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RESUMO

A ocorréncia de lesdo hepatica induzida por drogas representa um problema de
salude crescente e um desafio para os médicos, 6rgados reguladores e a industria
farmacéutica, ndo s6 devido a sua potencial gravidade, mas também porgue muitas
vezes é diagnosticada de forma imprecisa, e outras vezes ndo sao declaradas.
Estudos sobre o metabolismo de drogas, juntamente com avaliagbes patoldgicas e
histoldgicas, fornecem conjuntos de dados importantes para ajudar a compreender
mecanismos subjacentes a hepatotoxicidade da droga. Neste estudo avaliamos a
participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e do estresse oxidativo, bem
como o envolvimento da sinalizagcdo intracelular relacionada ao processo de
apoptose, através da ativacdo de membros da familia Bcl-2 (Bcl-2 e Bax) e da
familia das MAPKs (p-ERK1/2), na hepatotoxicidade induzida por tioacetamida
(TAA). Ratos machos Wistar foram divididos em 4 grupos experimentais: CO
(controle); CO + Q (controle + quercetina); TAA (tioacetamida) e TAA + Q
(tioacetamida + quercetina). Nos grupos que receberam TAA, administrou-se duas
doses de 350 mg/Kg de TAA em ratos, em intervalo de 8 horas e, 2 horas apés a
segunda dose, iniciou-se o tratamento com quercetina (50 mg/Kg). Os grupos
tratados com quercetina receberam o flavondide intraperitonealmente por 4 dias,
guando os animais foram mortos para analises de enzimas séricas (AST e ALT) e
analises morfolégicas, bioquimicas e moleculares de amostras de figado. Os grupos
gue receberam TAA mostraram um aumento significativo nas aminotransferases
séricas acompanhado de alteracdes morfoldgicas, com presenca de necrose
perivenular em absorcao, infiltrado inflamatério com linfécitos e macrofagos e
eventuais células gigantes multinucleadas. Além disso, estes animais apresentaram
aumento da lipoperoxidacédo e dos metabdlitos de 6xido nitrico (nitritos e nitratos) no
figado, com alteracBes na atividade das enzimas antioxidantes e na expressdo das
enzimas na apoptose das células hepaticas, Bax, Bcl-2 e pERK1/2. O tratamento
com quercetina por 4 dias mostrou niveis séricos significativamente reduzidos de
AST e ALT, e as alteracbes morfoldégicas foram amplamente prevenidas. A
administracdo de quercetina mostrou também uma reducdo da lipoperoxidagcéo
hepatica, bem como dos niveis de metabdlitos de éxido nitrico. Também observou-
se retorno no equilibrio das defesas antioxidantes e aumento das enzimas
antiapoptoticas em relacéo as pré-apoptoéticas. Os resultados obtidos sugerem efeito
protetor da quercetina em ratos com lesao hepética induzida por TAA.



ABSTRACT

Drug-induced liver injury is an increasing health problem and a challenge for
physicians, regulatory bodies and the pharmaceutical industry, not only because of
its potential severity and elusive pathogenesis but also because it is often
inaccurately diagnosed, commonly missed entirely and more often not reported. Drug
metabolism studies, together with pathologic and histologic evaluation, provide
critical data sets to help understand mechanisms underlying drug-related
hepatotoxicity. We evaluated the involvement of reactive oxygen species (ROS) and
oxidative stress, as well as the intracellular apoptosis via activation of the Bcl-2 (Bcl-2
and Bax) and MAPK (p-ERK 1/2) signaling pathway on the thioacetamide (TAA)-
induced hepatotoxicity. Male Wistar rats were divided into four groups: CO (control),
CO + Q (control + quercetin), TAA (thioacetamide) and TAA + Q (thioacetamide +
quercetin). TAA group was administered intraperitoneally (i.p.) two doses of TAA
(350 mg / kg) in the range of 8 hours, while TAA + Q group was administered i.p.
quercetin (50 mg / kg), 2h after administration of thioacetamide (50 mg / kg). This
group received flavonoid quercetin during 4 days, when animals were killed for
analysis of serum enzymes (AST and ALT) and morphological, biochemical and
molecular study of liver samples. The group receiving TAA showed a significant
increase in serum aminotransferases accompanied by morphological changes, with
extensive necrosis and inflammatory infiltration, mainly in the centrilobular region and
portal tract. Moreover, these animals showed increased lipid peroxidation and nitric
oxide metabolites (nitrites and nitrates) in the liver and changes in antioxidant
enzyme activity, as wel as expression of apoptotic enzymes in the liver cells (Bax,
Bcl-2 and pERK1 / 2). After 4 days treatment with quercetin, rats showed significantly
reduced AST and ALT serum levels, with the morphological changes largely
prevented. The administration of quercetin also showed a reduction of lipid
peroxidation and in the levels of nitric oxide metabolites. It was observed a balance
between antioxidant defense systems and production of ROS and increased ratio of
anti- versus pro-apoptotic enzymes. The results suggest a protective effect of
quercetin in rats with TAA-induced liver disease.
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APRESENTACAO

Esta tese compde-se de um experimento que utiliza o0 modelo de toxicidade
hepética, desenvolvido a partir de duas inje¢des intraperitoneais do hepatotdxico
Tioacetamida. Avaliou-se o papel do flavondide quercetina sobre o figado dos
animais com lesdo hepatica induzida por Tioacetamida com o objetivo de verificar

seus efeitos sobre a toxicidade da droga.
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INTRODUCAO

O figado desempenha muitas funcdes vitais. Ele é essencial na regulacao do
metabolismo, na sintese de proteinas e de outras moléculas, no armazenamento de
proteinas e de ferro, na degradacéo dos horménios e na inativacdo e excrecdo de
drogas e de toxinas (BERNE et al., 2004).

Localizado como um filtro entre o sistema digestivo e o resto do organismo, o
figado recebe diariamente um fluxo de nutrientes e de substancias potencialmente
toxicas, que chegam ao 6rgdo pela circulacdo sanguinea. Além do sangue arterial,
rico em oxigénio, que chega ao figado pela artéria hepatica, o figado recebe a maior
parte do seu sangue por uma segunda via: a veia porta. Através da veia porta, 0
sangue proveniente do intestino, baco e pancreas chega ao figado e, depois de
passar pelos sinusodides hepaticos, escoa para as veias hepaticas e volta a
circulacao sistémica pela veia cava (GUYTON; HALL, 1996).

O frequente envolvimento do figado na toxicidade induzida por drogas se
deve a sua localizagcdo anatébmica (o figado é a principal porta de entrada para as
drogas ingeridas) e as suas funcdes fisiologicas e bioquimicas, em funcdo da
abundancia de enzimas do metabolismo (OSTAPOWICZ et al., 2002; LEE, 2003a).

A lesdo hepdtica grave induzida por drogas, levando a insuficiéncia hepatica,
transplante ou a morte € um evento raro. Na maior parte dos casos, o dano €&
imprevisivel e sua patogénese ainda pouco compreendida. No entanto, representa
um importante problema de saude, pois, embora a incidéncia de lesdo hepética
induzida por drogas idiossincrasica com medicamentos aprovados e em doses
terapéuticas seja relativamente baixa e estimada em 1 por 10.000 a 1 por 100.000
pacientes tratados, cada sétimo caso de insuficiéncia hepética aguda se deve a uma
reacao adversa ao medicamento; e a doencga hepatica induzida por drogas tornou-se
a principal causa de transplante hepatico super-urgente (DE ABAJO, et al., 2004;
CHALASANI et al., 2008; BELL, CHALASANI, 2009).

A hepatotoxicidade induzida por drogas € também o0 mais comum evento
adverso que interrompe o desenvolvimento de um novo medicamento ou leva a
retirada de medicamentos autorizados do mercado. Devido a baixa incidéncia de
doenca hepética induzida por drogas, o potencial hepatotoxico de uma droga

normalmente ndo € reconhecido durante os ensaios de pré-comercializacéo, e soO se
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manifesta depois de a droga ter sido comercializada e utilizada por muito mais
pacientes do que os incluidos em ensaios clinicos (LASSER et al., 2002; TEMPLE,
HIMMEL, 2002). Mais de 1000 medicamentos e produtos fitoterapicos tém sido
associados com a hepatotoxicidade idiossincrasica (BJOUR et al., 2004; STICKEL et
al., 2005).

A idiossincrasia refere-se a diferencas inter-individuais na resposta aos
estimulos, devido a fatores genéticos e ambientais. Nem todos os pacientes tratados
respondem a uma droga em particular e somente uma fracdo desenvolve efeitos
adversos graves. “ldiossincrasico” ndo implica que seja independente da dose
tampouco significa necessariamente raro, mas isso indica uma reacao que pode nao
ser vista regularmente (STIRNIMANN et al., 2010).

Atualmente, estudos na area da genética e da toxicologia tém proporcionado
nova compreensdao da hepatotoxicidade das drogas. No entanto, as complexas
interacdes das hepatotoxinas com os fatores de risco genéticos e ambientais
responsaveis pelo aparecimento das lesGes toxicas ainda precisam ser elucidadas.
A identificacdo de novos fatores de risco e uma melhor compreensdo dos
mecanismos patogenéticos certamente implicardo melhorias na assisténcia medica
e na evolucdo farmacéutica no futuro proximo. Assim, a melhor compreensdo dos
mecanismos que contribuem para o dano hepatico induzido por drogas pode levar

ao desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ESTRUTURA E LOCALIZACAO DO FiGADO

O figado é o maior 6rgéo visceral do corpo e esta principalmente localizado
no quadrante abdominal superior direito e na regiao epigastrica, estendendo-se para
0 quadrante abdominal superior esquerdo (Figura 1). Anatomicamente, € dividido em
lobos direito e esquerdo por fossas para a vesicula biliar e a veia cava inferior. O
suprimento arterial para o figado inclui a artéria hepatica direita, a partir da artéria
hepatica prépria (um ramo da artéria hepatica comum a partir do tronco celiaco; e a
artéria hepética esquerda, a partir da artéria hepética prépria (um ramo da artéria
hepatica comum a partir do tronco celiaco) (MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

Lébulo direito Lébulo esquerdo
1 1

Figado Veia hepdtica

W

f | Veia centro L
| Ramificagao
do ducto biliar
Ramificagao
daveia

|/ Ducto
u: biliar
Veia porta
Artéria hepatica ]
Vesicula biliar b P 2 oA AR ,f-3 Capilares biliares

Duodeno

Figura 1 — Localizacéo do figado, esquema da circulagdo hepética e estrutura lobular.
Fonte: http://library.thinkquest.org/28807/data/excr21.htm; acesso em 1/dez/2010.

A drenagem venosa de bacgo, pancreas, vesicula biliar e parte abdominal do
trato gastrointestinal, com excecdo da parte inferior do reto, ocorre através do
sistema portal de veias, que distribui 0 sangue a partir dessas estruturas para o
figado. Depois que o0 sangue passa através dos sinusoides hepaticos, ele atravessa

progressivamente as veias maiores, até entrar nas veias hepéaticas, que retornam o


http://library.thinkquest.org/28807/data/excr21.htm
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sangue venoso para a veia cava inferior imediatamente abaixo do diafragama
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

O figado € um 6rgéo de imensa complexidade, essencial para a sobrevivéncia
do homem. Nenhum outro 6rgdo pode compensar a sua multiplicidade de funcgdes.
Vérios tipos de células fenotipicamente distintas compdem o figado (Figura 2). A
célula hepética predominante é o hepatdcito, uma célula epitelial responsavel por
regular o metabolismo intermediario, desintoxicar endo e xenobidticos, sintetizar
proteinas e lipideos, além de produzir e excretar a bile. O outro tipo de célula do
figado é o colangiécito, célula epitelial dos dutos biliares que modula o fluxo biliar
(SIRICA et al., 2008).

Os hepatdcitos encontram-se rodeados de capilares sinuséides e de vasos
linfaticos. Isto faz com que o sangue flua livremente para as células e que os
produtos celulares secretados no espacgo perisinusoidal de Disse possam ser
liberados de volta no sangue ou nos vasos linfaticos. As células de Kupffer sédo
macrofagos fixos nas membranas dos sinusoéides e podem ser encontradas em todo
o figado. A medida que o sangue vai atravessando o figado, os eritrocitos
envelhecidos ou danificados séo fagocitados pelas células de Kupffer. Os
hepatocitos metabolizam horménios e drogas e removem o “lixo”, detoxificando o
sangue. Os hepatdcitos produzem também a bile e eletrélitos que drenam nos
canaliculos biliares, os quais levam ao ducto biliar (MATTOS; DANTAS-CORREA,
2010).

Acino hepatico

Sinusdide Veia centro
Ramo septal

Célula de Kupffer

Canaliculos
biliares

Luz sinusoidal Espaco de Disse

Canaliculo Célulade

: |bi|iar Kupffer

Hepatdcito .|>

Rémp da
artéria
hepatica

Ramo da

Ducto biliar Célula

veia Célula H Célula
endotelial com t5
porta estrelada fenestras dendritica

Figura 2 — Estrutura tridimensional do I6bulo hepatico, formado por células hepaticas (hepatdcitos)
agrupadas em torno de uma veia central
Fonte: Adams e Eksteen, 2006.
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Em condicdes normais, o figado contém aproximadamente 400 mL de
sangue, o0 que representa cerca de 8% do volume total do sangue. Isso ilustra o
aspecto de reserva de sangue do figado. Dois fatores criticos para o funcionamento
adequado do sistema sdo os fatos de a pressao sanguinea no figado ser muito
baixa, aproximadamente 1 mmHg, e de ndo haver obstru¢éo do fluxo sanguineo nos
sinusoides hepaticos. Isso permite que o sangue flua livremente através do figado e
fora dele para dentro da veia porta (Figura 2). Se houver obstru¢cdo do fluxo no
figado (cirrose, hepatite, toxicidade) ou aumento da pressdo venosa hepatica
(insuficiéncia cardiaca congestiva), 0 sangue retorna e a pressdo sobe, causando
hipertens&o portal (MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

1.2 BIOTRANSFORMACAO DE XENOBIOTICOS

A principal funcéo do figado é a biotransformacao de substancias ndo-polares
em compostos polares que podem ser facilmente excretados através da bile ou na
urina. Nas reacgdes de conjugacao, a ligacao da glutationa, glucuronato, ou sulfato a
metabdlitos toxicos produz substancias ndo-téxicas que podem ser excretadas na
urina ou bile. Estoques inadequados destas moléculas podem comprometer uma
desintoxicacao eficaz de metabdlitos reativos (WILLIAMS et al., 2002).

O frequente envolvimento do figado na toxicidade induzida por drogas se
deve a sua localizacao anatémica (o figado é a principal porta de entrada para as
drogas ingeridas) e as suas funcdes fisioldgicas e bioquimicas, em funcédo da
abundéancia de enzimas por ele metabolizadas (GRATTAGLIANO et al., 2009).
Normalmente, o metabolismo das drogas ocorre em duas fases: Fase | e Fase II.

1.2.1 Biotransformacé&o de xenobioticos — Fase |

A Fase | da biotransformacao € a via oxidativa na qual o composto € oxidado
a uma substancia mais polar. As enzimas de fase | catalisam reacdes que

geralmente resultam na introducéo de um grupo funcional na molécula de substrato.
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Enzimas envolvidas nas reacdes de fase | sdo: monooxigenases do citocromo P450
(ou somente P450), monooxigenases dependentes da flavina (FMOs), monoamina
oxidases (MAOQOs), esterases, amidases, desidrogenases, isomerases e hidrolases
(SCHROER et al., 2010).

As citocromo P450 monooxigenases desempenham o papel mais importante
no metabolismo de drogas humano, uma vez que cerca de 75% do metabolismo da
droga € mediado pelas enzimas do citocromo P450 (GUENGERICH, 2006). O termo
citocromo P450 engloba um grupo de hemeproteinas que, quando reduzidas e
complexadas com monéxido de carbono, exibem um pico de absorcédo de luz em
450 nm (OMURA; SATO, 1964).

Em eucariotos, ocorrem varias isoformas do citocromo P450, que se
apresentam ligadas a membrana mitocondrial ou, em sua maioria, ao reticulo
endoplasmatico. O sistema enzimatico P450 humano consiste em um grande
namero de enzimas diferentes que demonstram variacdo individual em sua
atividade, e que séo suscetiveis a inducédo e inibicdo por uma série de compostos.
Isso resulta em interaces medicamentosas diversas e em um maior risco de leséo
hepética induzida por diferentes drogas (GOEPTAR et al., 1995).

Na fase |, portanto, h& processos de oxidacéo, reducao ou hidrélise. Em geral,
os farmacos circulam ligados as proteinas e muitos sdo absorvidos apenas em
parte, ndo atingindo integralmente a circulagdo sanguinea, sendo removidos

principalmente em sua passagem inicial pelo figado (FARRELL, 1994).

1.2.2 Biotransformacéao de xenobidticos — Fase Il

O processo acima referido € seguido pelas reacdes de Fase Il que, em geral,
sdo reagOes conjugativas e resultam na formagdo de compostos sollveis, que sao
mais rapidamente excretados (GRAHAM; PETERSON, 1999; WERCK-REICHHART;
FEYEREISEN, 2001). Ocorre a conjugacdo dos metabdlitos ou da prépria
substancia com aminoacidos, sulfatos, grupos metilicos e com o acido glicurénico.
Alguns farmacos sé utilizam essa fase sendo conjugados diretamente (PESSAYRE,
1995).
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As reacdes de biotransformacdo geralmente seguem o processo de
detoxificagdo, resultando em metabdlitos inativos (WILLIAMS et al, 2002).No
entanto, muitos intermediarios das drogas gerados durante o metabolismo séo
altamente reativos e toxicos, podendo causar hepatotoxicidade (PARK et al., 2005).

Varios fatores podem influenciar a resposta das células a um insulto toxico, e
a extensdo do dano resulta da intervencdo de fatores celulares intrinsecos e
extrinsecos (PESSAYRE; LARREY, 1988). Fatores genéticos: cada enzima do
sistema P450 tem um local de adesado ao substrato que lhe € especifico, e a eficacia
da metabolizagdo das drogas é influenciada por variagdes genéticas. 1sso justifica a
variagdo metabolica individual, como ocorre com a isoniazida e 0s contraceptivos
orais (ZIMMERMAN, 1999).

Interacbes medicamentosas: a atividade do P450 € alterada com o0 uso
concomitante de drogas que competem entre si em uma mesma ligacado enzimatica,
de modo que aqueles com menor afinidade tém metabolizagdo mais lenta,
aumentando a hepatotoxicidade. O uso crénico de etanol induz o P450 e aumenta
os efeitos téxicos do paracetamol (ZIMMERMAN, 1995). Doencas hepéticas e
também sistémicas podem alterar o metabolismo hepético de varios medicamentos
(SHERLOCK; DOOLEY, 1996).

Basicamente, € o equilibrio entre a bioativacdo, detoxificagdo e o0s
mecanismos de defesa/reparo que determina se um composto ira provocar um efeito
téxico ou ndo (WILLIAMS et al., 2002).

O figado é o 6rgdo do organismo preparado para lidar com as toxinas e evitar
ou minimizar os danos causados por intermediarios reativos toxicos. Apesar de
muitas vias enzimaticas e ndo enzimaticas de bioinativacdo estarem presentes no
figado, intermediarios reativos podem escapar do processo de desintoxicacdo e dar
inicio a reacBes em cadeia de radicais. A relacdo entre a bioativacdo e a ocorréncia
de lesdo hepatica ndo € simples. Estas espécies reativas podem, direta ou
indiretamente, causar uma lesdo toxica na célula e iniciar uma reagdo imunoldgica
mediada (LEE, 2003b; WALGREN et al., 2005).
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A maior concentracdo de P450 é encontrada no figado, embora altas
concentracbes também possam ser encontradas no intestino e em tecidos supra-
renais. Nas células, as enzimas estdo localizadas principalmente no reticulo
endoplasmatico. As enzimas do citocromo P450 séo proteinas ligadas a membrana,
gue catalisam uma variedade de reacdes, tais como hidroxilagbes, epoxidacoes, e
oxidacdes (CHEFSON; AUCLAIR, 2006). A conversdo de moléculas organicas por
P450 é bastante complexa, mas uma reacao de hidroxilacéo, que € o tipo de reacéo
que ocorre com maior frequéncia com as P450, pode ser simplesmente

representada pela equacéo a seguir (BERNHARDT, 2006):

RH + O, + NAD(P)H + H" — ROH + H,0 + NAD(P)"

O cofator NADPH fornece elétrons através de um mediador, que transfere os
elétrons entre NADPH e a P450. Nos mamiferos, os elétrons sdo normalmente
transferidos pela flavoproteina redutase do citocromo P450. Existem 57 diferentes
isoenzimas P450 expressas em humanos, mas que ndo contribuem igualmente para
0 metabolismo das drogas. Cinco das P450 (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4)
representam a porcao principal do conteudo total de P450 no figado humano
(GUENGERICH, 2003).

Na populacdo humana, o nivel de atividade de algumas P450 varia
consideravelmente. Este fendbmeno pode ser atribuido aos polimorfismos genéticos
que foram descritos para algumas isoformas humanas (INGELMAN- SUNDBERG,
2004). Polimorfismos no P450 ou a sua inducao/inibicdo justificam o aparecimento
de reacfes adversas (KAWAMOTO et al., 1999).

AlteracBes nos niveis das enzimas P450 podem ter um grande impacto sobre
0 metabolismo de drogas. Estas enzimas sao submetidas a mudltiplos niveis de
regulacéo e expresséao, sendo a expresséo das enzimas P450 dominante na zona 3,
apenas em torno da veia centrolobular, que pode ser visualizada na figura 3
(SCHUETZ; BEACH, 1994; EGGER et al., 2007). Em geral, as inimeras formas de
P450 sdo expressas e induzidas principalmente nos hepatocitos localizados na
regido perivenosa (ou centrolobular) (Figura 3), que se encontra mais proxima as

veias hepaticas terminais, recebendo sangue por ultimo.
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7

Uma caracteristica fundamental do zoneamento metabdlico é a sua
flexibilidade: a distribuicdo de diversas enzimas varia em diferentes condigbes
fisiologicas e patoldgicas, principalmente como um resultado da adaptacéo funcional
dos hepatdécitos as mudancas nas demandas metabdlicas do organismo. Glicolise,
sintese de glicogénio a partir de glicose, liponeogénese, cetogénese, formacgéo de
glutamina, e metabolismo de xenobidticos, incluindo rea¢des de conjugacdo, sédo
todos processos, preferencialmente localizados nos hepatécitos perivenosos
(OINONEN; LINDROS, 1998).

Loébulo

Trato Porta
Artéria Hepatica
Duto biliar

Figura 3 — Acino hepatico dividido em trés zonas, com base na fungéo metabolica. Zona 1 (periportal)
localiza-se mais proxima do trato porta e recebe a maior parte do sangue oxigenado, enquanto a
zona 3 (centrolobular) estd mais distante, recebendo a menor quantidade de sangue oxigenado. A
zona 2 € a zona intermediria.

Adaptado de Kumar et al., 2009.



24

1.3 LESAO HEPATICA INDUZIDA POR DROGAS

A lesdo hepatica induzida por drogas é a principal causa de insuficiéncia
hepatica fulminante e transplantes nos paises ocidentais (DELEVE, 2007). Trata-se
de um importante problema de satde humana. Um estudo recente no Reino Unido
descobriu que as reacdes adversas a medicamentos (RAMS) sédo responsaveis por
mais de 6% das internacOes hospitalares, e a taxa de mortalidade é de cerca de 2%
(PIRMOHAMED et al., 2004). Os resultados de um estudo prospectivo de 5 anos
indica que muitos suplementos dietéticos e drogas com diferentes alvos
farmacoldgicos estdo associados com RAMs idiossincrasicas, hepatotdxicas
(CHALASANI et al., 2008).

Drogas e toxinas podem produzir dano hepético através de, pelo menos,

guatro mecanismos gerais, que incluem:

1) A droga prejudica diretamente a integridade estrutural e funcional do figado.

2) O metabolismo da droga produz um metabdlito, normalmente uma espécie
oxidante ou alquilante, que altera a estrutura e a funcéo hepatocelular. Neste
caso, a lesdo ocorre quando 0os mecanismos celulares protetores ja estejam
esgotados.

3) Um metabdlito da droga liga-se a proteinas hepaticas para produzir novos
determinantes antigénicos que se tornam alvo de uma resposta imune
especifica.

4) A droga inicia uma resposta de hipersensibilidade especifica (alergia a droga),

na qual parte do figado encontra-se com leséao.

Pode haver mais de um mecanismo pelos quais uma determinada droga
produz lesdo hepatica. Por exemplo, metabdlitos reativos de uma droga podem
provocar uma lesdo celular através de reagBes bioguimicas (mecanismo 2) e
também formar novos determinantes antigénicos que iniciam uma lesdo imune-
mediada (mecanismo 3) (FARRELL, 1994).
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A maioria dos farmacos ingeridos por via oral € lipossoluvel, necessitando de
metabolizacdo hepatica, que os transforma em metabdlitos hidrossolUveis, mediante
acao das enzimas do citocromo P450. (FARRELL, 1994).

As RAMs podem ser classificadas como previsiveis ou idiossincrasicas. As
reacOes previsiveis sdo dose-dependentes e ocorrem em um periodo de tempo
relativamente coerente, sendo todos os individuos suscetiveis. Um exemplo tipico é
a hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol (LARSON et al., 2005; AMAR,
SCHIFF, 2007). Em contraste, as RAMs idiossincrasicas ocorrem em uma minoria
dos pacientes durante a terapia medicamentosa e ndo estdo relacionadas a agéo
farmacoldgica da droga (SENIOR, 2008).

As RAMs idiossincrasicas sao imprevisiveis, dificeis de diagnosticar, e
ocorrem com doses que ndo causam toxicidade na maioria das pessoas. Elas
geralmente exibem um tempo de laténcia varidvel apdés o inicio da terapia
medicamentosa, e que ndo tém sido reproduziveis em modelos animais
(KAPLOWITZ, 2005; UETRECHT, 2007-2008). Conforme pode-se observar na
Figura 4, as propriedades da droga, a variacdo genética e fatores ambientais
contribuem para as RAMs idiossincrasicas (BOELSTERLI, 2003a).

Em muitos casos, a toxicidade é exercida através dos metabdlitos da droga, e
nao pela droga em si, por isso a importancia fundamental de analisar os fatores que
afetam a formacéo de metabdlitos. Diversos xenobidticos sdo substancias lipofilicas,
e sua transformacdo em componentes hidrofilicos pelo sistema citocromo P450
resulta na producdo de metabdlitos toxicos (GRATTAGLIANO, 2009).
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INSULTO QUIMICO

-Metabdlitos reativos

- inibi¢do enzimatica

-interagdes entre transportadores
- Inibi¢ao do citocromo P450

Resposta Protegdo Propagacao
biolégica e e
resolucdo amplificagao

== VARIABILIDADE =™
Genéticae
nao-genética
-Disposicao (absorgdo, distribuigdo,
metabolismo e excre¢ao)
-Resposta toxica
-Intra e inter-espécies

Resultado

Resolugdo Hepatotoxicidade

adaptacgao

Equilibrio determina o resultado
idiossincrasia/variabilidade

Figura 4 - Complexidade da les&o hepatica induzida por drogas
Fonte: Adaptado de Gree, 2010

Os progressivos avancos no conhecimento das rotas metabdlicas e das
enzimas responsaveis pela biotransformacdo de drogas tém contribuido para a
compreensao de uma grande variabilidade no metabolismo existente em seres
humanos. Diferencas fenotipicas e genotipicas na expressdo das enzimas
envolvidas no metabolismo de drogas sdo as principais causas dessa variabilidade
(GOMEZ-LECHON et al., 2007).

1.3.1 Tipos de Lesao Hepatica Induzida por Drogas

A lesdo hepatica induzida por drogas abrange uma variedade de respostas, e

inclui muitas das manifestagcfes clinicas e patologicas que acompanham lesdes no
figado em geral (KAWAMOTO et al., 1999).
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Existem classifica¢des clinicas, por exemplo, que diferenciam as lesGes entre
hepatocelulares, colestaticas ou mistas, usam critérios histologicos, de inicio agudo
ou cronico ou ainda pela sua gravidade. Essas classificacdes tornam-se Uteis na
pratica clinica, pois elas descrevem sinais clinicos tipicos de lesédo hepéatica induzida
por medicamentos especificos e, além disso, podem contribuir com dicas Uteis a
respeito dos mecanismos envolvidos. No entanto, deve-se ter consciéncia de que
essas classificagbes sdo descritivas e com base em critérios clinicos ou
histopatolégicos (RUSSMANN et al., 2009).

Um grande desafio para as classificagbes “mecanicistas” é o fato de que a
lesdo hepatica induzida por drogas ndo é suficientemente caracterizada pela leséo
inicial, mas sempre envolve varios mecanismos, os sistemas de regulacao e fatores
de risco, com interacdes complexas. Isto também explica porque para a maioria das
hepatotoxinas ndo existem modelos experimentais disponiveis, o potencial de uma
droga hepatotoxica muitas vezes ndo é reconhecido antes da comercializacéo, a
exata contribuicdo de diferentes processos que conduzem a leséo hepatica induzida
por drogas em humanos séo ainda desconhecidos, e tratamentos direcionados ainda
ndo estdo disponiveis, exceto para hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol
(RUSSMANN et al., 2009).

1.3.2 Vias Comuns de Leséo Hepatica Induzida por Drogas

O figado é um local de intensa atividade imunoldgica. A ativacdo das células
de Kupffer e o recrutamento de macrofagos e células do sistema imune resultam em
inflamacéo e lesdo hepética causadas pela liberacao de citocinas (BRUCHFELD et
al., 2000). Esses eventos sao fatores importantes na iniciacdo e manutencdo da
lesé@o hepatica induzida por drogas (CAMPOS-FRANCO et al., 2004).

A droga em si, assim como seus metabdlitos, podem ativar uma resposta
imune no figado: a molécula é processada por células apresentadoras de antigenos
no tecido linféide central de maneira direta, ou apdés o aparecimento dos haptenos

ou novos antigenos na membrana dos hepatécitos (MALHI et al., 2010).
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1.3.3 Mecanismos Gerais de Dano na Lesdo Hepatica Induzida por Drogas

Varios fatores podem influenciar a resposta das células a um insulto toxico e a
extensdo do dano resulta da intervencdo dos fatores intrinsecos e extrinsecos da
célula. A combinacdo de idade, sexo, genética, hormdnios, estado energético
celular, doenca hepatica subjacente, fatores ambientais, e oferta de O, local,
contribui fortemente para a expressdo dos mediadores da morte celular
(PESSAYRE; LARREY, 1988).

A apoptose e a necrose inicialmente podem seguir uma via metabdlica
comum. Quando a lesédo afeta a manutencdo de programas funcionais das células,
os hepatdcitos morrem preferencialmente por apoptose, limitando a extensdo da
lesdo. O dano necrético geralmente comeca no citoplasma e, assim, envolve as
mitocéndrias e o nucleo, determinando edema e perda da integridade da membrana
plasmatica. A apoptose determina a condensacdo citoplasmatica e nuclear e a
fragmentacao sem perda da integridade da membrana (CARINI et al., 1999).

Mecanismos gerais de hepatotoxicidade, que podem ser observados na
Figura 5, incluem formacao de metabdlitos reativos (2), deplecdo de antioxidantes
(3) e alquilacdo de proteinas. A sinalizacdo intracelular pode ativar membros da
familia Bcl-2 (Bax e Bid) que formam poros na parte mais externa da membrana
mitocondrial. Esta condicdo favorece a liberacdo de proteinas intramembrana e
promove a condensacéo da cromatina e a fragmentacédo do DNA. Alternativamente,
uma disfuncdo da mitocéndria, através da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e formacdo de peroxinitrito, ativam a transicdo da permeabilidade da
membrana e levam ao colapso do potencial de membrana, com diminuicdo da
producéo de energia e liberacdo de nucleases (JAESCHKE; BAJT, 2006).

Existem duas vias de sinalizacdo que levam a apoptose: a via intrinseca e a
extrinseca. A via intrinseca é caracterizada por uma disfungdo mitocondrial. E varios
estimulos, especialmente o0 estresse oxidativo, podem levar a danos da membrana
mitocondrial interna, resultando na transicdo da permeabilidade mitocondrial, com
liberacdo do citocromo c e ativacédo de caspases (DELHALLE et al., 2003).

A familia de proteinas Bcl-2 desempenha um papel na regulacdo da via
intrinseca. Dois membros do principal representante desta familia sdo a Bax, pro-

apoptotica e a Bcl-2, antiapoptoética. Bcl-2 atua para evitar a morte das células;
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enquanto Bax, que forma hetero-dimeros com Bcl-2, parece acelerar o sinal de
morte celular (GRATTAGLIANO et al., 2009).

Bcl-2 pode inibir a apoptose induzida pela acdo de agentes oxidantes. A
membrana mitocondrial externa, o reticulo endoplasmatico e o envelope nuclear séo
todos sitios envolvidos na producdo de espécies reactivas de oxigénio (EROs). A
localizacdo do Bcl-2 a esses sitios levou a investigacdo sobre o envolvimento de
EROs na morte celular programada. Bcl-2 pode proteger as células contra H,0, e
hidroperoxido de t-butil ou menadiona, que geram radical superoxido (O,*). Mesmo
em concentracdes baixas, estes oxidantes matam as células por um processo de
apoptose. Bcl-2 inibe a peroxidacdo lipidica, um evento consequente ao dano
oxidativo, frequentemente acompanhado de apoptose (Figura 5) (YANG;
KORSMEYER, 1996).
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Figura 5 — llustracdo do modelo proposto para a Lesdo Hepatica Induzida por Drogas
Fonte: Adaptado de Holt MP, 2006.
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Um mecanismo envolvido nesse processo € o da familia das proteinas
quinase ativadas por mitogenos (MAPK), que desempenha um papel importante na
transducdo do sinal intracelular em resposta a estimulos extracelulares. As trés

subfamilias bem caracterizadas de MAPKs séo a das quinases reguladas por sinais
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extracelulares (ERKSs), quinases c-Jun N terminal (JNKs), e p38 (KOBAYASHI et al.,
2006).

Em geral, ERKs séo ativadas por estimulos mitogénicos e proliferativos. Sob
estimulo, essas quinases sdo ativadas pela fosforilagdo dupla de residuos de
treonina e tirosina (SCHNABL et al., 2001). A ERK possui fung¢des citoprotetoras
contra a apoptose, que é desencadeada por estresse oxidativo, TNF-a, NO e pelo
uso de drogas pro-apoptoticas. Acredita-se que as MAPKSs, incluindo a ERK, sejam
biomoléculas redox-dependentes que modulam a proliferacdo celular, a
sobrevivéncia e apoptose (CHANG; KARIN, 2001).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA POR
DROGAS

1.4.1 Tetracloreto de carbono (CCly)

O tetracloreto de carbono (CCl;) é conhecido hd muito tempo como um
modelo téxico e tem sido o foco de muitos estudos toxicologicos in vitro e in vivo. O
principal local de toxicidade e carcinogénese € o figado. Sendo assim, o CCl,
constantemente provoca toxicidade do figado, resultando em degeneracéo
gordurosa, necrose celular, fibrose e cirrose. I1sso ocorre em Varias espécies e
através de multiplas rotas de exposicdo (WEBER et al., 2003).

Existem consideraveis evidéncias in vitro e in vivo para o modo de acao pelo
qual o CCl, produz efeitos toxicos em animais (WEBER et al., 2003). Numerosos
estudos mostram que o metabolismo do CCl, € necessario para a sua toxicidade. A
etapa inicial do metabolismo do tetracloreto de carbono € a desalogenacao redutiva
pelo citocromo P450, principalmente P4502E1 (MARTINEZ et al., 1995).

Os produtos do metabolismo do CCl,; pelo P4502E1 incluem os radicais
triclorometil e triclorometil peréxidos. Estudos com varredores de radicais livres,
como a N-acetilcisteina (NAC), e agentes de spin-trapping, como o N-terc-butil-a-(4-
nitrofenil) nitrona demonstraram que estes compostos conferem um efeito protetor
contra a toxicidade induzida por CCl; (STOYANOVSKY; CEDERBAUM, 1996;
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BRENNAN; SCHIESTL, 1998; PAVANATO et al.,, 2003; AMALIA et al., 2007,
PEREIRA-FILHO et al., 2008), indicando que a toxicidade do CCl, € produzida pelos

radicais livres liberados através do metabolismo do CCl,.

1.4.2 Paracetamol

O paracetamol € um analgésico e antipirético amplamente utilizado e
conhecido por ser eficaz e seguro quando consumido em doses terapéuticas (1-4
g/dia) (KAPLOWITZ, 2001; RUMACK, 2004). No entanto, uma lesdo hepatica grave
resultando em insuficiéncia hepatica pode ocorrer em alguns casos, apdés uma
overdose aguda ou cumulativa (10-15 g) (KAPLOWITZ, 2001).

A overdose de paracetamol também é conhecida por causar lesdes hepéaticas
em animais de laboratorio com caracteristicas semelhantes as encontradas nos
pacientes. O modelo murino de hepatotoxicidade induzido por paracetamol
representa o modelo mais utilizado para o estudo da patogénese de dano hepatico
induzido por drogas. O inicio da lesdo hepatica induzida por paracetamol resulta do
metabolismo do paracetamol em um metabdlito reativo, a imina N-acetil-p-
benzoquinona (NAPQI) (NELSON, 1990).

Apos doses normais, a NAPQI é desintoxicada pela conjugacéo, catalizada
quimica e enzimaticamente, com o tripeptideo glutationa onipresente, e excretada
como derivados de N-acetilcisteina na urina. Depois de overdoses, no entanto, a
guantidade de metabdlitos reativos é suficiente para esgotar a glutationa hepatica
disponiveil, e a NAPQI entdo reage covalentemente com macromoléculas celulares,
contribuindo para a modificacdo da proteina e a disfungcdo mitocondrial com
deplegéo de ATP, culminando em necrose centrolobular ampla (KAPLOWITZ, 2001).

Além de orientar a disfuncdo celular hepéatica e a morte, a patogénese da
hepatotoxicidade induzida por paracetamol também envolve a liberacdo de uma
variedade de mediadores inflamatorios que podem influenciar a susceptibilidade

individual.
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1.4.3 Tioacetamida

A tioacetamida (TAA) foi originalmente usada como fungicida para proteger
laranjas contra a deterioracdo (CHILDS, 1946). Entretanto, em seguida foi
reconhecida como uma potente hepatotoxina e agente carcinogénico em ratos
(FITZHUGH; NELSON, 1948). Outros usos conhecidos da tioacetamida seriam como
um solvente organico na industria do couro, téxtil, e de papel, como um acelerador
de vulcanizagdo da borracha Buna e como um estabilizador de combustivel de
motores (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2000). A partir dai, estudos
revelaram que a exposicdo cronica a tioacetamida produziu cirrose em ratos
(CHIELI; MALVADI, 1985).

Notaveis avancos em nossa compreensdo dos mecanismos responsaveis
pela lesédo hepatotoxica surgiram a partir de estudos moleculares, celulares e
funcionais em animais. E importante salientar que as lesdes patolégicas causadas
por hepatotoxinas em modelos experimentais podem assemelhar-se as lesbes de
qualquer tipo conhecido de doenca do figado em humanos (BASKARANA et al.,
2010).

O mecanismo de toxicidade da tioacetamida se deve a formacdo de
tioacetamida-S-oxido. Dentro de um curto periodo apds administracdo, a
tioacetamida sofre extenso metabolismo no figado em acetamida e tioacetamida-S-
oxido pelo sistema oxidase de fung¢édo mista (CHIELI; MALVADI, 1984). O composto
tioacetamida-S-6xido € metabolizado, posteriormente, pelo citocromo P-450
monooxygenase a tioacetamida-S-diéxido (HUNTER et al., 1977; WANG et al.,
2000), que exerce hepatotoxicidade pela ligagdo a macromoléculas, sendo
responsavel pela mudanca na permeabilidade celular, aumento da concentracédo
intracelular de Ca®*, aumento do volume nuclear e alargamento dos nucléolos, além
de inibir a atividade mitocondrial, levando a morte celular (AHMAD et al., 2002;
HALPERT, 1982).
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Figura 6 — Metabolismo da Tioacetamida.

Um dos mecanismos de dano é a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), 0 que leva ao estresse oxidativo, com aumento de danos ao DNA, proteinas
e lipidios (WANG et al., 2000), causando necrose centrolobular e geracdo de mais
EROs (PORTER; NEAL, 1978).

Estudos relataram que a exposicdo aguda a tioacetamida produziu necrose
centrolobular em ratos (ZIMMERMAN, 1978). Enquanto isso, a administracéo
crobnica da hepatotoxina levou ao surgimento de hepatotoxicidade grave,
caracterizada por necrose centrolobular acompanhada de varios graus de
degeneracgdo gordurosa contendo desde minusculos até grandes vacuolos (gotas de
gordura) (AHMAD et al., 2002).

O metabdlito reativo obrigatério da TAA, tioacetamida-S-diéxido, liga-se
covalentemente a proteinas com a formacdo de derivados da acetilimidolisina,
responsavel pela inducdo de efeitos hepatotdxicos da TAA (DYROFF; NEAL, 1981).
TAA também pode formar acetamida através do mesmo intermediario reativo (REES
et al., 1966).

Estudos tém mostrado, no entanto, que a acetamida ndo pode produzir lesdes
hepéticas como as relatadas para a TAA, mesmo quando administrada em doses
muito maiores do que a TAA. Quando TAA é administrada, dois eventos metabolicos
Sa0 necessarios para produzir os metabdlitos toxicos, enquanto apenas um passo €
necessario no caso da tioacetamida-S-6xido, o que justifica a maior toxicidade da
tioacetamida-S-6xido em relagcdo ao TAA (HUNTER et al., 1977).
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Estudos in vivo e in vitro indicaram que a segunda etapa (tioacetamida-S-
oxido — tioacetamida-S-dioxido) da bioativacdo da TAA é menos eficiente que a
primeira (TAA — tioacetamida-S-6xido) (CHILAKAPATI et al., 2007).

Quando uma dose baixa de TAA (50 mg/kg) é administrada em ratos machos
Sprague Dawley, os niveis de ALT plasmatica maxima sédo atingidas em 36 horas
(RAMAIAH, EHENDALE, 2001; CHILAKAPATI et al., 2005). Quando a mesma dose
de tioacetamida-S-0xido é administrada, os niveis de ALT plasmatica maxima sao
alcancados 24 horas antes.

A lesdo hepatica causada pela tioacetamida-S-6xido ndo mostrou aumento
proporcional & dose nos momentos iniciais. Isto foi demonstrado através dos valores
das enzimas plasmaticas ALT e AST e histopatologicamente. A administracdo de
uma dose letal de tioacetamida-S-6xido (200 mg/kg) levou a uma boa progresséo da
lesdo apds 36 horas, quando o composto foi totalmente eliminado do corpo (t1/2 ~
105 min) (CHILAKAPATI et al., 2007).

Entre muitos hepatotdxicos, TAA e tioacetamida-S-6xido sdo conhecidos por
serem unicos, no sentido que, mesmo apds a administracdo de uma dose letal, a
morte ocorre entre 3,5 e 7 dias para TAA e entre 36 e 96 horas para tioacetamida-S-
oxido. Varios autores observaram que, com uma dose letal de CCls, CHCI;,
paracetamol, a morte ocorreu entre 12 e 48 horas (ANAND et al, 2003;
MEHENDALE, KLINGENSMITH, 1988; RAO et al, 1997; SHANKAR et al, 2003;
SAWANT et al, 2006a).

Por isso, com estes modelos hepatotoxicos (CCls, CHCI; e paracetamol), o
tempo decorrido entre elevacgdes significativas das enzimas que marcam a leséao
hepatica e a insuficiéncia hepdtica, levando a morte dos animais, € muito curto. Ao
contrario destes, nos modelos com TAA e tioacetamida-S-6xido ha um longo
intervalo de tempo entre elevagdes significativas das enzimas que marcam a leséo
hepatica, a insuficiéncia hepatica, e a morte dos animais (MANGIPUDY et al, 1995;
CHILAKAPATI et al, 2005; SAWANT et al, 2006b).

Embora a razdo exata para esta diferenga nao seja conhecida, a descoberta
do envolvimento de "proteinas de morte" na progressdo da lesdo indica que a
evolucéo da lesdo ocorre devido a fatores independentes dos toxicos. Este intervalo
de tempo adicional com a TAA e a tioacetamida-S-Oxido é vantajoso para as

investigacdes relacionadas com o mecanismo inicial da lesédo e progresséao da lesao
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apos o toxico ja ndo estar mais presente, por causa da grande “janela” para estudos

de evolucao temporal do avanco e do declinio da lesdo (CHILAKAPATI, 2007).

1.5 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO

O termo radical livre refere-se a atomo ou molécula altamente reativo(a), que
contém ndmero impar de elétrons em sua Gltima camada eletrénica. E este nao-
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990).

Em geral, a excessiva formacdo enddgena de radicais livres pode ser oriunda
da (i) ativacdo aumentada de fagdcitos; (ii) interrupcdo dos processos normais de
transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial; (iii) aumento da
concentracdo de ions metalicos de transicdo por escape do grupamento heme de
proteinas em locais de lesdo ou doencas metabdlicas, e (iv) por niveis diminuidos
das defesas antioxidantes (GUTTERIDGE, 1999; DROGE, 2002; HALLIWELL,
OKTYABRSKY, SMIRNOVA, 2007).

Tabela 1- Importantes espécies reativas no sistema biolégico

Radicais Livres

Nao-radicais

Espécies Reativas de Oxigénio

Superoxido, O, ©
Hidroxila, OH’
Peroxila, RO, °
Alcoxila, RO’
Carbonato, CO5;"~

Peroxido de hidrogénio, H,O,
Oxigénio singlet, *0,
Peroxidos organicos, ROOH

Espécies Reativas de Cloro

Cloro atémico, CI’

Acido hipocloroso, HOCI
Gas cloro, Cl,
Nitro-cloro-benzeno, NO,CI

Espécies Reativas de Nitrogénio

Oxido nitrico, NO
Diéxido de nitrogénio, NO,'

Acido nitroso, HNO,

Caétion nitrosila, NO*

Anion nitrosila, NO
Tetraoxido dinitrogénio, N,O4
Trioxido dinitrogénio, N,O3
Peroxinitrito, ONOO’

Acido Peroxinitroso, ONOOH
Alquil Peroxinitrito, ROONO

Fonte: adaptado de Halliwell, 2006.
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A tabela 1 apresenta espécies reativas importantes para o sistema bioldgico.
As principais EROs conhecidas sdo: anion superoéxido (O,"), peréxido de hidrogénio
(H.0,) e radical hidroxil (HO"). O," é convertido em H,O, espontaneamente e essa
reacdo pode ser catalisada pela enzima superédxido dismutase (SOD), ocorrendo a
consequente formacdo de peréxido de hidrogénio, sendo este menos reativo e
podendo ser degradado por outras enzimas (HITCHON; EI-GABALAWY, 2004).

O, +0,"+2H" __ 5P | H,0,+ 0,

Outra enzima importante € a CAT. O perdxido de hidrogénio, formado na
dismutacdo do anion superéxido, é transformado em agua e oxigénio por acao
dessa enzima. Esta, por sua vez, tem uma acdo muito especifica, ja que atua em
reacBes com peréxidos de hidrogénio, metila e etila (CHANCE; BOVERIS, 1979).

2H,0, — AT, 2H,0+ O,

Os fons Fe?* podem participar da reacéo de Fenton, gerando radicais hidroxila
altamente reativos. Assim, sob condicdes de estresse, O, " facilita a formacédo de

OH’ a partir de H,0,, tornando o Fe?" disponivel para a reacdo de Fenton.

Fe’* + H,0, —— Fe®" + OH"+ OH’

A reacdo do radical superéxido com o peroxido de hidrogénio forma o radical

hidroxila através da reacédo de Haber-Weiss.

Og._ +H,0, —— OH*+ OH + O,

Adicionalmente, o O," pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOQ),
uma espécie reativa de nitrogénio (ERN). A adicdo de ONOO" as células, tecidos e
fluidos corporais, leva a rapida protonacao, podendo resultar em deplecdo de grupos
-SH e outros antioxidantes (DROGE, 2002; HALLIWEL, GUTTERIDGE, 2007). Neste
sentido, ONOO™ tem sido considerado um importante marcador do estresse
nitrosativo em doengas humanas (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).
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O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre pro-oxidantes e
antioxidantes em favor do pré-oxidante, levando ao dano potencial (HALLIWEL,
GUTTERIDGE, 1999). O mecanismo redox tem mostrado influéncia na sinalizacéao
intracelular, e as células parecem ser muito sensiveis a perda destes sistemas de
regulacao e controle. Estes dois conceitos tém sido recentemente incorporados a
uma nova definicdo do estresse oxidativo como "um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a um desarranjo da sinalizacéo e do
controle redox e/ou a um dano molecular" (FORMAN et al., 2004; ROEHRS et al.,
2004).

1.5.1 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio importante no estado
redox dos hepatdcitos. E uma molécula pequena, hidrofébica, livremente difusivel e
com uma meia-vida de segundos (ou menos). Ele é produzido pela éxido nitrico
sintase (NOS), que esta presente em trés formas: NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS), e a NOS induzivel (iNOS) (DIESEN; KUO, 2010).

A principal via metabdlica do NO envolve sua oxidacao rapida a oxidos de
nitrogénio superiores nitrito (NO;) e nitrato (NO3), conforme ilustra a figura 7. Até
recentemente, esses anions inorganicos eram considerados produtos finais inertes
do metabolismo do NO. Embora seja verdade que a bioatividade do NO termina logo
apos a oxidacédo a nitrato e nitrito, linhas de pesquisas recentes sugerem que existe
um caminho inverso em que os nitratos e nitritos séo reduzidos gradualmente a NO
bioativos novamente (LUNDBERG; WEITZBERG, 2009).
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Figura 7- Metabolismo do NO e formag&o dos metabolitos NO2 e NO3
Fonte: Vascular Medicine Institute, http://www.vmi.pitt.edu/index.html.

O NO interage com vérios alvos moleculares incluindo tiéis, metais de
transicdo (como ferro), oxigénio e outros radicais livres. Ele facilmente se liga ao
heme, afetando assim a ativagcéo ou inibicdo de diversas proteinas. Especificamente,
o NO ativa a guanilato ciclase, o que resulta em aumento da sintese de GMPc,
afetando, assim, a ativagcdo ou inibicdo de outras moléculas (STAMLER, 1994).

Em resposta ao dano tecidual e inflamagé&o induzidos por uma variedade de
xenobidticos, incluindo paracetamol, tetracloreto de carbono, o etanol,
galactosamina e endotoxina, o figado produz grandes quantidades de Oxido nitrico.
Na verdade, quase todos os tipos de células do figado, incluindo hepatdcitos, células
de Kupffer, células estreladas e células endoteliais tém a capacidade de gerar 6xido
nitrico. Dessa forma, essas células, assim como leucécitos infiltrados, podem
indiretamente aumentar a lesédo tecidual. Em muitos modelos de lesdo hepatica, NO
e seus produtos de oxidacdo, como peroxinitrito contribuem para o processo de
lesdo danificando diretamente o tecido ou iniciando reac6es imunolégicas adicionais
gue resultam em danos. Em alguns modelos, os doadores de Oxido nitrico ou
peroxinitrito podem imitar as acdes citotoxicas das toxinas no figado (LASKIN et al.,
2001).

O NO é um mediador chave liberado pelos macréfagos ativados que tem sido
implicado no processo de toxicidade. Varios estudos mostraram que grandes
guantidades deste intermediario altamente reativo de nitrogénio sdo produzidas
durante lesdo tecidual associada a inflamagdo (LASKIN, 1994; LYONS, 1995;
BUKARA, BAUTISTA, 2000). De fato, em muitos desses sistemas, a modulacéo da
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producéo de oOxido nitrico pode alterar a lesdo tecidual. O agente indutor da leséo, o
seu tecido-alvo, e concentracdes locais de intermediérios reativos de oxigénio sao
importantes determinantes se a producdo de oOxido nitrico desempenha um papel
protetor ou patolégico na leséo tecidual (LASKIN et al., 2001).

EROs estdo envolvidas na regulacdo da apoptose e na regeneracdo dos
hepatécitos (FIORUCCI et al.,, 2001). A apoptose pode ser induzida por H,O, ou
superéxido de fontes exdgenas, como ocorre em mondocitos e neutrofilos presentes
na lesdo hepatica (JAESCHKE H, 2000), ou de EROS/ERNs produzidas
intracelularmente, como ocorre a partir de A&cidos biliares, isquemia, ou
hepatotoxinas (HUG et al., 1997). Muitas destas drogas sdo metabolizadas pela
isoforma P4502E1 do citocromo P450, o que resulta em aumento do estresse
oxidativo e apoptose (CANBAY, 2003).

Apesar de estudos mostrarem que o NO desempenha um papel importante na
apoptose, 0s mecanismos exatos ainda nao sao claros. A proliferagdo celular
hepatica pode ser suprimida pelo NO, e este efeito € impedido por adicdo de
inibidores da NOS (LASKIN et al., 1994; LASKIN et al., 1995). Grandes quantidades
de Oxido nitrico podem conduzir a danos teciduais, e as células respondem
expressando proteinas ou oxidantes e antioxidantes para a protecdo contra 0s
danos dos radicais livres.

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E AGENTES TOXICOS

Os compostos toxicos ambientais sdo uma fonte potencial de EROs. Em
fumantes, tem-se obervado uma grande reducdo dos antioxidantes circulantes
(DIETRICH et al., 2003; BLOOMER, 2007). Além disso, a exposi¢cdo ocupacional a
metais, benzina, poeira de cimento, tetracloreto de carbono e varios outros agentes
esta associada a uma maior peroxidagao lipidica, com aumento da oxidacdo do DNA
e diminuigc&o dos niveis de vitamina E e C (PAVANATO et al., 2003; KIM et al., 2004;
ROSSNER et al., 2008; YOSHIOKA et al., 2008).

Evidéncias sugerem gue uma maior ingestao de multiplos nutrientes, incluindo
acido folico, potassio, glucosinolatos, sulfetos dialil, e flavondides, reduz

consideravelmente o risco de doenca cardiovascular associados a exposi¢cao ao ar
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poluente (HUNG et al., 2004; AUCHINCLOSS et al., 2008). O dano induzido por
EROs em acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios altera a funcdo destas
macromoléculas nas células, tecidos e érgdos (SIES, 1999).

Estes disturbios provocam respostas celulares adaptativas que aumentam as
defesas antioxidantes e mecanismos de reparo (por exemplo, reparo do DNA). Um
dano oxidativo grave as macromoléculas leva a morte celular. Muitos poluentes
ambientais envolvem vias de sinalizacdo que séo ativadas em resposta ao estresse
oxidativo. As mesmas sequéncias de eventos também estdo associadas com a
etiologia e & patologia inicial de muitas doencgas crénicas (HENNIG et al., 2007).

A poluicdo do ar, radiacdo ionizante, luz UV, metais pesados, metal6ides,
pesticidas e hidrocarbonetos arométicos policiclicos, entre outros, induzem a
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) em tecidos-alvo, envolvendo as vias de sinalizagdo que sao ativadas em
resposta ao estresse oxidativo. Enzimas antioxidantes como SOD, CAT e a agéo
das vitaminas E e C neutralizam as EROs e ERNs, conforme ilustrado na figura 8
(LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009).
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Figura 8 — Ativagéo de vias de sinalizac&o do estresse oxidativo.
Fonte: Adaptado de Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009.
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1.7 DEFESAS ANTIOXIDANTES

O desequilibrio no estado redox tem efeitos potencialmente deletérios sobre a
biologia celular. Por isso, existem varios mecanismos antioxidantes, enddégenos e
exogenos, envolvidos na protecdo de células (BLAIR, 2006; SONEJA et al., 2005).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, quando
presentes em baixas concentracdes — comparadas aquelas de um substrato
oxidavel — atrasam significativamente ou impedem a oxidac&do daquele substrato (o
termo oxidavel inclui macromoléculas tais como proteinas, lipidios, carboidratos e
DNA). A funcdo desses compostos é manter os niveis intracelulares de espécies
ativas de oxigénio em baixas concentracdes e, para isso, atuam prevenindo a
formacao dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas
(REPETTO; LLESUY, 2002).

Para garantir sua integridade estrutural e funcional, as células hepaticas tém
um sistema antioxidante constituido por enzimas como as catalases, superoxido
dismutase e principalmente a glutationa-peroxidase, que se conjuga
espontanemente com os metabdlitos reativos, convertendo-os em produtos atdxicos,
impedindo sua ligacdo as macromoléculas, que levariam a morte celular (LARREY,
1989).

Quando seus niveis séricos estdo baixos, como na desnutricio e no
alcoolismo cronico, medicamentos utilizados em doses terapéuticas podem se tornar
hepatotdxicos. Substancias exdgenas, como as vitaminas E, A e C, também atuam
contra as hepatotoxinas formadas. Desse modo, a depuracdo sistémica dos
medicamentos estd intimamente relacionada com a competéncia do sistema
metabolizador de farmacos, o fluxo sanguineo hepatico e os niveis de albumina
sérica. A morte celular acontece em virtude de mecanismos variados, por acao
téxica direta, imunomediada, idiossincrasica, e por toxicidade mitocondrial (LUDWIG,
1975).

Existem micronutrientes na dieta que também contribuem para o sistema de
defesa antioxidante. Neles estado incluidos o B-caroteno, vitamina C e vitamina E (a
familia da vitamina E abrange tanto tocoferéis como tocotriendis, sendo o a-tocoferol
a forma predominante e mais ativa). Moléculas solGveis em agua, como a vitamina

C, sédo potentes agentes “varredores” de radicais na fase aquosa do citoplasma,
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enquanto as formas lipossoluveis, como a vitamina E e o 3-caroteno, agem como
antioxidantes em ambientes lipidicos. O selénio, zinco, cobre e manganés séo
também elementos importantes, pois atuam como cofatores de enzimas
antioxidantes. O selénio é considerado particularmente importante na protecdo do
ambiente lipidico contra o dano oxidativo, pois serve como um co-fator para a
enzima GPx (LAUTERBURG et al., 1984; DENEKE, FANBURG, 1989; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999).

O antioxidante celular mais abundante é o tripeptideo GSH. A GSH é
sintetizada em duas etapas. Primeiro, y-glutamilcisteina sintetase forma uma ligacéo
y- peptideo entre o acido glutdmico e a cisteina, entdo a GSH sintetase acrescenta
glicina. GSH previne a oxidacdo de grupos de proteinas tidis, ou directamente
através de reacfes com espécies reativas, ou indiretamente através das glutationa
transferases (LAUTERBURG et al., 1984; DENEKE, FANBURG, 1989).

1.7.1 Flavondéides

Flavondides s&@o compostos polifendlicos, constituidos de um grupo de
metabdlitos secundarios dos vegetais, que se originam mediante uma via
biossintética mista (RICE-EVANS et al., 1996). Sdo compostos que contém grupos
hidroxila fendlicos que lhes conferem uma acdo antioxidante com importante
potencial terapéutico (Figura 9) e sdo encontrados na maca, laranja, péra, uva,
meldo, cereja, brocoli, batata, cebola, tomate, feijdo, assim como também na
cerveja, no cha, no vinho tinto e nos sucos de limédo e laranja, os quais fazem parte
da dieta humana de forma habitual (PLUMB et al., 1999).

Uma das propriedades mais estudadas dos flavondides € a sua protecéo
contra o estresse oxidativo (RICE-EVANS, 2001; POLOVKA, 2003). Os flavonéides
sao “varredores” ideais de radicais peroxil, devido ao seu favoravel potencial de
reducdo em relacéo aos radicais alquila e peroxila e, portanto, em principio, eles séo
inibidores eficazes da peroxidacéao lipidica (POLOVKA, 2003).

Outra propriedade importante de uma molécula de flavonéide é a capacidade
de doar hidrogénio (elétrons), que age “varrendo” espécies reativas de radicais

livres, e esta principalmente associada com a presenca de um grupo catecol no anel
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benzénico (anel benzénico diidroxilado). Uma caracteristica estrutural essencial, que
€ parcialmente responsavel pelas propriedades antioxidantes dos flavondides,
envolve a presenca de uma insaturacao (ligacdo dupla) entre as posi¢cdes 2 e 3, um
grupo carbonila na posicdo 4 e um grupo hidroxila na posi¢cdo 3 do anel C. Além
disso, a presenca de grupos funcionais envolvendo os dois grupos hidroxila do anel
B e o grupo 5-hidroxila do anel-A, contribui com a capacidade dos flavonoéides de
guelar metais e, assim, evita a quebra catalitica do peréxido de hidrogénio (reacéo

de Fenton).

OH

Figura 9 - Estrutura basica dos flavonoéides
Fonte: Rice-Evans e Miller, 1996.

1.7.2 Quercetina

A quercetina é classificada como um flavonol tipico, sendo um dos
flavonoides mais abundantes na dieta humana, cuja denominacao cientifica é 2-(3,4-
diidroxifenil)3,5,7-triidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona, também denominado 3,3’,4’,5,7-
pentahidroxiflavona pela Organizagdo Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), podendo ser encontrada em muitas frutas e legumes, bem como no azeite,
no vinho tinto e em chas (NIJVELDT et al., 2001).
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Figura 10 — Estrutura da molécula de quercetina
Fonte: Verma, 2010.

A quercetina pode varrer radicais livres e reduzir o efeito oxidativo e
citotoxico de lipoproteinas de baixa densidade (NEGRE-SALVAGYRE;
SALVAGYRE, 1992). O consumo elevado de alimentos ricos em flavonoides,
portanto, também tem sido associado a uma reduzida incidéncia de canceres em
varios locais (ADLERCREUTZ, 1995).

A quercetina tem varias propriedades biologicas, farmacologicas e
medicinais, entre elas os efeitos anti-inflamatérios, anti-alérgicos, antivirais,
antitromboticos, antimutagénicos, antineoplasicos e citoprotetores (FORMICA;
REGELSON, 1995). Diversos estudos epidemioldgicos e dietéticos sugerem que a
guercetina desempenha um papel Gt na prevencdo de neurodegeneracao,
especialmente no declinio motor, cognitivo e de humor relacionados a idade e
protege contra o estresse oxidativo, bem como o dano cerebral isquémico
(SCHROETER et al., 2002).

A quercetina inibe o crescimento e morte celular em uma variedade de
células cancerosas, incluindo células de glioma (ONG et al., 2004, BRAGANHOL et
al., 2006). No entanto, o exato mecanismo molecular de acéo da quercetina ainda
nao esta bem compreendido. A quercetina pode exercer efeito protetor contra a
morte celular associada a geracéo de EROs.
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A tendéncia inerente ao flavonoide de inibir reagcbes mediadas por radicais
livres depende de sua estrutura quimica. Mdltiplos grupos hidroxila conferem a
molécula consideravel poder antioxidante e capacidade quelante. A dupla ligacéo e
a funcdo carbonila na polimerizacdo da estrutura nuclear aumenta a atividade,
proporcionando um radical flavon6ide mais estavel através da conjugagédo e da
deslocalizacdo de elétrons (BEECHER, 2003). A quercetina possui a capacidade de
formar compostos semiquinona e quinino por submeter a oxidacdo um ou dois
elétrons, respectivamente. Nesta forma ela é capaz de quelar ions metélicos e
formar cinco anéis quelantes (HEIM et al., 2002).

Sua propriedade anti-radicais é direcionada a “varredura” de OH" e anion
superéxido, espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da peroxidacao
lipidica. Por outro lado, a quercetina, como um composto fenélico, pode atuar como
um agente quelante de metais e, na verdade, ela pertence a uma classe especial de
ligantes, que é capaz de sofrer oxidacdo tanto de um como de dois elétrons,
formando compostos semiquinona e quinona respectivamente (KUNTIC et al., 1998;
HEDDA, SUSANNE, 2001; AMANDA, MARCELO, 2002).

A quercetina contém inumeras ligacdes duplas (insautradas) e grupos
hidroxila que podem doar elétrons atraves de ressonancia para estabilizar os
radicals livres (MACHLIN; BENDICH, 1987). As propriedades de “varredura” de
radicais associadas a estrutura da quercetina |he proporcionam a capacidade de
defesa contra o estresse oxidativo e, auxiliando na reducdo de doencas cardiacas,
prevencdo do cancer e retardando os processos de envelhecimento em células
responsaveis por doencas degenerativas (HOLLMAN; KATAN, 1997).

A quercetina interfere reagindo com os radicais formados no processo de
peroxidacéo lipidica (HOLLMAN, KATAN, 1997; KAHL, HILDEBRANDT, 1986). Além
de interromper a propagacao da peroxidacéo lipidica, ela também aumenta os niveis
de glutationa (GSH) que pode converter o peroxido de hidrogénio a oxigénio e agua,
impedindo a formacgé&o de radicals livres (ANSARI, 2008).

Trés grupos estruturais ajudam na capacidade da quercetina de manter a
sua estabilidade e atuar como um antioxidante quando reage com os radicais livres:
0 grupos o-diidroxila do anel B, o grupo 4-o0xo em conjugac¢ao com a 2,3 alceno, e 0s
grupos 3- e 5-hidroxila (HOLLMAN; KATAN, 1997). O grupos funcionais podem doar

elétrons para os anéis, que aumentam o numero de formas de ressonancia
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disponiveis para além daquelas criadas pela estrutura do anel benzénico (MARIANI,
2008).

Estima-se que diariamente a dieta ocidental contém, em média, 25 mg de
flavondides, dentre os quais a quercetina € o principal componente, sendo
consumida em torno de 16 mg/dia, uma quantidade que pode ser
farmacologicamente significativa para os fluidos e tecidos corporais (DUTHIE;
DOBSON, 1999).

Vérios antioxidantes e flavondides tém sido referidos recentemente como
eficazes para diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose biliar secundaria a
ligadura de ducto biliar comum (LDBC), de cirrose por &lcool ou por administracéo
de tetracloreto de carbono (PAVANATO et al.,, 2003, TIEPPO et al., 2009). Foi
demonstrado o efeito protetor de polifendis contra hepatotoxicidade induzida por
endotoxinas. Além disso, observou-se que a administracdo de polifendis diminuiu a
ativacdo do NFkB induzida por endotoxina e a producdo de TNF (DRYDEN et al.,
2006).

Tendo em vista essas consideracfes, avaliaremos nesse trabalho a leséo
hepética induzida por TAA em ratos e a a¢do da quercetina, analisando-se, também,

o papel desta no processo de apoptose das células hepéticas.
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do flavondide quercetina sobre o estresse oxidativo em

ratos com hepatotoxicidade induzida pela acdo da tioacetamida.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1)

Induzir dano hepatico em ratos atraves da TAA e avaliar a agcdo da

guercetina.

2) Avaliar o nivel das enzimas séricas aminotransferases aspartato (AST) e

alanina (ALT) para avaliar o dano na integridade hepatica.

3) Avaliar a presenca de alteracdes anatomopatoldgicas do tecido hepético

através da histologia por hematoxilina/eosina.

4) Avaliar os niveis de lipoperoxidacdo no tecido hepatico através das

5)

6)

substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico (TBARS) e quantificar a
atividade das enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx).

Avaliar os metabdlitos do 6xido nitrico (NO2/NO3) no tecido hepatico dos
animais através do reagente de Griess.

Avaliar a presenca de apoptose por intermédio da determinacdo da
expresséo das proteinas Bcl-2, Bax e p-ERK no tecido hepatico atraves da

técnica de Western Blot.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Este estudo tem carater experimental quantitativo comparativo, no qual sera

induzida a toxicidade do figado através da administracdo de TAA intraperitoneal.

3.2 FLAVONOIDE QUERCETINA

A quercetina (C15H1007) (CAS Numero de Registro [117-39-5] utilizada no
estudo foi proveniente da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA. Trabalhos
experimentais realizados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando quercetina,
verificaram que a melhor resposta obtida com quercetina ocorreu com a dose de 150
umol/Kg de peso corporal, que corresponde a 50 mg/Kg de peso corporal utilizado
neste estudo (Peres et al., 2000; Pavanato et al., 2003; Moreira et al., 2004; Tieppo
et al., 2005).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Animais

Foram utilizados sete ratos machos Wistar para cada grupo experimental,
peso médio de 250 gramas, provenientes do biotério da FEPPS (Fundacéo Estadual
de Producdo e Pesquisa em Saude) de Porto Alegre. Os animais foram mantidos,
durante o experimento, na Unidade de Experimentacdo Animal do Centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas com 3 a 4

ratos em cada uma, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em ciclo de doze
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horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 + 2 °C. A 4gua e a
ragdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos
livremente.

O nuamero de animais utilizados no estudo foi baseado em calculo amostral, o
qual referia que para detectar uma diferenca entre as médias das variaveis em
estudo de 1,5 de desvio-padrdo (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05
e poder de confianga de 90%, sdo necessarios, no minimo, sete animais por grupo.

Os procedimentos com os animais foram realizados na Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) do Centro de Pesquisas do Hospita de Clinicas de
Porto Alegre, de acordo com as normas preconizadas pela Comissao de Pesquisa e
Etica em Salde do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagio do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, sendo este projeto aprovado sob o numero 07-066 (GOLDIN;
RAYMUNDO, 1997).

3.3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

= Grupo 1 - Controle (CO)- Grupo controle submetido a administracdo de
veiculo (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal;

= Grupo 2 - Quercetina (Q)- Grupo controle submetido a administracdo de
Veiculo (NaCl 0,9%) e tratado com quercetina por via intraperitoneal;

» Grupo 3 — Tioacetamida (TAA) - Grupo submetido a administracéo de TAA (2
doses de 350mg/Kg) e tratado com veiculo (NaCl 0,9%) por via
intraperitoneal;

= Grupo 4 - Tioacetamida + Quercetina (TAA+Q) — Grupo submetido a
administracdo de TAA (2 doses de 350mg/Kg) e tratado com quercetina (4
doses de 50mg/Kg) por via intraperitoneal.
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3.3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.3.1 Inducéo do Dano Hepético por Tioacetamida

Os grupos de TAA foram injetados com duas doses ip. (intraperitoneal) de
TAA (350 mg/Kg), com intervalo de oito horas.

No 4° dia, apds a primeira injecdo de TAA, os ratos foram anestesiados com
Cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e Cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e mortos por
exsanguinacdo. Os tecidos foram coletados e armazenados a -80°C (AMERICAN
ETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2007a; b).

3.3.3.2 Administracdo da Quercetina e do Veiculo

A quercetina foi administrada em uma dose diaria de 50 mg/Kg,
intraperitoneal. O tratamento foi iniciado duas horas apos a segunda dose de TAA, e
0S animais receberam quatro doses de quercetina ip. em intervalos de 24 horas. Os
animais dos grupos Controle e Quercetina receberam o veiculo (NaCl 0,9%) no
volume de 0,6mL por via intraperitoneal ao invés de TAA. Os animais dos grupos
Controle e TAA receberam veiculo no mesmo volume por via i.p. ao invés de

quercetina.

* 8h 10h
A—..  a—
1° dia 2°dia 3°dia 4° dia 5°dia
TAA MORTE

TAA  350mg/Kgi.p.

Figura 11 — Esquema representativo do modelo experimental
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3.3.3.3 Obtencéo das Amostras de Tecido e Sangue e Morte dos Animais

Transcorridos os cinco dias do desenvolvimento do modelo, os animais foram
novamente pesados e anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2%
50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal
intraperitonialmente.

Primeiramente, foi coletado sangue pela técnica da puncdo de plexo veno
retro-orbital com tubo capilar de vidro (HALPERN; PACAUD, 1951). Esse material foi
utilizado para avaliar integridade hepatica por meio das analises das enzimas
séricas aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT).

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal,
seguida da intervencao cirargica, que iniciou com laparotomia ventral média,
exposicdo do figado e retirada do 6rgéo.

Dando continuidade, o figado foi retirado e armazenado em secdes. Um
pequeno fragmento do figado foi imerso em solucdo de formaldeido 10% durante 48
horas para posterior analise histologica; outro fragmento do figado foi congelado a -
80°C, para posteriores analises de lipoperoxidacdo, enzimas antioxidantes,
avaliagdo de nitritos e nitratos e Western Blot. Os animais sofreram eutanasia por

exanguinacao sob anestesia profunda (AVMA, 2007).

3.3.3.4 Avaliacdo das Transaminases Séricas

Para a determinacédo da AST (aspartato-aminotransferase EC 2.6.1.1) e da
ALT (alanina-aminotransferase EC 2.6.1.2) no plasma, foi utilizado o meétodo
enzimatico comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade

enzimatica da AST e ALT foi obtida através da medig&o cinética a 567 nm.
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3.3.3.5 Histologia

A amostra de tecido hepéatico para analise histoldgica permaneceu durante 24
horas em formaldeido 10% e, posteriormente, a amostra foi embebida em parafina.
Na etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Micrétomo (Leitz®1512)
no qual se realizavam cortes com trés micra (3u). Na fase de coloracdo, as laminas
foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada
uma, intermediadas por um banho de 4gua corrente.

Na fase de desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes com
alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina utilizando-
se Balsamo do Canada ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparacao.
As laminas foram analisadas por um patologista do Laboratério de Patologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que desconhecia 0s grupos experimentais.

3.3.3.6 Preparacdo do Homogeneizado

Para homogeneizar o figado, foram adicionados 9 mL de tamp&o fosfato (KCL
140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneizacao foi
realizada em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, a
temperatura de 0 a 4°C. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma
centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge)
durante dez minutos a 3000 rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e 0
sobrenadante retirado e congelado em freezer, a temperatura de - 80°C, para

posteriores dosagens.

3.3.3.7 Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas no homogeneizado de figado foi determinada,

utilizando como padrdo uma solugcdo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se
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volumes de 50, 100 e 150 puL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL)
em 780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 mL de
NaHCOs3;, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sédio e potassio 2%).

Apés a adicdo do reativo C, aguardaram-se dez minutos e colocou-se 0,2 mL
de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na proporcdo 1:3 em agua destilada. Apés
trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotbmetro a 625 nm (LOWRY;
ROSEBROUGH et al., 1951).

3.3.3.8 Determinacéo das Substancias que Reagem ao Acido Tiobarbittrico

Foi determinada a lipoperoxidacdo do figado através do método de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). A técnica de TBARS consiste
no aquecimento do material homogeneizado na presenca de &cido tiobarbitarico e
consequente formacdo de um produto de coloragcdo rosea, medido em
espectrofotdometro a 535nm. O aparecimento de coloracdo ocorre devido a presenca
do malondialdeido e de outras substancias provenientes da peroxidacao lipidica no
material biolégico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adicdo, 0,5 mL de acido
tiobarbitirico (TBA) 0,67%, 0,25 mL de &gua destilada, 0,75 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com
produtos da lipoperoxidacao formando uma base de Schiff, e 0 TCA teve funcéo de
desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio de reacéo.

A seguir, agitaram-se 0s tubos, os quais foram aquecidos a temperatura de
100° C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados, e
acrescentou-se 1,5 mL de &lcool n-butilico, para extrair o pigmento formado. Os
tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por
10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o produto corado foi retirado e
realizada a leitura em espectrofotbmetro (CARY 3E - UV - Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentragao de
TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina (BUEGE; AUST, 1978).
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3.3.3.9 Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade dessa enzima € definida por sua capacidade para inibir um
sistema de deteccdo que reage com o O,". A técnica de medida da SOD foi
baseada na inibicdo dessa reacdo. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio
alcalino, transformou-se em adrenocromo, produzindo O," que é o substrato da
enzima.

Antes de realizar a determinagdo com o homogeneizado, fez-se a medida do
meio de reacéo (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6) com 50 uL de adrenalina (60 mM, pH
2,0). Essa mistura foi agitada e lida a 480 nm. Posteriormente, adicionaram-se
diferentes volumes do homogeneizado e mediu-se a inibicdo da reacdo. A atividade
enzimatica foi expressa em unidades SOD/g de tecido (quantidade de SOD que
inibe em 50% a velocidade de reducéo da adrenalina) (MISRA; FRIDOVICH, 1972).

3.3.3.10 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

A enzima catalase catalisa a decomposi¢cdo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. A velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio é
diretamente proporcional a atividade enzimética e obedece a uma cinética de
pseudoprimeira ordem com respeito ao peroxido de hidrogénio. O ensaio consiste
em medir a diminuicdo da absor¢édo a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve
0 peroxido de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consiste em colocar na cubeta o meio de
reacao (solucéo reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da amostra.
Depois, faz-se um gréafico com uma linha de base. Em seguida, adiciona-se 20 uL de

H.O, 300 mM. A concentracéo foi expressa em pmol/g de tecido (AEBI, 1984).
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3.3.3.11 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPXx)

A enzima catalisa a reducao do H,O,, utilizando o0 GSH como um doador de
hidrogénio. A atividade da GPx pode ser avaliada medindo a velocidade de consumo
de NADPH em um sistema que contenha GSH. A técnica consiste em determinar a
atividade da enzima espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de
oxidacdo de NADPH em uma mistura de reacéo.

Em uma cubeta, sdo colocados 500 puL de solucdo reguladora de fosfatos de
potassio (100 mM, pH 7,0), 100uL de H2O bidestilada, 50 uL de Azida Sodica
20mM, com 50 pL de glutationa reduzida (GSH) 40mM, 50uL de glutationa redutase
(GR) e 50 uL NADPH. Essa mistura é incubada durante 3 minutos, e logo apos se
adiciona 100 pL de amostra diluida e 100 pL de H,O,. As amostras sédo lidas a 340
nm. A atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteina (FLOHE; GUNZLER
1984).

3.3.3.12 Avaliacéo dos Metabolitos do Oxido Nitrico (NO2/NO3)

O NO é substancia extremamente labil, com meia-vida de apenas alguns
segundos em sistemas biologicos. Dessa forma, a medida pode ser feita de forma
indireta pela medida de nitritos e nitratos. Este método consiste na transformacéo de
nitratos e nitritos por meio do nitrato redutase. Para isso, utiliza-se, posteriormente, o
reativo de Griess.

Para realizar a técnica foram necessarios 500 uL de amostra, 100 uL NADPH
(0,2 mM), 70 uL tampéo Tris 1M, pH 7,5, 230 uL de uma mistura formada por 6P (50
mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 pl de nitrato redutase
(10/mL). Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante trinta minutos.

Posteriormente, utilizaram-se 750 uL dessa mistura e adicionaram-se 750 pL
do reativo de Griess, incubando-a novamente a temperatura ambiente, durante dez
minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrdo para a
determinacao de nitritos e nitratos (GRANGER; ANSTEY et al., 1999).
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3.3.3.13 Western Blot

Foi usada a técnica de Western Blot para determinar a expressdo das
proteinas Bcl-2, Bax e pERK. Os homogenizados de figado foram preparados em
0.25 mM sacarose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris, e 1% de inibidor de protease (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O homogeneizado foi incubado durante
trinta minutos, a 4°C, e centrifugado a 13.000 xg durante trinta minutos, a 4°C,
retirando o sobrenadante e alicotando a amostra. As proteinas (25-50 ug) foram
separadas por gel de poliacrilamida 10-12% e transferidas eletricamente para
membranas de difluorido de polivinilideno (Millipore, Bedford, MA, USA).

Posteriormente as membranas foram colocadas na solugdo de bloqueio
Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite em pd desnatado em tampao
fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 30 minutos, a 37° C. As
membranas ficaram incubadas durante toda a noite a 4°C com anticorpos policlonais
Bax (1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), Bcl-2 (1:800 Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), fosfo-ERK1/2 (1:200 Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e 3-actina (1:1000 Sigma, St Louis, MO, USA),
usada para normalizar a intensidade das bandas entre as amostras.

Depois disso, as membranas foram lavadas com PBS-T e incubadas durante
uma hora em temperatura ambiente com um anticorpo anti-imunoglobulina de
coelho, unido a HRP (DAKO, Glostrup, Dinamarca). As proteinas foram detectadas
mediante quimiluminescéncia, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas especificas foi quantificada

com um densitdmetro de imagen (Scion Image, Maryland, MA, USA).

3.3.3.14 Andlise Estatistica

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de
multiplas comparacdes foi executado com teste de Duncan. Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05. Todos os calculos foram realizados

utilizando o programa estatistico SPSS versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).



57

4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA NAS ENZIMAS HEPATICAS

Tabela 2 — Valores das enzimas de integridade hepatica no soro dos diferentes

grupos experimentais.

Grupos Experimentais

Parametros
(6{0) Q TAA TAA+Q

AST (UIL)  177,9+29,2  189,8+66,5 497.8+1235  198,9+418

ALT (U/L) 42+ 4.4 36,849,8 27j|_’4i87,3a 37,3+7,9

Resultados representados pela média + desvio padréo.
a Diferenca significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p < 0,05.

A administracdo de TAA levou a um aumento significativo nos niveis das
aminotransferases séricas, comparado aos ratos nao tratados (Tabela 2). Este
aumento foi significativamente atenuado nos ratos tratados com quercetina por 4
dias (p<0,05).
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4.2 HISTOLOGIA DO TECIDO HEPATICO NOS DIFERENTES GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Figura 12 — Histologia de cortes de figado de animais do grupo controle (a), controle + quercetina (b),

com lesdo hepética por TAA (c) e TAA tratados com quercetina (d), evidenciando o espago porta, em
aumento original de 200X. Seta 1: necrose em absorcao; seta 2: infiltrado inflamatério

A andlise histopatolégica foi realizada em amostras de figado, podendo-se
fazer uma comparacdo entre os grupos através do aumento original de 200X. As
amostras de figado do grupo controle (Figura 12a) apresentaram hepatdcitos
normais, com citoplasma e nucleo bem preservados, assim como o0 grupo controle
gue recebeu apenas quercetina (Figura 12b). Os animais que receberam TAA
(Figura 12c), no entanto, evidenciaram a presenca de necrose perivenular em
absorcédo, ou necrose residual e infiltrado inflamatério com linfocitos e macrofagos.
As alteragfes foram minimas em ratos tratados com quercetina apos lesdo hepéatica
induzida por TAA (Figura 12d). Este grupo apresentou apenas pequena quantidade

de infiltrado inflamatorio.
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4.3 VALORES DE TBARS NOS DIVERSOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

2,0

1,54

1,04

0,5

TBARS (nmolimg prot)

0,0

Co Q TAA  TAA+Q

Figura 13 — Valores de TBARS em figados de ratos apés uso de TAA e quercetina. Resultados
representados pela media + desvio padrdo. a Diferenca significativa entre o grupo TAA e 0s grupos
CO, Q e TAA+ Q, considerando p < 0,05. b Diferenca significativa entre o grupo TAA+ Q e 0s grupos
CO, Q e TAA, considerando p < 0,05.

Os niveis de TBARS foram significativamente aumentados nos ratos que
receberam somente TAA, se comparados aos ratos controles. O tratamento com
quercetina reduziu significativamente os niveis de TBARS no figado quando
comparados ao grupo TAA, mas nao re-estabeleceu os niveis de TBARS iguais aos

dos controles (p < 0,05; Figura 13).
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4.4 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA SOBRE AS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Tabela 3 — Valores das enzimas antioxidantes no figado de animais dos diferentes

grupos experimentais.

Grupos Experimentais

Parametros
CcO Q TAA TAA+Q
SOD(U/qg) 6,32+1,89 6,19+2,21 21,704_r7,31a 10,6745,00
CAT (pmol/g) 10,86+2,20 9,11+3,06 4,41J_r1,74a 18,404_r3,71b
GPx(nmol/min/ a b
mgPROT) 0,011 £0,004  0,013+0,003  0,144+0,039 0,093+0,020

Resultados representados pela media + desvio padréo.
a Diferenca significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p < 0,05.
b Diferenca significativa entre o grupo TAA+ Q e os grupos CO, Q e TAA, considerando p < 0,05.

Nossos resultados revelaram que a atividade da SOD no figado sofreu um
aumento significativo no grupo que recebeu TAA (p < 0,05). No entanto, no grupo
que recebeu TAA e posterior tratamento com quercetina, a atividade da SOD
hepética reduziu significativamente em comparagdo com o grupo TAA, retornando
aos niveis de atividade enzimatica proximos dos animais controle.

Por outro lado, a atividade da catalase foi reduzida significativamente no
grupo TAA (p < 0,05), enquanto o tratamento com quercetina apdés TAA elevou de
maneira significativa a atividade da catalase comparada ao grupo controle.

Um aumento significativo da atividade da GPx nos homogeneizados de figado
foi observado nos ratos administrados com TAA (p<0,05 Tabela 3). No grupo tratado
com quercetina apoés a administracdo de TAA, a atividade da GPx diminuiu
significativamente em comparagao com o grupo TAA (p<0,05), mas ndo chegando

aos niveis do grupo controle.
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4.5 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA SOBRE OS NIVEIS DE NITRITOS E
NITRATOS

2,0 1

1,51

NO,/NO, (mmoaliL)

0,0 . .
co Q TAA TAA+Q

Figura 14 — Quantificagdo dos niveis de nitritos e nitratos em figado de animais com toxicidade
hepética por TAA e tratados com quercetina. Resultados representados pela media + desvio padrdo.
a Diferenca significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p < 0,05.

A figura 14 mostra que os niveis de nitritos/nitratos no homogeneizados de
figados foram significativamente mais elevados no grupo administrado com TAA
(p<0,05). O tratamento com quercetina levou a uma redugao significativa nos niveis
de nitritos/nitratos em relacdo aos animais que receberam a TAA (p<0,05), re-

estabelecendo aos niveis similares aos animais do grupo controle.
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4.6 EFEITOS DA TAA E DA QUERCETINA NA EXPRESSAO DE PROTEINAS
RELACIONADAS AO PROCESSO DE APOPTOSE

control  quercetin TAA TAA+Q
— 1T 1

Bax g W o0 S WS w23 kDa
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Figura 15 — Expressao das proteinas Bax e Bcl-2. Resultados representados pela media + desvio
padrdo. a Diferenca significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p <
0,05.

A Figura 15 mostra a representacdo quantitativa da expresséo das proteinas
Bax e Bcl-2 em animais com e sem tratamento com quercetina. A analise
densitométrica revelou que a razao entre as proteinas pro- e antiapoptoética (Bax/Bcl-
2) foi significativamente aumentada nos animais com toxicidade hepética pela TAA
(p < 0,05). O tratamento com quercetina, por outro lado, preveniu significativamente
essas mudancas, resultando em uma razao Bax/Bcl-2 significativamente inferior

quando comparados aos animais com TAA (Figura 15).
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Figura 16— Expressao da proteina p-ERK1/2. Resultados representados pela media + desvio padréo.
a Diferenca significativa entre o grupo TAA e os grupos CO, Q e TAA+ Q, considerando p < 0,05.

A expressao da p-ERK1/2 mostrou-se significativamente diminuida nos ratos
tratados com TAA em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05). O tratamento
com quercetina manteve a expressao da p-ERK1/2 no nivel dos animais dos grupos

controle (Figura 16).
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5 DISCUSSAO

A lesdo hepatica induzida por drogas € um problema clinico importante e até
0 momento sem solucdo. Ela surge através de complexos mecanismos de varias
etapas, que sdo iniciadas pelo dano quimico as células do figado, desencadeando
respostas biolégicas, que podem ser protetoras ou resultar em toxicidade
(KAPLOWITZ, 2005).

A biotransformacédo de quimicos téxicos e de carcindbgenos € mediada por
enzimas celulares, incluindo o citocromo P450 (P450). P450 é uma enzima que
contém o grupo heme e que catalisa a oxidacdo de uma grande variedade de
compostos endbégenos e exdgenos, incluindo medicamentos, substancias
cancerigenas e outros produtos quimicos xenobioticos (GUENGERICH, 2003).

Varios estudos revelaram que o tratamento de camundongos e ratos com
tioacetamida (TAA) induziu danos celulares no figado, fibrose e/ou cirrose,
associada ao aumento do estresse oxidativo e ativacdo das células estreladas
hepaticas (PORTER et al., 1979; MULLER et al., 1988; SANZ et al., 1995; LI et al.,
2002; KANG et al., 2005a).

Em estudo realizado em camundongos com genétipos nulos de P4502E1,
observou-se a falta de hepatotoxicidade nesses camundongos apds administracao
de TAA, em claro contraste com os camundongos do tipo selvagem, em que o
aumento do estresse oxidativo mediado pela P4502E1 é essencial para que o dano
ocorra (KANG et al., 2008). Sabe-se que disturbios na producdo de oxidante e
antioxidante em favor do oxidante levam a danos celulares, os quais sao
denominados danos oxidativos ou estresse oxidativo (AITKEN, 1995; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2009).

Apesar de alguns importantes progressos terem sido feitos na investigacao da
patogénese das toxicidades do figado, os tratamentos atuais para essas doencas
ainda ndo sao satisfatorios. Recentemente, foi relatado que os fitoterapicos exercem
um papel significativo na terapia dos distarbios hepéaticos (ARTEEL, 2003;
COBALLASE-URRUTIA et al., 2010).

Um grande numero de fitoquimicos e extratos preparados a partir de plantas
medicinais populares com comprovadas propriedades hepatoprotetoras poderia ser

uma alternativa no tratamento de doencas hepaticas resultantes do uso de agentes
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toxicos, que sdo muitas vezes relacionadas ao estresse oxidativo (WILLIAMS et al.,
2004; NOVO; PAROLA, 2008; CONDE DE LA ROSA et al, 2008).

A quercetina, um composto flavondide, é encontrada em diversas plantas e
alimentos e possui amplas propriedades biofarmacolégicas (DUTHIE; DOBSON,
1999; DENG et al., 2005; SASAKI et al., 2007). A quercetina demonstra seu poder
antioxidante “varrendo” os radicais livres e inibindo a oxidagcdo de diversas
moléculas (WILLIAMS et al., 2004; AVIRAM; FUHRMAN, 2002), e tem mostrado
efeitos benéficos em estudos experimentais de hepatopatias (DIAS et al.,, 2005;
AMALIA et al., 2007; TIEPPO et al., 2009).

O consumo elevado de alcool, a exposicdo a xenobibticos e a drogas
terapéuticas, além de outros fatores, podem determinar doencas hepatotdxicas. Na
presente investigacdo, 0s animais expostos a TAA apresentaram aumento nas
enzimas hepéticas ALT e AST, em relagdo aos animais do grupo controle, o que nao
foi observado nos animais que receberam tratamento com quercetina (Tabela 2).

Ahmad et al. (2002) mostraram que a administracdo cronica de TAA em ratos
levou a um aumento significativo nos niveis séricos de ALT e AST. Pawa & Ali, 2006,
utilizando ratas fémeas, observaram um aumento importante nos niveis séricos das
enzimas hepaticas em modelo de Insuficiéncia Hepatica Fulminante. Outro estudo
revelou um aumento significativo nos valores das enzimas ALT e AST um dia apos a
administracdo de uma Unica dose de TAA 300mg/Kg. Estes valores retornaram aos
niveis dos controles no terceiro dia apds inducao do dano (IDE et al., 2003).

As lesbes hepaticas induzidas por TAA sado evidenciadas por necrose de
hepatécitos e infiltracdo celular, num processo complexo, caracterizado pela
ativacdo simultanea de mdltiplas vias que culminam na perda da integridade da
membrana celular, causando a perda de constituintes celulares (TREY, 1970),
alteracbes morfolégicas evidenciadas em diversos estudos realizados com a
administracdo de TAA em ratos (KANG et al.,, 2008; MEHMETCCIK et al., 2008;
BASKARANA et al. 2010).

No presente trabalho, os dados histopatolégicos apontam para o efeito
preventivo da quercetina contra a toxicidade induzida pela TAA. Ao avaliarmos a
hepatotoxicidade por TAA utilizando coloracdo por HE, observamos alteracdes
histopatoldgicas graves, com a presenca de necrose hepética perivenular em
absorcdo, infiltracdo de células inflamatérias e eventuais células gigantes

multinucleadas (Figura 12C). Estes resultados encontram-se de acordo com outros
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estudos realizados por diferentes autores (PAWA; ALI, 1999; KANG et al., 2008;
MEHMETCIK et al., 2008; BASKARANA et al., 2010), levando em consideragéo o
fato de que a administracdo da TAA é realizada de maneira diferente em cada
estudo. A dose, a quantidade de injecfes e o tempo entre cada administracdo séo
diferentes nos diversos estudos avaliados utilizando a TAA para induzir a toxicidade
do figado, ndo havendo um protocolo padrdo até o momento (IDE et al., 2003,
RAHMAN & HODGSON, 2003; MEHMETCIK et al., 2008).

O tratamento com quercetina parece prevenir de forma significativa a
toxicidade da TAA, como se pode observar na histologia que mostra o espaco porta
normal (Figura 12D), as células hepaticas com o citoplasma bem-preservado, com
nacleo e nucléolo proeminentes e a presenca minima infiltrado inflamatério. A
histologia dos cortes de figados de animais controle apresentaram células hepaticas
normais com citoplasma bem conservado e nucleo proeminente (Figura 12A).

Em todos os tipos de danos ao figado h& evidéncias consistentes do aumento
do estresse oxidativo e/ou da reducdo significativa das defesas antioxidantes
(LOGUERCIO; FEDERICO, 2003). O estresse oxidativo e a inflamacéo contribuem
para a patogénese do dano hepético agudo induzido por alcool, CCl,, tioacetamida e
por endotoxinas (LOGUERCIO; FEDERICO, 2003; OKUYAMA et al., 2003;
PAVANATO et al., 2003; RITTER et al., 2004; WANG et al., 2004, AMALIA et al.,
2007).

Neste estudo, houve um aumento da peroxidacao lipidica nos figados dos
ratos que receberam TAA, demonstrado pelos valores de TBA-RS (Figura 14). A
peroxidacdo da membrana celular leva a desorganizacdo molecular dos lipideos,
resultando em aumento da permeabilidade da membrana e extravasamento das
enzimas celulares na circulagdo (MASON et al., 1997). O aumento da peroxidacao
lipidica estd associado com a inducdo de P4502E1 em lesGes hepéticas
experimentais (LECLERCQ et al. 2000), a sobrecarga oxidativa aumenta a
peroxidacao lipidica na toxicidade induzida por TAA (KANG et al., 2005b).

Isso indica que as lesdes hepaticas produzidas por TAA séo resultado do
estresse oxidativo, que surge em resposta ao aumento da geracdo de espécies
reativas de oxigénio, que sdo conhecidas por atacar varias moléculas biologicas,
incluindo lipidios, e causando peroxidacao lipidica.

Estes resultados sdo coerentes com a literatura (BRUCK et al., 1999), que

mostra o papel das EROs na hepatotoxicidade induzida por TAA. A quercetina
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provavelmente agiu restringindo a producdo de EROs e/ou eliminando-as do
organismo, uma vez que, dentro da familia dos flavonodides, a quercetina € o mais
potente scavenger de EROs (CUSHNIE; LAMB, 2005), e ERNs como o 6xido nitrico
(NO") (HAENEN; BAST, 1999) e o peroxinitrito (ONOO") (HEIIJNEN et al, 2001).

Essa capacidade antioxidante da quercetina é atribuida a presenca de dois
locais especificos da molécula, que possuem caracteristicas especificas que
possibilitam as interagbes moleculares. Tais regibes, que sdo denominadas
farmacoforos, possuem a configuracéo ideal para a eliminacdo de radicais livres, ou
seja, 0 grupo catecol no anel B e o grupo OH na posicéo 3 do anel AC (HEIJNEN et
al., 2002).

Os resultados do estudo de Rosa et al. (2010) demonstram que o estresse
oxidativo observado tem relagdo com o dano causado pelo tetracloreto de carbono e
que o uso de melatonina minimizou esses danos atuando como antioxidante (ROSA
et al., 2010). Em outro estudo a N-acetilcisteina, com conhecido poder antioxidante,
demonstrou oferecer protecdo contra a fibrose hepatica e o estresse oxidativo em
figados de ratos cirroticos (PEREIRA-FILHO et al., 2008). Além disso, a quercetina
aumentou a estabilidade gendmica em ratos com cirrose hepatica, sugerindo efeitos
benéficos, provavelmente por suas propriedades antioxidantes (TIEPPO et al.,
2007).

Como o estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre a geracéo das
espécies reativas de oxigénio (e/ou nitrogénio) e a capacidade de defesa corporal,
tanto enddgena quanto exdgena, e sendo o sistema de defesa antioxidante
enzimatico um dos componentes mais ativos deste complexo, foram avaliados os
niveis das enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) nos figados dos ratos deste estudo em apreco (Tabela 3).

A SOD é uma enzima essencial na desintoxicacdo de radicais O," a H,0,. O
aumento da atividade da superoxido dismutase se da provavelmente em decorréncia
da dismutacdo do ion superoxido que esta elevado quando do estresse oxidativo.
Esse aumento de SOD consequentemente pode resultar na formacéo acentuada de
H,0O,. Isto, combinado com a diminuicdo na atividade da catalase, pode levar a um
aumento no acumulo de H,0O, nos tecidos e, assim, induzir o estresse oxidativo. As
peroxidases sdo enzimas que utilizam uma variedade de redutores celulares para
inativar peroxidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2009).
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O presente estudo indicou uma elevacao significativa na atividade da SOD e
GPx, mas niveis diminuidos de catalase nos animais intoxicados por TAA (Tabela 3).
Da mesma maneira, um estudo de Goel et al. (2005), que avaliou a toxicidade
hepatica induzida por Clorpirifés, um inseticida organofosforado muito utilizado na
agricultura, também demonstrou resultados semelhantes aos nossos (GOEL et al.,
2005).

Por outro lado, alguns estudos mostram que a atividade das enzimas SOD,
catalase e glutationa peroxidase na hepatotoxicidade induzida por drogas é reduzida
(ALI et al., 2008; BASKARAN et al., 2010). Essa aparente contradicdo pode ser
devida a diversos fatores, entre os quais a especificidade do tecido, variagdes na
gravidade ou duracéo da doenca, ou outras condicBes experimentais (ESSANI et al.,
1996).

O principal problema da elevada formacdo de H,O, € que ele atravessa
facilmente as membranas celulares e, ao receber mais um elétron, normalmente
proveniente do ferro ou do cobre, origina o radical hidroxil. Este dltimo é, entre as
EROs conhecidas, uma das mais reativas, pois necessita somente de mais um
elétron para se estabilizar, e a consequéncia disto € a oxidacdo dos fosfolipidios de
membranas celulares e subcelulares, do DNA, e das proteinas (DURAN; CADENAS,
1987).

As enzimas antioxidantes SOD, GPx e catalase limitam os efeitos de
moléculas oxidantes dos tecidos e atuam na defesa contra a leséo celular oxidativa
por serem “varredores” de radicais livres. No nosso estudo, o aumento significativo
da atividade da SOD e da GPx hepatica, apés a administracdo de TAA (Tabela 3),
mostrou uma ativacdo do mecanismo de compensacao através do efeito da droga
sobre as células progenitoras. A extensdo desse efeito € dependente da magnitude
do estresse oxidativo e, consequentemente, da dose do agente estressor
(PRAKASAM et al., 2001).

Estes resultados podem ser uma resposta ao dano oxidativo no tecido
hepético ocasionado pela acdo toxica da TAA as células hepaticas, provocando
aumento da lipoperoxidagdo, como demonstrado pelos niveis elevados de TBARS e,
dessa forma, levando ao aumento da atividade da enzima SOD, que exerce um
importante papel no balanco redox celular, na tentativa de dismutar radicais livres e
proteger tecidos contra possiveis danos oxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; FILIPPIN et al., 2008).
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O tratamento com quercetina conseguiu impedir que os niveis de atividade
das enzimas antioxidantes SOD e GPx sofressem uma elevagdo tao grande.
Entretanto, a diminuicdo da atividade da catalase nos animais que receberam TAA
pode causar o acumulo de O, H,0O, ou seu produto de decomposicdo. A perda de
atividade da catalase resulta na intolerancia ao oxigénio e desencadeia uma série de
reacoes prejudiciais, tais como oxidacdo do DNA e de proteinas e a morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2009). Os animais tratados com o antioxidante
guercetina tiveram um aumento na atividade da enzima catalase.

Spolarics et al., 1997 e Lukaszewicz & Moniuszko, 2004 sugerem, em seus
estudos, que a GPx é responsavel pela desintoxicacdo do peréxido de hidrogénio,
quando este esta presente em baixa concentracdo. Enquanto isso, a catalase
desempenha o seu papel quando a via da GPx atinge a saturacdo com o substrato
(SPOLARICS; WU, 1997; LUKASZEWICZ-HUSSAIN; MONIUSZKO-JAKONIUK,
2004).

O NO e seus produtos de oxidagédo estdo implicados na toxicidade de uma
variedade de xenobioticos. De igual forma, o mesmo ocorre na hepatite viral (LIU et
al., 1992) e na lesédo hepatica poés-isquémica (UHLMANN et al., 2000). Em muitos
desses casos, o NO afeta os tecidos e contribui a formacdo de lesdo hepatica,
enquanto em outros modelos ele protege contra a toxicidade do figado
(HARBRECHT et al., 1992; KIM et al., 2000).

Em qualquer situacdo, suas acdes podem ser devido a sua capacidade de
agir como oxidante ou como antioxidante. A maioria dos tipos de células do figado
produzem NO, sendo necessérias, no entanto, mais pesquisas para definir o papel
de cada uma dessas células no processo de lesdo hepatica induzida por
xenobidticos e os mecanismos pelos quais o NO regula a necrose e a apoptose
(LASKIN et al., 2001).

Nesta investigacdo optamos por um ensaio baseado no reagente de Griess
(GRANGER et al., 1999), que é especifico para nitritos. O aumento dos niveis de
nitritos (NO..) e nitratos (NO3.) observado nos figados dos animais com dano devido
a acdo da TAA (Figura 15) est4 de acordo com estudos prévios de outros autores,
gue investigaram lesdo hepéatica por isquemia/reperfuséo e por fibrose (ISOBE et al.,
2000; VERCELINO et al., 2008; SHAKER et al., 2010). Em doencas inflamatorias

sistémicas como sepse e gastroenterite grave, 0S niveis de nitritos e nitratos
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mostram-se também elevados devido a consideravel indugéo da iINOS (CRAWFORD
et al., 2004).

Os dados do estudo de Shaker et al. (2010) mostram um aumento do
estresse oxidativo decorrente da administracdo de TAA por 12 semanas, 0 que esta
relacionado com a elevagdo do malondialdeido (MDA) hepatico e dos metabdlitos do
NO, entre outras alteracdoes (SHAKER et al., 2010), situacdo observada em nossa
investigacdo. Outros autores sugerem fortemente a importancia do NO na
patogénese da hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol, evidenciado pelo
aumento dos nitritios/nitratos totais no figado dos animais (LASKIN et al, 1995;.
GARDNER et al, 1998;. GARDNER et al, 2002). A hepatotoxicidade induzida pela D-
galactosamina em ratos também demonstrou elevacdo nos niveis totais de
nitratos/nitritos (TAYE et al., 2009).

Alguns estudos relatam observacgdes que reforcam o conceito de que a iINOS
desempenha um papel importante na fisiopatologia da lesdo hepatica induzida pela
tioacetamida, assim como ja foi demonstrado por outras toxinas (HWANG et al.,
1999; GARDNER et al., 1998; RAHMAN; HODGSON, 2003). Pavanato et al. (2003)
demonstraram um aumento significativo na expressao da iINOS em figados de
animais com cirrose induzida por CCl; (PAVANATO et al., 2003).

O uso diario de quercetina na dose de 50 mg/Kg preveniu o aumento
significativo dos niveis de nitritos e nitratos induzidos pela TAA (Figura 14). Esse
resultado pode ser explicado pela atividade inibitéria da quercetina contra a
producdo de 6xido nitrico, de TNF-a, de NF-kB e de outros fatores envolvidos na
sinalizacdo do processo inflamatério (KAWADA et al. 1998; CHEN et al. 2005; DIAS
et al., 2005; COMALADA et al. 2006). Recentemente, foi relatado que a quercetina
inibe a producdo de NO induzida por lipopolissacarideos (LPS) em células murinas
de microglia BV2 (LEE et al., 2007).

Foi relatado por Martinez-Florez et al. (2005) que o estimulo de hepatdcitos
com IL-1 causou um aumento significativo dos nitritos em meio de cultura. Este
aumento foi significativamente prevenido pela adicdo simultdnea de quercetina a 100
umol/L (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2005).

Uma proteina que parece ser importante na protecao contra o NO é a Bcl-2,
membro de uma familia de proteinas reguladoras de apoptose. Alguns membros
dessa familia (Bcl-2, Bcl-xL) sdo conhecidos por suprimir a apoptose, enquanto

outros (Bax, Bak) promovem apoptose. A dimerizagdo dos membros pré e anti-
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apoptoticos dessa familia pode regular a sobrevivéncia da célula (GRAD et al.,
2000).

A intervencdo da apoptose pela quercetina foi relatada em diversos tipos
celulares (ISHIKAWA; KITAMURA, 2000). A quercetina inibe apoptose induzida por
H,O, das células mesangiais, fibroblastos, e células epiteliais. Em geral, ela facilita a
apoptose das células tumorais, mas ndo em células normais através da supressao
de uma molécula enddgena citoprotetora, proteinas de choque térmico (Hsp70)
(HOSOKAWA et al., 1990).

O contetdo de proteina citosoélica para as moléculas de Bax e Bcl-2,
envolvidas no processo de apoptose das células, foi avaliado em nossa pesquisa
pela técnica de Western blot. Nossos resultados, representados na Figura 15,
confirmam que a expresséo de Bax foi significativamente aumentada e a expressao
de Bcl-2 reduziu essencialmente 4 dias apds a toxicidade hepatica induzida pela
TAA.

Bor-Ru Lin et al (2009) mostraram que a razdo Bax/Bcl-2 elevada por leséo
hepatica por D-Galalactosamina levou a producédo de O,", a translocacdo de Bax
para a mitocondria, a liberagdo do citocromo c¢ para o citoplasma, ativacdo de
CPP32 e aumentou os fragmentos da PARP, dando inicio a apoptose. Podemos
dizer, portanto, que o aumento EROs, confirmado pelo aumento da peroxidacao
lipidica expressa pelo TBARS (figura 13) e o0 consequente aumento da razéo
Bax/Bcl-2 revelado pelo Western Blot (Figura 15), induziram a morte celular por
apoptose em figado de ratos submetidos a acdo da TAA.

Um estudo da isquemia/reperfusdo em rins de ratos mostrou um aumento de
EROs, elevando a razdo Bax/Bcl-2, com a ativacdo da caspase 3, levando a
apoptose e autofagia tubular renal (CHIEN et al., 2007). Sendo assim, quando Bcl-2
€ superexpressa, como foi 0o caso do grupo sob acdo da TAA, ela se liga a Bax
formando um heterodimero e bloqueia a morte da célula. Quando a ligacdo é
interrompida, a funcdo protetora de Bcl-2 também € eliminada, 0 que sugere que
Bcl-2 deve-se ligar a Bax para exercer seu efeito (YANG; KORSMEYER, 1996).

O tratamento com quercetina realizado em nossos experimentos preveniu
essas alteracdes, resultando em uma razdo Bax/Bcl-2 significativamente inferior
quando comparado ao grupo TAA, que nao recebeu tratamento com quercetina
(Figura 15).
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Bournival et al. (2009) demonstraram que a quercetina poderia reduzir a
apoptose de células neuronais PC12 induzida por neurotoxina, diminuindo a razao
Bax/Bcl-2, inibindo a translocacdo nuclear do fator indutor de apoptose (FIA) e a
liberacdo do citocromo c citosélico, dando suporte ao papel neuroprotetor deste
polifenol mediado por complexos processos intracelulares (BOURNIVAL et al.,
2009).Estudos anteriores mostraram que os flavonoides, incluindo a quercetina, tém
a capacidade de inibir a ativacdo da ERK (REINERS et al., 1998), assim como a S-
nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) inibiu a expressédo da ERK fosforilada em modelo de
cirrose por ligadura de ducto biliar comum (VERCELINO et al., 2010). Outras
investigacbes anteriores mostraram a peroxidacdo lipidica induzida pela H,O, em
associacdo com a morte celular, em que a quercetina inibiu o processo (KUHLMANN
et al., 1998).

No presente estudo, a p-ERK1/2 apresentou-se diminuida 4 dias apés a
inducéo de toxicidade hepéatica pela TAA, como mostra a figura 16. Estes resultados
indicam que a ativacdo da p-ERK1/2 poderia ocorrer mais cedo, e que o sinal de
apoptose e necrose induzidas por uma dose elevada de tioacetamida, pode bloquear
a resposta celular aos fatores de crescimento e sobrevivéncia que agem pela rota da
ERK.

Em acordo com nossos resultados, estdo outros resultados encontrados em
modelos de dano hepatico. A ERK1/2 fosforilada aumentou significativamente de
maneira transitoria logo apés lesdes hepaticas (KISHIOKA et al., 2007; KITAMURA
et al., 2010; GARCIA-LASTRA et al., 2010). Em um modelo murino de isquemia por
45 min e reperfusdo, a ERK2 fosforilada aumentou significativamente de maneira
transitéria 1,5 horas apds a reperfusdo em ambas as regides isquémica e nao-
isquémica (KOBAYASHI et al., 2006).

No presente estudo, o tratamento com o flavondide quercetina manteve os
niveis da p-ERK1/2 semelhantes aos controles, evidenciando um provavel efeito
protetor do antioxidante, evitando a morte das células hepaticas por apoptose
(Figura 16).

Assim, os resultados do nosso estudo mostram que o tratamento com
quercetina durante 4 dias; apos, a administracdo da TAA reduziu o dano hepéatico
provocado pelo hepatotoxico, mostrado pela reducdo dos niveis das enzimas
hepaticas ALT e AST (Tabela 2). Além disso, os resultados mostraram que a

quercetina tem um efeito protetor sobre o estresse oxidativo, como percebido pelo
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decréscimo significativo da peroxidagao lipidica, bem como no “status” das enzimas
antioxidantes e pela morfologia normal do figado.

Em resumo, demonstramos que a apoptose dos hepatocitos foi
significativamente maior em lesbes hepaticas induzidas pela TAA. Nossos
resultados indicam que o aumento do estresse oxidativo e sua ativagdo p-ERK1/2
associados, bem como um desequilibrio de proteinas pro e anti-apoptética na familia
Bcl-2, contribuiram para alta de apoptose dos hepatdcitos que podem desempenhar
um papel significativo na patogénese da TAA a lesdo do figado. Estes resultados
sugerem que a quercetina, por sua inibicdo do estresse oxidativo e/ou intervencéo
direta sobre as vias de apoptose, poderia ser uma droga com potencial terapéutico

para a toxicidade hepatica.
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6 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos nos experimentos, conclui-se que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A indugdo do dano toxico ao figado pela TAA foi efetiva. A quercetina

mostrou efeito benéfico na reducédo do dano causado pela TAA.

As enzimas séricas AST e ALT tiveram um aumento significativo nos
animais do grupo TAA. O grupo TAA + Q mostrou redugao significativa,

com valores semelhantes aos dos grupos controle e Q.

A TAA produziu alteracdes histopatoldgicas significativas, com a presenca
de necrose perivenular em absorc¢éo, infiltrado inflamatorio com linfocitos e
macrofagos e eventuais células gigantes multinucleadas. O tratamento
com quercetina preveniu 0 surgimento dessas alteracdes,

consequentemente impedindo o dano téxico ao figado.

O grupo TAA apresentou aumento da lipoperoxidacdo no tecido hepético,
avaliado por TBARS. Com o tratamento, a lipoperoxidacgéo foi reduzina no
grupo TAA + Q. Houve aumento na atividade das enzimas antioxidantes
SOD e GPx nos animais do grupo TAA, onde a CAT apresentou redugéo.
A quercetina reduziu a atividade das enzimas SOD e GPx, enquanto

aumentou os niveis da CAT.

Houve aumento dos nitratos totais no figado dos animais do grupo TAA e

diminuigcdo no grupo tratado com quercetina.

A quercetina aumentou a expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-e e
diminuiu a expressao da enzima pro-apoptotica Bax, revelando uma razao
entre pro e antiapoptose (Bax/Bcl-2) reduzida, contrariando os resultados
do grupo TAA. A TAA inibiu a expressdao da enzima p-ERK1/2 e a
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quercetina restabeleceu 0s niveis de expressao da enzima no tecido

hepético no modelo de lesdo hepética induzida por TAA.

6.1 CONCLUSAO GERAL

O flavondide quercetina utilizado neste experimento apresentou propriedades
antioxidantes eficazes na reducdo do estresse oxidativo provocado pela TAA na
inducéo da lesdo hepética. A quercetina mostrou-se eficaz na prevencéo da leséo
toxica que a TAA produz, melhorando a funcdo hepatica e inibindo o processo de
apoptose e necrose no figado. Estes resultados sugerem que a quercetina pode ser

uma droga com potencial terapéutico para o tratamento de lesdes hepatotoxicas.
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7 PERSPECTIVAS

Ha um interesse crescente, tanto da industria farmacéutica como dos grandes
laboratérios de investigacdo cientifica, nos mecanismos fisiopatoldégicos da
hepatotoxicidade de drogas, por tratar-se de um importante problema de salde
publica. Além disso, os compostos flavondides tém demonstrado efeitos protetores
em diversas doencas estudadas experimentalmente.

A partir dos resultados obtidos, verificamos que a quercetina apresenta efeitos
benéficos na reducdo dos danos provocados pela toxicidade hepética induzida por
TAA. Essas evidéncias nos abrem perspectivas de investigar de forma mais
aprofundada os efeitos da quercetina em diferentes doses e diferentes tempos de
tratamento sobre ativacdo e sinalizacdo de processos moleculares no figado de
ratos com hepatotoxicidade.

Nossas perspectivas focam a continuidade do estudo ampliando as
investigacdes relacionadas aos mecanismos que envolvem o estresse oxidativo, a
ativacdo e sinalizacdo de rotas que levam a morte das células por apoptose e a
transcricdo de proteinas inflamatoérias, como a COX-2, no figado de ratos com
hepatotoxicidade. Do mesmo modo, pretende-se avancar 0S estudos sobre os
efeitos protetores da quercetina neste modelo, uma vez que ela se mostrou eficaz no

tratamento da toxicidade hepatica.
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