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Rezumat

Colestaza extrahepatici este caracterizatd de declansarea unui
stres oxidativ intens, soldat cu importante alteriri morfo-
functionale celulare. Acest studiu experimental are ca scop
evaluarea efectului hepatoprotector al Melatoninei si al
extractului de Tinospora cordifolia in icterul colestatic indus
prin ligatura coledocului la sobolan. Am ales s& administram
cele dou# substante per os, pentru a compara rezultatele cu cele
existente in restul experimentelor publicate, in care adminis-
trarea s-a facut sub formi injectabild. Analiza datelor obtinute
in urma evaludrii probelor histopatologice, a masuratorilor
cantitative biochimice si de produsi de stres oxidativ au indicat
un efect hepatoprotector intens al celor doi compusi.
Rezultatele obtinute recomands utilizarea Melatoninei si a
Tinospora cordifolia pentru combaterea stresului oxidativ in
colestaza extrahepatica la om.
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Abstract

Hepatoprotective effects of per os administrated melatonin
and tinospora cordifolia in experimental induced jaundice

Posthepatic cholestasis is figured by the onset of an intense
oxidative stress, followed by important celular morphological
and functional abnormalities. The aim of this experimental
study is to assess the hepatoprotective effects of Melatonin and
extract of Tinospora cordifolia in bile duct ligation induced
jaundice in rats. We choosed to administrate both pharmaco-
logical products per os, in order to compare the results with
those already published, in which melatonin was administrated
injectable. The assessment of microscopy, lab tests and the
measurement of oxidative stress products indicates a marked
hepatoprotective effect of those two compounds. The results
alowed us to recomand the use of melatonin and Tinospora
cordifolia to reduce the cholestasis’s oxidative stress in human.

Key words: jaundice, oxidative stress, Melatonin, Tinospora
cordifolia, nitric oxide

Introducere

Colestaza extrahepatici este consecinta unui proces obstructiv
sau compresiv pe cdile biliare intra si extrahepatice. Ocluzia
completd a arborelui biliar duce la acumularea produsilor
biliari in hepatocite, care vor induce exacerbarea unui stress
oxidativ, responsabil de alterarea functiilor si structurii celulare
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(1). La bolnavul icteric, pani la aplicarea unei metode de
drenaj biliar, se incearca protejarea hepatocitului prin diverse
metode farmacologice. In practica protejarea celulei hepatice
se face, in general, prin administrarea intravenos sau intramus-
cular a derivatilor corticosteroizi (fosfat sodic de dexametasons)
si a preparatelor creditate cu efecte hepatoprotectoare (aspato-
fort). Studii experimentale pe sobolani au demonstrat eficienta
melatoninei in ceea ce priveste reducerea marcati a stressului
oxidativ in celula hepatici expusi actiunii nocive a sarurilor
biliare din colestazd sau a altor substante hepatotoxice (1,2).
De asemenea, se citeazi efecte similare ale unor extracte
naturale de plante, cel mai frecvent in literaturd fiind intalnita
Tinospora cordifolia (3,4). In lucrérile consultate, administrarea
melatoninei s-a efectuat pe cale injectabild, sub forma de
solutie slab alcoolica (0,26%) (1). Scopul studiului nostru este
de a evalua efectele antioxidante ale Melatoninei si preparatelor
de Tinospora cordifolia, administrate per os la sobolani cu
colestazi extrahepaticé indusa prin ligatura coledocului.

Material si Metoda

S-au folosit doua loturi de sobolani albi adulti din rasa
Wistar, avand greutatea de 200 grame, tinuti in conditii de
vivarium, la care s-a practicat ligatura canalului coledoc LC.

Ligatura coledocului: fiecare sobolan a fost anesteziat cu
un amestec de solutie de Ketamina 10% (vetased) si xylazina
bio 10% 0,3 ml amestec/200 g animal, injectat intramuscu-
lar. Pe abord median, se identifici si se ligatureaza coledocul
distal cu un fir nerezorbabil de mditase, marimea 4-0.
Postoperator animalele au fost cazate in camera de carantini
a biobazei. Primul lot de sobolani a fost considerat lotul de
urmdrire a efectelor colestazei. Astfel, fiecare individ a
primit hrana si apa in conditii standard. S-a recoltat sange
inainte de ligatura de coledoc si apoi la 1-2-3-4 siptamani,
dozandu-se bilirubina totali si directa (Bb), fosfataza alcalina
(FA), transaminazele (ASAT, ALAT). Dupi recoltare s-au
sacrificat cate 2 indivizi, in anestezie similard celei de la
operatie, urmati de luxatia-fracturd occipito-cervicald. S-au
evaluat modificarile macroscopice hepato-coledociene si s-a
recoltat ficatul si ductul coledoc pentru analiza morfopato-
logica. S-au realizat lame cu coloratie hematoxilin-eozina,
tricrom Masson si rosu de Siria. S-a analizat evolutia
probelor biologice si a modificarilor relevate de cétre
micros-copia opticd, apoi s-au facut corelatii corelatii ale
datelor recoltate.

Al doilea lot de sobolani cu LC, destinat studiului
comparativ, a fost divizat in trei grupe. Prima grupa a
constituit-o sublotul martor, care a primit hrand si apd in
conditii standard si a fost notata ca grupa L (ligaturd). A doua
grupid a primit hrana standard iar aportul lichidian a fost
reprezentat de o solutie apoasid de Melatonind, fiind notata ca
grupa M (melatoning). Doza de Melatonind calculata a fost de 1
mg/kge/zi. A treia grupd a primit hrana standard, iar lichidele
au fost asigurate prin infuzie de Tinospora cordifolia, obtinut din
preparatul comercial Guduchi si a fost notatd ca grupa T
(Tinospora). Recoltirile de sange si tesut hepatic s-au facut

inainte de ligaturd si apoi la 1 si 2 saptamani, apoi s-au realizat
studiile biochimice si de microscopie optici. La fiecare
sacrificare, sobolanilor li s-au recoltat fragmente de ficat pentru
determinarea produsilor de stress oxidativ. Aceasta s-a efectuat
prin determinarea cantititii de azotit NO2 prin spectro-
fotometrie, exprimarea rezultatelor ficandu-se prin cantitate de
NOz/gram de tesut hepatic. Probele congelate la -80°C au fost
suspendate in 10 ml apa demineralizati si apoi omogenizate
timp de 3 minute cu sonda de ultrasunete, astfel incat si nu se
depiseasca 40°C in probd. Reziduul solid s-a dndepartat prin
centrifugare in 2 etape, la -4°C: 30 min la 15000 rotatii/minut
apoi 30 min la 20000 rotatii/minut. S-au obtinut solutii
colorate, care au fost analizate. S-a determinat curba de
calibrare din solutie stoc de NaNO2 1 mM in apd deminerali-
zatd, apoi dilutii succesive cu api demineralizatd pana la
concentratii in domeniul 1-100 M, determinarea absorbantei
la 550 nm fata de reactivul Griess in cuve de 3 ml in care se
pun cate 300 uL solutie de analizat, 100 uL reactiv Griess si
2600 uL api demineralizatd (blank-ul cu 100 uL reactiv Griess
si 2900 uL apa), folosind un aparat UV-VIS Agilent 8453, la
cca 24 °C. Deproteinizarea homogenatelor s-a facut cu reactiv
Somogyi. Experimentul a fost aprobat de citre Comisia de
Etica a UMF “Iuliu Hatieganu” Cluj-Napoca.

Rezultate
Lotul de urmadrire

Evolutia postligaturd a fost bund, sobolanii si-au reluat
consumul de apa din ziua interventiei si cel de alimente a doua
zi. La necropsii s-a observat cresterea dramatica a diametrului
coledocului deasupra ligaturii, dimensiunile interne ale
acestuia evoluand de la 0,2-0,5 mm preoperator, pana la 5-7
mm in siptimana a treia, ulterior scazand putin. Ficatul si-a
pastrat aspectul, nu s-au evidentiat modificirile colestatice
similare ficatului uman. Microscopia optici descrie cronologic
evolutia histologica, caracterizatd in primul rand de reactia
ductals, adicd proliferarea masiva a celulelor epiteliale biliare
(colangiocite), cu cresterea numirului de canalicule biliare,
functionale si nefunctionale; piecemeal necrosis si instalarea la
nivelul spatiilor Kiernan a unui infiltrat inflamator dominat de
polimorfonucleare si limfocite. Modificirile apar din prima
saptamana postligaturd, sunt maxime la 2 si 3 saptadmani, apoi
la 4 saptdmani siptamani am constatat o diminuare a reactiei
ductale, aparand in schimb o proliferare de celule mezenchi-
male la nivel periportal (tranzitie epitelial-mezenchimala?),
consecutiv apirand expansiuni fibroase la nivelul spatiilor
porto-biliare. Tesutul hepatic apare rarefiat, in anumite zone
hepatocitele sufera distrofie sub actiunea toxicd a bilei —
“Feathery degeneration”. Infiltratul inflamator de la nivelul
spatiilor porto-biliare este mai putin abundent (Fig. 1).
Evaluarea valorilor Bb, FA, ASAT, ALAT a indicat un model
in care se produce o crestere accentuatd a acestora, cu un
maxim la 2 siptiméani de la ligaturs, urmatid de sciderea
valorilor biochimice spre valorile bazale la 4 saptamani (Fig. 2,
Fig. 3).
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Figura 2. Modelul de evolutie al ASAT, ALAT, FA la sobolanii cu
ligaturd experimentald de coledoc (cifrele reprezintd
valoarea medie in lot la momentul determindrii)

Lotul de studiu comparativ

Modificarile histopatologice ale sobolanilor tratati cu
Melatonind constau intr-o reactie ductald marcatd, dar mai
redusa decat la grupa L si o reducere a gradului inflamatiei
(Fig. 4). Se observi necrozd de tip piecemeal moderata. La
acest lot nu au fost observate leziuni de fibroza hepatici.
Grupa de sobolani tratati cu infuzie de tinospora cordifolia
prezintd o proliferare anarhica de celule epiteliale
biliare, cu cresterea numirului de canalicule. La nivelul
parenchimului am intalnit rare focare de necrozia de
coagulare insotite de infiltrat inflamator cu marofage si
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Figura 3. Modelul de evolutie al BbT si BbD FA la sobolanii cu
ligaturd experimentald de coledoc (cifrele reprezintd
valoarea medie in lot la momentul determindrii)

neutrofile. Necroza de tip piecemeal a avut o intensitate
ugoard. La nivelul spatiilor porto-biliare pe langa cresterea
numirului de canalicule se constatd prezenta unui infiltrat
inflamator dominat de mononucleare. Masurarea enzimelor
hepatice a relevat evolutii diferite a grupelor M si T
comparativ cu grupa martor L. in cazul grupei L se constata
evolutia similard lotului de urmérire cercetat anterior.
Enzimele grupelor M si T cresc la valori apropiate celor din
grupa L la 1 siptimani, apoi descresc marcat, valorile
bilirubinei ajungind la nivel bazal dupa numai 2 siptimani
de la ligatura (Fig. 5, 6). Modul de manifestare a probelor
biologice in cadrul indivizilor tratati cu melatonind si
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Figura 4. Spatiu porto-biliar cu
reactie ductald si
infiltrat inflamator la
ficatul tratat cu
melatonind (A la 1
sdptamdnd, B la 2
sdptamdni) si tinospora
cordifolia (C la 1
sdaptaméand, Dla 2
saptamani) . HE x200
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Figura 5. Evolutia comparativd a Bb in cadrul celor trei loturi
(L - ligatura simpld, M - melatonind, T - tinospora)
(cifrele reprezintd valoarea medie in lot la momentul

determindrii)

tinospora cordifolia indici revenirea la nivelul bazal cu 2
siptaimani mai repede a valorilor enzimatice. Pentru studiul
produsilor de stres oxidativ, dupd obtinerea curbelor de
calibrare, s-au ficut masurdtori la 1 si 2 siptamani,
calculandu-se cantitatea de NO2 per gram de tesut si s-a
raportat la martor, adicd sobolanii din grupa L. Reprezen-
tarea grafici a rezultatelor este intens sugestivi pentru
diminuarea productiei de NO in grupele tratate cu M si T

(Fig. 7).
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Figura 6. Evolutia comparativi a FA in cadrul celor trei loturi
(L - ligaturd simpld, M - melatonind, T - tinospora)
(cifrele reprezintd valoarea medie in lot la momentul

determindrii)

Discutii

Intreruperea fluxului biliar are repercusiuni la nivelul com-
plexului sinusoido-hepatocito-canalicular, care se manifestd
prin alterarea transportului vectorial prin celula hepatic,
disiparea gradientului osmotic intre spatiul sinusoidal si cel
canalicular, refluxul produsilor biliari in sange. Acizii biliari
prezinti o toxicitate crescutd asupra celulei hepatice, de aceea
ei nu au un nivel maximal de transport, productia lor
inhibandu-se pe masurd ce se acumuleazi in celuld (5,6).
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Figura 7. Productia de NO in ficatul de sobolan la 1 (A) si 2 (B)
saptdmdni dupd ligatura de coledoc, raportat la martor
(cifrele reprezintd valoarea medie in lot la momentul

determindrii)

Prezenta acestora declanseazé procese complexe de stress oxida-
tiv, responsabile in buna parte de alterarile morfofunctionale.
Modelul experimental al colestazei extrahepatice prin ligatura
de coledoc la sobolan este cel mai intalnit, datorita disponi-
bilitatii si usurintei de realizare (7). Scopul studiului nostru a
fost acela de a creiona modificirile apirute la nivelul paren-
chimului hepatic si al cailor biliare, precum si evaluarea unor
metode de protectie hepatocitard. Din punct de vedere
morfopatologic, modificarile ce apar la nivelul ciilor biliare
extrahepatice si a parenchimului hepatic sunt aseminitoare
celor descrise la om, dar diferd comportamentul enzimelor
masurate, care e similar modelului uman in primele doui
siptamani, ca ulterior si fie complet diferit.

Proliferarea ductali este insotita de inflamatie si de fibroza,
aspect cunoscut sub denumirea de “reactie ductald” si este o
caracteristicd a colestazei. Rolul reactiei ductale nu este pe
deplin elucidati. Ductele proliferate pot avea rol de bypass in
drenajul bilei, in boli in care canaliculele biliare interlobulare
sunt distruse, cum ar fi ciroza biliard primari. De asemenea,
celulele epiteliale ductale reabsorb acizii biliari, protejand
astfel hepatocitele de efectele nocive ale supraincarcarii cu
acizi biliari (8). Reactia ductali si reactia inflamatoare consecu-
tiva joacd un rol important in procesele de fibroplazie portali
si periportald. Epiteliul ductal secretd o serie de substante
biologic active, citokine si chemokine (TNF «, IL-6, IL-8, NO
etc.) cu un potential rol in reactia inflamatoare si fibrogenezi.
Fibroplazia se datoreazi de asemenea si stimularii celulelor
mezenchimale. Ductele biliare reactive exprimi factori de
crestere (HGE, CTGE TGF-32, PDGF) care activeaza celulele
mezenchimale si productia de matrice extracelulara (8,9).

Urmarirea probelor biochimice hepatice au indicat un
comportament interesant al acestora, curbele obtinute
demonstreazi un varf al acestora la 7 zile de la ligatur, cu o
sciderea usoara la 14 zile, apoi cu o scidere mai accentuats,
apropiindu-se de valorile initiale dupa 21 de zile de icter colesta-
tic, in ciuda persistentei ocluziei coledociene. Studii anterioare
pe rozétoare au demonstrat existenta unui mecanism adaptativ
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la colestaza extrahepatica, prin dezvoltarea unor cii alternative
de detoxifiere si eliminare a produsilor cu potential periculos
pentru hepatocit, cum sunt canalicule bazolaterale, cresterea
excretiei urinare a sdrurilor biliare solubilizate (10), astfel ci pe
probele recoltate dupa ligatura coledociand nu s-au evidentiat
existenta sarurilor biliare in celuld. Deoarece aceste mecanisme
sunt necaracteristice omului, modelul experimental nu este
superpozabil in intregime cu situatia din cadrul icterului
mecanic la om (1).

Cu toatd aparenta absentd a pigmentilor si sarurilor din
celuld, leziunile specifice colestazei apar si sunt evidente,
similare omului. Substratul acestui lucru pare a fi acela ci
acumularea initiald de produsi agresivi, cu declansarea stresului
oxidativ, sensibilizeazd hepatocitul la actiunea distructiva a
unor cantititi mici de saruri biliare, ceea ce explici evolutia
spre necroza si fibroza in ciuda normalizarii biochimice (1).

Sindromul colestatic este cunoscut acum ca fiind carac-
terizat de o crestere extraordinard a stress-ului oxidativ la
nivel hepatocitar, cu efecte nu numai hepatice, dar si
generale (2). Obstructia acutd si completd a cailor biliare
este urmatd de augmentarea peroxidarii lipidelor si reducerea
marcatd a glutationului, un antioxidant important, ceea ce
duce la cresterea cantititii de radicali liberi in celuld.
Modelul de distrugere celulard sugereazi medierea
fenomenelor de catre peroxynitrit. Ca si radical liber, NO
mediaza citotoxicitatea datoratd macrofagelor si neutrofilelor
activate in cadrul rispunsului inflamator sistemic (1).

Deoarece detectarea din probele biologice a radicalilor
liberi este dificila, se obisnueste ciutarea unor produsi
secundari ai proceselor de oxido-reducere caracteristice
stresului oxidativ. Radicalul oxid nitric NO este produs in
celuld sub actiunea unei enzime, iNOS (sintetaza inductibila
de oxid nitric). Nivelul de actiune al melatoninei este la
nivelul iNOS, pe care o inhiba in mod direct, dar si prin
reducerea expresiei genei care regleaza iNOS (11). Evaluarea
activitatii NO in celule se face prin masurarea valorilor NO2
si NO3 din omogenatele obtinute din ficat (1).

In majoritatea lucririlor studiate, administrarea melatoninei
se ficea sub forma de solutie injectatd intraperitoneal. Am
hotarat s administram produsul per os, pentru a putea vedea
daci sunt diferente ale efectelor asupra ficatului, avand in
vedere farmacocinetica si biodisponibilitatea diferitd, in functie
de calea de administrare. Doza pe care am preconizat-o a fost de
1 mg/kgclzi, fiind similard dozei dovedite a fi eficienta pe cale
injectabila (1).

Aditional am optat pentru cercetarea proprietatilor anti-
oxidante ale unui preparat folosit in medicina ayurvedica,
creditat cu efecte hepatoprotectoare - Tinospora cordifolia,
gasit in forma preparatelor comerciale sub numele de Guduchi.
Exista studii care au reusit si obiectiveze efecte antioxidante
ale acestei plante, firi si poati preciza mecanismele intime de
actiune (3,4,12). Doza per kilogram corp nu a putut fi
stabilita datorita faptului ca din produsul comercial s-a realizat
o infuzie, care a fost administrata in locul apei.

Din punct de vedere microscopic modificarile tisulare nu
sunt dramatic diferite de animalele netratate. Aspectele sunt
explicabile prin actiunea bruscd, violenta a ligaturii coledo-
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ciene, cu repercusiuni asupra unui ficat neprotejat in prealabil
prin nici un mecanism. In schimb, reactia ductali si gradul de
inflamatie periportala sunt mai reduse. Acest lucru ne facem s
credem cd, sub actiunea acestor substante, se produce o
reducere a produsilor de stres oxidativ si o imunomodulare la
nivel hepatic, cu scaderea rispunsului inflamator. Reactia de
proliferare ductali este un proces adaptativ si protector in
colestazi, reducerea ei poate s3 insemne resimtirea mai putin
agresivd, sub actiunea protectoare a melatoninei si
tinosporei, a colestazei.

Din punct de vedere al prezentirii a sindromelor de
hepatocitoliza si colestazd am remarcat o aseménare a curbe-
lor de evolutie cu animalele netratate in prima siptamans,
cand nu existd diferente semnificative intre valorile ASAT,
ALAT, Bb, FA la cele trei grupe. Dupi prima siptimana se
remarcd revenirea la valorile bazale a aproape tuturor
probelor biochimice la grupele melatonina si tinospora,
comparativ cu lotul martor. Avand in vedere modul de
comportament al enzimelor si bilirubinei la primul lot
studiat, se poate afirma cd administrarea de Melatonind si
tinospora la animalele cu icter colestatic induce
“normalizarea” probelor biochimice ale subiectilor cu doud
séptamani mai repede decat in modelul natural de evolutie.
Cu toate ca explicatia acestui tip de comportament la
sobolan nu poate fi explicat decat prin declansarea unor
mecanisme protectoare, rezultatele experimentului nostru
promoveazd ideea ci administrarea de substante anti-
oxidante au si un rol modulator al sistemelor adaptative
hepatice, prin stimularea activititii lor. Efectele melatoninei
si tinosporei cordifolia sunt mai evidente asupra enzimelor
de colestaza si a bilirubinei. M#surarea compusilor de stres
oxidativ a fost in corelatie cu datele obtinute din analiza
biochimiei si a morfopatologiei. Comparativ cu lotul martor,
la exemplarele tratate cu melatonind si tinospora cordifolia
cantitatea de NO2/gram de tesut a fost semnificativ mai
micd. Dupa primele 7 zile cantitatea de NO2/gr tesut este, in
medie, egald la grupele M si T, iar la 14 zile se observa
mentinerea valorilor de la o saptdmana.

Ultilizarea clinica a melatoninei pare sigura chiar la doze
de 100 de ori mai mari decat cele folosite in mod curent
pentru tratamentul insomniei (13). Pe aceste considerente a
debutat la Heidelberg, in 2008 un studiu care cerceteazi
efectele protectoare ale melatoninei in cazul pacientilor
umani cu rezectii hepatice majore, dar a carui rezultate nu au
fost inca publicate (14).

Concluzii

Avand in vedere multitudinea de studii experimentale care au
certificat efectul antioxidant si citoprotector al Melatoninei, dar
si al altor compusi fitofarmaceutici, se poate avea in vedere

administrarea acestora si la om, in conditiile in care efectele
secundare sunt minore iar potentialul periculos al supradozirii
nu a fost pus in evident.
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