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RESUMO

Introducdo: A Sindrome Hepatopulmonar (SHP) é definida pela triade que
compreende a presenca de doenca hepética, aumento do gradiente alvéolo-capilar no ar
ambiente e dilatagdes vasculares intrapulmonares na auséncia de doenca pulmonar ou
cardiaca coexistente.

Objetivo: Avaliar o efeito antioxidante do flavondide Quercetina (Q) no tecido
pulmonar de ratos com ligadura de ducto biliar comum, como um modelo experimental de
SHP.

Matérias e Métodos: Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo,
no qual foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200 e 300 gramas, divididos em
quatro grupos: Controle + Veiculo (CO+V), Controle + Quercetina (CO+Q), Cirrose Biliar
Secundaria + Veiculo (CBS+V) e Cirrose Biliar Secundéaria + Quercetina (CBS+Q). Foram
realizadas analises séricas de Aminotransferares (AST e ALT) e Fosfatase Alcalina (FA),
gasometria arterial, avaliacdo da lipoperoxidacdo (substancias que reagem ao 4cido
tiobarbitdrico - TBA-RS), quantificagdo das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase
(SOD) e Catalase (CAT), avaliacdo de nitratos totais, avaliagdo do dano ao DNA através dos
Testes de Micronucleos e Ensaio Cometa e teste anatomopatolégico dos tecidos hepético e
pulmonar. O periodo do experimento foi de 28 dias. A partir do 14° dia os animais receberam
Q na dose de 50mg/Kg ou veiculo (NaCl 0,9%) no volume de 1mL/Kg de peso corporal
intraperitonealmente. Para analise estatistica foi realizada andlise de variancia (ANOVA)
sequida de teste de Student-Newman-Keuls, sendo o nivel de significancia adotado de 5%
(P<0,05).

Resultados: Constatou-se aumento significativo (P<0,05) das enzimas AST, ALT e
FA e diminuicdo significativa de valores gasométricos de pressao parcial de oxigénio arterial
(Pa0,) e saturacdo de oxigénio da hemoglobina (SatO,/Hb) nos animais CBS+V em relacao

aos demais grupos, e melhora nos parametros enzimaticos e gasométricos ap0s o tratamento



com Q. Observou-se reducdo do dano oxidativo através de TBA-RS no pulmao e no figado.
Quanto as enzimas antioxidantes, a Q nos animais cirroticos manteve os valores da SOD,
tanto no figado como no pulmao, semelhantes aos animais controles. A CAT no pulméo
manteve-se inalterada e, no figado, ap6s o uso de Q, permaneceu em seus niveis basais. Na
avaliacdo de nitratos totais observou-se aumento no tecido pulmonar dos ratos cirréticos e
apos o tratamento com Q reducdo aos niveis dos controles. Quanto ao dano ao DNA a Q
reduziu a freqliéncia de microndcleos e o dano ao DNA no figado e no pulméo dos animais
CBS+Q e ndo mostrou indicios de dano ao DNA nem aumento da freqliéncia de micronucleos
quando comparados CO+Q com CO+V. No teste anatomopatoldgico do figado sinais de
necrose e nddulos regenerativos foram atenuados nos animais CBS+Q. No tecido pulmonar,
0s animais CBS+V desenvolveram alteracGes pulmonares semelhantes a SHP e apds o uso de
Q observou-se reducdo da vasodilatacdo e da estase sanglinea.

ConclusGes: Os resultados obtidos sugerem que o flavondide Quercetina, através do
seu potencial antioxidante, provavelmente atenua as alteragcdes pulmonares presentes na SHP,

fato que nos estimula a futuras investigacdes.
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ABSTRACT

Introduction: The definition of hepatopulmonary syndrome (HPS) involves the
presence of hepatic disease, increase of the alveolar-capillary gradient in surrounding air and
pulmonary vasodilatation in the absence of lung or heart disease.

Objectives: To evaluate the antioxidant effect of flavonoid quercetin (Q) in the rat
lungs following common bile duct ligation (CBDL), an experimental model of HPS.

Materials and Methods: Wistar rats weighing between 200-300 g, were divided into
four groups: Control+Vehicle (CO+V), Control+Quercetin (CO+Q), Secondary Biliary
Cirrhosist+Vehicle (SBC+V) and Secondary Biliary Cirrhosis+Quercetin (SBC+Q). The
assessment included serum analyis of aminotransferares (AST and ALT) and alkaline
phosphatase (FA), arterial blood gas analysis, evaluation of lipoperoxidation (substances that
react with tiobarbitdric - acid TBA-RS), quantitative evaluation of antioxidant enzymatic
activity of Superoxide Desmutase (SOD) and Catalase (CAT), evaluation of total nitrates,
evaluation of the DNA damage through the Tests of micronuclei and comet assay and
pathology of lung and liver. The experiment lasted 28 days. On the 14th day nd henceforth the
animals received Q (50mg/Kg) or vehicle (NaCl 0.9%, 1mL/Kg of body weight)
intraperitoneally.  Statistical analysis used analysis of variance (ANOVA) and Student-
Newman-Keuls test, amd the level of significance was 5% (p<0,05).

Results: There was a significant increase in the aminotransferases and alkaline
phosphatase and a significant decrease in the partial arterial pressure of oxygen (Pa0,) and
hemoglobin oxygen saturation (SatO,/Hb) blood in the SBC+V animals when compared to
the other groups. It was also found an increase in the enzymatic and gasometric parameters
after treatment with Q. Reduction of the oxidative damage was detected in the lung and liver
by TBA-RS. In regards to the antioxidant enzymes it was found that in cirrhotic animals, the
Q maintained the same SOD levels both in liver and lung similar to the animal in the control

groups. Followinf treatment with Q, CAT in the lung and in the liverhave remained at the



same basal level. Total nitrates were increased in lung tissue of the cirrhotic rats. Such levels
decreased after treatment with Q, back to the control levels. Quercetin reduced the
micronuclei frequency, the DNA damage in liver and lung of SBC+Q animals, and showed
neither DNA damage nor increase in the micronuclei frequency when compared with CO+Q
with CO+V. The liver pathology showed a decrease in necrosis in SBC+Q animals. In the
lung tissue, the SBC+V animals developed changes in lungs analog to the HPS. Following the
use of Q, a decrease in vasodilation and blood stasis were found.

Conclusion: The results of this study suggest that administration of the flavonoid
quercetin and its antioxidant properties probably attenuated the lung changes found in HPS.

Such findings deserve further investigation.
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A associacdo entre doenca hepatica cronica e alteracdes respiratorias foi reconhecida ha
mais de 100 anos, entretanto somente nos ultimos quinze anos a deteccdo de alteracOes
vasculares pulmonares associadas com a presenca de cirrose e/ou de hipertensdo portal tém

sido submetidas a maiores investigacdes (Fallon 2005).

As alteracdes vasculares pulmonares relacionadas com doencas hepaticas cronicas
compreendem duas sindromes distintas: a Sindrome Hepatopulmonar (SHP), caracterizada
pela dilatacdo da microvasculatura pulmonar, e a Hipertensdo Portopulmonar, caracterizada
pela constri¢do, remodelamento das artérias pulmonares e aumento da sua resisténcia vascular

(Fallon 2005).

O termo “Sindrome Hepatopulmonar” foi utilizado pela primeira vez em 1977 por
Kennedy e Knudson, os quais descreveram a presenca de dilatacdo vascular intrapulmonar
com anormalidades na oxigenacéo, que é reconhecida como a principal caracteristica da SHP.
Estes autores relataram o caso de um paciente com cirrose hepatica que apresentava
hipoxemia arterial agravada pelo exercicio e utilizaram a nomenclatura “Hepatopulmonar” em
analogia a Sindrome Hepatorrenal, por acreditarem se tratar de mecanismo etiopatogénico

semelhante (Kennedy & Knudson 1977).



A SHP é conceituada como uma relacdo clinica existente entre a disfuncéo hepética e a
existéncia de dilatagdes vasculares pulmonares e/ou alteragdes da difusdo de gases, e definida
pela triade que compreende a presenca de doenca hepética, aumento do gradiente alvéolo-
capilar no ar ambiente e dilatacbes vasculares intrapulmonares na auséncia de doenca
pulmonar ou cardiaca coexistente, as quais podem resultar em concentracdes arteriais de

oxigénio abaixo da normalidade, levando a alteragdes sistémicas (Krowka, Staats et al. 1990).

As manifestacGes clinicas da cirrose variam desde a auséncia de sintomas até a
insuficiéncia hepética e sdo determinadas tanto pela natureza, quanto pela gravidade da

hepatopatia subjacente e magnitude da fibrose estabelecida (Forestier, Solioz et al. 1997).

A cirrose biliar secundéria, provocada pela obstrucéo do ducto biliar comum, é um modelo
da ictericia obstrutiva extra-hepatica humana, caracterizada pela colestase com evolucao
cirrogénica, como conseqiiéncia da permanente agressao hepatica, iniciada nos ductos biliares
e perpetuadas pela evolucdo de uma ampla gama de processos fibrohepatogénicos (Hunt

1980).

Estudos prévios demonstraram que a inducdo de cirrose biliar secundéria, atraves da
ligadura de ducto biliar comum (LDBC), estabelecida por Kontouras e colaboradores, em
1984, simula a doenca humana pelas alteracdes provenientes da reacdo inflamatoria causada
pelo refluxo biliar e a conseqiiente desorganizacao da arquitetura natural do parénquima, com
areas inflamatorias e de deposicdo de colageno e formacédo de fibrose (Pastor, Collado et al.

1997).



Em 1997, Fallon e colaboradores descreveram o modelo experimental de cirrose biliar
secundaria pela obstrucdo da via biliar comum em ratos, como sendo um modelo de SHP por
observarem que a alteracdo hepética cronica acarretava um desequilibrio na producdo de
mediadores vasoativos, resultando em decréscimo do ténus vascular e vasodilatacdo

intrapulmonar neste modelo (Fallon, Abrams et al. 1997).

Na cirrose biliar secundéria, ha alteracdes nos mecanismos antioxidantes, que levam a um
desequilibrio entre os processos oxidativos e antioxidativos, o que estimula o processo de
peroxidacdo lipidica, provocando lesbes hepaticas (Singh, Shackleton et al. 1992) e esta
demonstrada a participacdo dos radicais livres na fisiopatologia da cirrose causada por estase

biliar (Forestier, Solioz et al. 1997).

Estudos prévios, realizados por Tieppo & Vercelino, em 2003, demonstram que ratos
cirréticos por ligadura de ducto biliar comum apresentam hipoxemia e aumento da
lipoperoxidacdo em homogeneizado de tecido pulmonar, provavelmente devido a acédo

oxidativa de radicais livres em altas concentrag¢fes na circulagdo pulmonar.

Compostos antioxidantes e flavondides sdo considerados eficazes para diminuir fibrose em
modelos animais de cirrose biliar secundaria por ligadura do ducto biliar comum, de cirrose
por alcool ou por administracdo de tetracloreto de carbono (CCl4) (Muriel, Suarez et al.

1994).

Os estudos prévios levaram-nos a considerar a hipotese de que a melhora da funcéo
hepética, através do uso de antioxidantes, poderia amenizar as complica¢cdes pulmonares,

caracteristicas da SHP (Tieppo & Vercelino 2003).



Avaliando as alteraces causadas pela SHP e a inexisténcia de um modelo especifico para
se estudar as mudancas pulmonares caracteristicas dessa sindrome, inclusive o envolvimento
do estresse oxidativo, o presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito do flavondide

quercetina nos tecidos hepético e pulmonar de ratos com ligadura de ducto biliar comum.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Sindrome Hepatopulmonar (SHP)

1.1.1 Definicao

A sindrome hepatopulmonar é a situacdo clinica em que uma doenca hepatica determina
alteracdes vasculares pulmonares com modificacbes na oxigenacdo sanguinea e dilatacdes
vasculares intrapulmonares, logo, a SHP ¢ definida como a presenca de doenca hepatica e a
coexisténcia de dilatagdes vasculares pulmonares com concentracfes arteriais de oxigénio

abaixo da normalidade (Sherlock & Dolley 1993).

Doencas cronicas do figado podem levar a disfuncdes no sistema cardiovascular e
pulmonar, com alteracbes hemodindmicas que incluem aumento do débito cardiaco, baixa
resisténcia vascular e vasodilatacdo (Nelson & Eichinger 2001). A hipertensdo portal, a
encefalopatia hepatica e o desenvolvimento de ascite sdo complicacBes secundarias aos
distdrbios hemodindmicos que ocorrem em hepatopatas cronicos (Fernando, Marley et al.

1998).



As consequéncias hemodindmicas das doencas hepaticas, na circulacdo sistémica e
pulmonar, incluem ainda a insuficiéncia cardiaca causada por shunt arteriovenoso hepatico,

hipertensdo pulmonar, cardiomiopatia e SHP (Naschitz, Slobodin et al. 2000).

Em 1966, Berthelot e colaboradores documentaram, através de autOpsias feitas em
pacientes com diagndstico prévio de cirrose hepatica, a presenca de dilatacGes pré-capilares
pulmonares difusas, variando de 15 a 150 um em seu didmetro, bem como “aranhas”
vasculares na pleura das bases pulmonares e a presenca de malformacdes arteriovenosas na

presenca de hipoxemia arterial.

Tajuddin, em 1994, define SHP como uma relacédo entre figado e pulmao, em pacientes
com doenca hepatica crénica, com shunt funcional intrapulmonar e hipoxemia arterial

associada.

N&do ha, até o momento, consenso definitivo sobre a SHP, mas aceita-se sua definicédo
como sendo a triade: 1) doenca hepatica e/ou hipertensdo portal; 2) aumento do gradiente
alvéolo-arterial em ar ambiente; 3) evidéncia de dilatagdes vasculares intrapulmonares

(Krowka & Cortese 1990).

Essa definicdo € consistente com os critérios diagndsticos para essa sindrome sugeridos
por Rodriguez-Roisin e colaboradores em 1992, porém ndo leva em conta a presenca de
outras anormalidades pulmonares ou cardiacas que estariam associadas em pacientes com
cirrose, quando poderia ser dificil considerar a SHP, pois a hipoxemia e outras alteracdes
pulmonares poderiam ser determinadas por uma pneumopatia ou cardiopatia primarias e ndo

como conseqiéncia da cirrose.



Na disfuncdo respiratéria por alteracdo da difusdo de gases, que se desenvolve em
pacientes com doenca hepatica avancada sem doenca co-existente do parénquima pulmonar,
confirma-se o diagnostico da SHP ou também chamada angiodisplasia hepatogénica (Eriksson

1990; Krowka & Cortese 1990).

A SHP desenvolve-se em cerca de 15 a 20% dos pacientes com cirrose (Lange & Stoller
1995; Fallon & Abrams 2000). A hipoxemia geralmente & progressiva e o0s indices de
mortalidade sdo significativamente aumentados em pacientes cirréticos com SHP em relacdo

aos pacientes sem a sindrome (Schenk, Schoniger-Hekele et al. 2003).

Vérias terapias médicas ja foram utilizadas para o tratamento da SHP, entretanto, até o
momento, apenas o transplante hepéatico pode corrigir as alteracdes vasculares pulmonares e,
conseqiientemente, as anormalidades na difuséo de gases (Abrams & Fallon 1997; Arguedas,

Abrams et al. 2003).

Considerando o alto risco cirlrgico em pacientes gravemente hipoxémicos, faz-se

necessaria uma terapia medicamentosa efetiva para o tratamento da SHP.

1.1.2 Achados Clinicos

As manifestacdes clinicas da SHP sdo as decorrentes da cirrose, independentemente da sua
causa, como ictericia, ascite, hemorragia digestiva, encefalopatia, perda de massa muscular e
estigmas de hepatopatia cronica ou de hipertensdo portal associados com alteragoes

respiratérias e pulmonares como dispnéia, hipocratismo digital e cianose.



As alteracOes clinicas e laboratoriais mais caracteristicas da SHP estdo relacionadas a
dispnéia e & hipoxemia. A platipnéia é uma queixa caracterizada como falta de ar que ocorre
quando o paciente assume a posi¢ao ortostatica. Associada a platipnéia pode-se constatar a
ortodesdxia, sendo esta a dessaturacdo da oxigenacdo arterial (hipoxemia arterial) induzida
pelo ortostatismo (Altman & Robin 1969). A presenca de platipnéia e ortodesoxia reflete a
gravidade da dilatacdo vascular pulmonar, que predominaria nos tercos inferiores do pulméo

(Riegler, Lang et al. 1995). Outros sintomas respiratorios sdo pouco frequentes.

A presenca de hipocratismo digital e de cianose, que ndo sdo constantes, sugere fortemente
a SHP. No exame fisico do térax, nenhuma particularidade é observada em relacdo a

sindrome (Garcia, Silvério et al. 1998).

A constatacdo de SHP em pacientes com hipertensdo portal ndo-cirrética sugere que a
hipertensdo portal pode ser um fator determinante desta sindrome (Babbs, Warnes et al.

1988).

1.1.3 Fisiopatologia

Os mecanismos da vasodilatacdo intrapulmonar ndo sdo bem definidos. Muitas hip6teses
tém sido consideradas, tais como um desequilibrio entre substancias vasodilatadoras e
vasoconstritoras no pulméo que poderia levar as anormalidades vistas nos pacientes com SHP

(Aboussouan & Stoller 2000).

Vérios mediadores humorais tém sido propostos como vasodilatadores circulantes

responsaveis pela SHP, entre eles, as prostaglandinas, o glucagon, a substancia P, o peptidio



atrial natriurético, o fator de ativacdo plaquetario e o 6xido nitrico (NO) (Panos & Baker

1996).

Na busca de uma substancia especifica, a principal hipotese € a do possivel envolvimento
do fator relaxante endotélio-derivado (Oxido Nitrico) como um potencial mediador nesta

sindrome (Vallance & Moncada 1991, Perrella, Edell et al. 1992).

Muitos estudos tém valorizado o possivel envolvimento do Oxido Nitrico (NO) pelo seu
papel de vasodilatador capilar, possivelmente um fator que persiste, por alguma razéo ainda
ndo conhecida, em niveis elevados em relacdo ao normal, potencializando a formacéo de
dilatacGes vasculares intrapulmonares, atuando como um potencial mediador nessa sindrome

(Garcia, Silvério et al. 1998).

Atualmente, a atencdo é focada sobre a producdo excessiva de vasodilatadores,
particularmente o NO, que é visto como fator vasoativo responsavel pela vasodilatacdo
pulmonar (Fallon 2005). Muitas pesquisas reforcam essa idéia, e muitos estudos tém
demonstrado a acdo do NO na interacdo figado-pulmao (Matsumoto, Ogura et al. 1995; Rolla,

Brussino et al. 1997; Brussino, Bucca et al. 2003).

O oxido nitrico € um gas denominado como fator relaxante derivado do endotélio que, em
situacbes de endotoxemia, se mostra em niveis elevados nos tecidos. Nesta situagdo
patoldgica, existe importante inducdo da atividade da NO-sintase entre os macrofagos e as
células endoteliais, mediada por endotoxinas bacterianas e citocinas liberadas, resultando em

significativa produgdo de 6xido nitrico (Pique 1994).



A baixa resisténcia vascular pulmonar e a baixa pressédo arterial pulmonar estdo presentes,
devido a vasodilatacdo intrapulmonar, promovendo uma baixa tensdo no leito vascular

pulmonar (Lee 1989).

A fisiopatologia da hipoxemia na SHP é multifatorial. Os mecanismos predominantes
incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relacdo ventilagdo-perfusdo, baixa
difusdo, desequilibrio da difusdo-perfusdo ou do gradiente de oxigenacdo alvéolo-capilar

(Aboussouan & Stoller 2000).

O desequilibro entre a difusdo-perfusdo € um mecanismo que pode explicar a hipoxemia
na SHP. Esse mecanismo pode ser responsavel pela alteracdo do gradiente de oxigenacao
alvéolo-capilar ou efeito shunt e relaciona a hipoxemia com as dilatacfes vasculares
pulmonares. No capilar dilatado e com didmetro maior, a molécula de oxigénio vinda do
alvéolo ndo pode difundir-se até o centro do vaso, e a hipoxemia, resultante desse fenémeno,
ainda pode ser agravada pelo estado hiperdinamico circulatério, com menor tempo disponivel
para o trénsito da hemacia dentro do capilar pulmonar (Figura 1). Essa anormalidade na
difusdo-perfusdo traduz a dificuldade do oxigénio em saturar as heméacias em um capilar
pulmonar anormalmente dilatado, evidenciando o efeito shunt funcional. O shunt funcional
ocorre devido a diminuicdo da difusdo do oxigénio através da membrana alvéolo-capilar, uma
consequéncia da anormalidade de perfusdo que acomete o pulmdo de pacientes cirroticos

(Garcia, Silvério et al. 1998).
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Figura 1. Efeito shunt relacionando a hipoxemia com as dilata¢Bes vasculares pulmonares.

Em modelos experimentais foi demonstrada a acdo vasodilatadora do NO, e 0 aumento da
NO sintase endotelial (eNOS) e pulmonar estaria relacionado a hipoxemia (Fallon, Abrams et
al. 1997; Rolla, Brussino et al. 1997; Dinh-Xuan & Naeije 2004). Eles sugerem a acdo do NO
como o responsavel pela vasodilatacdo intrapulmonar encontrada na SHP, mas novos estudos

devem ser realizados para melhor compreensao dos mediadores causadores da SHP.

Além do envolvimento do NO, a endotelina-1 que, em condi¢bes normais € um
vasoconstritor paracrino que atua na regulacdo do tdnus vascular, também vem sendo
amplamente estudada, visto que em situac¢des de cirrose biliar secundaria pode contribuir para
a vasodilatacdo na microcirculacdo pulmonar, situacdo esta que ainda ndo é claramente

definida (Fallon & Abrams 2000).

Também ja foi demonstrado que animais cirroticos por ligadura de ducto biliar comum
apresentavam hipoxemia e aumento da lipoperoxidacdo em homogeneizado de pulméo,
provavelmente devido a acao oxidativa de radicais livres e do NO em altas concentragdes na

circulagao pulmonar (Tieppo & Vercelino 2003).



1.2 Cirrose Biliar Secundaria

A cirrose biliar é uma enfermidade crénica e difusa do figado com alteracGes na sua
estrutura e funcéo, seja intra ou extra-hepatica, sendo considerada uma possivel complicacédo
tardia da obstrucdo prolongada das vias biliares extra-hepaticas ocorrendo, segundo alguns
autores, em menos de um décimo de pacientes com cirrose biliar (Gonzalez-Gallego &

Esteller 1998).

Ocorre mais freqlientemente como conseqiiéncia de uma obstrucdo por leséo benigna do
que por uma neoplasia, em vista da curta sobrevida dos pacientes no segundo caso. Por outro
lado, tem sido mais observada em obstrucdes benignas ndo-infectadas do que infectadas,
talvez em vista do maior grau de obstrugdo no primeiro caso. A infeccdo das vias biliares,
uma vez instalada, parece acelerar a formacgdo da cirrose. A duracdo da obstrugdo para o
desenvolvimento da cirrose €, em geral, superior a um ano, embora, em circunstancias menos
freqlientes, possa a mesma ser observada ap0s trés a quatro meses apenas (Silva &

D’albuquerque 1986).

Essa doenca é acompanhada pela dificuldade de eliminacdo da bilis, pela destruicdo do

parénquima hepético e pela fibrose progressiva (Rojkind & Ponce-Noyola 1982).

A obstrucdo cronica da via biliar extra-hepéatica pode determinar a estase biliar e areas
focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferacdo e dilatacdo dos ductos e
canaliculos biliares dos espacos porta, colangite estéril ou infecciosa com infiltracdo de

polimorfonucleares, edema e fibrose dos espacos porta. Como em outras formas de cirrose, a



lesdo é acompanhada de fendmenos degenerativos e regenerativos do parénquima residual,

com a formacdo de nddulos (Abdel-Aziz, Lebeau et al. 1990).

O extravasamento da bile dos canaliculos biliares intralobulares em zonas de necrose
periportal da lugar & formacdo de “lagos biliares” e de fendmenos regenerativos no
parénquima residual, com a formacdo de nddulos. A eliminagdo da obstrucdo costuma ser

acompanhada de melhora bioquimica e morfoldgica (Rojkind & Ponce-Noyola 1982).

O dano hepatico colestatico € uma caracteristica da cirrose biliar secundaria e se define
com criterios histopatologicos especificos e bioquimicos bem estabelecidos. A citotoxicidade
dos acidos biliares é atribuida a diversos mecanismos, incluindo as suas propriedades
detergentes, a alteracdo da homeostase do Ca++ intracelular, a deplecdo de ATP e ao dano
mitocondrial. Trabalhos recentes sugerem que na patogénese do dano colestatico hepatico
participam as espécies ativas de oxigénio e reacOes de radicais livres (Parola, Leonarduzzi et

al. 1996; Pastor, Collado et al. 1997; Orellana, Rodrigo et al. 2000).

Em criancas, a atresia biliar e a fibrose cistica sdo as principais causas de cirrose biliar
secundaria. Em adultos, as causas mais frequientes sdo coledocolitiase, estenoses benignas ou
malignas da via biliar, cistos de colédoco, trauma pés-cirdrgico da via biliar, pancreatite

crénica, tumores pancreaticos e colangite esclerosante primaria (Friedman & Schiano 2004).

A colestase é uma manifestacdo comum em enfermidades crénicas do figado e, quando
prolongada, pode representar importante causa de dano hepatico, com acumulo de &cidos
biliares toxicos, que tém papel fundamental na necrose e fibrose hepaticas (Parola,

Leonarduzzi et al. 1996).



1.3 LDBC e Sindrome Hepatopulmonar Experimental

A obstrucdo prolongada do ducto biliar em ratos € um modelo experimental (Figura 2)
para induzir cirrose biliar secundaria e fibrose, sendo que se estabelecem as caracteristicas
proprias da patologia em torno de 28 dias (Kountouras, Billing et al. 1984). Nesse periodo, a
obstrugdo provoca aumento do ducto biliar, edema, reacdes inflamatorias agudas pelo refluxo
biliar e aparecimento de fibrose periportal devido a alteracdes na sintese e degradagdo de
proteinas matriciais como colageno, glicoproteinas e proteoglicanos causando desorganizacéo

da arquitetura natural do parénquima (Rojkind & Ponce-Noyola 1982).

Em ratos com cirrose biliar secundéria, provocada pela obstru¢do do ducto biliar comum,
observa-se hepatomegalia e esplenomegalia, que acontecem principalmente pelo aumento do
tecido conjuntivo assim como do epitelio biliar e paralelamente pode ocorrer a hipertenséo

portal que se manifesta pela dilatacdo das veias esplécnicas (Yaari, Sikuler et al. 1992).

CIRROSE HEPATICA
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Figura 2 — Modelo experimental de Ligadura de Ducto Biliar Comum (Fernandes & Mies 1998)



Em 1993, Chang & Ohara demonstraram que animais submetidos a ligadura de ducto biliar
comum apresentavam desenvolvimento progressivo de anormalidades nas trocas gasosas.
Esses mesmos autores, em 1993, encontraram aumento do nivel de glucagon circulante em
animais com cirrose biliar secundaria experimental e sugeriram que esses animais

apresentavam estado circulatorio hiperdinamico devido a acdo vasoativa deste hormonio.

Fallon e colaboradores, em 1997, estabeleceram a ligadura de ducto biliar comum (LDBC)
como um modelo para o estudo da SHP, demonstrando que animais cirréticos com cinco

semanas de LDBC apresentavam hipoxemia e vasodilatacdo intrapulmonar.

Os estudos que envolvem o modelo de LDBC, como modelo de SHP, avaliaram uma
sequéncia de alteracdes moleculares na vasculatura pulmonar que influenciariam o ténus
vascular durante a progressdo dessa doenca. Tem-se dado grande importancia ao papel da
endotelina-1 (ET-1), que é produzida pelas células estreladas do figado e que, em situacGes
fisiolOgicas, atua de forma paracrina. Em situacdes de disfungdo hepatica, como na cirrose, a
sintese dessa substancia pelas células estreladas eleva-se significativamente, aumentando a
sua concentracdo plasmatica e passando a atuar de forma enddcrina, atingindo a circulacdo
pulmonar, sendo um mediador das alteragdes endoteliais e da progresséo da vasodilatacdo
intrapulmonar, pois 0 aumento da producdo hepética e circulante de ET-1 esta relacionado a
producdo de eNOS, devido a sua ligacdo com receptores ETbh (Figuras 3 e 4). A eNOS
possivelmente esta ligada a gravidade das anormalidades nas trocas gasosas e a vasodilatacdo
por se tratar de uma substancia precursora do NO (Luo, Abrams et al. 1998; Fallon & Abrams

2000).
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Figuras 3. Efeito da ET-1 na Figuras 4. Efeito da ET-1 na
microvasculatura normal (Fallon & Abrams microvasculatura na SHP (Fallon & Abrams
2000). 2000).

Um grupo de pesquisadores franceses relacionam o aumento de NO com a translocagédo
bacteriana, que ocorre em 45-75% dos animais cirroticos induzidos experimentalmente. Essa
translocacdo bacteriana se deve ao decréscimo da funcgdo fagocitaria do figado pela leséo, o
que favorece a entrada de bactérias e endotoxinas na circulacdo pulmonar, gerando acimulo
de macréfagos no endotélio e estes, por sua vez, secretam produtos para 0 meio extracelular,
incluindo citocinas e NO que, em altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente toxica e
oxidante além de o NO ser uma substancia relaxante do endotélio, levando a vasodilatacdo

(Thannickal & Fanburg 2000; Rabiller, Nunes et al. 2002).

Figura 5. Papel do Oxido Nitrico no sistema imune e transcri¢do da iNOS (Campbell, 2000).



As células fagocitarias geram anion superéxido (O;*) que é capaz de oxidar a membrana
plasmatica, produzindo grande quantidade de espécies ativas do oxigénio (EAQ), e, quando
combinado com NO, pode levar a formacdo de peroxinitritos, um potente e versatil oxidante
que pode atacar tecidos bioldgicos, promovendo danos por estresse oxidativo (Thannickal &

Fanburg 2000).

Foi demonstrado que animais cirréticos por LDBC apresentavam hipoxemia e aumento da
lipoperoxidacdo em homogeneizado de pulméo, provavelmente devido a acdo oxidativa de
radicais livres e do NO em altas concentracdes na circulacdo pulmonar (Tieppo & Vercelino

2003).

1.4 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

1.4.1 Radicais Livres e Espécies Ativas de Oxigénio

O oxigénio € um elemento vital e também potencialmente nocivo para as células. Em

certas condigdes, é responsavel por rea¢fes quimicas muito toxicas (Boveris & Chance 1973).

A molécula de oxigénio, em seu estado natural, € um birradical que possui dois elétrons
desemparelhados, sendo um bom agente oxidante, capaz de oxidar outros &tomos ou

moléculas, aceitando um par de elétrons (Llesuy 2002).
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Figura 6. Esquema da producédo das EAO (Llesuy 2002).

Os efeitos deletéreos do oxigénio sobre 0s organismos aerébios variam,
consideravelmente, com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisioldgico e com
a dieta, e os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas
diferentes (Farber, Kyle et al. 1990). Esses efeitos ocorrem devido a elevada producdo de

radicais livres ou de espécies ativas de oxigénio (EAO).

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo espécies
paramagnéticas e altamente reativas, capazes de atacar qualquer biomolécula (Halliwell
1994). Tais radicais podem ser formados em situacdes fisioldgicas ou patolégicas e séo
danosos as células e ao organismo quando produzidos em grandes quantidades (Halliwell

1994; Peres, Tunon et al. 2000).

Os RL reagem através de ligacGes covalentes ou reacfes bioquimicas em cadeia. Na
primeira situacdo, uma unido covalente ocorre quando dois radicais formam um par,
combinando os seus elétrons desemparelhados. As reacdes bioquimicas em cadeia ocorrem

quando reagem com outro ndo-radical, e, ao final dessa reacdo, produzir-se-a outro radical.



Além dessas duas vias, existem outras formas de obtencdo de radicais livres, através da
fagocitose na resposta inflamatoria, em situacfes de exposicdo do organismo a radiagdes
ionizantes, nas contaminacdes, poluicdo, excesso de exercicio, hiperdxia e isquemia (Figura

7) (Afanas'ev, Ostrachovitch et al. 1995; Peres, Tunon et al. 2000).
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Toxicidade do oxigénio
Hadlacao

Subslanc:as quimicas

Lesao de reperfusao

Espécies a_twadas de axigénio
(0, H,0,, OHY)

Figura 7. O papel do O, na lesdo celular. A isquemia causa lesdo por redugdo dos
suprimentos celulares de O,, enquanto outros estimulos, induzem lesdes através de

espécies ativadas toxicas de oxigénio (Cotran, Kumar et al. 2000).

Diferentes estudos tambem tém demonstrado a participacdo dos radicais livres e das
especies ativas do oxigénio na fisiopatologia da cirrose causada por estase biliar (Forestier,

Solioz et al. 1997; Pastor, Collado et al. 1997).

Esses radicais podem ser pequenos, como a hidroxila, ou grandes e complexos, contendo
atomos de carbono e cadeias laterais, sendo os dois principais radicais livres o radical

hidroxila (OH®) e o anion radical superéxido (O,*) (Droge 2002).



As EAO, como o peroxido de hidrogénio (H;0,), podem ser formadas durante o
metabolismo normal de qualquer célula através da perda de elétrons de um ndo-radical ou
pelo ganho de um elétron por ndo-radical (Halliwell & Gutteridge 1999) e estdo envolvidas
numa serie de processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem radicais

livres (Meneghini 1987; Yu 1994).

Nos organismos aerdbios, o O, é reduzido a &gua no final da respiracdo mitocondrial
(Figura 8). A molécula de O, se mantém unida ao complexo 1V da cadeia respiratoria até que
ocorra a reducao total do O, em agua. Durante esse processo, por receber apenas um elétron
de cada vez, ocorre a reducdo parcial do O,, gerando anion superéxido (O,"). Com a adi¢do
de um hidrogénio ao anion superoxido, este se reduz a perdxido de hidrogénio (H,O,).
Posteriormente, se um terceiro elétron for acrescido, ocorrera a formacdo de um radical
hidroxila (OH®). Deste modo, a formacéo de radicais ou de espécies ativas de oxigénio deve-
se ao fato do O, se reduzir & &4gua de forma monovalente, 0 que permite a geracdo de

moléculas ou ions reativos durante o processo de reducdo do oxigénio (Thannickal & Fanburg

2000).
e e 2H
02 0:* OH"
Molécula d &? A o
olécula de > nion __°  Peréxido Radical —” 3 Agua
Oxigénio SuperOXIdo de Hldrogemo Hidroxil

Figura 8. Esquema da reducdo do O2 em H20, na respiracdo mitocondrial e a reducdo das EAO
(Meneghini 1987).



Dessa forma, a geracdo das EAO ocorre durante os processos de oxidacdo biologica,
dentre os quais podemos destacar a respiracdo celular acoplada a fosforilacdo oxidativa, para
formacdo de ATP na mitocondria. A principio, o oxigénio (O) € reduzido até agua (H.0),
recebendo quatro elétrons de uma s6 vez pela citocromo oxidase. Entretanto, em razéo de sua
configuragdo eletrbnica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a receber um elétron de cada vez,
gerando compostos intermediarios altamente reativos. A formagdo dessas moléculas ocorre
em, aproximadamente, 5% de todo processo de reducdo do oxigénio até agua. (Del Maestro

1980; Meneghini 1987; Yu 1994; Droge 2002).

O anion superoxido (0,™) é constituido pela redu¢do do O, molecular por um elétron, ap6s
aporte energético. Normalmente, é removido pela reacdo de dismutacdo, que consiste na
reacao de dois anions de superoxido catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD). O
H.O,, é normalmente produto da dismutacdo do anion superoxido pela enzima SOD. As
enzimas oxidativas sdo capazes de formar e degradar o perdxido de hidrogénio (H,0,) e essas
enzimas sdo encontradas nos peroxissomas. Dentre as mais comuns encontram-se a catalase
(CAT), D-amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de acidos graxos e glutationa peroxidase
(GPx). O H,0, apesar de ndo ser um radical livre, pode reagir com outro anion superéxido, ou
com metais de transicdo, conforme a reacdo de Fenton (Reacgdo 1) e Haber-Weiss (Reacéo 2),

formando o radical hidroxila (OH®). (Halliwell 1994; Favier, Cadet et al. 1995).

Fe”* + H,0,— Fe*" + HO*+ HO™ (Reacdo 1)

.02_+ H,O,— O, + HO’*+ HO (Rea(;éo 2)



O radical hidroxil €¢ uma EAQ instavel, sendo um dos mais potentes oxidantes em sistemas
bioldgicos. E formado a partir da reagdo do H,O, com um anion superéxido ou com ions ferro
(segundo a reacédo de Fenton - Reacdo 1) e que ndo possui enzima que catalise sua remocéo.
Esse radical livre possui a capacidade de atravessar as membranas e reagir com biomoléculas,
como lipidios insaturados e DNA, apesar de seu baixo tempo de meia vida (Halliwell &

Gutteridge 1999).

Os radicais peroxil — alcoxil sdo mais seletivos, reagem com as proteinas da membrana e
iniciam a sequiéncia de reacfes em cadeia da peroxidagdo de lipidios, tendo por produto final

o malondialdeido (Peres 1994).

O oxigénio singlet é uma EAO produzida por fosforilagdo oxidativa, que se caracteriza
como um estado excitado do oxigénio molecular, com mais energia, pelo arranjo de elétrons
que reagem mais rapidamente que o oxigénio em estado normal. Quando presente em
pequenas quantidades, modula processos bioquimicos e, em grandes concentrac@es, provoca
lesGes no DNA e destruicdo celular. E originado de reagdes entre o anion hipoclorito ou anion
superoxido com H,0,. Uma pequena quantidade de O, singlet é produzida como resultado da
absorcdo da luz dentro da célula, causando formacdo de um gradiente de fotons através da
membrana celular e da membrana mitocondrial, alterando a permeabilidade celular para

varios ions (Favier, Cadet et al. 1995; Peres 1994).

Os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser a peroxidacdo lipidica, a
inativacdo enzimatica, a alteracdo do estado redox intracelular e o dano ao DNA (Favier,

Cadet et al. 1995).



A peroxidacéo de lipidios é uma reacdo em cadeia de formacéo de radicais livres, iniciada
pelo radical hidroxil, que age sobre a cadeia de acidos graxos da membrana fosfolipidica, na
qual o radical hidroxil se transforma em hidroperdxidos de lipidios (Husain, Cillard et al.

1987).

A LPO ¢ a autoxidacdo das cadeias laterais dos acidos graxos polinsaturados mediante a
abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno (Fase de Iniciacdo). Apos essa fase,
forma-se um radical lipidio-carbono que reage com a cadeia lateral do acido graxo
polinsaturado adjacente (Fase de propagacdo). Dessa forma, um evento inicial pode
desencadear varios ciclos de auto-oxidacdo, suficientes para alterar a funcdo da membrana,
interrompendo a agdo sobre a permeabilidade seletiva, causando descontrole na entrada e

saida de anions, comprovado pela perda de fluidez (Llesuy 2002).

Logo, em condicBes fisioldgicas, o balanco entre agentes oxidantes e as defesas
antioxidantes se mantém equilibrado. Quando ocorre aumento na produgdo de EAO,
diminuicdo das defesas antioxidantes ou ambas as situacdes, o equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes é rompido em favor dos agentes oxidantes e nessa situacao diz-se que a célula
ou organismo se encontra sob estresse oxidativo com potenciais danos (Barp, Araujo et al.

2002).

1.4.2 Defesas Antioxidantes

Existem estratégias celulares de defesa contra os processos mediados pelas EAO que

incluem os sistemas de defesas antioxidantes.



Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracbes — comparadas aquelas de um substrato oxidavel - atrasa
significativamente ou impede a oxidacdo daquele substrato (o termo oxidavel inclui
macromoléculas tais como proteinas, lipidios, hidrato de carbono e DNA). A funcdo desses
compostos é manter os niveis intracelulares de EAO em baixas concentragfes, e para isso,
atuam prevenindo a formacdo dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido

formadas (Repetto & Llesuy 2002).

As defesas antioxidantes compreendem agentes que cataliticamente removem RL e outras
espécies ativas, como as enzimas SOD, CAT e GPx; proteinas que minimizam a
disponibilidade de pro-oxidantes, como ions ferro e cobre ou como transferinas e
hepatoglobinas; proteinas que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos,
como proteinas de choque térmico; e substancias de baixo peso molecular que combatem
EAO e espécies ativas de nitrogénio como glutationa, a-tocoferol, acido urico, bilirrubina e

outros (Mendes 2004).

A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular, e possivelmente, em

diferentes células do mesmo tecido (Halliwell & Gutteridge 1999).

O sistema antioxidante € constituido por componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos, que
atuam conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico é considerado a linha de
defesa priméria, uma vez que evita 0 acumulo do anion radical superdéxido e do peréxido de
hidrogénio. Existem, também, as defesas secundarias que impedem a propagacédo da LPO e as

terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados (Yu 1994).



Quando a substancia age neutralizando as EAO na fase de iniciacdo ou propagacdo da
LPO, levando a formacdo de um composto menos reativo, € chamada de "scavenger”. Ao
passo que, se a substancia antioxidante tiver a propriedade de absorver a energia de excitacdo
dos radicais, neutralizando-os, é denominada de "quencher” (Sies & Murphy 1991; Halliwel

1997) .

A distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada com as fontes de
espécies ativas de oxigénio (EAO), sendo assim, podemos notar a importancia da existéncia
das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas. Sem elas, o equilibrio celular seria
alterado e facilitaria o surgimento de vérias disfungdes que poderiam levar a processos de

doenca.

1.4.3 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O sistema enzimatico encarregado da detoxificacdo das EAO é formado por varias
enzimas, das quais pode-se destacar: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel especifico no

controle do balanco oxidativo.

A SOD tem por principal funcdo atuar na dismutacdo do anion superoéxido (O;*) em H,0,
e O,, sendo que o primeiro é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (Rea¢ao
3). Essa enzima pode ser classificada em trés grandes grupos, segundo o metal que se
encontra presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a SOD-manganés,
presente na matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos procariontes e plantas

(Chance, Sies et al. 1979).



SOD
02* + 02* + 2H* » H,O,+ O, (Rea(;éo 3)

Os produtos finais da dismutacdo sdo o peroxido de hidrogénio e o oxigénio. O H,0O;,
apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxila. A remocao dos
peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao
peroxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a reducéo do perdxido de
hidrogénio e de hidroperoxidos orgénicos (Llesuy 2002). A acdo da CAT sobre o peroxido é

apresentada na Reacéo 4.

CAT
2H,0, » 2H,0+ O, (Reagéo 4)

Entre as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, se sobressai a atividade da GPx,
que se localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a redugdo do perdxido de
hidrogénio, através da oxidacao da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a glutationa
oxidada (GSSH) a reduzida, é necessario que a glutationa redutase (GR) promova a
regeneracdo da GSSH, consumindo NADPH, conforme demonstrado na Figura 9 (Halliwell

& Gutteridge 1999; Yu 1994).

Catalasa (€] 2% GR
Catalasal |GR]|

LEe

Figura 9. Esquema da interacdo entre as enzimas antioxidantes.



1.4.4 Defesas Antioxidantes Nao-Enzimaticas

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou EAO antes que
esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como antioxidantes, evitando
reacOes em cadeia como a LPO. Elas sdo conhecidas como defesas antioxidantes nao-
enzimaticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o &cido ascorbico (vitamina C), 0 a-
tocoferol (vitamina E), B-carotenos e flavondides (Peres, Tunon et al. 2000; Pavanato, Tunon

et al. 2003; Moreira, Fraga et al. 2004; Dias, Porawski et al. 2005).

Essas substancias, quando atuam, podem evitar a formacdo de RL ou EAO, suprimir uma

cadeia de peroxidacao na fase de propagacao e reparar ou reconstruir a membrana.

A glutationa é um tripeptideo de acido a-glutaminico, cisteina e glicina que, além de ser
um importante antioxidante ndo-enzimatico, participa de reacfes de enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase e a glutationa transferase, logo, uma alta concentracdo de GSH
intracelular protege a célula contra a agdo de EAO, reagindo por via ndo-enziméatica com estas
espécies. A sua acao se deve a presenca de um grupamento sulfidrila, que atua como doador

de elétrons (Halliwell & Gutteridge 1999).

A vitamina C é um composto hidrossoluvel que atua como co-substrato na biossintese do
colageno, catecolaminas e carnitina. Atua como “scavenger” de O,* e OH* com a formagdo

de um composto intermediario que vem reduzido sucessivamente pela GSH (Halliwell 1994).

A forma da vitamina E com maior atividade quimica é o a-tocoferol, que é um composto

lipossollvel, presente em altas concentragcBes em muitos tecidos, em nivel intracelular e esta



presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas. Sua agdo, como antioxidante, esta

.....

forma de a-tocoferol pela agdo do ascorbato. (Landvik 2004).

[-carotenos tém sido considerados porque apresentam a capacidade de neutralizar radicais.
Eles age principalmente com o oxigénio singlet, sendo que sua utilizacdo ocorre em
concentracOes baixas, tem afinidade a luz e absorve a energia de excitacdo do radical (Krinsky

1989).

Os flavonoides séo encontrados nas folhas e partes externas das plantas. Para proteger 0s
tecidos da acdo oxidativa, é descrito por varios autores que fitoterapicos, entre eles os
flavonoides, possuam atividade antioxidante. Alguns flavondides, como a rutina e a
quercetina, estdo sendo estudados e estdo apresentando bons resultdos como antioxidantes
(van Acker, van den Berg et al. 1996; Cao, Sofic et al. 1997; Peres, Tunon et al. 2000;

Pavanato, Tunon et al. 2003; Moreira, Fraga et al. 2004; Dias, Porawski et al. 2005).

Muitos trabalhos tém demonstrado a reducdo da fibrose em situacdes de cirrose biliar e
hepética através da administracdo de flavondides (Peres, Tunon et al. 2000; Pavanato, Tunon

et al. 2003), assim como da reducdo da hipertensao portal (Moreira, Fraga et al. 2004).

Isso significa que sdo capazes de proteger a célula ou o tecido de danos decorrentes de RL

ou de LPO (Day, Mellon et al. 2001).



1.4.5 Flavondides

Vérios antioxidantes e flavonoides tém sido referidos recentemente como eficazes para
diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose biliar secundaria a ligadura de ducto biliar
comum, de cirrose por alcool ou por administracdo de tetracloreto de carbono (Pavanato,

Tunon et al. 2003).

Flavondides € o nome genérico de um grupo de moléculas formadas pelo metabolismo
secundario dos vegetais, que se originam mediante uma via biossintética mista (Rice-Evans &
Miller 1996). Sdo compostos que contém grupos hidroxila fendlicos que lhes conferem uma
acao antioxidante com importante potencial terapéutico (Figura 10) e sdo encontrados na
maca, laranja, péra, uva, meldo, cereja, brécoli, batata, cebola, tomate, feijdo, assim como
também na cerveja, no cha, no vinho tinto e nos sucos de limé&o e laranja, os quais fazem parte

da dieta humana de forma habitual (Plumb, Price et al. 1999).

Figura 10. Nucleo fundamental dos flavonoéides e sua numeracéo (Rice-Evans & Miller 1996).

Estima-se que diariamente a dieta ocidental contém, em média, 25 mg de flavondides,
dentre os quais a quercetina é 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).



1.4.6 Quercetina

A quercetina € classificada como um flavonol (Figura 11) tipico, cuja denominacao
cientifica €&  2-(3,4-dihidrixifenil)-3,5,7-trihidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona,  também
denominado de 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona pela Organizacdo Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) e apresenta capacidade de unir-se a polimeros bioldgicos tais como
enzimas, transportadores de hormdnios e DNA, podendo quelar ions metalicos de transicéo,
tais como Fe**, Cu*, catalisar transporte de elétrons e depurar radicais livres. Considera-se
que a quercetina tem excelente potencial antioxidante por suas propriedades anti-radicais
livres fundamentalmente aos radicais hidroxila e superdxido que sdo espécies consideradas
altamente reativas e implicadas no inicio da cadeia de peroxidagéo lipidica (Rice-Evans &

Miller 1996; Nijveldt, van Nood et al. 2001; VVan Hoorn, Nijveldt et al. 2002).

Figura 11. Estrutura quimica da quercetina (Formica & Regelson 1995).

Os grupos fendlicos possuem forte atividade antioxidante e potencial terapéutico em varias
doengas, incluindo cancer, doencas isquémicas do coracdo e aterosclerose (Formica &

Regelson 1995).



A quercetina € um dos antioxidantes mais efetivos entre os flavonoides naturais e é
representada por constituintes da dieta humana (frutas, vegetais, entre outros), protegendo as

células contra as espécies ativas do oxigénio (Hertog & Hollman 1996).

Para que um flavondide apresente potente acdo antioxidante, ou seja, atue como um
varredor de RL ou EAO, é necessario que esta molécula consiga doar elétrons para estabilizar

um RL e que, ao ceder esses elétrons, rapidamente se estabilize (Lin, Chen et al. 2002).

Acredita-se que essa capacidade de doar elétrons, com maior ou menor facilidade,
potencializa ou reduz a acdo antioxidante dos flavondides e esta associada a relacdo estrutura-
atividade de cada molécula. Para entender essa relacdo, é importante recordar a estrutura
béasica dos flavondides que sdo compostos por 15 carbonos, distribuidos em 2 anéis fendlicos,
conectados a unidade do carbono 3 e, normalmente, acoplados a uma molécula de acucar, a

qual incrementa sua solubilidade em &gua (Lin, Chen et al. 2002).

Trabalhos experimentais, utilizando quercetina, obtiveram reducdo das lesGes no tecido
hepético e verificaram que a administracdo de quercetina aumenta as defesas antioxidantes,
reduz o dano oxidativo no figado, a proliferacdo do ducto biliar e a fibrose. Além disso,
verificaram que a melhor resposta obtida com a quercetina foi na dose de 150 umol/Kg de
peso corporal que corresponde a 50 mg/Kg de peso corporal utilizado neste trabalho (Peres,
Tunon et al. 2000; Pavanato, Tunon et al. 2003; Moreira, Fraga et al. 2004; Dias, Porawski et

al. 2005).

Pavanato e colaboradores, em 2003, verificaram que o tratamento de trés semanas na dose

de 50mg/Kg/dia na cirrose induzida por tetracloreto de carbono intraperitonealmente protege



o figado, reduz o conteddo de coladgeno e diminui a expressdao da iINOS e a peroxidacédo

lipidica.

Estudos in vitro tém mostrado que a quercetina e outros flavondides inibem fortemente a
producdo de 6xido nitrico e do fator de necrose tumoral pelas células de Kupffer quando

estimuladas pela injaria (Kawada, Seki et al. 1998).

Milterstainer e colaboradores, em 2003, demonstraram a acdo da quercetina, quando
administrada a longo prazo, ap6s instalada a cirrose biliar secundaria e verificaram efeito

protetor sobre o parénquima hepatico.

A quercetina também tem sido relatada em varios estudos de apoptose, nos quais foi
demonstrado que inibiu a apoptose induzida pelo peroxido de hidrogénio das células

mesangiais, fibroblastos e células epiteliais (Park, So et al. 2003).

Muitos efeitos dos flavondides tém sido constatados sobre fungdes celulares, incluindo
efeito mutagénico, antimutagénico, antiviral e citotoxico, além de antioxidante (Formica &
Regelson 1995; Robak & Gryglewski 1996; Erden Inal, Kahraman et al. 2001; da Silva,
Herrmann et al. 2002). Tendo em vista as diferentes discussdes e as complica¢des advindas da
cirrose, do alto custo do tratamento, dos problemas sociais em decorréncia dessa doenca e das
altas taxas de mortalidade, o estudo de substancias que possam impedir ou diminuir os danos
ocasionados no desenvolvimento dessa doenca, bem como as complicagdes respiratérias, sao

de extrema relevancia e importancia.



2 OBJETIVOS DO ESTUDO



2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito da quercetina no tecido pulmonar de

ratos com ligadura de ducto biliar comum, como um modelo experimental de Sindrome

Hepatopulmonar (SHP).

2.2 Objetivos Especificos

1)

2)

Verificar a integridade do figado de ratos com cirrose biliar secundaria e submetidos a
administracdo da quercetina, através da andlise das enzimas séricas aminotransferases
Aspartato (AST) e Alanina (ALT), e da fosfatase alcalina (FA), bem como avaliar
alteracdes do peso do figado, do baco e do pulméao desses animais em relacdo ao seu

peso corporal total.

Verificar alteracbes na difusdo de gases através de Gasometria Arterial, avaliando a
PaO, (pressdo parcial de oxigénio arterial), a PaCO, (pressao parcial de gas carbonico
arterial), o pH (Potencial de Hidrogénio) e a SatO,/Hb (saturacdo de oxigénio da

hemoglobina), bem como a diferenca alvéolo-arterial de O..



3) Avaliar nos tecidos hepatico e pulmonar, nos diferentes grupos, através da determinacao
das substdncias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBARS), os efeitos que as
substancias antioxidantes produzem na oxidagdo de lipidios e quantificar a atividade
enzimética antioxidante nos tecidos hepéatico e pulmonar através da medida das

concentracOes das enzimas Superdxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT).

4) Avaliar os metabdlitos do Oxido Nitrico (nitritos e nitratos) nos tecidos hepético e

pulmonar nos diferentes grupos.

5) Avaliar os danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundéaria e a acdo da quercetina
como agente genotoxico/antigenotoxico, utilizando o teste de micronucleos e o ensaio

cometa.

6) Analisar os efeitos do flavondide quercetina sobre os tecido hepéatico e pulmonar através

da histologia por picrosirius e hematoxilina & eosina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo, e para isso, foi realizada a

simulacdo da cirrose biliar secundaria por ligadura de ducto biliar comum (LDBC).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas, provenientes do
biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. 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 individuais, de 47x34x18cm,

forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e
temperatura de 22 + 2 °C. A 4gua e a racdo foram administradas livremente, sendo tratados

diariamente com agua e racdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil).

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado pela Comisséo de
Pesquisa e Etica em Salde do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo de Clinicas de Porto

Alegre (Goldin & Raymundo 1997).



3.3 Grupos Experimentais

O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundaria atraves de ligadura de ducto biliar

comum (LDBC), e os animais foram divididos em quatro grupos:

l. Controle + Veiculo (CO + V) - Grupo submetido a simulacdo da cirurgia, sem a
LDBC e administracdo de Veiculo (NaCl);

Il. Controle + Quercetina (CO + Q) - Grupo submetido a simulacéo da cirurgia, sem a
LDBC e tratamento com quercetina;

I1l.  Cirrose Biliar Secundaria + Veiculo (CBS + V) - Grupo submetido a cirurgia de
LDBC e administracdo de Veiculo (NaCl);

IV.  Cirrose Biliar Secundaria + Quercetina (CBS + Q) - Grupo submetido a cirurgia de

LDBC e tratamento com quercetina.

3.4 Procedimentos Experimentais

3.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Sindrome Hepatopulmonar pela Inducéo

de Cirrose Biliar Secundaria

O processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administracdo de farmacos
anestésicos e posicionamento do mesmo para cirurgia (Figuras 12 e 13). Foi utilizada uma
mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina
100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. A intervencdo cirdrgica iniciou com a
realizacdo de tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal, seguida de uma laparotomia

ventral média, seguida de uma dissecacdo do ducto biliar comum na altura da desembocadura



dos ductos pancredticos, ligando-se por meio de dois nds para posterior seccdo entre eles
(Figuras 14 e 15). A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no
plano cutaneo, e o peritdnio e a camada muscular abdominal foram fechados com pontos
continuos (Figura 16). Os animais se recuperaram da anestesia em caixas individuais forradas
com maravalha em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de serem

devolvidos as condic¢des padrdo da Unidade de Experimentacao.

Os animais dos grupos Co + V e Co + Q ndo foram submetidos a LDBC, sendo realizada

somente a manipulacdo do ducto mediante o estresse cirurgico.

Apos 28 dias, os animais foram sacrificados.

Figura 12. Preparacéo do Figura 13. Posicionamento Figura 14. Laparotomia
material cirdrgico do animal para cirurgia ventral e exposicao visceral

Figura 15. Exposicéo e Figura 16. Sutura da camada
ligadura do ducto biliar muscular abdominal



3.4.2 Administracdo do Veiculo e da Quercetina

O tratamento com a quercetina iniciou-se a partir do 14° dia do procedimento cirurgico,
diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 50 miligramas de quercetina por quilograma
de peso do animal. Os animais controle receberam o veiculo (solugéo fisioldgica — NaCl
0,9%) no volume de 1mL por quilograma de peso corporal, da mesma forma

intraperitonealmente.

3.5 Sacrificio dos Animais e Obtencédo das Amostras de Tecido e Sangue

Transcorridos os 28 dias do desenvolvimento do modelo e 14 dias de administracdo de
quercetina ou Veiculo, conforme o grupo, os animais foram novamente pesados e
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina

(10 mg/kg) intraperitonealmente.

Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da puncdo de plexo veno retro-orbital com
tubo capilar de vidro e este material foi utilizado para avaliar integridade hepatica por meio
das andlises das aminotransferases aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-

aminotransferase (ALT), e da fosfatase alcalina (FA).

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal, seguida da
intervencdo cirdrgica, que iniciou com uma laparotomia ventral média, exposicdo das alcas
intestinais para visualizacdo da artéria aorta abdominal, da qual foi coletado sangue para
realizacdo de gasometria arterial. A analise dos gases arteriais foi feita através do analisador

ABL 700 (RADIOMETER COPENHAGEN), pelo método de eletroiontoforese.



As dosagens séricas (Enzimas Hepéticas e Gasometria Arterial) foram realizadas no

Laboratorio Central da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.

Dando continuidade, foram retirados o figado, o baco (somente para pesagem) e 0s
pulmdes sendo estes pesados para realizacdo das relacGes hepatossomatica, esplenossomatica

e pneumossomatica, respectivamente, e, posteriormente, separados em 3 partes:

1°) Um pequeno fragmento do figado e da porcédo anterior do lobo inferior do pulméo direito
foram emergidos em Bouim por 12 horas e, apds, em formol 10% para posterior analise

histoldgica;

2°) Um pequeno fragmento do figado e da porgdo anterior do lobo inferior do pulméo
esquerdo foram emergidos em eppendorfs no gelo com solugéo tampdo, sendo abrigados da

luz, para posteriores analises de dano ao DNA atraves de Ensaio Cometa;

3% O restante do figado e do pulmdo foram pesados e congelados a —80°C para posteriores
analises de lipoperoxidacdo, enzimas antioxidantes e avaliacdo de nitritos e nitratos. O baco

foi apenas pesado e, apos, desprezado.

Por fim, foi coletado o osso fémur da pata direita dos animais para posteriores analises de

Micronucleos.



3.6 AvaliacGes Bioquimicas

3.6.1 Preparacao do Homogeneizado

Para homogeneizar o figado e o pulmé&o, foram colocados 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 40 segundos, a temperatura de 0 a 4° C.
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em wuma centrifuga refrigerada
(SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) por 10 min a 3000 rpm (1110 x g).
O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado e congelado em freezer a temperatura

de —80 °C para posteriores dosagens.

3.6.2 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de pulmédo e figado foi determinada,
utilizando, como padrdo, uma solucéo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se volumes de
50, 100 e 150 pL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em 780 pL de agua
destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de NaHCOg3, 0,5 mL do reativo
B1 (CuSO4.H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de sédio e potassio 2%). Apds a
adicdo do reativo C, aguardaram-se 10 minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-
Ciocalteau diluido na proporcdo 1:3 em &gua destilada. Apds 30 minutos, realizou-se a

medida em espectrofotdmetro a 625 nm (Lowry, Rosebrough et al. 1951).



3.7 Determinacao do Estresse Oxidativo

3.7.1 Determinacdo das Substancias que Reagem ao Acido Tiobarbitirico

(TBARS)

Foi determinada a lipoperoxidacdo através do método de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do material
homogeneizado na presenca de &cido tiobarbiturico e conseqliente formacdo de um produto de
coloracdo rosea, medido em espectrofotémetro a 535nm. O aparecimento de coloragcdo ocorre
devido a presenca do malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidacao

lipidica no material biol6gico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adicdo, 0,5 mL de acido tiobarbitarico
(TBA) 0,67%, 0,25mL de &gua destilada, 0,75mL de acido tricloroacético (TCA) 10% e
0,25mL do homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidagdo formando uma
base de Schiff, e 0 TCA teve funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o
meio de reacdo. A seguir, agitou-se cada tubo, os quais foram aquecidos a temperatura de
100° C durante 15 minutos. Apo6s, os tubos foram resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de
alcool 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 espectrofotdmetro (CARY 3E —
UV - Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A

concentracdo de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina (Buege & Aust 1978).



3.7.2 Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um sistema de deteccao

gue reage com 0 O’,.

A reacdo catalisada é a seguinte:

SOD
02* + 02* + 2H* » HO,+ 0O,

A técnica de medida da SOD foi baseada na inibicdo dessa reacdo. Para isto, utilizou-se
adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em adrenocromo, produzindo O*; que é o
substrato da enzima (Misra & Fridovich 1972). Antes de realizar a determinacdo com o
homogeneizado, fez-se a medida do meio de reacdo (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6) com 50
uL de adrenalina (60 mM, pH 2,0), esta corresponde a 100% da reacdo. 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 reducédo da

adrenalina).

3.7.3 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

A enzima catalase catalisa a decomposicdo do perdéxido de hidrogénio em agua e oxigénio,

segundo a seguinte reacao.



CAT
2H,0, » 2H,0 + O,

A velocidade de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio é diretamente proporcional a
atividade enzimatica e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem com respeito ao
peroxido de hidrogénio O ensaio consiste em medir a diminui¢cdo da absorcdo a 240 nm

(longitude de onda pela qual absorve o peréxido de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consistiu em colocar nas cubetas o meio de reacéo (solucao
reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da amostra. Depois, fez-se um gréafico
com uma linha de base. Em seguida, adicionaram-se 20 pL de H202 300 mM. A

concentracédo foi expressa em pmol/g de tecido (Boveris & Chance 1973).

3.8 Medida de Nitritos e Nitratos

O NO é uma substancia extremamente labil, com uma meia vida de apenas alguns
segundos em sistemas bioldgicos. Dessa forma, a medida do NO faz-se de forma indireta,

através da medida de nitritos e nitratos.

Esse método consiste na transformacdo de nitratos e nitritos por meio da enzima 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 Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 pl de uma mistura formada por 6P (50 mM) e glicose 6-
fosfato dehidrogenase (100 U/ml), 100 ul de nitrato redutase (10/ml), essa mistura foi

incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos.



Posteriormente utilizaram-se 750 ul dessa mistura e adicionaram-se 750 ul do reativo de
Griess, incubando-a novamente, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. A leitura foi
realizada a 550 nm e feita uma curva padrdo para a determinacdo de nitritos e nitratos

(Granger, Anstey et al. 1999).

3.9 Avaliagdo do Dano ao DNA

3.9.1 Ensaio Cometa

Foi utilizada a versdo alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, figado e pulméo
dos animais tratados e controles. Um pedago de cada tecido foi colocado em eppendorf
contendo solucdo tamponada (PBS) pH 7.4 gelada e fragmentado com auxilio de uma pinca
para obtencdo de suspensdo celular. O sangue foi coletado em eppendorfs heparinizados. As
amostras de tecido em suspensdo (10 ul) e o sangue (5 ul) foram misturados com uma fina
camada de agarose low melting 0,75% (95 nl) e colocadas sobre laminas pre-cobertas com
agarose normal a 1,5%; estas laminas foram mergulhadas em uma solucéo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO
na hora do uso), por, no minimo, 1 hora até, no maximo, 72 horas a 4°C, para o rompimento
das membranas celulares. A lise celular permitiu a migragéo dos fragmentos de DNA que foi
realizada apds a incubacdo das ldminas em tampdo alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA,
pH > 13) por 20 minutos e subsequente aplicagdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V
(0,90 V/cm) por 15 minutos as células lisadas sobre as laminas para microscopia em uma
cuba de eletroforese de DNA. As laminas foram neutralizadas logo apds a eletroforese com

tampédo Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solugéo de coloracdo com prata. Os resultados



foram expressos em indice de danos (ID) e freqiiéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela
avaliacdo visual das classes de dano (de 0 — 4), extraindo-se um indice que expressa 0 dano
geral sofrido por uma populacdo de células; os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 —
sem dano), j& nas células lesadas, o DNA livre migra do ndcleo em direcdo ao anodo, durante
a eletroforese, mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa
e sdo classificados entre classes 1 (dano minimo) a 4 (dano méximo). A FD foi calculada
baseada no nimero de células com cauda versus aquelas sem cauda (Speit & Hartmann 1999;

Tice, Agurell et al. 2000; Picada, Flores et al. 2003).

3.9.2 Micronucleos

Ap0s o sacrificio do animal, uma amostra de medula 6ssea foi coletada de um dos fémures.
O fémur foi retirado e limpo com auxilio de tesoura e pinca de disseccdo, e papel toalha
absorvente aspero. A extremidade final proximal do fémur foi cortada para expor o canal da
medula. Uma agulha histologica foi inserida firmemente na abertura do fémur, para
possibilitar que a medula fosse extraida e misturada a uma gota de soro fetal bovino,
previamente colocada sobre uma das extremidades de uma lamina de microscopia codificada.
Com auxilio de uma espéatula curva, a amostra de medula 6ssea foi homogeneizada no soro,
obtendo-se uma suspensdo de células. Foi realizado esfregaco da suspensdo celular sobre a
lamina com auxilio de uma outra lamina inclinada num angulo de 45°. Foram preparadas duas
laminas por animal. Ap6s secagem da preparacdo por, aproximadamente, 30 min, as laminas
foram tratadas com metanol a temperatura ambiente por 10 min para fixacdo do material
biologico. Apos secagem por 30 min, foi realizada a colorago utilizando corante de Giemsa
(Merck) em tampédo fosfato 0.2M, pH 5.8 (proporcao de 1:9). Ap6s 7 minutos nesta solucéo

de coloracdo, as ldminas foram enxaguadas em agua destilada, secadas e guardadas em caixas



de laminas até a andlise. Para contagem dos eritrocitos normocromaticos (ENC), eritrocitos
policromaticos (EPC) e micronucleos no EPC, foi utilizado microscopio 6tico com objetiva de
imersdo. Pelo menos 2000 EPC foram analisados por animal. A relacdo EPC/ENC também foi
determinada pela avaliagdo da frequéncia de EPC em 1000 eritrocitos de cada animal

(MacGregor, Heddle et al. 1987; Mavournin, Blakey et al. 1990; Picada, da Silva et al. 1997).

3.10 Avaliacdo Anatomopatoldgica dos Tecidos

O teste anatomopatoldgico foi realizado no laboratério de patologia da Fundacéo

Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre por um patologista.

Para a dissecacdo anatdmica do figado e do pulmdo direito, seccionaram-se todas as

demais estruturas, obtendo-se pulmao e figado que foram incluidos em blocos de parafina.

Na etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Micrétomo (Leitz®1512) onde
se realizaram cortes com 3 micra (3u). Na fase de coloragéo, as laminas foram mergulhadas
nos corantes hematoxilina-eosina durante 5 minutos cada uma, intermediadas por um banho
de agua corrente. Somente o figado recebeu coloracdo de picrossirios. 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 preparacdo. As laminas foram analisadas em microscopio

binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos.



3.11 Analise Estatistica

A partir dos dados coletados, as medias e os erros padrdes das médias de cada grupo foram
calculadas, utilizando para anélise estatistica o software SigmaPlot, versdo 5.0 para Windows
XP2000. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Student-Newman-

Keuls, sendo o nivel de significancia adotado de 5% (P<0,05).



4 RESULTADOS




4 RESULTADOS

A apresentagdo dos resultados segue a seguinte ordem no modelo experimental utilizado

nesta pesquisa:

1. Verificagdo da integridade hepética através dos niveis séricos das aminotransferases

aspartato (AST) e alanina (ALT), e da fosfatase alcalina (FA);

2. Avaliacdo das alteracdes do peso do figado, do baco e do pulméo dos animais em
relacdo ao seu peso corporal total (relagdes hepatossomatica, esplenossomaética e

pneumossomatica, respectivamente);

3. Verificacdo das alterac6es na difusdo dos gases através de Gasometria Arterial (PaO2
— pressdo parcial de oxigénio arterial, PaCO2 — pressdo parcial de gas carbonico
arterial, pH - Potencial de Hidrogénio e SatO2/Hb- saturacdo de oxigénio da

hemoglobina), bem como a diferenca alvéolo-arterial de O2;

4. Avaliacdo dos efeitos da SHP e das substancias antioxidantes na oxidacdo de lipidios
nos tecidos hepético e pulmonar, mediante a determinagdo das substancias que reagem

ao acido tiobarbitarico (TBARS);



Quantificacdo da atividade enzimatica antioxidante nos tecidos hepatico e pulmonar
nos diferentes grupos através da medida das concentra¢fes das enzimas Superoxido

Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx);

Avaliacdo dos metabdlitos do NO (Nitritos e Nitratos) nos tecidos hepatico e

pulmonar;

Avaliacdo de danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundaria e da agdo da
quercetina como agente genotoxico/antigenotdxico, utilizando o teste de micronucleos

€ 0 ensaio cometa;

Andlise dos efeitos do flavondide quercetina sobre os tecidos hepatico e pulmonar
através da determinagdo dos aspectos histoldgicos pelas técnicas de picrosirius e

hematoxilina & eosina.



4.1 Avaliacdo da Integridade Hepética

Na tabela 1, observamos os resultados das enzimas séricas aspartato aminotransferase

(AST), alanina aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) expressas em U/L.

Tabela 1. Valores médios das enzimas plasmaticas: aspartato aminotransferase (AST),

alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA).

Grupos Experimentais
Enzimas Plasmaticas

CO+V CO+Q CBS+V CBS+Q
510,6 + 46,78
AST (U/L) 95,67 +10,34 66,44 + 2,26 . 146,9 + 23,44
127,5 + 13,03
ALT (U/L) 65,78 +9,02 3844 +2,51 ) 52,8 + 9,36
156,00 + 386,8 + 27,71
FA (U/L) 66 143,33 + 9,23 ) 218,9 + 42,73

Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9
animais. As notagdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+V (P<0,001)

Nota-se aumento significativo das enzimas AST, ALT e FA nos animais com cirrose biliar
secundaria em relacdo a todos os demais grupos: controle+veiculo (CO+V),
controle+quercetina (CO+Q) e cirrose biliar secundaria+quercetina (CBS+Q), demonstrando
que, quando os animais cirréticos receberam tratamento com o antioxidante quercetina
(CBS+Q), houve diminuicdo significativa dessas enzimas em relacdo ao grupo nao-tratado

(CBS+V), sendo P<0,001.



4.2 Gasometria Arterial

Na tabela 2, verifica-se parte da Gasometria arterial (PaO, mmHg, PCO, mmHg, pH e

Sa0,/Hb %) dos animais nos diferentes grupos.

Tabela 2. Valores médios da pressdo parcial de oxigénio (PaO,), pressao parcial de dioxido

de carbono (PCO,), potencial de hidrogénio (pH) e Saturacdo da Hemoglobina (SaO,/Hb).

Grupos Experimentais
CO+V CO+Q CBS+V CBS+Q
PO, (mmHg) 87,67+6,84 8567+7,49  536+497*"  73,05+6,99
PCO; (mmHg) 4950+ 1,76 51,44 +4,27 62,7 + 2,52 60,83 £ 2,90
pH 7,34+0,01 7,32+ 0,03 7,3+0,01 7,25 +0,03°
SaO,/Hb % 9489+090 9311+212 71,1 + 5,09°¢ 86,17 £ 5,04

Os resultados acima séo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9
animais. As notagdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

# — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,01)

b _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo ao grupo CBS+Q (P<0,05)

¢ — diferenca significativa do grupo CBS+Q em relacéo ao grupo CO+V (P<0,05)

¢ _ diferenca significativa do grupo CBS+Q em relag&o ao grupo CO+V e CO+Q (P<0,001)

Em relacdo a PaO,, observa-se diferenca significativa do grupo de animais cirréticos
(CBS+V) em relacdo aos grupos controles (CO+V e CO+Q), sendo P<0,01 e da mesma forma
do grupo de animais cirréticos tratados com Quercetina (CBS+Q) quando comparados ao

grupo nao-tratado (CBS+V), com P< 0,05.



Na analise da PCO, nota-se diferenca significativa do grupo CBS+V em relacdo aos
CO+V e CO+Q, sendo P<0,01 e ndo houve diferenca estatistica entre o grupo cirrético ndo-

tratado (CBS+V) e o grupo submetido a administracdo da Quercetina (CBS+Q).

No potencial de hidrogénio (pH), observa-se diminuicdo significativa no grupo cirrotico

tratado com a quercetina (CBS+Q) em relacéo ao grupo controle (CO+V), com P<0,05.

Ja& na saturacdo da hemoglobina (SatO,/Hb), observa-se diminuigdo significativa no grupo
cirrético ndo-tratado (CBS+V) em relagdo aos grupos controles (CO+V e CO+Q), sendo

P<0,001 e também em relagdo ao grupo tratado (CBS+Q) com P<0,05.

Na figura 17, € demonstrada a diferenca alvéolo-arterial de Oxigénio. Observa-se aumento
significativo dessa diferenca no grupo cirrético ndo-tratado (CBS+V) em relagdo a todos 0s
demais grupos controles e cirrético tratado com quercetina (CO+V, CO+Q e CBS+Q), sendo

P<0,001.



Diferenca Alvéolo-Arterial de Oxigénio

35 a
30 -
25 -
20 -
15

A 0

CO+V CO+Q CBS+V CBS+Q

Figura 17. Diferenca alvéolo-arterial de oxigénio nos diferentes grupos. Os resultados acima s8o expressos
como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As notacfes sobrescritas
tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+V (P<0,001).

4.3 Relagbes Hepatossomatica, Esplenossomatica e Pneumossomatica

Nas figuras 18, 19 e 20, estdo expressas em porcentagem as relacfes dos pesos do figado,
do baco e do pulmé&o dos animais dos diferentes grupos em relacdo ao seu peso corporal total
(100%), sendo descritas, respectivamente, de relacdo hepatossomatica, esplenossomatica e

pneumossomatica.
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Figura 18. Relacdo hepatossomaética dos animais nos diferentes grupos. Os resultados acima sao expressos como
a média * erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As nota¢des sobrescritas tém a
seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+V (P<0,001).
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Figura 19. Relacdo esplenossomatica dos animais nos diferentes grupos. Os resultados acima sdo expressos
como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As notacfes sobrescritas
tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagdo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,001).

® _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relagdo ao grupo CBS+Q (P<0,05).
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Figura 20. Relagcdo pneumossomatica dos animais nos diferentes grupos. Os resultados acima Sao expressos
como a média + erro padrdao da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As notacfes sobrescritas
tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,01).

b _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relacéo ao grupo CBS+Q (P<0,05).

Observamos aumento significativo tanto no peso do figado, quanto no peso do bago e do
pulm&o, no grupo cirrético (CBS+V), quando comparados aos grupos controles (CO+V e
CO+Q), e uma reducao significativa do peso destes 6rgaos no grupo de animais com cirrose

biliar secundaria tratados com a Quercetina (CBS+Q).

4.4 Determinacao da Lipoperoxidacdo nos Tecidos Hepatico e Pulmonar

Os valores de lipoperoxidacgéo no tecido hepatico, vistos na figura 21, avaliados atravées do
método das substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBA-RS), demonstram aumento
significativo no grupo cirrético (CBS+V) em relacdo a todos os demais grupos, sendo P<0,01
em relacdo aos grupos controle e cirrético tratados com quercetina (CO+Q e CBS+Q) e
P<0,001 em relacdo ao grupo controle (CO+V). Nao houve diferenca significativa entre o

grupo CBS+Q quando comparados aos grupos controle (CO+V e CO+Q). Observou-se



aumento da lipoperoxidacdo de, aproximadamente, trés vezes no grupo CBS+V, quando
comparado aos grupos controle e cirrético que recebeu tratamento com a quercetina,
denotando-se reducdo da lipoperoxidacao hepatica nesses animais submetidos a administracéo

do flavondide quercetina.
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Figura 21. Valores médios de TBA-RS no figado dos diferentes grupos estudados. Os resultados acima séo
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As notacfes
sobrescritas tém a seguinte significancia:

® — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+Q e CBS+Q (P<0,01).

b _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relagdo ao grupo CO+V (P<0,001).

Na avaliacdo da lipoperoxidacgdo no tecido pulmonar, demonstrada na figura 22, observou-
se aumento significativo no tecido pulmonar do grupo cirr6tico que recebeu apenas veiculo
(CBS+V) em relagdo ao grupo cirrético submetido ao tratamento com quercetina (CBS+Q),
com P<0,05, e da mesma forma em relagdo aos grupos controles (CO+V e CO+Q), sendo
P<0,01, denotando-se o efeito da quercetina sobre a diminui¢do da LPO no tecido pulmonar

de animais cirrdticos tratados.
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Figura 22. Valores médios de TBA-RS no pulmédo dos diferentes grupos estudados. Os resultados acima séo
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As notacdes
sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,01).

b _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relagdo ao grupo CBS+Q (P<0,05).

4.5 Atividade da Enzima Antioxidante Superoxido Dismutase (SOD)

Na figura 23, sdo apresentados os resultados da atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) no homogeneizado de figado. Observa-se diminuicdo de 60% da atividade da enzima
no grupo cirrético (CBS+V), quando comparados com 0s grupos controles (CO+V, CO+Q) e
ao o0 grupo cirrotico tratado com quercetina (CBS+Q), sendo P<0,01, no qual a atividade da

enzima praticamente retorna aos valores dos grupos controle.
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Figura 23. Valores médios da atividade da enzima antioxidante SOD no figado dos diferentes grupos estudados.
Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9
animais. As notacOes sobrescritas tém a seguinte significancia:

® — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagédo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+Q (P<0,01).

Na avaliacédo da atividade da enzima SOD em homogeneizado de pulmdo, demonstrada na
figura 24, observa-se diferenca altamente significativa do grupo cirrético (CBS+V) em
relacdo aos demais grupos, com diminuicdo de, aproximadamente, 70% da atividade da
enzima neste grupo em relacdo aos grupos controle (CO+V e CO+Q) e cirrético tratado
(CBS+Q), sendo p<0,001. Dessa forma, o grupo cirrético submetido ao tratamento com
quercetina (CBS+Q) apresentou aumento de 70% na atividade da enzima, quando comparado
com o grupo cirrético (CBS+V), no qual foi realizada apenas a administracdo do veiculo

NaCl.
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Figura 24. Valores médios da atividade da enzima antioxidante SOD no pulmdo dos diferentes grupos
estudados. Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada
grupo tem n=9 animais. As notac¢Ges sobrescritas tém a seguinte significancia:

® — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+Q (P<0,001).

4.6 Atividade da Enzima Antioxidante Catalase (CAT)

Na figura 25, sdo observados os valores da atividade da enzima catalase no
homogeneizado de figado de ratos controles e cirr6ticos, com e sem tratamento com
Quercetina. A catalase apresenta atividade significativamente aumentada no grupo cirrético
(CBS+V), mostrando diferenca quando comparada aos grupos controle (CO+V e CO+Q) e ao
grupo cirrético que recebeu tratamento com quercetina (CBS+Q). Na figura 26, sdo
apresentados os valores resultantes da enzima catalase (CAT) no homogeneizado de pulméo
de ratos controles e cirréticos com e sem tratamento com quercetina, nos quais ndo foi

observado diferenca significativa nos grupos avaliados.
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Figura 25. Valores médios da atividade da enzima antioxidante CAT no figado dos diferentes grupos estudados.
Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9
animais. As notacOes sobrescritas tém a seguinte significancia:

® — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+Q (P<0,001).
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Figura 26. Valores médios da atividade da enzima antioxidante CAT no pulmdo dos diferentes grupos
estudados. Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada

grupo tem n=9 animais. Nao houve diferenca significativa nos grupos comparados.

4.7 Avaliagdo da Producdo de Oxido Nitrico (NO) através de Nitratos

Totais

Na figura 27, observamos os valores referentes aos nitratos totais no homogeneizado de
figado dos animais controles e cirrticos com e sem tratamento com Quercetina. Observa-se

diminuicdo significativa dos nitratos totais nos grupos cirrético (CBS+V) em relacdo aos



grupos controles (CO+V e CO+Q), sendo P, respectivamente, <0,001 e P<0,01 e também em
relagdo ao grupo cirrético tratado com quercetina (CBS+Q), com P<0,05. Nota-se ainda

diferenca significativa do grupo CBS+Q em relacéo ao grupo CO, sendo P<0,05.
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Figura 27. Valores de nitratos totais no homogeneizado de figado dos diferentes grupos estudados. Os resultados
acima sdo expressos como a média * erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9 animais. As
notacgBes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagdo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,001 e P<0,01
respectivamente).

b _ diferenca significativa do grupo CBS+V em relacéo ao grupo CBS+Q (P<0,05).

¢ — diferenca significativa do grupo CBS+Q em relagéo ao grupo CO+V (P<0,05).

Observamos, na figura 28, os valores resultantes de nitratos totais no homogeneizado de
pulmdo de ratos controles e cirréticos com e sem tratamento com Quercetina. Nota-se
diferenca altamente significativa (p<0,001) no grupo cirrético (CBS+V) em relagdo a todos 0s

demais grupos (CO+V, CO+Q e CBS+Q).
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Figura 28. Valores de nitratos totais no homogeneizado de pulmdo dos diferentes grupos estudados. Os
resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada grupo tem n=9
animais. As notagdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagédo aos grupos CO+V, CO+Q e CBS+Q (P<0,001).

4.8 Avaliacdo do Efeito Genotoxico da Quercetina dos Testes de

Micronucleos e 0 Ensaio Cometa

Na tabela 3, observam-se os resultados do Teste de Micronucleos nos diferentes grupos

estudados.



Tabela 3. Resultados do Teste de Micronucleos

Grupos

EPC/ENC

Resultados Individuais Média = DP
CO+V 28 26 16 20 19 21 - 2.1+0.5
CO+Q 21 18 30 29 25 25 - 2.5+0.4
CBS+V 2.5 2.2 1.7 1.7 15 2.6 2.5 2.1+0.5
CBS+Q 13 20 23 16 18 17 23 18404

Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados em 2000

EPC

Resultados Individuais Média = DP
CO+V 12 16 11 12 16 12 - 13.242.2
CO+Q 12 11 13 13 12 15 - 12.7+1.4
CBS+V 42 30 56 50 42 28 29 39.6+11.0°
CBS+Q 22 45 29 30 22 26 23 28.2+8.1°°

Os resultados acima sdo expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM), sendo que cada grupo tem
n=9 animais. As nota¢des sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa do grupo CBS+V em relagéo aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,001)

® _ diferenca significativa do grupo CBS+Q em relag&o aos grupos CO+V e CO+Q (P<0,01)

¢ — diferenca significativa do grupo CBS+Q em relacio ao grupo CBS+V (P<0,05)

Né&o foi detectada toxicidade quando analisada a relacdo EPC/ENC em todos os grupos
(Tabela 3 — parte superior). Houve aumento na freqiiéncia dos micronucleos no grupo
cirrético (CBS+V), quando comparado ao grupo controle (CBS+V). No grupo controle que
recebeu quercetina (CBS+Q) observa-se resposta similar ao grupo controle que recebeu
apenas o veiculo (CBS+V). Nos ratos cirréticos tratados com quercetina (CBS+Q) denota-se
um decréscimo significativo (P<0,05) na freqiiéncia de micronucleos em relacdo ao grupo

cirrético ndo-tratado (CBS+V).



Na tabela 4, observam-se os resultados do Ensaio Cometa nos diferentes grupos estudados

nos tecidos hepatico, pulmonar e no sangue.

Tabela 4. Resultados do Ensaio Cometa

Tecido Grupo indice de Dano  Frequéncia de Dano
Figado CO+Vv 15.6+3.7 11.2+2.8
CO+Q  39.9422.1***>  27.9+15 7***P
CBS+V  116.3+38.8***%  §5,0+2] 4**+*?
CBS+Q  31.7+15.7***®  20.8+10.0***"
Pulmdo CO+V  31.2+16.2 22.6+12.2
CO+Q  40.7+10.7**" 20.0+9,1**P
CBS+V  93.1+39.0**? 60.0:20.6***?
CBS+Q  35.7+19.1***®  26,0+12.6%**°
Sangue CO+V 6.1+3.9 59435
CO+Q  7.646 6.0+2.8
CBS+V  6.4+3 5.4+3.5
CBS+Q 4.7+1.4 4.6+1.5

Os resultados acima sdo expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM), sendo que cada grupo tem
n=9 animais. Indice de Dano: 0 (completamente sem dano, 100 células x 0) a 400 (com dano maximo 100 x 4);
Freqliéncia de Dano (%): foi calculada baseada no nimero de células com cauda vs. aquelas sem cauda. As
notacgdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa em relagdo ao grupo CO+V

> _ diferenca significativa em relacéo ao grupo CBS+V

Diferenca de significancia: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001



Os dados do Ensaio Cometa mostram aumento significante do dano ao DNA no figado e
no pulmao, mas ndo no sangue dos animais cirréticos nao-tratados (CBS+V), demonstrado
pelo indice de Dano (ID) e pela Freqiiéncia de Dano (FD), em comparagio com o0s ratos do
grupo ndo-cirrdtico (CO+V). No grupo controle tratado com quercetina nao foi evidenciado
aumento do dano ao DNA significativo em compara¢do com o0 grupo controle que recebeu
apenas veiculo (CO+V) em nenhum dos trés tecidos analisados. Nos animais cirréticos
tratados com quercetina, nota-se reducdo do dano ao DNA, quando comparados ao grupo de

animais cirréticos sem tratamento (CBS+V), em ambos os tecidos, figado e pulméo.

4.9 Avaliacdo Histopatoldgica

A histopatologia foi realizada por meio de coloracdo de hematoxilina-eosina e picrosirius
dos animais controle (CO+V), animais com cirrose biliar secundaria (CBS+V) e animais com

cirrose biliar secundaria tratados com quercetina (CBS+Q).

Na figura 29 A e B, a fotomicrografia do figado do grupo controle mostra a estrutura

lobular hepatica normal.



Figura 29. Fotomicrografia de figado de animais do grupo controle (CO+V) com coloragdo de (A)
hematoxilina-eosina (100x) e (B) picrosirius (100x), mostrando a estrutura lobular hepética.

Na figura 30 A e B, observa-se a fotomicrografia do figado do grupo cirrético (CBS+V)
mostrando alteragdes no parénquima hepatico com presenca de nodulos regenerativos,

necrose celular e presenca de fibrose.

Figura 30. Fotomicrografia de figado de animais do grupo cirrético (CBS+V) com coloragdo de (A)
hematoxilina-eosina (100x) e (B) picrosirius (100x) mostrando alteragdes no parénquima hepatico, com presenca
de nédulos regenerativos, necrose e fibrose.



Na figura 31 A e B, apresenta-se a fotomicrografia do figado do grupo cirrético tratado

com Quercetina (CBS+Q), na qual observa-se a reducdo dos nédulos de fibrose.

Figura 31. Fotomicrografia de figado de animais do grupo cirrético tratado com Quercetina (CBS+Q) com

coloracdo de (A) hematoxilina-eosina (100x) e (B) picrosirius (100x) mostrando auséncia de fibrose e nédulos.

Na figura 32, a fotomicrografia do pulméo de animais controle avaliado por hematoxilina-
eosina evidenciou arquitetura normal do parénquima pulmonar e didmetro normal dos vasos

sem acUmulo de hemécias no seu interior.

Figura 32. Fotomicrografia de pulméao de animais do grupo controle (CO+V) com coloracdo de hematoxilina-

eosina mostrando a estrutura normal do parénquima pulmonar (200x).



A figura 33 A e B mostra a fotomicrografia do pulmao de ratos cirréticos (CBS+V) por
hematoxilina-eosina. Observa-se aumento do didmetro do vaso e estase sanglinea no seu

interior, demonstrada pelo acimulo de hemacias. B

Ve oy

Figura 33. Fotomicrografia de pulmao de animais do grupo cirrético (CBS+V) com coloracdo de hematoxilina-
eosina mostrando alterages no parénquima como vasodilatacdo e estase sangiinea (A. 40x; B. 200x).

A figura 34 mostra a fotomicrografia do pulmdo de ratos cirréticos tratados com

quercetina, na qual se nota reducdo da vasodilatacdo e da estase sanglinea.

Figura 34. Fotomicrografia de pulmdo de animais do grupo cirrético tratado com Quercetina (CBs+Q) com
coloragdo de hematoxilina-eosina mostrando reducdo da vasodilatagdo e auséncia da estase sangliinea sem

evidéncia de acimulo de heméceas no centro do vaso (200x).



5 DISCUSSAO




5 DISCUSSAQO

A associacdo entre a disfuncdo pulmonar e a doenca hepatica foi reconhecida hd mais de
100 anos, porém o termo Sindrome Hepatopulmonar foi utilizado apds 1977, para conceituar
as alteragcdes vasculares pulmonares relacionadas com doencas hepaticas, no caso, a cirrose

biliar secundaria (Kennedy & Knudson 1977).

Recentemente, o0 modelo de ligadura de ducto biliar comum em ratos tem sido reconhecido
como sendo o modelo experimental capaz de reproduzir as altera¢fes clinicas observadas
nessa doenca em humanos (Lee 1989; Fallon, Abrams et al. 1997; Tieppo & Vercelino 2003;

Lee, Yoon et al. 2004).

Nesse trabalho foi utilizado o modelo de ligadura de ducto biliar comum (LDBC) para
avaliar o potencial antioxidante do flavonoide quercetina sobre as alteracGes hepaticas e
pulmonares, na tentativa de correlacionar esses achados na Sindrome Hepatopulmonar

humana.

Foram avaliadas a integridade hepatica, as alteracfes na difusdo de gases, as relacdes do

peso dos Grgdos com o peso corporal total, a lipoperoxidacao, enzimas antioxidantes, nitratos



totais, dano ao DNA e os achados anatomopatoldgicos em figado e pulmao de ratos cirréticos

com SHP.

Na avaliacdo da integridade hepética (Tabela 1) através das enzimas séricas AST, ALT e
FA observamos aumento significativo delas no grupo com cirrose biliar secundaria (CBS+V)

por ligadura de ducto biliar comum em relagéo a todos os demais grupos (P<0,001).

As enzimas AST e ALT que catalisam a transferéncia do grupo a-amino do acido aspartico
e da alanina para o grupamento de a-ceto do cetoglutarato, com formacao de &cido oxalacético
e piravico, respectivamente, e atuam na gliconeogénese, facilitam a sintese de glicose a partir
de outras fontes que ndo carboidratos. Dessa forma, por estarem diretamente relacionadas a
lesdo e necrose celular de tecidos ricos em ALT e AST, ou ainda a alteragdes da
permeabilidade da membrana celular do hepatdcito, ocorre liberacdo e elevacdo dos valores
enzimaticos na corrente sanguinea, em alterac6es hepaticas estabelecidas (Branddo & Marroni

2001).

Fosfatase alcalina é um grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de ortofosfatos em pH
alcalino originando fosfato inorgénico e radicais inorganicos e se encontra em niveis elevados

no grupo cirrético por LDBC em relacéo aos demais grupos estudados.

A elevacdo dos niveis séricos da FA em pacientes com doenca hepatobiliar é secundaria a
sintese da enzima no figado e sua posterior liberacdo no soro. Os &cidos biliares induzem a
sintese de fosfatase alcalina que, por sua vez, atua na membrana do hepatécito levando a
ruptura de organelas hepaticas e tornando soltvel a FA ligada as membranas (Fan, Ng et al.

1999). A dosagem sangliinea de FA é o exame mais comumente solicitado para identificar a



presenca de colestase em pacientes com enfermidade hepatobiliar ocasionada pela obstrugéo

do fluxo biliar (Santos, Zucoloto et al. 1998).

Nossos achados, em relacdo a integridade hepatica e obstrucdo do fluxo biliar, estdo de
acordo com trabalhos de outros autores que fizeram uso do modelo de LDBC, indicando o
comprometimento hepatico e a fidelidade deste modelo animal (Pastor, Collado et al. 1997;
Peres, Tunon et al. 2000; Zhang, Katsuta et al. 2003; Montero, Quireze et al. 2005; Vercelino

& Marroni 2005).

Os animais cirroticos por LDBC submetidos a administracdo da quercetina tiveram
diminuicdo da atividade de todas as enzimas séricas avaliadas, mostrando que o flavondide
quercetina, através de seu potencial antioxidante, possui uma acdo hepatoprotetora sobre o
figado. Esses dados também foram mostrados por Peres e colaboradores, em 2003, no mesmo
modelo animal e no uso deste flavondide. Em outro estudo, Pavanatto e colaboradores, em
2004, utilizando o modelo de cirrose induzida por tetracloreto de carbono (CCly), obtiveram
efeitos similares aos nossos achados na avaliagdo destas enzimas apds o uso do flavondide

quercetina em ratos.

Doencas crbnicas do figado, especialmente a cirrose, podem estar associadas com
hipoxemia arterial, que resulta da combinacdo de alteracfes na relacdo ventilagdo-perfuséo de
“shunts” pela dilatagdo vascular intrapulmonar (Dal palu, Donaggio et al. 1968; Andersen,

Gordon et al. 1982).

No diagndstico da SHP, a hipoxemia arterial, constatada pela gasometria arterial, é um

achado fundamental. Os estudos apontam para um consideravel desarranjo estrutural na



microcirculacdo pulmonar, suficiente para permitir a passagem de sangue venoso misto para
as veias pulmonares, que é representado pela disseminada vasodilatacdo pré-capilar no leito
vascular pulmonar, proximo as areas de trocas gasosas, permitindo diminuicdo nas
concentragfes de gases arteriais (Lima, Martinelli et al. 2004). O didmetro normal dos
capilares é de, aproximadamente, 8 a 15 um, podendo chegar a 500 um nos pacientes com

Sindrome Hepatopulmonar (Chiesa, Ciappi et al. 1969; Schraufnagel & Kay 1996).

Em pacientes cirréticos com suspeita de SHP, a andlise gasométrica deve apresentar
valores de PaO, menores que 80mmHg, saturacdo de hemoglobina (SaO,/Hb) inferior ou
igual a 92% (Krowka and Cortese 1990; Krowka, Tajik et al. 1990) e valores de PCO, em

torno de 30mmHg (Martinez, Barbera et al. 1999) indicando possivel diagnostico de SHP.

Na andlise da gasometria arterial (Tabela 2), observamos diminuicdo significativa da
pressdo parcial de oxigénio (PO,) e aumento significativo da pressdo parcial de dioxido de
carbono (PCO,) nos ratos cirréticos, demonstrando alteracdo na difusdo de gases neste
modelo. Esses dados confirmam os achados de diversos autores que utilizaram o mesmo
modelo para avaliar as alteracdes pulmonares associadas a cirrose, e esta hipoxemia esta
relacionada a vasodilatacdo intrapulmonar ocasionada por aumento da producdo de
substancias vasodilatadoras no endotélio pulmonar, em especial, o 6xido nitrico (NO) (Fallon,
Abrams et al. 1997; Nunes, Lebrec et al. 2001; Zhang, Katsuta et al. 2003; Fallon 2005;

Tieppo, Vercelino et al. 2005; Vercelino & Marroni 2005) .

A saturacdo da hemoglobina (SatO,/Hb) (Tabela 2) mostrou-se diminuida nos ratos
cirroticos em relacdo a todos os demais grupos. Isso se deve, provavelmente, ao aumento do

PCO,, juntamente com a diminui¢do do pH, mesmo néo sendo significativo em relacdo aos



grupos controle. Essas duas variaveis proporcionam alteragdes no desvio da curva de
dissociagdo da hemoglobina para a direita, diminuindo a afinidade da hemoglobina pelo

oxigénio, e favorecendo a dessaturacdo da mesma (West 2001).

Entretanto, nos animais cirrdticos que receberam tratamento com a quercetina, notou-se
aumento da PO; e da SatO,/Hb aproximando-se dos valores encontrados nos animais controle.
Tais achados mostram que a quercetina, possivelmente pelo seu efeito scavenger de radicais
livres, melhora a funcdo hepética e, conseqlientemente, ameniza as alteracfes pulmonares
caracteristicas dessa sindrome, como a hipoxemia arterial. Além disso, estudos mostram que
os flavondides tém importante funcdo na manutencgdo da resisténcia e da integridade da parede
capilar, podendo, dessa forma, também melhorar a relacdo ventilagao-perfusdo, facilitando as

trocas gasosas (Havsteen 1983; Gabor 1988; Formica & Regelson 1995; Pratico 2005).

Na avaliacdo da diferenca alvéolo-arterial de oxigénio (Figura 17), observa-se aumento
significativo desse indice no grupo cirrético ndo-tratado em relacdo a todos os demais grupos.
Achados semelhantes foram encontrados por Fallon e colaboradores, em 1997, que relatam o
aumento do gradiente alvéolo-arterial de oxigénio em ratos submetidos a LDBC,

demonstrando anormalidades na difusdo de gases.

Considerando-se as relagBes hepatossomatica, esplenossomatica e pneumossomatica
(Figuras 18, 19 e 20), podemos observar no grupo cirrético aumento significativo do peso do
figado (P<0,001), do peso do baco (P<0,05) e do peso dos pulmdes (P<0,05) em relacdo a
todos os demais grupos estudados, salientando que, no grupo cirrético tratado com quercetina,

essa situacao foi reduzida significativamente.



Em relacdo ao peso do figado e do baco, os dados coincidem com trabalhos nos quais foi
mostrado que tais aumentos também foram atenuados apds o uso da N-acetilcistina e da
quercetina no modelo de LDB. (Pastor, Collado et al. 1997; Peres, Tunon et al. 2000). Jeon e
colaboradores, em 2003, observaram aumento na relacdo hepatossoméatica em ratos que
receberam tetracloreto de carbono e diminuicdo apds o tratamento com “chitosan”, que é um
antioxidante extraido da parede celular das bactérias encontradas no exoesqueleto de

crustaceos.

O aumento da relacdo pneumossomatica provavelmente decorre de shunts e da dilatacdo
vascular intrapulmonar, o que aumenta o peso do 6rgdo em estudo. Berthelot e colaboradores
(1966) encontraram aumento no didmetro de arteriolas em animais ap6s LDBC, o que poderia

influenciar no peso desse 6rgédo, nessa situagao.

O aumento do peso pode decorrer, ainda, da infiltracdo de células inflamatérias e das
proteinas plasmaticas no parénquima pulmonar, em funcdo da endotoxemia presente neste

modelo experimental (Chang & Ohara 1993).

Muitos autores tém descrito que, na presenca de cirrose, hd aumento consideravel da

lipoperoxidacdo pela formacao de espécies ativas de oxigénio (Britton & Bacon 1994).

Sabe-se que todas as células fagocitarias sdo responsaveis pela geracdo de anion
superdxido (O,7), capaz de oxidar a membrana plasmatica e produzir grande quantidade de
espeécies reativas do oxigénio (ERO) (Thannickal & Fanburg 2000). Considerando que neste
modelo ocorre o processo de endotoxemia por translocacdo bacteriana, esse fator deve ser

levado em consideracdo.



A avaliacdo da LPO pode ser realizada através da medida de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS), método que verifica a presenca de malondialdeido, que é um

subproduto do processo de oxidacdo das membranas lipidicas celulares (Buege & Aust 1978).

Na avaliacdo da lipoperoxidagéo, (Figuras 21 e 22) observamos aumento das substancias
que reagem ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) no figado e no pulméo dos animais cirroticos
em relacdo ao grupo controle e sugere-se que o aumento desse processo esteja relacionado ao

aumento do estresse oxidativo.

Como citado anteriormente, tais achados no modelo de LDB podem ser explicados pela
endotoxemia e pelo aumento de &cidos biliares, que poderiam desequilibrar a atividade da
cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria hepatica e, assim, favorecer o aumento da
producéo de espécies ativas de oxigénio. (Pastor, Collado et al. 1997; Orellana, Rodrigo et al.

2000).

Entretanto, em animais cirréticos que foram tratados com quercetina, observaram-se
valores de TBARS préximos aos dos grupos controle, tanto no tecido hepatico como no tecido
pulmonar, reforcando o potencial antioxidante desse flavondide. A diminui¢do da
lipoperoxidacdo em situagdes de cirrose j& foi demonstrada pelo uso de outras substancias
com agdo antioxidante, como a rutina, a melatonina e a N-acetilcisteina neste modelo de
cirrose biliar secundéaria (Pastor, Collado et al. 1997; Peres, Tunon et al. 2000; Esrefoglu, Gul

et al. 2005; Vercelino & Marroni 2005).

Na cirrose, ocorre um desbalango entre as substancias oxidativas e antioxidativas, levando

ao processo de estresse oxidativo. A quercetina, por sua acao antioxidante, parece proteger o



tecido hepatico, melhorando a funcéo hepatica e, através desta, de forma secundaria diminui a
translocacdo bacteriana do trato gastrointestinal e, conseqlientemente, a atenuagdo das

alteragdes pulmonares encontradas nessa sindrome (Formica & Regelson 1995).

Vérios trabalhos tém evidenciado o envolvimento do estresse oxidativo e da acdo das
enzimas antioxidantes na cirrose, na tentativa de proteger o figado da acéo lesiva dos radicais

livres (Orellana, Rodrigo et al. 2000; Peres, Tunon et al. 2000).

As células tém um sistema de defesa antioxidante enzimatico, que converte espécies
oxidantes em moléculas ndo-tdxicas, e protegem o organismo dos efeitos deletéreos do

estresse oxidativo (Formica & Regelson 1995).

A enzima superoxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa da célula

contra o estresse oxidativo (Halliwell 1994).

Vérios trabalhos relacionam a diminuicdo da atividade da enzima SOD ao aumento do
estresse oxidativo (Hodgson & Fridovich 1975; Santiard, Ribiere et al. 1995). No presente
estudo, observou-se diminuigdo de 60% e 70% da atividade da enzima SOD (Figuras 23 e
24), respectivamente, no figado e no pulmao do grupo cirrético em relagdo aos demais grupos.
Em contrapartida, os animais cirréticos que foram tratados com quercetina, mantiveram os
valores da atividade da enzima SOD préximos aos do grupo controle. Tais dados foram
também observados por Peres e colaboradores, em 2000, ao utilizar o flavonoide quercetina e
por Pastor e colaboradores, em 1997, ao utilizar NAC na avaliacdo do tecido hepéatico no
modelo de cirrose por LDBC, levando-nos a pensar que quando o figado estd protegido pela

quercetina, a SOD é preservada.



Pavanatto et al., em 2005, obtiveram resultados semelhantes aos nossos, em um estudo
com animais cirroticos por tetracloreto de carbono, no qual as enzimas antioxidantes CAT e
SOD se mostravam significativamente reduzidas no figado dos animais cirréticos em relacao
aos grupos controle e que se elevavam em 70% (SOD) e 80% (CAT) apds a administracdo da

quercetina.

Os niveis de SOD estdo diminuidos no tecido pulmonar, em varias doencas, pela perda
completa da afinidade heparina - SOD extracelular, em funcdo da protedlise sitio de ligacdo
da enzima a molécula de heparina. As proteases liberadas por neutrofilos ou ativadas durante
a reacdo inflamatoria podem ser responsaveis pela protedlise da SOD extracelular. O
mecanismo da perda dessa enzima da matriz tecidual pulmonar é exacerbado e mediado pelo
dano causado pelas EAO, mas esses fendmenos ainda ndo sdo inteiramente claros (Fattman,

Schaefer et al. 2003).

A translocacdo bacteriana e a endotoxemia podem aumentar as citocinas no endotélio
pulmonar com aumento da formacédo de espécies ativas de oxigénio, entre elas, o anion radical
superoxido, o que justificaria o0 consumo da SOD no tecido pulmonar pela grande quantidade

deste radical.

Tais dados reforcam a hipOtese de que flavondides como a quercetina sdo potentes
varredores de radicais livres, como o radical hidroxil e o &nion superoxido, pois, ap6s o seu
uso, a SOD est4 aumentada em niveis semelhantes aos dos controles, fato observado por nés

(Robak & Gryglewski 1988).



A enzima SOD, ao dismutar o radical superéxido, forma a espécie ativa de oxigénio
peréxido de hidrogénio (H.O;), que é o substrato para a atividade da enzima catalase (CAT)
(), considerada como a segunda linha de defesa enzimatica a atuar na detoxificacdo celular,

convertendo peroxido de hidrogénio em agua (Gate, Paul et al. 1999).

Observamos aumento significativo da atividade da CAT no figado do grupo cirrético
(Figura 25), possivelmente pela grande geracdo do radical &nion superoxido e a consequente
formacdo de H,0,, estimulando a atividade dessa enzima. No grupo de animais cirréticos
tratados com quercetina, a atividade da CAT diminuiu, equiparando-se a dos grupos controle,
confirmando a atuacdo deste flavondide como antioxidante que preserva o figado e,
consequentemente, 0s niveis da enzima. Salientamos que a avaliagdo da expressao dessas

enzimas (SOD e CAT) seria de interesse para melhor conhecimento desses fatos.

A atividade da CAT (Figura 26), no tecido pulmonar, ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, provavelmente pelos altos niveis de Oxido nitrico (NO)
encontrados no tecido pulmonar e que, em grande quantidade, inativam a atividade desta

enzima (Droge 2002).

A auséncia ou a diminuicdo de bile no intestino delgado leva a perda do efeito
emulsificante e antiendotdxico dos sais biliares, o que provoca niveis elevados de endotoxinas
no intestino grosso, onde sdo absorvidas, e, através da circulagcdo portal, favorecem a
translocacdo bacteriana (Cruz 1998), encontrada em 45 — 75% dos animais com cirrose
experimental por LDB (Rabiller, Nunes et al. 2002), agravando a lesdo hepatocelular. A lesdo
hepética favorece a inadequada filtracdo do sangue nos sinusdides e, pelo desenvolvimento de

“shunts” portossistémicos e acentuada diminuicdo da capacidade fagocitaria do figado, ha



entrada de bactérias e endotoxinas na circulagdo pulmonar. Nessa situacdo, o pulméo filtra o
sangue, compensando o decréscimo da funcdo fagocitaria do figado (Rabiller, Nunes et al.

2002).

Acredita-se que a dilatacdo vascular intrapulmonar pode estar relacionada a translocacao
bacteriana do trato gastrointestinal, um fendmeno que expde o pulmdo ao efeito de

endotoxinas e citocinas inflamatérias (Chu, Lee et al. 1997).

Esse aumento de endotoxinas na circulacdo pulmonar promove o acimulo de macr6fagos
intravasculares na microcirculagcdo pulmonar e se correlaciona com o0 aumento da expresséo

da 6xido nitrico induzivel (iNOS) (Nunes, Lebrec et al. 2001).

O NO funciona como um sinalizador molecular mediando a vasodilatagdo, quando
produzido em baixas concentra¢fes pela éxido nitrico sintase (NOS) em células vasculares
endoteliais, mas como uma fonte altamente téxica e oxidante, quando produzido em altas

concentragdes, pela NOS em macréfagos no processo patologico (Nelson 2001).

Na avaliacdo dos nitratos totais no homogeneizado de figado (Figuras 27), observamos
diminuicdo significativa na producéo destes metabolitos no grupo cirrético sem tratamento em

relacdo a todos os demais.

Este resultado condiz com outros estudos em que a producdo de NO estd reduzida no
figado cirrético (Wiest & Groszmann 2002), evidenciada pelo déficit dessa substancia na
microcirculacdo hepética. Essa reducdo da quantidade de NO levaria a uma elevacdo da

pressdo de perfusdo em resposta ao aumento do fluxo sanguineo e subsequente estresse de



cisalhamento. Os mesmos autores enfatizam que a reducéo da populacao sinusoidal no figado
cirrético, em consequiéncia das limitagdes dessas estruturas por compressdo mecanica, por
nodulos regenerativos e presenca de fibrose, levariam a um aumento da velocidade do fluxo
sanguinea e de forcgas estressantes na parede dos vasos, afetando as células endoteliais que sdo
responsaveis pela expressdo da éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), importante fonte de

producéo de Oxido nitrico.

Em nosso estudo, no grupo cirrético que recebeu administracdo do flavondide quercetina,
observa-se que 0s niveis de nitratos totais retornam aos niveis dos animais controle.
Possivelmente, a quercetina, devido sua acdo antioxidante e hepatoprotetora, determina
melhora da funcdo hepatica, comprovada por dados citados anteriormente, como a avaliacao
da LPO, das enzimas antioxidantes e dos testes de funcdo hepdtica, e possibilita um rearranjo
tecidual, com diminuicdo da fibrose e dos nddulos regenerativos (Figuras 29, 30 e 31),
melhorando o fluxo sangiineo e, consequentemente, levando a reducdo do estresse de
cisalhamento e da lesdo do endotélio, normalizando a atividade das células endoteliais e 0s

niveis de NO.

Vercelino & Marroni, em 2005, em um estudo utilizando o mesmo modelo experimental
também encontraram diminuicdo de nitratos totais no figado cirrético e, ap6s o tratamento
com N-acetilcistéina, houve melhora da funcdo hepética e conseqliente aumento dos niveis

desse metabdlito.

Na avaliagdo da producdo de nitratos totais no homogeneizado de pulméo (Figuras 28),
dos grupos estudados, observamos grande aumento na producao desses metabdlitos no grupo

cirrético em relacdo aos demais grupos. Esses dados estdo de acordo com os estudos, que



correlacionam a vasodilatacdo intrapulmonar de ratos cirréticos por LDBC a presenca de
oxido nitrico (NO) no tecido pulmonar (Fallon & Abrams 2000; Nunes, Lebrec et al. 2001;

Zhang, Katsuta et al. 2003).

A excessiva producdo de NO no tecido pulmonar em situacdo de SHP esta associada a
duas vias de producdo de Oxido nitrico. Na primeira, pela patogénese da endotoxemia
(Titheradge 1999), que se relaciona ao desenvolvimento da SHP no modelo de LDBC, pela
atividade de macrdfagos intravasculares pulmonares e expressao de iNOS no tecido pulmonar
(Nunes, Lebrec et al. 2001). E, em segundo lugar, através da eNOS. Em condi¢bes normais, a
endotelina-1 é um vasoconstritor paracrino que regula o ténus vascular e se liga a receptores
do tipo A nas células musculares lisas da parede vascular, causando vasoconstricdo e, em
menor grau, aos receptores do tipo B das células endoteliais, desencadeando a producéo de
NO e contrabalancando os efeitos vasoconstritores. Na cirrose, ocorre a superproducdo de
endotelina-1 pelas células estreladas do figado, e essa passa a atuar de forma enddcrina,
difundindo-se na corrente sangliinea e atingindo a circulacdo pulmonar, onde interage,
preferencialmente, com receptores do tipo B da superficie luminal do endotélio vascular
pulmonar e, dessa forma, aumenta a producdo da eNOS e, consequientemente, a geracdo de

NO, causando a vasodilatacdo intrapulmonar (Fallon & Abrams 2000).

Em nosso estudo, os valores de nitratos totais dos animais que receberam tratamento com
quercetina permaneceram proximos aos do grupo controle, sendo significativamente menores
que dos niveis encontrados no grupo cirrético sem tratamento. A quercetina parece apresentar
efeitos sobre a producdo de NO, provavelmente por melhorar a funcdo hepética e reduzir a

producéo de endotelina pelas células estreladas do figado e, subseqlientemente, a producdo da



eNOS, e por diminuir a translocacdo bacteriana, minimizando o acumulo de citocinas e

células de defesa no endotélio pulmonar com consequente reducéo da producdo da iNOS.

Em relagdo a avaliacdo do dano ao DNA, foram realizados neste trabalho testes de

micronucleos e ensaio cometa.

No teste de micronucleos (Tabela 3), observa-se aumento na freqiiéncia de micronucleos
no grupo cirrético em relacdo ao grupo controle. J& no grupo controle submetido a
administragdo de quercetina, os resultados foram similares aos encontrados no grupo controle
que recebeu apenas veiculo e o grupo cirrético tratado com quercetina mostra um decréscimo

significativo na frequéncia dos microndcleos em relacdo aos ratos cirréticos ndo-tratados.

Os dados do ensaio cometa mostraram aumento significativo do dano ao DNA no figado e
no pulmdo, mas ndao no sangue dos animais cirréticos, mensurados por ID e IF, em
comparagdo com o grupo controle (Tabela 4). No grupo controle tratado com quercetina, ndo
foi observada diferenca significativa de dano ao DNA em relacéo ao grupo controle + veiculo
em nenhum dos trés tecidos analisados. J& no grupo cirrético tratado com quercetina, notou-se
reducdo do dano ao DNA em relacdo ao grupo de animais cirréticos ndo-tratados, nos tecidos

hepético e pulmonar (Tabela 4).

O aumento da frequéncia de micronucleos e dano ao DNA nos animais cirréticos em
comparagdo com 0 grupo ndo-cirrético sugere que a SHP pode diminuir a estabilidade
genbmica. Estudos prévios relatam que, na patofisiologia da cirrose biliar, ocorrem lesdes no
figado e no pulméo provenientes da acdo de radicais livres, dados estes também observados

no nosso trabalho pela avaliacdo de LPO e enzimas antioxidantes (Vallance & Moncada 1991;



Singh, Shackleton et al. 1992; Zhang, Katsuta et al. 2003). Além disso, os niveis de 0xido
nitrico sdo aumentados na SHP, e as defesas antioxidantes naturais sdo diminuidas (Zhang,
Katsuta et al. 2003). Essa superproducdo de 6xido nitrico na SHP no tecido pulmonar poderia

levar a geragdo de peroxinitritos e conseqliente dano ao DNA (Ferguson 2001).

A quercetina, por sua vez, ndo induziu danos ao DNA e nem aumentou a frequéncia de
microndcleos, como pode ser observado nos resultados do grupo de animais controle tratados
com este flavonoide (Tabela 3 e 4). De fato, a maioria dos estudos sobre as atividades
genotoxica e carcinogénica de flavondides em mamiferos apresenta resultados
predominantemente negativos (Das, Wang et al. 1994). Estudos relatam que a quercetina inibe
0 desenvolvimento de cancer em modelos experimentais(Stoewsand, Anderson et al. 1984;

Wiltrout & Hornung 1988; Stavric 1994).

Inimeras pesquisas tém mostrado que a quercetina e outros flavonoides sdo capazes de
proteger contra 0 dano ao DNA, induzido quimicamente em linfécitos humanos in vivo,
através de ensaio cometa (Anderson, Yu et al. 1994; Duthie & Dobson 1999; Wilms, Hollman
et al. 2005) e que, em contrapartida, aumentam a capacidade antioxidante total no plasma

(Breinhold, Lauridson et al. 1999).

Neste estudo, a quercetina foi capaz de proteger o DNA em ratos cirréticos por LDBC
(Tabelas 3 e 4). Os animais cirroticos tratados com quercetina exibiram uma pequena reducao
das células micronucleadas (Tabela 3). Além disso, o dano ao DNA em figado e pulméo,
tecidos alvo acometidos na SHP, foram menores no grupo cirrético tratado em relagdo ao nao-
tratado (Tabela 4). Na analise enzimatica, comparando a atividade da SOD nestes tecidos,

essa encontrou-se aumentada nos animais cirrticos tratados com quercetina quando



comparada aos ndo-tratados, reforcando os mecanismos de protecdo antioxidante da

quercetina nesse modelo.

Outros mecanismos protetores dos flavondides em células-alvo tém sido sugeridos em
experimentos in vitro (culturas de células) (Bors & Sarah 1987; Anderson, Yu et al. 1994;
Ferguson 2001). Tais estudos tém demonstrado que a quercetina e outros flavondides inibem
eficazmente a producéo de éxido nitrico e do fator de necrose tumoral nas células de Kupffer
(Kawada et al., 1998). Os flavondides podem também proteger estas células da acdo de
radicais livres, conseqiientemente inibindo o dano ao DNA e a mutagenicidade (Edenharder &

Grunhage 2003; Salter, Clifford et al. 2004).

Através da histologia, devido ao uso de hematoxilina e eosina e de picrosirius em
fragmentos de figado e pulméo, foi verificado que ambos os tecidos apresentavam diferengas

entre o grupo cirrdtico e os grupos controle e cirrético tratado com quercetina.

No exame histopatoldgico do tecido hepatico por meio da hematoxilina-eosina, confirma-
se 0 desenvolvimento de cirrose no grupo com ligadura de ducto biliar comum (Figura 30),
com nddulos regenerativos, fibrose e focos de necrose. Os animais cirréticos tratados com
quercetina (Figura 31) apresentaram diminuicdo dessas alteragdes com diminuicao de fibrose
em pontes porta-porta, sem, no entanto, delimitar claramente a formagdo de nddulos. Esses
achados estdo de acordo com estudos que utilizaram quercetina e outras substancias
antioxidantes, como a N-acetilcisteina e a rutina, em que, se observa a reducdo da fibrose
hepatica (Pastor, Collado et al. 1997; Peres, Tunon et al. 2000; Pavanato, Tunon et al. 2003;

Vercelino & Marroni 2005). A melhora no parénquima hepéatico acompanha-se com a



observada nos parametros enzimaticos e bioquimicos, assim como a melhora na integridade

da membrana plasmatica é acompanhada por meio da reducéo na lipoperoxidag&o.

Na analise histologica do pulmao, observamos aumento do didmetro dos vasos e acimulo
de hemacias no centro dos mesmos, nos animais cirroticos (Figura 33), denotando-se
vasodilatacdo e estase sangliinea, fendmenos estes que caracterizam a sindrome
hepatopulmonar. Tais achados estdo de acordo com os de outros autores que utilizaram o
mesmo modelo para investigacdo da sindrome hepatopulmonar (Chang & Ohara 1993; Fallon,

Abrams et al. 1997; Nunes, Lebrec et al. 2001; Zhang, Katsuta et al. 2003).

Os animais cirréticos, quando submetidos ao tratamento com quercetina, apresentam
reducdo da vasodilatacdo e também da estase sanguinea pulmonar (Figura 34). Isso
possivelmente se d& em decorréncia do potencial antioxidante da quercetina, que reduz a lesdo
oxidativa no figado dos animais com LDBC, acarretando melhora na funcdo hepaética e,
consequentemente, levando a reducéo da endotoxemia e a diminuicdo de NO e EAO no tecido
pulmonar. O decréscimo da lesdo oxidativa, a diminuicdo dos niveis de NO e a reducdo da

vasodilatacdo pulmonar, possivelmente, restabelecem as alteragdes difusionais dos gases.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o flavondide quercetina, através
do seu potencial antioxidante, exercendo uma acdo protetora sobre o figado dos animais
cirréticos, poderia atenuar as alteragcGes pulmonares presentes na Sindrome Hepatopulmonar,
caracterizando qualidades de um agente terapéutico promissor nesta doenca, fato que nos

estimula a futuras investigagoes.



6 CONCLUSOES




6 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos neste trabalho concluiu-se que

- aadministracao de quercetina em ratos cirroticos por LDBC diminuiu 0s niveis séricos
das enzimas relacionadas a intergridade do parénquima hepatico, bem como
restabeleceu os valores de gasometria nos animais cirréticos equiparando-os com
valores animais controles, assim como diminuiu a diferenca alveolo-arterial de

oxigénio neste grupo;

- a quercetina em ratos cirroticos diminuiu o dano sobre os lipidios das membranas
tanto no figado como no pulmao, resultado observado pela diminuicdo das substancias
que reagem ao acido tiobarbiturico, e manteve os valores da SOD, tanto do figado
como do pulmédo semelhantes aos animais dos grupos controle. A CAT no pulméo
manteve-se inalterada e, no figado, apds o uso de quercetina, permanecem em seus

niveis basais conforme os animais controle;

- nos animais submetidos a ligadura de ducto biliar comum, notou-se diminui¢do nos
nitratos totais no figado, ao contrario do tecido pulmonar, no qual encontram-se
aumentados significativamente. O uso da quercetina reverteu esse quadro, em ambos

0s 0rgdos, nos animais com ligadura de ducto biliar comum;

- a administracdo da quercetina reduz a freqiiéncia de microndcleos e o dano ao DNA
no figado e no pulméo dos animais cirrdticos tratados e ndo mostrou indicios de dano

ao DNA nem de aumento da frequéncia de micronucleos quando os dados dos animais



controle que receberam quercetina foram comparados com animais controle que

receberam apenas veiculo;

nos aspectos histologicos do figado, os sinais de necrose e nddulos regenerativos sdo

atenuados nos animais com cirrose biliar secundéria, apds o uso da quercetina;

nos aspectos histolégicos do tecido pulmonar, os animais cirréticos com ligadura de
ducto biliar comum desenvolveram alteragdes pulmonares semelhantes a SHP e estas
foram revertidas com o0 uso da quercetina, observando-se redugédo da vasodilatagéo e

da estase sanguinea.
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