
Rezumat 
Colestaza extrahepaticã este caracterizatã de declanæarea unui
stres oxidativ intens, soldat cu importante alterãri morfo-
funcåionale celulare. Acest studiu experimental are ca scop 
evaluarea efectului hepatoprotector al Melatoninei æi al 
extractului de Tinospora cordifolia în icterul colestatic indus
prin ligatura coledocului la æobolan. Am ales sã administrãm
cele douã substanåe per os, pentru a compara rezultatele cu cele
existente în restul experimentelor publicate, în care adminis-
trarea s-a fãcut sub formã injectabilã. Analiza datelor obåinute
în urma evaluãrii probelor histopatologice, a mãsurãtorilor 
cantitative biochimice æi de produæi de stres oxidativ au indicat
un efect hepatoprotector intens al celor doi compuæi.
Rezultatele obåinute recomandã utilizarea Melatoninei æi a
Tinospora cordifolia pentru combaterea stresului oxidativ în
colestaza extrahepaticã la om. 

Cuvinte cheie: icter colestatic, stress oxidativ, Melatoninã,
Tinospora cordifolia, oxid nitric

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

IntroducereIntroducere

Colestaza extrahepaticã este consecinåa unui proces obstructiv
sau compresiv pe cãile biliare intra æi extrahepatice. Ocluzia
completã a arborelui biliar duce la acumularea produæilor 
biliari în hepatocite, care vor induce exacerbarea unui stress
oxidativ, responsabil de alterarea funcåiilor æi structurii celulare
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(1). La bolnavul icteric, pânã la aplicarea unei metode de
drenaj biliar, se încearcã protejarea hepatocitului prin diverse
metode farmacologice. În practicã protejarea celulei hepatice
se face, în general, prin administrarea intravenos sau intramus-
cular a derivaåilor corticosteroizi (fosfat sodic de dexametasonã)
æi a preparatelor creditate cu efecte hepatoprotectoare (aspato-
fort). Studii experimentale pe æobolani au demonstrat eficienåa
melatoninei în ceea ce priveæte reducerea marcatã a stressului
oxidativ în celula hepaticã expusã acåiunii nocive a sãrurilor
biliare din colestazã sau a altor substanåe hepatotoxice (1,2).
De asemenea, se citeazã efecte similare ale unor extracte 
naturale de plante, cel mai frecvent în literaturã fiind întâlnitã
Tinospora cordifolia (3,4). În lucrãrile consultate, administrarea
melatoninei s-a efectuat pe cale injectabilã, sub formã de
soluåie slab alcoolicã (0,26%) (1). Scopul studiului nostru este
de a evalua efectele antioxidante ale Melatoninei æi preparatelor
de Tinospora cordifolia, administrate per os la æobolani cu
colestazã extrahepaticã indusã prin ligatura coledocului. 

Material æi Material æi MMetodãetodã

S-au folosit douã loturi de æobolani albi adulåi din rasa
Wistar, având greutatea de 200 grame, åinuåi în condiåii de
vivarium, la care s-a practicat ligatura canalului coledoc LC.

Ligatura coledocului: fiecare æobolan a fost anesteziat cu
un amestec de soluåie de Ketaminã 10% (vetased) æi xylazinã
bio 10% 0,3 ml amestec/200 g animal, injectat intramuscu-
lar. Pe abord median, se identificã æi se ligatureazã coledocul 
distal cu un fir nerezorbabil de mãtase, mãrimea 4-0.
Postoperator animalele au fost cazate în camera de carantinã
a biobazei. Primul lot de æobolani a fost considerat lotul de
urmãrire a efectelor colestazei. Astfel, fiecare individ a 
primit hranã æi apã în condiåii standard. S-a recoltat sânge
înainte de ligatura de coledoc æi apoi la 1-2-3-4 sãptãmâni,
dozându-se bilirubina totalã æi directã (Bb), fosfataza alcalinã
(FA), transaminazele (ASAT, ALAT). Dupã recoltare s-au
sacrificat câte 2 indivizi, în anestezie similarã celei de la
operaåie, urmatã de luxaåia-fracturã occipito-cervicalã. S-au
evaluat modificãrile macroscopice hepato-coledociene æi s-a
recoltat ficatul æi ductul coledoc pentru analiza morfopato-
logicã. S-au realizat lame cu coloraåie hematoxilin-eozinã,
tricrom Masson æi roæu de Siria. S-a analizat evoluåia 
probelor biologice æi a modificãrilor relevate de cãtre 
micros-copia opticã, apoi s-au fãcut corelaåii corelaåii ale
datelor recoltate. 

Al doilea lot de æobolani cu LC, destinat studiului 
comparativ, a fost divizat în trei grupe. Prima grupã a 
constituit-o sublotul martor, care a primit hranã æi apã în
condiåii standard æi a fost notatã ca grupa L (ligaturã). A doua
grupã a primit hranã standard iar aportul lichidian a fost
reprezentat de o soluåie apoasã de Melatoninã, fiind notatã ca
grupa M (melatoninã). Doza de Melatoninã calculatã a fost de 1
mg/kgc/zi. A treia grupã a primit hranã standard, iar lichidele
au fost asigurate prin infuzie de Tinospora cordifolia, obåinut din
preparatul comercial Guduchi æi a fost notatã ca grupa T
(Tinospora). Recoltãrile de sânge æi åesut hepatic s-au fãcut

înainte de ligaturã æi apoi la 1 æi 2 sãptãmâni, apoi s-au realizat
studiile biochimice æi de microscopie opticã. La fiecare 
sacrificare, æobolanilor li s-au recoltat fragmente de ficat pentru
determinarea produæilor de stress oxidativ. Aceasta s-a efectuat
prin determinarea cantitãåii de azotit NO2 prin spectro-
fotometrie, exprimarea rezultatelor fãcându-se prin cantitate de
NO2/gram de åesut hepatic. Probele congelate la -80°C au fost
suspendate in 10 ml apa demineralizatã æi apoi omogenizate
timp de 3 minute cu sonda de ultrasunete, astfel încât sã nu se
depãæeascã 40°C în probã. Reziduul solid s-a ândepãrtat prin
centrifugare în 2 etape, la -4°C: 30 min la 15000 rotaåii/minut
apoi 30 min la 20000 rotaåii/minut. S-au obåinut soluåii 
colorate, care au fost analizate. S-a determinat curba de 
calibrare din soluåie stoc de NaNO2 1 mM în apã deminerali-
zatã, apoi diluåii succesive cu apã demineralizatã pânã la 
concentraåii în domeniul 1-100 μM, determinarea absorbanåei
la 550 nm faåã de reactivul Griess în cuve de 3 ml în care se
pun câte 300 μL soluåie de analizat, 100 μL reactiv Griess şi
2600 μL apã demineralizatã (blank-ul cu 100 μL reactiv Griess
şi 2900 μL apã), folosind un aparat UV-VIS Agilent 8453, la
cca 24 ºC. Deproteinizarea homogenatelor s-a fãcut cu reactiv
Somogyi. Experimentul a fost aprobat de cãtre Comisia de
Eticã a UMF “Iuliu Haåieganu” Cluj-Napoca.

Rezultate Rezultate 

Lotul de urmãrire

Evoluåia postligaturã a fost bunã, æobolanii æi-au reluat 
consumul de apã din ziua intervenåiei æi cel de alimente a doua
zi. La necropsii s-a observat creæterea dramaticã a diametrului
coledocului deasupra ligaturii, dimensiunile interne ale 
acestuia evoluând de la 0,2-0,5 mm preoperator, pânã la 5-7
mm în sãptãmâna a treia, ulterior scâzând puåin. Ficatul  æi-a
pãstrat aspectul, nu s-au evidenåiat modificãrile colestatice 
similare ficatului uman. Microscopia opticã descrie cronologic
evoluåia histologicã, caracterizatã în primul rând de reacåia 
ductalã, adicã proliferarea masivã a celulelor epiteliale biliare
(colangiocite), cu creşterea numãrului de canalicule biliare,
funcåionale æi nefuncåionale; piecemeal necrosis æi instalarea la
nivelul spaåiilor Kiernan a unui infiltrat inflamator dominat de
polimorfonucleare şi limfocite. Modificãrile apar din prima 
sãptãmânã postligaturã, sunt maxime la 2 æi 3 sãptãmâni, apoi
la 4 sãptãmâni sãptãmâni am constatat o diminuare a reacåiei
ductale, apãrând în schimb o proliferare de celule mezenchi-
male la nivel periportal (tranziåie epitelial-mezenchimalã?), 
consecutiv apãrând expansiuni fibroase la nivelul spaåiilor
porto-biliare. Åesutul hepatic apare rarefiat, în anumite zone
hepatocitele suferã distrofie sub acåiunea toxicã a bilei –
“Feathery degeneration”. Infiltratul inflamator de la nivelul
spaåiilor porto-biliare este mai puåin abundent (Fig. 1).
Evaluarea valorilor Bb, FA, ASAT, ALAT a indicat un model
în care se produce o creætere accentuatã a acestora, cu un
maxim la 2 sãptãmâni de la ligaturã, urmatã de scãderea 
valorilor biochimice spre valorile bazale la 4 sãptãmâni (Fig. 2,
Fig. 3). 
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Lotul de studiu comparativ

Modificãrile histopatologice ale æobolanilor trataåi cu 
Melatoninã constau într-o reacåie ductalã marcatã, dar mai
redusã decât la grupa L æi o reducere a gradului inflamaåiei
(Fig. 4). Se observã necrozã de tip piecemeal moderatã. La
acest lot nu au fost observate leziuni de fibrozã hepaticã.
Grupa de æobolani trataåi cu infuzie de tinospora cordifolia
prezintã o proliferare anarhicã de celule epiteliale 
biliare, cu creşterea numãrului de canalicule. La nivelul
parenchimului am întâlnit rare focare de necrozã de 
coagulare însoåite de infiltrat inflamator cu marofage şi 

neutrofile. Necroza de tip piecemeal a avut o intensitate
uşoarã. La nivelul spaåiilor porto-biliare pe lângã creşterea
numãrului de canalicule se constatã prezenåa unui infiltrat
inflamator dominat de mononucleare. Mãsurarea enzimelor
hepatice a relevat evoluåii diferite a grupelor M æi T 
comparativ cu grupa martor L. În cazul grupei L se constatã
evoluåia similarã lotului de urmãrire cercetat anterior.
Enzimele grupelor M æi T cresc la valori apropiate celor din
grupa L la 1 sãptãmânã, apoi descresc marcat, valorile 
bilirubinei ajungând la nivel bazal dupã numai 2 sãptãmâni
de la ligaturã (Fig. 5, 6). Modul de manifestare a probelor 
biologice în cadrul indivizilor trataåi cu melatoninã æi

Figura 1. Spaåiu porto-biliar
cu reacåie ductalã æi
infiltrat inflamator
la 1 (A), 2 (B) æi 3
(C) sãptãmâni de la
ligaturã. Feathery
degeneration la 4
sãptãmâni (D). HE x200

Figura 2. Modelul de evoluåie al ASAT, ALAT, FA la æobolanii cu
ligaturã experimentalã de coledoc (cifrele reprezintã
valoarea medie în lot la momentul determinãrii)

Figura 3. Modelul de evoluåie al BbT æi BbD FA la æobolanii cu
ligaturã experimentalã de coledoc (cifrele reprezintã
valoarea medie în lot la momentul determinãrii)
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Figura 4. Spaåiu porto-biliar cu
reacåie ductalã æi 
infiltrat inflamator la
ficatul tratat cu 
melatoninã (A la 1 
sãptãmânã, B la 2 
sãptãmâni) æi tinospora
cordifolia (C la 1 
sãptãmânã, Dla 2 
sãptãmâni) . HE x200

Figura 5. Evoluåia comparativã a Bb în cadrul celor trei loturi
(L - ligaturã simplã, M - melatoninã, T - tinospora)
(cifrele reprezintã valoarea medie în lot la momentul
determinãrii)

Figura 6. Evoluåia comparativã a FA în cadrul celor trei loturi
(L - ligaturã simplã, M - melatoninã, T - tinospora)
(cifrele reprezintã valoarea medie în lot la momentul
determinãrii)
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tinospora cordifolia indicã revenirea la nivelul bazal cu 2 
sãptãmâni mai repede a valorilor enzimatice. Pentru studiul
produæilor de stres oxidativ, dupã obåinerea curbelor de 
calibrare, s-au fãcut mãsurãtori la 1 æi 2 sãptãmâni, 
calculându-se cantitatea de NO2 per gram de åesut æi s-a
raportat la martor, adicã æobolanii din grupa L. Reprezen-
tarea graficã a rezultatelor este intens sugestivã pentru
diminuarea producåiei de NO în grupele tratate cu M æi T 
(Fig. 7). 

DiscuåiiDiscuåii

Întreruperea fluxului biliar are repercusiuni la nivelul com-
plexului sinusoido-hepatocito-canalicular, care se manifestã
prin alterarea transportului vectorial prin celula hepaticã, 
disiparea gradientului osmotic între spaåiul sinusoidal æi cel
canalicular, refluxul produæilor biliari în sânge. Acizii biliari
prezintã o toxicitate crescutã asupra celulei hepatice, de aceea
ei nu au un nivel maximal de transport, producåia lor 
inhibându-se pe mãsurã ce se acumuleazã în celulã (5,6).



Prezenåa acestora declanæeazã procese complexe de stress oxida-
tiv, responsabile în bunã parte de alterãrile morfofuncåionale.
Modelul experimental al colestazei extrahepatice prin ligatura
de coledoc la æobolan este cel mai întâlnit, datoritã disponi-
bilitãåii æi uæurinåei de realizare (7). Scopul studiului nostru a
fost acela de a creiona modificãrile apãrute la nivelul paren-
chimului hepatic æi al cãilor biliare, precum æi evaluarea unor
metode de protecåie hepatocitarã. Din punct de vedere 
morfopatologic, modificãrile ce apar la nivelul cãilor biliare
extrahepatice æi a parenchimului hepatic sunt asemãnãtoare
celor descrise la om, dar diferã comportamentul enzimelor
mãsurate, care e similar modelului uman în primele douã 
sãptãmâni, ca ulterior sã fie complet diferit. 

Proliferarea ductalã este însoåitã de inflamaåie şi de fibrozã,
aspect cunoscut sub denumirea de “reacåie ductalã” æi este o
caracteristicã a colestazei. Rolul reacåiei ductale nu este pe
deplin elucidatã. Ductele proliferate pot avea rol de bypass în
drenajul bilei, în boli în care canaliculele biliare interlobulare
sunt distruse, cum ar fi ciroza biliarã primarã. De asemenea,
celulele epiteliale ductale reabsorb acizii biliari, protejând 
astfel hepatocitele de efectele nocive ale supraîncãrcãrii cu
acizi biliari (8). Reacåia ductalã şi reacåia inflamatoare consecu-
tivã joacã un rol important în procesele de fibroplazie portalã
şi periportalã. Epiteliul ductal secretã o serie de substanåe 
biologic active, citokine şi chemokine (TNF α, IL-6, IL-8, NO
etc.) cu un potenåial rol în reacåia inflamatoare şi fibrogenezã.
Fibroplazia se datoreazã de asemenea şi stimulãrii celulelor
mezenchimale. Ductele biliare reactive exprimã factori de
creştere (HGF, CTGF, TGF-β2, PDGF) care activeazã celulele
mezenchimale şi producåia de matrice extracelularã (8,9).

Urmãrirea probelor biochimice hepatice au indicat un 
comportament interesant al acestora, curbele obåinute 
demonstreazã un vârf al acestora la 7 zile de la ligaturã, cu o
scãderea uæoarã la 14 zile, apoi cu o scãdere mai accentuatã,
apropiindu-se de valorile iniåiale dupã 21 de zile de icter colesta-
tic, în ciuda persistenåei ocluziei coledociene. Studii anterioare
pe rozãtoare au demonstrat existenåa unui mecanism adaptativ

la colestaza extrahepaticã, prin dezvoltarea unor cãi alternative
de detoxifiere æi eliminare a produæilor cu potenåial periculos
pentru hepatocit, cum sunt canalicule bazolaterale, creæterea
excreåiei urinare a sãrurilor biliare solubilizate (10), astfel cã pe
probele recoltate dupã ligatura coledocianã nu s-au evidenåiat
existenåa sãrurilor biliare în celulã. Deoarece aceste mecanisme
sunt necaracteristice omului, modelul experimental nu este
superpozabil în întregime cu situaåia din cadrul icterului
mecanic la om (1). 

Cu toatã aparenta absenåã a pigmenåilor æi sãrurilor din
celulã, leziunile specifice colestazei apar æi sunt evidente, 
similare omului. Substratul acestui lucru pare a fi acela cã 
acumularea iniåialã de produæi agresivi, cu declanæarea stresului
oxidativ, sensibilizeazã hepatocitul la acåiunea distructivã a
unor cantitãåi mici de sãruri biliare, ceea ce explicã evoluåia
spre necrozã æi fibrozã în ciuda normalizãrii biochimice (1). 

Sindromul colestatic este cunoscut acum ca fiind carac-
terizat de o creætere extraordinarã a stress-ului oxidativ la
nivel hepatocitar, cu efecte nu numai hepatice, dar æi 
generale (2). Obstrucåia acutã æi completã a cãilor biliare
este urmatã de augmentarea peroxidãrii lipidelor æi reducerea
marcatã a glutationului, un antioxidant important, ceea ce
duce la creæterea cantitãåii de radicali liberi în celulã.
Modelul de distrugere celularã sugereazã medierea
fenomenelor de cãtre peroxynitrit. Ca æi radical liber, NO
mediazã citotoxicitatea datoratã macrofagelor æi neutrofilelor
activate în cadrul rãspunsului inflamator sistemic (1). 

Deoarece detectarea din probele biologice a radicalilor
liberi este dificilã, se obiænueæte cãutarea unor produæi 
secundari ai proceselor de oxido-reducere caracteristice 
stresului oxidativ. Radicalul oxid nitric NO este produs în
celulã sub acåiunea unei enzime, iNOS (sintetaza inductibilã
de oxid nitric). Nivelul de acåiune al melatoninei este la
nivelul iNOS, pe care o inhibã în mod direct, dar æi prin 
reducerea expresiei genei care regleazã iNOS (11). Evaluarea
activitãåii NO în celule se face prin mãsurarea valorilor NO2

æi NO3 din omogenatele obåinute din ficat (1). 
În majoritatea lucrãrilor studiate, administrarea melatoninei

se fãcea sub formã de soluåie injectatã intraperitoneal. Am
hotãrât sã administrãm produsul per os, pentru a putea vedea
dacã sunt diferenåe ale efectelor asupra ficatului, având în
vedere farmacocinetica æi biodisponibilitatea diferitã, în funcåie
de calea de administrare. Doza pe care am preconizat-o a fost de
1 mg/kgc/zi, fiind similarã dozei dovedite a fi eficientã pe cale
injectabilã (1).

Adiåional am optat pentru cercetarea proprietãåilor anti-
oxidante ale unui preparat folosit în medicina ayurvedicã, 
creditat cu efecte hepatoprotectoare - Tinospora cordifolia,
gãsit în forma preparatelor comerciale sub numele de Guduchi.
Existã studii care au reuæit sã obiectiveze efecte antioxidante
ale acestei plante, fãrã sã poatã preciza mecanismele intime de
acåiune (3,4,12). Doza per kilogram corp nu a putut fi 
stabilitã datoritã faptului cã din produsul comercial s-a realizat
o infuzie, care a fost administratã în locul apei. 

Din punct de vedere microscopic modificãrile tisulare nu
sunt dramatic diferite de animalele netratate. Aspectele sunt
explicabile prin acåiunea bruscã, violentã a ligaturii coledo-

Figura 7. Producåia de NO în ficatul de æobolan la 1 (A) æi 2 (B)
sãptãmâni dupã ligatura de coledoc, raportat la martor
(cifrele reprezintã valoarea medie în lot la momentul
determinãrii)
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ciene, cu repercusiuni asupra unui ficat neprotejat în prealabil
prin nici un mecanism. În schimb, reacåia ductalã æi gradul de
inflamaåie periportalã sunt mai reduse. Acest lucru ne facem sã
credem cã, sub acåiunea acestor substanåe, se produce o 
reducere a produæilor de stres oxidativ æi o imunomodulare la
nivel hepatic, cu scãderea rãspunsului inflamator. Reacåia de
proliferare ductalã este un proces adaptativ æi protector în
colestazã, reducerea ei poate sã însemne resimåirea mai puåin
agresivã, sub acåiunea protectoare a melatoninei æi
tinosporei, a colestazei. 

Din punct de vedere al prezentãrii a sindromelor de
hepatocitolizã æi colestazã am remarcat o asemãnare a curbe-
lor de evoluåie cu animalele netratate în prima sãptãmânã,
când nu existã diferenåe semnificative între valorile ASAT,
ALAT, Bb, FA la cele trei grupe. Dupã prima sãptãmânã se
remarcã revenirea la valorile bazale a aproape tuturor 
probelor biochimice la grupele melatoninã æi tinospora,
comparativ cu lotul martor. Având în vedere modul de 
comportament al enzimelor æi bilirubinei la primul lot 
studiat, se poate afirma cã administrarea de Melatoninã æi
tinospora la animalele cu icter colestatic induce 
“normalizarea” probelor biochimice ale subiecåilor cu douã 
sãptãmâni mai repede decât în modelul natural de evoluåie.
Cu toate cã explicaåia acestui tip de comportament la
æobolan nu poate fi explicat decât prin declanæarea unor
mecanisme protectoare, rezultatele experimentului nostru
promoveazã ideea cã administrarea de substanåe anti-
oxidante au æi un rol modulator al sistemelor adaptative
hepatice, prin stimularea activitãåii lor. Efectele melatoninei
æi tinosporei cordifolia sunt mai evidente asupra enzimelor
de colestazã æi a bilirubinei. Mãsurarea compuæilor de stres
oxidativ a fost în corelaåie cu datele obåinute din analiza
biochimiei æi a morfopatologiei. Comparativ cu lotul martor,
la exemplarele tratate cu melatoninã æi tinospora cordifolia
cantitatea de NO2/gram de åesut a fost semnificativ mai
micã. Dupã primele 7 zile cantitatea de NO2/gr åesut este, în
medie, egalã la grupele M æi T, iar la 14 zile se observã
menåinerea valorilor de la o sãptãmânã. 

Utilizarea clinicã a melatoninei pare sigurã chiar la doze
de 100 de ori mai mari decât cele folosite în mod curent 
pentru tratamentul insomniei (13). Pe aceste considerente a
debutat la Heidelberg, în 2008 un studiu care cerceteazã
efectele protectoare ale melatoninei în cazul pacienåilor
umani cu rezecåii hepatice majore, dar a cãrui rezultate nu au
fost încã publicate (14).

ConcluziiConcluzii

Având în vedere multitudinea de studii experimentale care au
certificat efectul antioxidant æi citoprotector al Melatoninei, dar
æi al altor compuæi fitofarmaceutici, se poate avea în vedere

administrarea acestora æi la om, în condiåiile în care efectele
secundare sunt minore iar potenåialul periculos al supradozãrii
nu a fost pus în evidenåã. 
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