimarina, e em particular da silibina, como tratamento

coadjuvante para minimizacdo da patogénese e da morbidade inerente a infeccdo por

Schistosoma mansoni.
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