UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE - ICBS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

FRANCIELLI LICKS

A N-ACETILCISTEINA ATENUA OS DANOS GASTRICOS E INTESTINAIS
NA SINDROME DA HIPERTENSAO PORTAL

Porto Alegre
2017



FRANCIELLI LICKS

A N-ACETILCISTEINA ATENUA OS DANOS GASTRICOS E INTESTINAIS
NA SINDROME DA HIPERTENSAO PORTAL

Orientadora; Prof? Dr* Norma Anair Possa Marroni

Tese apresentada como requisito para a
obtencdo do grau de Doutor pelo Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Porto Alegre
2017



‘A mente que se abre a uma nova idéia

jamais voltara ao seu tamanho original’.

Albert Einstein



Dedico este trabalho ao meu pai.

Meu amigo, meu norte, meu herai.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Biologicas: Fisiologia, pela
oportunidade da minha formacdo académica, bem como a todos os professores do
curso pelos inUmeros ensinamentos.
A minha orientadora, Dra. Norma Marroni, por toda a confianca e apoio durante essa
caminhada. Obrigada por me conduzir nesta trajetdria, por todo o carinho e
aprendizagem, por ser sempre muito mais que minha orientadora. Agradeco também
ao Dr Claudio Marroni, por todo seu envolvimento na minha formacéo, pelo auxilio,
pelas sugestdes e incansaveis leituras.
Ao meu co-orientador, Dr. Henrique Fillmann, por toda sua atencdo e orientacao.
Muito obrigada por me acolher e me auxiliar no desenvolvimento deste trabalho,
mesmo em momentos de muitas ddvidas. Obrigada pelo incentivo, apoio e
seguranca.
Aos colegas do laboratorio de Hepatologia e Gastroenterologia Experimental, muito
obrigada pelo apoio no desenvolvimento deste trabalho. Agradeco a Silvia, Julie,
Sabrina, Camila e Mariana. Agradeco especialmente a Josiele e Elisangela, por
terem me auxiliado de todas as formas possiveis. Esse trabalho também é de vocés.
A minha grande amiga e colega, Renata, por ter sido uma peca tdo importante
dentro da construcdo deste sonho. Foi um prazer trilhar este caminho ao seu lado.
Aos meus amigos do coracdo, Mateus, Anelise, Laura, Nubia e Diogo, por estarem
sempre me apoiando em todos 0os momentos, bons e ruins.
A minha familia, pelo incansavel apoio e incentivo durante toda a minha trajetéria
académica. Obrigada aos meus irméos, Irineu e Dhiovanna me guiar ao longo, por
sempre estarem perto, mesmo quando eu estava longe. Obrigada a minha mae, por
ter me ensinado o valor do estudo, e por sempre ter fé€ no meu sucesso,
incentivando-me a jamais desistir. Obrigada ao meu pai, por me proporcionar a
realizacdo do meu sonho. Obrigada pelo amor, incentivo, palavras de apoio. Sem
vocé nada disso seria possivel.

Por fim agradeco a Deus, por me iluminar e me guiar ao longo de toda minha

vida.



RESUMO ARTIGO |

A Hipertensao Portal (HP) é uma sindrome clinica associada ao desenvolvimento
de uma circulacdo hiperdinamica e varizes gastroesofagicas. O objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo antioxidante da N-Acetilcisteina (NAC) em ratos com
hipertensdo portal. A HP foi induzida através modelo experimental de ligadura
parcial da veia porta (LPVP). O dano oxidativo no estbmago foi avaliado através
do nivel de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e atividade de
enzimas antioxidantes. Também foram avaliados os niveis de nitritos e nitratos e
promovida a andlise histoldgica através da coloracdo de hematoxilina-eosina. A
pressdo portal e o diametro dos vasos foram mensurados. O dano hepatico foi
avaliado através das enzimas aspartato amino-transferase (AST), alanina amino-
transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais (n=6): Sham-operated (SO), SO + NAC, LPVP e LPVP +
NAC. A NAC (10 mg/kg ip.) foi administrada diariamente durante 7 dias, iniciados
no 8° dia apos a cirurgia. Os animais do grupo LPVP apresentaram um aumento
significativo nos valores de presséo portal, diametro vascular, niveis de TBARS e
nitritos e nitratos quando comparados ao grupo SO. Esses valores foram
acompanhados por uma reducdo das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). A analise histol6gica demonstrou
vasos dilatados na mucosa gastrica dos animais do grupo LPVP. A NAC foi capaz
de reduzir valores de presséo portal, didmetro vascular, niveis de TBARS e nitritos
e nitratos quando comparados ao grupo LPVP. Ainda, o grupo LPVP + NAC
demonstrou um aumento na atividade da SOD e GPx. A N-acetilcisteina atenuou
o dano no estbmago dos animais estudados. Concluimos que o estresse oxidativo
€ associado a hipertensao portal e que o antioxidante NAC é capaz de minimizar

0s danos em animais LPVP.

Palavres-chave: Ligadura parcial da veia porta, Estresse oxidativo, Hipertensao

Portal



RESUMO ARTIGO Il

A Hipertensao Portal é associada ao desenvolvimento de uma circulacdo colateral
devido a um aumento progressivo da pressao portal. Este estado hiperdinamico
provoca dilatacdo em varios segmentos do aparelho digestivo, incluindo o
estbmago. Nosso objetivo foi avaliar o efeito antioxidante da N-acetilcisteina no
estdbmago de ratos com hipertensao portal. Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais (n=6): Sham-operated (SO), SO + NAC, ligadura parcial da
veia porta (LPVP) e LPVP + NAC. A N-acetilcisteina (10 mg/kg ip) foi administrada
diariamente durante 7, iniciados no 8° dia apds a cirurgia. Foi realizada a
mensuracdo da pressado portal e imunohistoquimica das proteinas 6éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS), fator de crescimento vascular endoteial (VEGF) e
nitrotirosina (NTT) no estbmago. Avaliamos também a eNOS e VEGF por Western
blot e o dano de DNA em amostra de sangue por ensaio de cometa. O grupo com
hipertensdo portal apresentou um aumento da pressdo portal e expressdo de
eNOS, VEGF e NTT quando comparado ao grupo SO. A NAC foi capaz de
diminuir os valores da pressao portal e a expressdo de todas as proteinas
avaliadas. Ainda, a NAC reduziu o dano ao DNA nos animais do grupo LPVP +
NAC. Em conclusdo, a NAC foi capaz de minimizar a vasodilatagdo gastrica,
avaliada por eNOS; a angiogénese, avaliada pelo VEGF; e o estresse oxidativo,
avaliado por NTT. Este tratamento antioxidante também protegeu os animais de
danos ao DNA. Com esses resultados, concluimos que a NAC € capaz de
proteger o estdbmago das alteracdes induzidas pelo procedimento de LPVP.

Palavres-chave: N-acetilcisteina, Gastropatia da Hipertensdo Portal, Estresse

oxidativo, Antioxidante



RESUMO ARTIGO Il

A hipertensdo portal (HP) é uma sindrome frequentemente associada a cirrose,
caracterizada por um progressivo aumento de pressao no sistema portal e
consequente dilatagdo vascular compensatoria. As alteracbes vasculares
gastricas caracterizam o quadro de gastropatia, sendo essas associadas ao
estresse oxidativo e nitrosativo. Ainda, o processo inflamatorio € considerado um
fator agravante na severidade do quadro acima descito, sendo frequentemente
associado a angiogénese presente na HP. Nosso objetivo foi verificar a acao anti-
inflamatéria da N-acetilcisteina (NAC) no estbmago de ratos com hipertenséo
portal. 18 ratos machos Wistar foram utilizados neste protocolo experimental,
sendo esses divididos em trés grupos (n=6): Sham-operated (SO), ligadura parcial
da veia porta (LPVP) e LPVP + NAC. O tratamento com a N-acetilcisteina (NAC)
na dose de (10 mg/kg ip) foi iniciado no oitavo dia apds a cirurgia e ocorreu
durante 7 dias posteriores. NOs avaliamos a expressao do fator nuclear- kB (NF-
kB) e fator de necrose tumoral (TNF-a) através da técnica de imunohistoquimica,
bem como a expressdo de Oxdo nitrico sintase induzivel (iNOS), NAD(P)H
quinona oxidorredutase 1 (NQO-1), proteina de choque térmico 90 (HSP-90) e
superoxido dismutase (SOD) através da técnica de Western blot, nos estbmagos
dos ratos utilizados neste estudo. O grupo LPVP demonstrou um aumento da
expressao de todos os parametros avaliados, sendo a NAC capaz de reduzi-los.
Observando esses resultados, podemos concluir a eficacia deste tratamento
como anti-inflamatdrio e antioxidante em animais com gastropatia da hipertensao

portal decorrente do modelo de ligadura parcial da veia porta.

Palavras-chave: N-acetilcisteina, Gastropatia da Hipertensdo portal, Estresse

oxidativo, Inflamacé&o



RESUMO ARTIGO IV

A hipertensao portal (HP) é caracterizada por vasodilatacdo no sistema portal e e
o intestino € um dos 6rgaos gravemente afetados. N-acetilcisteina (NAC) é uma
molécula com propriedades importantes, amplamente utilizada na pratica clinica.
Nosso objetivo foi avaliar a acdo da NAC no intestino de animais submetidos ao
modelo animal de Ligadura parcial da veia porta (LPVP). 18 ratos Wistar machos
foram divididos em trés grupos experimentais (n = 6): Sham-operated (SO), LPVP
e LPVP + NAC. No 8° dia apds a cirurgia, a N-acetilcisteina (10 mg/kg, ip) foi
administrada diariamente durante 7 dias. No 15° dia, o intestino dos animais foi
coletado para andlise de estresse oxidativo, imuno-histoquimica e Western blot.
NOs avaliamos a expressdo do fator nuclear- kB (NF-kB) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) por imuno-histoquimica e éxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
por Western blot. A lipoperoxidagdo foi avaliada pela técnica de substancias que
reagem ao 4&cido tiobarbitirico (TBARS), e as atividades das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) foram
verificadas. Observamos um aumento da expressao de NF-kB e TNF-a no grupo
LPVP e na expressdo da iNOS avaliada por Western blot. A NAC reduziu a
expressao de todas as proteinas avaliadas. Observou-se também um aumento no
estresse oxidativo no intestino dos ratos do grupo LPVP quando comparados ao
grupo SO, sendo a NAC eficaz na reducdo desses valores no grupo LPVP + NAC.
Também observamos uma reducdo na atividade das enzimas SOD e GPx no
grupo com hipertensdo portal, e a NAC foi capaz de restaurar a atividade das
enzimas avaliadas. Sugerimos a acdo antiinflamatodria e antioxidante da NAC no
intestino dos animais submetidos ao modelo LPVP.

Palavras-chave: N-Acetilcisteina, Hipertensdo Portal, Intestino, Estresse

Oxidativo, Inflamacgéao



ABSTRACT |

Portal hypertension is a clinical syndrome associated with the development of a
hyperdynamic circulation and gastroesophageal varices. Our aim was to evaluate
the antioxidant effect of N-acetylcysteine on portal hypertensive rats. Portal
hypertension was induced by partial portal vein ligation (PPVL). Oxidative damage
in the stomach was mesured by lipoperoxidation trough thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and antioxidant enzyme activity; we also evaluated nitrates
and nitrites level and histology stained by hematoxylin-eosin. We performed
evaluation of portal pressure and measurement of vessels diameter. Liver damage
was evaluated by measuring hepatic enzymes. The animals were divided in four
experimental groups (n=6): sham-operated (SO), SO + NAC, partial portal vein
ligation (PPVL) and PPVL + NAC. N-acetylcysteine (10 mg/kg ip) was
administrated daily for 7 days and started 8 days after surgery. The portal
hypertensive group showed an increase in portal pressure, vessels diameter,
levels of TBARS and nitrates and nitrites level when compared to SO group.
These values were accompanied by a decrease in superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GPx) antioxidant enzyme activity. Histology showed
dilated vessels in the gastric mucosa in the PPVL group. NAC was able to
decrease portal pressure values, vessels diameter, TBARS and also nitrates and
nitrites levels when compared to PPVL group. Furthermore, PPVL + NAC group
presented an increase in SOD and GPx activity. N-acetylcysteine attenuated
damage in gastric mucosa. Oxidative stress is associated with portal hypertension

and antioxidant NAC is able to minimize damages of PPVL in rats.

Key-words: Partial portal vein ligation, Oxidative stress, Portal hypertension



ABSTRACT I

Portal Hypertension is associated with the development of a collateral circulation
due to a progressive increase on portal pressure. This hyperdinamic state leads to
dilation in several segments of the digestive tract, including stomach. Our aim was
evaluate the antioxidant effect of N-Acetylcysteine in the stomach of portal
hypertensive rats. The animals were divided in four experimental groups (n=6):
sham-operated (SO), SO + NAC, patrtial portal vein ligation (PPVL) and PPVL +
NAC. N-acetylcysteine (10 mg/kg ip) was administered daily for 7 days and started
8 days after surgery. We performed evaluation of portal pressure and
immunohistochemistry of eNOS, VEGF and NTT proteins in stomach. We also
evaluated eNOS and VEGF by Western blot analysis and assessed DNA damage
in blood sample by comet assay. The portal hypertensive group showed an
increase in portal pressure, eNOS, VEGF and NTT expression when compared to
SO group. NAC was able to decrease portal pressure values, and the expression
of all the evaluated proteins. Furthermore, NAC was able to modulate DNA
damage in PPVL + NAC animals. In conclusion, NAC was able to minimize gastric
vasodilation, evaluated by eNOS, angiogenisis evaluated by VEGF, and oxidative
stress evaluated by NTT. This antioxidant treatment protected the animals from
DNA damage. Due to this results, we believe NAC is able to protect stomach from

the alterations developed by the PPVL procedure.

Key Words: N-Acetylcysteine, Portal hypertensive gastropathy, Oxidative stress,

Antioxidant



ABSTRACT Il

Portal hypertension (PH) is a syndrome associated with cirrhosis and
characterized by a progressive increase in portal pressure, with consequent
compensatory vascular dilation. Gastric vascular changes associated with
oxidative and nitrosative stress characterize the clinical presentation of portal
hypertensive gastropathy. In addition, the inflammatory process is considered an
aggravating factor for severity, by contributing to the gastric tissue injury. Our aim
was to investigate the synergistic anti-inflammatory and antioxidant action of N-
acetylcysteine (NAC) in the stomach of rats with portal hypertension. Eighteen
male Wistar rats were used in this experimental protocol, divided into three groups
(n=6): sham-operated (SO), partial portal vein ligation (PPVL), and PPVL + NAC.
Treatment with NAC at a dose of 10 mg/kg (i.p.) was initiated on the 8" day after
surgery and continued for 7 days. We evaluated expression of iNOS, NQO-1,
HSP-90, and SOD by Western blot, as well as NF-kB and TNF-a staining by
immunohistochemistry, in the rat stomach. The PPVL group exhibited increased
expression of HSP-90, iINOS, SOD and NQO-1 when compared to controls. NAC
reduced the expression of all studied proteins. Similarly, NF-kB and TNF-a
staining was increased in PPVL animals and reduced in PPVL + NAC group.
These results suggest the effectiveness of NAC as a dual anti-inflammatory and
antioxidant in animals with experimental portal hypertensive gastropathy induced

by partial ligation of the portal vein.

Key Words: N-Acetylcysteine, Portal hypertensive gastropathy, Oxidative stress,

Inflammation



ABSTRACT IV

Portal hypertension (PH) is characterized by vasodilatation in the portal system
and the bowel is one of the severely affected organs. N-acetylcysteine (NAC) is a
molecule with important properties and widely used in clinical practice. Our aim
was to evaluate NAC action in the bowel of animals submitted to the animal model
of partial portal vein ligation (PPVL). 18 male Wistar rats were divided into three
experimental groups (n = 6): sham - operated (SO), PPVL, and PPVL + NAC. On
the 8th day after surgery, N-acetylcysteine (10 mg/kg, ip) was administered daily
for 7 days. On the 15th day the animals’ bowel was collected for oxidative stress
analysis, immunohistochemistry and Western blot. We evaluated the expression of
NF-kB and TNF-a by immunohistochemistry and iNOS by Western blot. Lipid
peroxidation was assessed by TBARS technique, and the activities of antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutation peroxidase (GPx) were
checked. We observed an increased expression of NF-kB and TNF-a in PPVL
group, and an increased INOS expression assessed by Western blot. NAC
reduced the expression of all proteins evaluated. We also observed an increase in
oxidative stress in the bowel of mice PPVL group when compared to controls
(SO), and NAC was effective in reducing these values in PPVL + NAC group. Also,
a reduction in the activity of SOD and GPx enzymes was observed in the diseased
group, and NAC was able to restore the activity of the enzymes assessed. We
suggest the anti-inflammatory and antioxidant action of NAC in the bowel of
animals submitted to PPVL model.

Key Words: N-Acetylcysteine, Portal hypertension, Intestine, Oxidative stress,

Inflammation



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Sistema digeStOriO. .......cuuuuuiiiiieeeeeieeie e e e 2924
Figura 2: Anatomia do eStOMAaJO. ......cceeeeiiiiiiiiiiiiie e e 3226
Figura 3: Anatomia do intestino grosso. .......... Erro! Indicador néo definido.27

Figura 4: Anatomia do sistema venoso portal. .... Erro! Indicador n&o definido.

Figura 5: Locais de aumento da resisténcia vascular................cccccevvvvvviineeeennn. 35
Figura 6: Caput MEAUSEAE. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb eeneeneees 44
Figura 7: Gastropatia moderada e grave............. Erro! Indicador ndo definido.
Figura 8: Colopatia. .............evvveumimmiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns Erro! Indicador ndo definido.

Figura 9: Modelo de ligadura parcial da veia porta (LPVP).Erro! Indicador néo
definido.9

Figura 10: 1SOformas da NOS...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
Figura 11: Formagéao de espécies reativas de oxigénio e radicais livres......Erro!

Indicador ndo definido.

Figura 12: Acdo da SOD e NQO1. ..........cceeeeens Erro! Indicador néo definido.
Figura 13: Agdo da glutationa peroxidase (GPX). ...........cccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 48
Figura 14: Acéo e ativacdo do NF-kB................ Erro! Indicador néo definido.1
Figura 15: HSPOO. ........uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie Erro! Indicador néo definido.6
Figura 16: Férmula quimica da N-acetilcisteina (NAC). .....cccooeveeiiiiiiiiiiiiieeeen, 58
Figura 17: Acbes da N-acetilcisteina (NAC) ......cooieiieiiiieeiice e 59

Figura 18: Ligadura parcial da veia porta (LPVP).Erro! Indicador ndo definido.7
Figura 19: Poligrafo de pressao Lettica (Rochester, MI, USA).............cccuuneeee. 69



CHP
ALT
AST
CsHgNO3S
CAT
CCly
cm
cNOS
eNOS
EO
ERN
ERO
FA
FEPPS
g
GHP
GPPG
GPx
GR
GSH
GSSG
H,O
H.O,
HCPA
HP
HSP
1G-g
IL
iINOS
KCI
Kg
LPVP
LPVP+NAC
mg
mL
mM
mmHg
N2Os
NAC
NaCl
NADPH
NF-kB
nm
NO
NO,
NOs
NOS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Colopatia da Hipertensao Portal
Alanina-aminotrasferase
Aspartato-aminotrasferase

Foérmula quimica da NAC

Catalase

Tetracloreto de carbono

Centimetro

Oxido nitrico sintase dependente de calcio
Oxido Nitrico Sintase Endotelial
Estresse oxidativo

Espécies reativas de nitrogénio
Espécies reativas de Oxigénio
Fosfatase alcalina

Fundacao Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude
Grama

Gastropatia da hipertenséao portal
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgéao
Glutationa Peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa reduzida

Glutationa Dissulfeto

Agua

Peroxido de Hidrogénio

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Hipertenséo portal

Proteinas de choque térmico
Imunoglobulinas

Interleucina

Oxido Nitrico Sintase Induzivel
Cloreto de Potéassio

Quilograma

Ligadura parcial de veia porta

Ligadura parcial de veia porta tratado com N-acetilcisteina

Miligrama

Mililitro

Milimolar

Milimetros de mercurio
Trioxido de dinitrogénio
N-acetilcisteina
Solucéo fisiologica
Fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo
Fator nuclear-kB
Nanbémetro

Oxido nitrico

Nitrito

Nitrato

Oxido nitrico sintase



NQO1
NTT
02
0,”
OH*®
ONOO
PMSF
PUCRS
PVDF
rpm
SDS-PAGE
SO
SO+NAC
SOD
TBA
TBARS
TCA
TNF-a
TTBS
U/L
ULBRA
VEGF

NAD(P)H quinona oxidorredutase 1

Nitrotirosina

Oxigénio

Anion radical superéxido

radical hidroxil

Peroxinitrito

Fluoreto de fenilmetilsulfonilo

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Membrana de fluoreto de polivinilideno

Rotacédo por minuto

Gel de sulfato de sodio-poliacrilamida
Sham-operated - controle (simulacéo da cirurgia)
Sham operated — controle tratado com N-acetilcisteina
Superoxido Dismutase

Acido tiobarbiturico

Substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico
Acido tricloroacético

Fator de necrose tumoral alfa

Solucéo salina Trisbuffered

Unidade por litro

Universidade Luterana do Brasil

Fator de crescimento vascular endotelial

Alfa

Beta

Micra

Microlitro



SUMARIO

INTRODUGAO. ..ottt ee et en e enenes 21
1 REFERENCIAL TEORICO......cooiiteiiecieeeeteeeeee e et s e eeaeae e sae e en e saens 24
1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA DIGESTORIO........ccccveeveueeenne. 24
1.1.1 Anatomia e Fisiologia do EStOMagO..........ceeeeeeeviieieeiiiiiiiiccieeeeeee e 25

1.1.2 Anatomia e Fisiologia do INtesStino GroSSO........cceeveeeveviviiiiiiiiieneeeen 27

1.1.3 Anatomia e Fisiologia do Sistema Venoso Portal.............ccccevvveeeennn. 28

1.2 HIPERTENSAO PORTAL.....c.oiiitiiiecieciet et n ettt ene e 31
1.2.1 Gastropatia da Hipertensdo Portal............ccccoevvvvviiiiiiiiiiiieee e, 34

1.2.2 Colopatia da Hipertensdo Portal.............ccccoovvvviiiiiiiciiiiiieee e, 35

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERTENSAO PORTAL........cccvn.... 37
1.3.1 Ligadura Parcial de Veia POrta...........ccuuvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiii 39

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO NA HIPERTENSAO PORTAL 40

1.4.1 OXIAO NItTICO....cveueiveieiiieieiee ettt 40
1.4.1.1 Oxido Nitrico na Gastropatia da Hipertens&o Portal................. 42
1.4.1.2 Oxido nitrico na Colopatia da Hipertenséo Portal..................... 43

1.4.2 Radicais Livres e Sistema AntioXidante............cccuvveeeeeeiieeeeeeeeeniinnnns 43
1.4.2.1 Radicais Livres na Gastropatia da Hipertenséo Portal............. 45

1.4.2.1.1 Peroxidacdo de Lipideos na Gastropatia da Hipertenséo
o - PRSPPI 45
1.4.2.2 Defesas Antioxidantes na Gastropatia.............cccceeeeeeeeieeeeeeennn. 46
1.4.2.2.1 Superoxido dismutase e NAD(P)H Quinona Oxidada......46
1.4.2.2.2 Glutationa PeroXidase............uuuueeeeeiieeeeeeeiaeeeniiiirieeneee 47
1.4.2.3 Radicais Livres na Colopatia da Hipertensao Portal................. 48
1.4.2.3.1 Peroxidagao de Lipideos na Colopatia.............ccccceenneeee. 48
1.4.2.4 Defesas Antioxidantes na Colopatia...............ooeevevvviiriiineennnn. 49
1.4.2.4.1 Superdxido diSMULASE........ccoiuvviieeeeiiiieeee e 49
1.4.2.4.2 Glutationa PeroXidase...........uuuueeeeiiieieeieeeeaeeeeeeeeesenenienns 50

1.5 MEDIADORES INFLAMATORIOS.......ccoiiieiecee e 50

1.5.1 Fator NUCIEAr-kB...........ooooeiee et 50
1.5.1.1 Fator Nuclear-4#B na Gastropatia da Hipertenséo Portal.......... 52
1.5.1.2 Fator Nuclear-4B na Colopatia da Hipertenséo Portal.............. 52

1.5.2 Fator de Necrose TUMOral...........uueeeiiiiiiiieieeee e 53
1.5.2.1 Fator de Necrose Tumoral na Gastropatia da Hipertenséo
0] 1 = | SR 54

1.5.2.2 Fator de Necrose Tumoral na Colopatia da Hipertensao
POMAL ... e 54



1.6 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO.......ccciiiiieteeieeecte e 55

1.6.1 HSP90 na Gastropatia da Hipertensdo Portal...............cccccoeeeeiiiiins 56

1.7 DANOS AO DINA . oottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s annabearareeeaeees 57
1.7.1 Danoas ao DNA na Hipertensao Portal.............ccccceeeeiiiiiiiiieiiiiiiiinnnns 58

1.8 N-ACETILCISTEINA. ...ttt ettt eae e 58
1.8.1 NAC na Gastropatia da Hipertens@o Portal.............cccceeeeiiiiiiiinnnneeenn. 60
1.8.2 NAC na Colopatia da Hipertensao Portal............cccevvveeveiiiiiiinninnnnnnn, 61

2 OBJIETIVOS DO ESTUDO......ccciiiiiiiiiiiiiiieiee e e e e e e s e ass s sassasseeeeeeeaaaaaaeaae s 62
2.1 OBJETIVO GERAL.....ccc oottt e e e e e ae e e e aaaaaaaea s 62
N N o =T 11 0 1= ] (o T P PPPTUPPP 62
2.2.2 EXPEriMENtO [l ..uuuiiiie it e e 63
2.2.3 EXPerimentO [l .....cccoooeii i 63
2.2.4 EXPEriMENtO [V . ..o i e 64

3 MATERIAL E METODOS........oooiiiteitt ettt ste st ste e enaeanes 65
3.1 EXPERIMENTO LL.uuiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e s s s s nnnnnes 65
3.1.1 Delineamento do EStUdO.........cccooiiiiiiiiiiier e 65
3.1.2 Delineamento Experimental.............cccooeeiiiiiiiiiiiiiccces e, 65
3.1.2. 0 ANIMAIS...eeeeieiiiiiiiiias e e e e e e e e e e e ettt et s e s s e e e e e aeeaaeeeeeeeesennnnnes 65

3.1.2.2 Consideragfes BIOALICAS. .........cccueviiiiiiiiieaeiiiiiee e 65

3.1.2.3 Grupos EXPeriMeNtalS. ........c..uuuuuummriiiiiiiiiieeeee e 66

3.1.2.4 Procedimentos EXPerimentais...........ccouuvviieiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeenn 66
3.1.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertenséo Portal....... 67

3.1.2.4.2 Administracdo do Veiculo e da N-acetilcisteina.............. 68

3.1.2.4.3 Obtencédo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos

N 14T L TSP 68

3.1.2.4.4 Andlises Laboratoriais.............cccccvvvriiiiiiiiiiieeeee e 69

3.1.2.4.4.1 Afericdo da Presséo Portal..............cccccvviviviiiinnnnee. 69

3.1.24.4.2 Determinagdo  das Enzimas  Aspartato-
aminotransferase, Alanina-aminotransferase e Fosfatase

AICAIINA. ... 70

3.1.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado................ccccvvvuvreeennnnn. 70

3.1.2.4.4.4 Dosagem de Proteina........cccccceevvviiviiiiiiie e, 70

3.1.2.4.45 Determinacdo dos Niveis de Substancias que

Reagem ao Acido Tiobarbitirico.............ccceeeveveeeeceereeeneane, 71

3.1.2.4.4.6 Determinacdo dos Metabolitos do Oxido Nitrico

(NILFEOS € NITFALOS)...vvveiieeiiieieeee e 71

3.1.2.4.4.7 Determinacdo da Atividade da Enzima Sueroxido

[0 (1] 0 4101 £ KoY = TR URTRPR 72



3.1.2.4.4.8 Determinacdo da Atividade da Enzima Glutationa

PEerOXIJASE. .....co i e ittt 72

3.1.2.4.5 Analises HistolOgiCas..........cceeeeeeeieeiiieeeee e 73
3.1.2.4.6 Biosseguranca e Descarte de Residuos.......................... 73
3.1.2.4.7 Andlise EstatistiCa............ccceeeveeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee s 74

3.2 EXPERIMENTO Il ettt e e e 74
3.2.1 Delineamento do EStUdO...........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiccce e 74
3.2.2 Delineamento EXperimental...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 74
3.2.2. 1 ANMAUS. .. ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e s eeaaaaeaaeeas 74
3.2.2.2 Consideragies BIOGtICAS...........ccceevviviiiieiiiiicireee e 74
3.2.2.3 Grupos EXPerimentaiS........ccceeevieeieeeeeeeiiieeeee e 75
3.2.2.4 Procedimentos EXPerimentais............occoeeviriiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeens 76
3.2.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal....... 76
3.2.2.4.2 Administracdo do Veiculo e da N-acetilcisteina.............. 76
3.2.2.4.3 Obtencdo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos
ANIMEAUS. .ttt e e e e e e e e e e e e e s bbb 77
3.2.2.4.4 Andlises Laboratoriais.............ccoccuvmvviiiiiiiiiiiicie e 78
3.2.2.4.4.1 Afericdo da Presséo Portal...........cccoeeeeeeeeiiiininnnn, 78

3.2.2.4.4.2 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas eNOS,

VEGF e Nitrotirosina pela Técnica de Imunohistoquimica....... 78

3.2.2.4.4.3 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas eNOS e

VEGF pela Técnica de Western blot.................ccccoeiiviivninennee. 79

3.2.2.4.4.4 Avaliacdo dos Danos ao DNA Através do Ensaio

(0] 1 1= - PP 79

3.2.2.4.5 Biosseguranca e Descarte de Residuos............ccc.cc........ 80
3.2.2.4.6 Andlise EstatistiCa............cooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeece e 81

3.3 EXPERIMENTO 1.t e e 81
3.3.1 Delineamento do EStUdO............coooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 81
3.3.2 Delineamento Experimental..............ccooeoeoiiiiiiiiiiicceen e 81
R Tt Y 11 = V£ USSP USSR 81
3.3.2.2 Consideragfes BIOBLICAS. ........ccueeiiiiiiiiieeeeiiiiiiee e 82
3.3.2.3 Grupos EXPerimentais..........ccceeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeieee e, 82
3.3.2.4 Procedimentos EXperimentais........ccooveevveviiiiieeeeeeviiie e, 83
3.3.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertenséo Portal........ 83
3.3.2.4.2 Administragdo do Veiculo e da N-acetilcisteina.............. 83
3.3.2.4.3 Obtencédo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos

N 1T = T 83
3.3.2.4.4 Andlises Laboratoriais............ccceevvvvviriiiiiiieie e 85
3.3.24.4.1 Avaliacdo da Expressao das Proteinas iNOS,

HSP90, NQO1 e SOD pela Técnica de Western blot............... 85



3.3.2.4.4.2 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas NF-4B e

TNF-a pela Técnica de Imunohistoquimica..................ccccccc..... 86

3.3.2.4.5 Biosseuranca e Descarte de Residuos................cccuee.e.. 86

3.3.2.4.6 Andlise EstatistiCa...............coeeeeiciiiiiiiiiic e 87

3.4 EXPERIMENTO V..ot 87
3.4.1 Delineamento dO €StUAO. ......ccooeeeeieiiiiiieeeeeee e 87
3.4.2 Delineamento EXperimental...........cccoeeiiiiiiiiiiieeeeee e 87
I Y 111 =V PP 87

3.4.2.2 Consideragc0es BIOGICAS. ......cccceeeieeeeeeeeiiiiieeeieie e 87

3.4.2.3 Grupos EXPerimentals. ..........uueueiiiieiiieaaeeaiiiiiieeiiiiiieee e 88

3.4.2.4 Procedimentos EXPerimentais...........coouvveeieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn 89
3.4.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal....... 89

3.4.2.4.2 Administracdo do Veiculo e da N-acetilcisteina.............. 89

3.4.2.4.3 Obtencdo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos

N 11T T T PP PPPUURPPPPPR 90

3.4.2.4.4 Andlises Laboratoriais. ............cccvvvriiiiiiiiiiiiniiieee e 91

3.4.2.4.4.1 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas NF-kB e

TNF-a pela Técnica de Imunohistoquimica...................ccccc..... 91

3.4.2.4.4.2 Avaliacdo da Expressdo da Proteina iNOS pela

Técnica de Western blot..............evveiiiiiiiiiiieeeeee e 91

3.4.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado..........cccccveeeeeeeeeeninnnee. 92

3.4.2.4.4.4 Dosagem de Proteina..........cccoeevvvvevvvvniiiiiiecieeinnns 92

3.4.2.4.45 Determinacdo dos Niveis de Substancias que

Reagem ao Acido TiobarbithriCo............ccceevevveeeeeeeeee s 93

3.4.2.4.4.6 Determinacdo da Atividade da Enzima Superdxido

(0150 U1 = S 93

3.4.2.4.4.7 Determinagcdo da Atividade da Enzima Glutationa

PerOXIdASE. .....eveeiiiiieee e e 94

3.4.2.4.5 Biosseguranca e Descarte de Residuos............c...ceenee. 94

3.4.2.4.6 Andlise EstatistiCa............c.cccceeeeeeeieciiiiiiiieeee e 94

4 RESULT AD S ...t e e e e e e e e e e e e e e e e eeaa 96
4.1 EXPERIMENTO L.ttt e et e e e e e eea e e ees 96
4.2 EXPERIMENTO I oot 107
4.3 EXPERIMENTO .ottt e e e e e e 118
4.4 EXPERIMENTO IV ittt ettt e e e e e e e 136
5 DISCUSSAQO GERAL .....oeveieeeeee ettt s ene et en e ane e 146
B CONCLUSOES. ..ottt sttt 152
6.1 CONCLUSOES ARTIGO L.....oouiiiiieriiiiiiiiie st 152

6.2 CONCLUSOES ARTIGO l....evcviiieeeceeeeeeee e 154



6.3 CONCLUSOES ARTIGO Lottt
6.4 CONCLUSOES ARTIGO IV e ettt

T PERSPECTIVAS . ..o

REFERENCIAS



21

INTRODUGCAO

A hipertensdo portal (HP) € uma sindrome clinica resultante do aumento
progressivo de pressdo no sistema portal, ocasionado por alteracbes na
resisténcia vascular e/ou fluxo sanguineo local. Este quadro é caracterizado pelo
desenvolvimento de uma circulagdo colateral hiperdinamica, considerado um
mecanismo compensatorio de descompressao que desvia 0 sangue proveniente

do sistema portal diretamente para a circulagéo sistémica (Bosch et al., 2015).

Este mecanismo de descompressdo no sistema portal € estabelecido
através da dilatacdo vascular de diferentes locais do sistema digestorio. Dentre os
orgdos acometidos por este disturbio hemodinamico, a Gastropatia da
Hipertensdo Portal (GHP) caracteriza as alteracdes gastricas presentes nesta
sindrome, e a Colopatia da Hipertensao Portal (CHP), por sua vez, as alteracdes
intestinais (Urrunaga e Rockey, 2014).

Para estudar as alteracdes teciduais presentes na Hipertensdo Portal, a
literatura estabelece diferentes modelos experimentais com manifestacfées muito
similares aquelas encontradas na clinica. Dentre esses, o modelo de ligadura
parcial da veia porta (LPVP) é o mais utilizado para estudar a patofisiologia da
hipertenséo portal pré-hepética. Desenvolvido por Sikuler et al. (1985), o modelo
manifesta anormalidades equivalentes ao quadro clinico em um paciente com
cerca de 7 dias apés o procedimento cirdrgico de inducdo. Os animais
apresentam shunting portossistémico e circulacdo colateral hiperdindmica uma
semana ap6s a Ligadura Parcial da Veia Porta, sendo esse modelo ja

previamente utilizado em diversos trabalhos do presente grupo de pesquisa.

O estresse oxidativo, nitrosativo e o processo inflamatorio estdo
intimamente relacionados com as anormalidades gastricas e intestinais presentes
na Hipertensédo Portal. Dessa forma, o uso de um composto com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoérias parece promissor na prote¢cao e/ou recuperacao
dos danos teciduais que caracterizam este quadro.

A N-acetilcisteina (NAC) é um antioxidante acessivel e bem tolerado,

amplamente utilizado na clinica médica. A NAC é considerada um antioxidante
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direto, uma vez que atua como scavenger de radicais livres, e indireto devido a
sua capacidade de elevar os niveis de glutationa (Dean et al.,2011). Ainda, suas
propriedades anti-inflamatoérias sao relacionadas com a sua atividade modulatéria
em diferentes etapas do processo inflamatério e fagocitico, estimulando funcdes
imunologicas e reduzindo niveis de citocinas pro-inflamatoérias (De Andrade et al.,
2015).

Desta forma, o objetivo primordial deste estudo foi avaliar a acéo
antioxidante e anti-inflamatoria da N-Acetilcisteina no estdmago e intestino grosso
de ratos submetidos ao modelo experimental de Ligadura Parcial da Veia Porta,

um modelo de Hipertenséo Portal.
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Esta tese de doutorado estd apresentada em quatro artigos cientificos, os
quais responderam aos objetivos especificos propostos em cada um dos

trabalhos.

Antioxidant effect of N-acetylcysteine
on prehepatic portal hypertensive
Artigo Cientifico 1 gastropathy in rats. Ann Hepatol 2014;

13(3):370-377.

N-acetylcysteine modulates
angiogenesis and vasodilation in stomach
Artigo Cientifico 2 such as DNA damage in blood of portal
hypertensive rats. World J Gastroenterol
2015; 21(43):12351-12360.

Synergistic antioxidant and anti-
Artigo Cientifico 3 inflammatory action of N-acetylcysteine in
portal hypertensive gastropathy in rats.

Submetido na revista Plos One.

Inflammatory bowel and oxidative
stress changes in an experimental model of
Artigo Cientifico 4 portal  hypertension: action of N-
acetylcysteine. J  Coloproctol  2016;
36(4):231-239.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA DIGESTORIO

O consumo de energia é pré-requisito para a manutencao fisioldgica de
todo e qualquer organismo vivo. Um consumo metabdlico € necessario nao
somente para manter a homeostase, mas também nos processos de renovagdes
estruturais, no crescimento e desenvolvimento da vida. Para tanto, o organismo
deve captar a energia proveniente do meio ambiente e em seguida incorpora-la

ao seu meio interno.

Existem inumeras formas de captacdo de energia observadas em
diferentes organismos. No caso de organismos desenvolvidos, como 0s seres
humanos, a energia proveniente do meio é transformada em energia metabdlica
por um conjunto de 6rgdos responsaveis por tal funcdo: o sistema digestoério
(Douglas, 2006).

O sistema digestério é um sistema composto por um tubo, que se estende
desde a boca até o anus, e por é6rgdos glandulares anexos (FIGURA 1) (Hall,
2011).
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FIGURA 1: Sistema digestorio.
FONTE: Bioloja, 2017.
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A organizacdo anatbmica do sistema digestério pode ser dividida em
diferentes segmentos funcionais. As estruturas que fazem parte do tubo séo a
boca, faringe, es6fago, estdbmago, intestino delgado e intestino grosso.
Associados estdo os Orgaos glandulares anexos, conectados por ductos pelos
quais as secrecbes escoam, dentre 0s quais podemos citar as glandulas
salivares, o figado e o pancreas (Hall, 2011).

Dentre as importantes funcdes do sistema digestorio, a principal € garantir
que substancias altamente complexas e insollveis sejam transformadas em
substancias simples e soluveis, podendo, assim, serem absorvidas. O processo
de digestdo é dividido em processos fisicos e quimicos: a digestdo fisica €
associada as importantes propriedades de motricidade presentes no sistema
digestorio, e a digestdo quimica compde a acdo enzimatica a qual o bolo

alimentar € submetido ao longo do tubo (Constanzo, 2012).

1.1.1 Anatomia e Fisiologia do Estébmago

O estbmago € um oOrgdo que tem como principais funcdes servir de
reservatério temporario para os alimentos e promover o inicio da digestao
proteica. No processo digestivo, a distensdo mecéanica e 0 estiramento da
musculatura lisa estomacal pela chegada do alimento proveniente do esbéfago
disparam o inicio da fase gastrica da digestdo, sendo também a presenca de
aminoéacidos e oligopeptideos fatores fundamentais na estimulacdo da secrecao

estomacal.

Anatomicamente dividido em cardia, corpo e antro, seu revestimento
interno é recoberto por invaginacdes conhecidas como criptas, que culminam na
abertura de ductos pelos quais as glandulas gastricas langcam suas secrecdes
(Aires, 2012).

A parede do estbmago € formada pela camada mucosa, que da origem as
criptas gastricas, muscular da mucosa, submucosa, revestida por um tecido
conjuntivo denso onde estdo presentes vasos sanguineos e linfaticos, muscular

externa, composta por fibras musculares lisas orientadas em trés direcOes
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principais, e serosa. A camada muscular externa é representada pela musculatura
longitudinal, circular e obligua, sendo essa responsavel pelos importantes
movimentos gastricos que promovem a digestdo do alimento proveniente do
esbfago. A passagem do alimento do eséfago para o estdbmago é regulada pela
abertura gastroesofageal, mais especificamente pelo esfincter esofagico inferior,
que possibilita a chegada do bolo alimentar ao fundo do estdmago (FIGURA 2)
(Constanzo, 2012).

Esfincter cardiaco

S Fundo
Esofago =
Abertura
gastroesofageal - Corpo
Carmada de mi=culo
Esfincter gt
pilérico oSS . Camada do mGsculo
M 3 ciroular

Camada do musculo
obliquo

Mucosa
Submucosa

Duodeno

FIGURA 2: Anatomia do estémago.
FONTE: InfoEscola, 2017.

A mucosa gastrica é dividida em trés regides: regido da cardia, localizada
abaixo do esfincter esofagico inferior; regido oxintica ou pariental, localizada
acima da incisura gastrica; e regiao pildrica, localizada abaixo da incisura. Essa
divisdo corresponde as diferentes estruturas glandulares encontradas, dentre as
quais a secrecdo de acido cloridrico, fator intrinseco e pepsinogénio destacam-se,
devido as importantes fun¢des no processo digestivo.

O alimento deixa o estdbmago para percorrer o tubo digestoério, passando
pelo piloro, sendo conduzido ao intestino delgado inicialmente pelo duodeno,
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jejuno e finalmente no ileo. A ultima estrutura pela qual o alimento ira percorrer ao

longo do tubo digestorio € o intestino grosso (Hall, 2011).

1.1.2 Anatomia e Fisiologia do Intestino Grosso

O intestino grosso possui como fungdes primarias a digestéo e absor¢éo de
nutrientes remanescentes no tubo, a reabsorcdo de fluidos e eletrdlitos e o
armazenamento dos produtos digestivos até o momento de sua eliminacao.
Ainda, esse 0rgao é local que abriga uma série de bactérias comensais que
caracterizam a microbiota intestinal, que tém como funcdo o auxilio no processo
final de digestdo, a metabolizacdo de substancias enddgenas, a sintese e

vitaminas e uma importante participacao no sistema imunolégico humano.

O coéblon é dividido em célon ascendente, transverso, descendente e
sigmoide (FIGURA 3) (Constanzo, 2012).

Colo transversal

Colo ascendente

~~  Colo
I descendente

Apéndice cecal

FIGURA 3: Anatomia do intestino grosso
FONTE: Alunos Online, 2017.

O cdlon consiste em camadas funcionais com epitélio colunar préximo ao

[limen, posteriormente envolto pela lamina propria e camadas musculares e
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7

serosa. A musculatura intestinal € composta por camadas continuas de
musculatura circular, que se contrai periodicamente formando as haustracdes.
Ainda, trés bandas de musculatura longitudinal estendem-se ao longo do intestino

grosso, sendo essas estruturas conhecidas como ténias.

Apbs o término do processo da digestdo, tanto quimica quanto fisica, ao
longo do sistema digestorio, as fracbes bésicas das substancias ingeridas sao
absorvidas da luz intestinal para que ocorra a distribuicdo dos nutrientes e da
energia adquirida para os processos vitais. O caminho percorrido por esses
nutrientes é o sistema venoso portal, que os direciona para o figado para que
posteriormente sejam distribuidos para a circulacao sistémica (Aires, 2012).

1.1.3 Anatomia e Fisiologia do Sistema Venoso Portal

O sistema venoso portal é constituido por um conjunto de vasos que
conduzem o sangue proveniente do tubo digestério, baco, pancreas e vesicula
biliar em direcdo ao figado. Esse fluxo sanguineo representa cerca de 80% do
volume de sangue direcionado ao figado, sendo o restante proveniente da artéria

hepética (Mifiano e Garcia-Tsao, 2010).

A circulacdo porta-hepéatica tem como objetivo direcionar o sangue
proveniente das visceras abdominais e transporta-lo ao figado, garantindo que
todo o sangue venoso, drenado do trato gastrointestinal, passe pelo parénquima
hepatico antes de atingir a circulacdo sistémica. O conjunto de vasos
responsaveis por esse transporte anastomosa-se formando a veia porta,
estabelecida anatomicamente pela unido da veia mesentérica superior, que
conduz o fluxo sanguineo proveniente do estbmago, pancreas, intestino delgado e
grosso, com a veia esplénica que, antes de se anastomosar com a veia
mesentérica superior, recebe a mesentérica inferior e conduz o fluxo sanguineo
proveniente do baco. Depois de constituida, a veia porta recebe ainda as veias

prepilérica e gastrica esquerda (Matrtinelli, 2004).

Ao chegar ao hilo hepatico, esse vaso divide-se em dois ramos: direito e

esquerdo. O direito supre o0 aporte sanguineo para o lobo direito do figado, e o
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esquerdo supre os lobos esquerdo, caudado e quadrado. O sangue portal é
direcionado até os sinusdides, para as veias centrolobulares do figado, veias
hepaticas e finalmente para a veia cava inferior, que desemboca no atrio direito e
posteriormente na circulacdo sistémica. Dessa forma, todo o fluxo sanguineo
proveninente do sistema digestorio, necessariamente, passa pelo figado antes de
cair na grande circulagéao (FIGURA 4) (Mattos, 2010).

Veia gastrica direita Veia gistrica esquerda
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FIGURA 4: Anatomia do sistema venoso portal.
FONTE: Netter, 2000.

O sistema portal € uma regido venosa de alto fluxo sanguineo (Q), uma vez
gue grande parte do sangue é direcionado ao figado utilizando esse conjunto de
vasos. Da mesma forma, esse sistema é caracterizado por uma baixa resisténcia
vascular (R), forca essa oposta ao grande fluxo de sangue que transita no
territério portal (Martinelli, 2004).
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De acordo com a lei de Ohm, o gradiente de pressdo em um sistema
vascular (AP) é o resultado da interacdo entre o fluxo sanguineo e a resisténcia
vascular (AP= Q x R). A férmula matematica aqui expressa nos possibilita concluir
gue tanto uma alteracao no fluxo (Q), quanto uma alteracao na resisténcia (R), ou
ambos, pode acarretar em alteragéo no gradiente de presséo nesse sistema
vascular. No caso do sistema vascular portal, esse gradiente € definido pela
diferenca de presséo entre a veia porta e a veia cava inferior, sendo esse valor
variavel entre 5-10 mmHg em adultos, dependendo do método de mensuracgao

empregado (Bosch et al., 2015).

As alteragdes na resisténcia vascular ao fluxo sanguineo podem ocorrer
em diferentes locais, podendo estar localizadas antes do figado (pré-hepaticas),
no figado (intra-hepaticas) ou apés o figado (pOs-hepéticas). Ainda, essas
alteracées podem ocorrer simultdnea ou isoladamente, dependendo da origem,

causa e dindmica da variacao estrutural primaria envolvida (Rajekar et al., 2011).

De acordo com a lei de Poiseuille, o principal fator contribuinte para uma
alteracdo no fluxo sanguineo é o calibre, ou diametro, do vaso (Hall, 2011). No
sistema portal, as alteragcdes no tbnus vascular podem estar relacionadas ao
aumento da liberacdo de vasodilatadores e/ou reducao de vasoconstritores locais.
Esse tipo de modificagdo na musculatura lisa do endotélio vascular acarreta,
necessariamente, em um aumento do fluxo sanguineo local, levando a uma

vasodilatacao esplancnica (lwakiri, 2012).

Dessa forma, qualquer alteragao tanto na resisténcia vascular e/ou no fluxo
sanguineo portal acarretard no aumento de pressdo nesse sistema,

caracterizando um quadro denominado clinicamente de hipertenséo portal.
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1.2 HIPERTENSAO PORTAL

A Hipertensdo Portal (HP) é uma sindrome clinica caracterizada pelo
aumento de pressdo no sistema venoso portal, causado por um aumento da
resisténcia vascular e/ou do fluxo sanguineo (Lee et al., 2016). O gradiente de
pressao entre a veia porta e a veia cava inferior eleva-se persistentemente entre
1-5 mmHg acima dos valores fisiolégicos, causando um distlrbio hemodinamico

acompanhado de graves consequéncias clinicas (Bosch et al., 2015).

Dentre os mecanismos considerados desencadeantes para este quadro, o
aumento da resisténcia vascular é considerado o mecanismo inicial na
patogénese da hipertensdo portal, seguido pelo consequente aumento do fluxo

sanguineo (Garbuzenko, 2015).

O aumento da resisténcia vascular é desencadeado necessariamente pelo
surgimento de um obstaculo anatdémico, sem qualquer nivel do sistema portal.
Este obstaculo contribui para a oclusdo do alto fluxo de sangue na circulacdo
esplancnica e inicialmente para o aumento da presséo venosa portal (Martinelli,
2004).

O obstaculo ao fluxo sanguineo pode estar localizado em qualquer nivel do
sistema venoso portal. A causa mais frequente é, de fato, a obstrucdo intra-
hepatica. Nessa situagdo, o aumento da resisténcia vascular € principalmente
causado pela distorcdo da arquitetura hepatica devido a fibrose, bem como pelo
surgimento de nddulos regenerativos locais. No entanto, existem outras situacdes
primarias as quais podem desencadear o quadro de HP, dependendo da
localizacdo do obstaculo anatémico ao fluxo sanguineo (FIGURA 5) (Rajekar et

al., 2011).
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Aumento da resisténcia vascular

Veia cava inferior Hipertensao portal pos-hepatica
Figado Hipertensao portal intra-hepatica
Veias mesentéricas Hipertensao portal pré-hepatica

FIGURA 5: Locais de aumento da resisténcia vascular.
FONTE: Adaptado de Martinelli, 2004.

As alteracfes de resisténcia vascular decorrentes do impedimento de um
fluxo sanguineo eficaz no sistema venoso portal disparam mecanismos
vasculares de alteracao de calibre, caracterizando uma vasodilatagéo esplancnica
progressiva. Os principais estimulos para a secrecdo de moléculas
vasodilatadoras sdo o0 estresse de cisalhamento e a liberacdo de substancias
vasoativas, como o Oxido nitrico, que irdo contribuir para o0 aumento do calibre
vascular e consequentemente para o aumento do fluxo de sangue, em uma

tentativa de descompressao no territério esplancnico (Bolognesi et al., 2014).

A tentativa de descompressao neste local é, de fato, o surgimento de uma
circulacao colateral, que tem por objetivo desviar o sangue do local de obstrucao
e leva-lo diretamente para a circulacéo sistémica. A dilatacédo e a reperfusdo de
vasos pré-existentes associadas a liberacédo de fatores angiogénicos como o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) promovem um aumento no fluxo
sanguineo portal, contribuindo para a descompressao do sistema (Fernandez et
al., 2005).

No entanto, esses mecanismos compensatérios acabam contribuindo para
a patogénese da hipertensao portal. O desvio sanguineo do territério esplancnico
do figado acaba possibilitando a circulacdo de substancias ndo detoxificadas,
como a amonia, podendo causar o quadro de encefalopatia hepatica. Em um
paciente com HP, este metabdlito contorna o figado através de shunt
portossistémico e atinge os astrécitos cerebrais, onde € metabolizada causando

edema cerebral, estresse oxidativo (EO), nitrosativo e disfuncdo mitocondrial
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astrocitaria (Haussinger et al., 2000). Ainda, o surgimento desta circulacdo
colateral hiperdindmica é também responsavel pelo extravasamento de liquido
intravascular para a cavidade abdominal, quadro esse denominado de ascite
(Sauerbruch e Trebicka, 2014).

Finalmente, atualmente considera-se a hipertensdo portal uma sindrome,
uma vez que a progressiva vasodilatacdo acomete multiplos 6rgéos (Bosch et al.,
2015). O surgimento de varizes pode ocorrer em qualquer segmento do tubo
digestorio, sendo eventualmente a dilatacdo vascular visivel a olho nu, como no
caso do quadro denominado clinicamente “caput medusae” (cabeca de medusa)
(Figura 6). Este representa um dos sinais cardeais da hipertenséao portal, e seu
aparecimento é decorrente da formacéo de colaterais portossistémicos cutaneos,

e distenséo e engurgitamento das veias paraumbilicais (Sharma e Raina, 2015).

Figura 6: Caput medusae.
Fonte: Sharma e Raina, 2015.

A dilatacdo vascular é sistémica e especialmente protuberante na regido
abdominal. Essas complicacbes vasculares representam uma das principais
consequéncias da hipertensdo portal, podendo causar sangramento
gastrointestinal devido ao rompimento das varizes. Em locais do sistema
digestério, como o estdbmago e o intestino, essa dilatacao caracteriza os quadros
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de Gastropatia e Colopatia da Hipertensédo Portal, respectivamente (Al-Busafi et
al., 2012).

1.2.1 Gastropatia da Hipertensdo Portal

O quadro de Gastropatia da Hipertensdao Portal (GHP) € uma importante
causa de morbidade em pacientes com HP cirrética ou ndo cirrética, sendo sua
prevaléncia variavel entre 20% a 75%, e diretamente relacionada com a

severidade da hipertenséo portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

Atualmente, as varizes gastricas e esofagicas sdo consideradas as mais
relevantes clinicamente em pacientes com HP, sendo responsaveis por
sangramento agudo gastrointestinal e um elevado risco de morte (Bosch et al.,
2015).

O sangramento de varizes géastricas devido a GHP é presente em cerca de
5-10% dos pacientes, sendo o risco de ruptura vascular primaria inferior ao risco
das varizes esofagicas. O risco de ruptura vascular recorrente € dependente da
localizacdo das varizes, sendo aquelas localizadas no fundo gastrico as mais
frequentemente associadas a hemorragia (Biecker, 2013). Ainda, a GHP é
tipicamente localizada nesta regido, bem como na parte superior do corpo do
estbmago, fato esse que aumenta o risco de sangramento nesses pacientes

guando considerado um critério anatémico (Ripoll e Garcia-Tsao, 2010).

A GHP ¢ histologicamente caracterizada pela ectasia e hiperemia das veias
e capilares da mucosa e submucosa, sendo o seu diagndstico feito através de
endoscopia. Diversas tentativas de classificacdo desta doenca foram feitas,
inclusive utilizando uma série de termos, como gastrite erosiva, erosées gastricas
agudas e ectasia vascular per se. No entanto, atualmente, a classificacdo da
NIEC (North Italian Endoscopic Club for the study and treatment of esophageal
varices) € a mais aceita (Spina et al.,, 1994), a qual caracteriza o quadro em
gastropatia moderada ou grave. No caso de moderada, a GHP compreende um

quadro de padrdo mosaico ou couro-de-cobra, enquanto a grave é caracterizada
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por manchas avermelhadas (“red spots”) que podem ou nao apresentar
sangramento espontaneo (FIGURA 7) (Gin-Ho, 2009).

FIGURA 7: Gastropatia moderada e grave
FONTE: Hepcentro, 2017.

As alteracdes hemodinamicas decorrentes do quadro de HP causam uma
mudanca no fluxo sanguineo da mucosa gastrica, levando a ativacéo de citocinas
e fatores de crescimento que promovem o estabelecimento do quadro de GHP
(Ohta et al., 2002). Até agora, inUmeros mecanismos vém sendo investigados na
tentativa de elucidar a patogénese da GHP. Porém os dados sdo ainda inexatos.
O tratamento é geralmente focado na reducdo da presséo portal, com a intengéo
de prevenir o curso de desenvolvimento da doenca. No entanto, praticamente
nenhum dado na literatura nos mostra se o tratamento profilatico relacionado ao

sangramento das varizes gastricas é eficaz (Biecker, 2013).

1.2.2 Colopatia da Hipertenséo Portal

As alteracbes hemodindmicas e o0 desenvolvimento dos colaterais
portossistémicos na hipertensdo portal sdo iniciados pela vasodilatacdo
esplancnica e a neovascularizacdo decorrentes da hipdxia na mucosa intestinal

(Garbuzenko, 2015). Assim, o intestino € também um 6rgdo acometido pela



36

hipertensdo portal, no quadro recentemente denominado Colopatia da
Hipertenséo Portal (CHP).

O termo foi criado para descrever as alteracbes consideradas muito
semelhantes aquelas da gastropatia, porém encontradas no intestino grosso de
pacientes com hipertensado portal. Inicialmente, o termo foi utilizado em 1991, em
um estudo que demonstrou que na endoscopia de pacientes com HP era possivel
observar ectasias vasculares coldnicas e varizes retais (Kozarek et al., 1991).

A CHP ¢é caracterizada por lesdes vasculares, eritema, manchas vermelho-
cerejas (“cherry-red spots”) e telangiectasias na mucosa do colon desses
pacientes. A prevaléncia em pacientes cirréticos varia entre 25-70%, sendo a
presenca de varizes colbnicas verificada em 4-40% dos casos e 0 sangramendo

estimado em 0-9% (Urrunaga e Rockey, 2014).

O diagnostico é endoscopico, onde sédo observadas lesdes avermelhadas e
ligeiramente volumosas na mucosa intestinal. Varizes retais também podem ser
observadas, bem como veias submucosas dilatadas e lesdes vasculares de
coloracdo vermelho-cereja muito similares aguelas encontradas no estbmago de
pacientes com HP (FIGURA 8) (Urrunaga e Rockey, 2014).

FIGURA 8: Colopatia.
FONTE: Adaptado de Urrunaga e Rockey, 2014.

N&o existe um consenso na literatura em relagdo a classificacdo da

Colopatia da Hipertensdo Portal (Diaz-Sanchez et al., 2009). Segundo trabalho
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publicado recentemente, uma importante classificacdo foi feita por Mayeri et al.
(2010), utilizando capsulas endoscopicas para classificar a CHP em red spots,
angioectasias, varizes do intestino delgado e lesdes inflamatérias (Jeon e Kim,
2016).

A Colopatia é usualmente assintomatica, e o sangramento crénico e agudo
€ ocasionalmente reportado. No entanto, dados na literatura sdo escassos, e a

patogénese da CHP permanece pouco conhecida.

Evidéncias que suportem as estratégias terapéuticas disponiveis para o
tratamento desta doenca ainda sdao muito limitadas. N&o ha tratamento
considerado “padrao”, e a maioria das recomendacdes disponiveis € baseada em
estudos de caso. Ensaios direcionados para a profilaxia do sangramento intestinal
ainda ndo foram desenvolvidos, assim, a melhor estratégia ainda € desconhecida

(Urrunaga e Rockey, 2014).

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERTENSAO PORTAL

O uso de modelos animais na ciéncia possibilitou, ao longo dos anos,
inimeros avan¢cos no campo da patologia. No caso da hipertensdo portal,
claramente, esse avanco foi capaz de responder a algumas perguntas antes
incompreendidas. Por exemplo, o fato de que tanto a resisténcia vascular quanto
o aumento do fluxo sanguineo contribuem igualmente para o estabelecimento e
manutencdo da doenca somente foi averiguado quando um método experimental,
eficaz em conduzir estudos hemodinamicos detalhados, foi proposto (Abraldes et
al., 2006).

A escolha do modelo animal deve obedecer a critérios que irdo contemplar
a conquista dos objetivos propostos pelo autor do trabalho, bem como deve ter
um enfoque na etiologia da hipertensdo portal que serd estudada. Dentro da
fisiopatologia da hipertenséao portal, existem diversas possibilidades de modelos

experimentais disponiveis de acordo com os diferentes objetivos apresentaveis.
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Modelos de hipertensdo portal intra-hepética, tanto pré-sinusoidal,
sinusoidal ou pés-sinusoidal, sdo disponiveis quando os objetivos giram em torno
de estudar as alteracbes hemodinamicas decorrentes da cirrose propriamente
dita. Ou seja, hipertensdo portal intra-hepatica. Sdo exemplos a administracao
aguda de tetracloreto de carbono (CCl,) e ligadura de ducto biliar comum, ambos
ja desenvolvidos pelo presente grupo de pesquisa (Vieira et al., 2011; Bona et al.,
2012). O primeiro modelo manifesta hipertensédo portal, shunt- portossistémico e
circulacdo hiperdinamica apds 12-15 semanas de administracdo (Vorobioff et al.,
1983) e o segundo manifesta hipertensdo portal severa em 4 semanas apos a

intervencao cirargica (Lee et al., 1986).

Para estudar a hipertensédo pds-hepatica, poucos modelos foram descritos
na literatura. A dificuldade de oclusdo da veia cava inferior acaba por minimizar a
reproducdo do modelo. Dessa forma, este ndo € amplamente utilizado (Abraldes
et al., 2006).

No caso da hipertensdo portal pré-hepatica, o modelo de ligadura parcial
da veia porta € o mais descrito na literatura, devido a sua facil reproducao, baixo
custo e alta reprodutibilidade. Além disso, o modelo possibilita 0 desenvolvimento
da hipertensdo portal em um curto espaco de tempo, sendo a sindrome
hipertensiva, com circulagdo hemodinamica e shunt portossistémico totalmente
estabelecidos em 7 dias ap6és a intervencao cirdrgica (Sikuler et al., 1985). Nosso
grupo de pesquisa ja utilizou este modelo para estudar a hipertensao portal pré-
hepatica. Sendo assim, temos experiéncia no desenvolvimento e curso deste

experimento (Moreira et al., 2004; Marques et al., 2013).

Dessa forma, optamos por utilizar no presente trabalho o modelo
experimental de ligadura parcial da veia porta para estudar as alteragcbes
hemodinamicas, bioquimicas e moleculares decorrentes da hipertensédo portal

pré-hepatica.
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1.3.1 Ligadura Parcial da Veia Porta

O modelo de LPVP foi descrito em 1985 por Sikuler et al., e desde entéo
vem sendo amplamente utilizado para estudar a hipertensdo portal pré-hepatica
em animais como coelhos, camundongos e ratos, como no caso deste presente
trabalho. Os animais submetidos a esse modelo ndo possuem nenhuma alteragao
hepética, manifestando somente a circulacdo hiperdinamica e as manifestacfes

hemodinamicas decorrentes da mesma.

A ligadura parcial da veia porta trata-se de uma oclusédo parcial da veia
porta, estrutura vascular de elevado fluxo sanguineo, responséavel por conduzir o
sangue proveniente das visceras abdominais para o figado. Essa ocluséo é feita
utilizando uma agulha, com calibre previamente estipulado, sendo quanto maior o
calibre desta, menor a oclusdo venosa que ira se manifestar no modelo
experimental. Assim, o grau de severidade das manifestagbes hemodinamicas
pode ser determinado utilizando agulhas de diferentes calibres: 16 G, 18 G ou 20
G, por exemplo (FIGURA 9).
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FIGURA 9: Modelo de ligadura parcial da veia porta (LPVP).
FONTE: Sikuler et al., 1985.
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O shunt- portossistémico € detectavel em 2 dias, atingindo cerca de 100%
em 7 dias. A vasodilatacido mesentérica manifesta-se em torno do 5° dia apos
cirurgia e no 7° dia os animais ja manifestam a completa hipertensdo portal pré-
hepatica (Sikuler et al., 1985).

Dessa forma, o presente trabalho utilizou este modelo, considerando os

animais porta-hipertensos em 7 dias ap0s a intervenc¢ao cirdrgica inicial.

1.4 ESTRESSE NITROSATIVO E OXIDATIVO NA HIPERTENSAO PORTAL

O fato de que o estresse oxidativo e nitrosativo estdo relacionados a
etiologia de inUmeras doencas ja é muito bem estabelecido na literatura. Ambos
resultantes de um desequilibrio entre os agentes antioxidantes/pré-oxidantes, a
continua producédo de Espécies reativas de oxigénio (ERO) e Espécies reativas
de nitrogénio (ERN), bem como a redugédo na atividade das defesas antioxidantes,
sdo apontados como responsaveis pelo desenvolvimento destes quadros
(Kurutas, 2015).

Na Hipertensdo Portal, o Estresse nitrosativo esta relacionado com a
super-producédo de 6xido nitrico (NO) ao longo do desenvolvimento da circulacdo
hiperdindAmica (lwakiri e Kim, 2015). Da mesma forma, o Estresse oxidativo é
frequentemente apontado como mediador central na patogénese da doenca
(Gjeorgjievsk e Cappell, 2016). Assim, ambos sdo atualmente considerados

fatores desencadeantes e/ou agravantes no desenvolvimento desta doenca.

1.4.1 Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) é uma pequena molécula gasosa encontrada no ar
atmosférico em baixas concentracdes, que possui papel pleiotrépico nos sistemas
biologicos. O NO esta relacionado com a regulacdo do tonus vascular e
neurotransmisséo via guanilil ciclase, com a traducdo do mRNA e transcricao
génica, e com modificagbes proteicas pos-transdutoras, entre outros. Por outro

lado, esta molécula esté intimamente envolvida com processos de nitragdo, danos
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oxidativos e S-nitrosilacdo de proteinas, lipidios e DNA, sendo associada
diretamente ao estresse nitrosativo (Forstermann e Sessa, 2012).

A sintese do NO é catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS); para
tanto, ocorre a oxidacao da L-arginina convertida em L-citrulina e 6xido nitrico. A
NOS possui trés isoformas diferentes, que sado agrupadas em duas principais
categorias: NOS constitutiva (cNOS) e NOS induzivel (iNOS), diferindo em
relacdo ao peso molecular, forma de ativacédo e capacidade de sintese (FIGURA
10) (Marletta, 1993).

NOS5 constitutiva
Oxido Nitrico Sintase {(eNOS, nNOS)

(NOS) NOS induzivel
(iNOS)

FIGURA 10: Isoformas da NOS.
FONTE: Adaptado de Dusse et al., 2003.

Na categoria da NOS constitutiva, encontramos a NOS neuronal (nNOS),
normalmente presente nos neurdnios; e a NOS endotelial (eNOS), predominante
nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas. Ambas sdo expressas
continuamente, ou seja, apresentam uma concentracdo basal na auséncia de

agentes indutores (Dusse et al., 2003).

Ja na categoria da NOS induzivel, a INOS nao é detectada em condi¢cbes
basais, requerendo para sua expressdao e atividade do aumento da sintese
protéica. Endotoxinas bacterianas, citocinas como TNF-aq, interleucinas (IL-113) ou
imunoglobulinas (IG-g), induzem a sua sintese nas 2-4 primeiras horas apds o
estimulo agressor, e esta pode ficar ativa por até 20 horas posteriores a sua

sintese (Cerqueira e Yoshida, 2002).

Quanto a acdo de cada uma das NOS, sabe-se que a nNOS regula a
transmissao neuronal e atua como neurotransmissor; a eNOS favorece a redugao

da pressdo sanguinea e auxilia na inibicdo da agregacdo plaquetéaria; e a INOS
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esta relacionada aos processos de defesa do organismo (Liaudet et al., 2000).
Por outro lado, em altas concentracdes e através da formacdo de trioxido de
dinitrogénio (N2O3) ou peroxinitrito (ONOQO’), o NO passa a agir como espécie
ativa de nitrogénio, responsavel por inUmeras acdes citotdxicas (lwakiri e Kim,
2015). Assim, os efeitos fisiologicos e fisiopatoldgicos do 6xido nitrico estao
relacionados aos seus niveis de concentracdo, sendo os niveis de producéo de
oxido nitrico na hipertensdo portal intimamente relacionados com o
desenvolvimento da circulacédo hiperdinamica decorrente do aumento da pressao

portal.

1.4.1.1 Oxido Nitrico na Gastropatia da Hipertens&o Portal

O progressivo aumento da pressao no territorio portal dispara mecanismos
compensatorios de vasodilatacdo, mediados principalmente pelo 6xido nitrico, na
tentativa de descomprimir o territério esplancnico previamente obstruido. O
aumento da producdo de NO contribui, assim, para o desenvolvimento da
circulacao hiperdinamica e agravamento do quadro geral do paciente (Hu et al.,
2013). Ainda, a liberacdo de agentes angiogénicos como o VEGF também

contribuem para o remodelamento vascular na GHP (Marques et al., 2013).

Pacientes com hipertensdo portal frequentemente apresentam niveis
séricos de NO elevados. Esses valores acompanham os crescentes valores de
pressdo portal, demonstrando a importancia desta molécula na modulacéo

vascular e vasodilatacao esplancnica (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

A vasodilatacdo, ou seja, o aumento do calibre vascular no estbmago dos
pacientes com GHP é também relacionado a superproducdo de éxido nitrico.
Nesse ambito, tanto a NOS constitutiva (cNOS), mais especificamente a eNOS,
quanto a induzivel (iNOS) foram associadas na literatura como contribuintes na

patogénese da gastropatia da hipertensao portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

O Oxido nitrico pode atuar tanto como oxidante como redutor, e sua
oxidagcdo produz nitritos e nitratos. Ainda, o NO pode reagir facilmente com o

anion radical superéxido (O,"), gerando produtos intermediarios conhecidos como
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espécies reativas de nitrogénio, responsaveis por uma série de danos a
homeostase do nosso organismo (Hu et al.,, 2013). Dentre esses produtos, €&
importante destacar o peroxinitrito (ONOQO), devido ao seu papel central no
estresse nitrosativo estabelecido na gastropatia da hipertensdo portal. O
peroxinitrito produzido na reag¢é@o acima descrita reage com residuos de tirosina e
tirosina livre, produzindo um composto denominado nitrotirosina (NTT), sendo
esse atualmente considerado um excelente marcador de altos niveis de 6xido
nitrico (Licks et al., 2015).

1.4.1.2 Oxido Nitrico na Colopatia da Hipertens&o Portal

Embora ainda haja muitas questdes a serem elucidadas mediante a
patogénese da CHP, a ectasia capilar da mucosa colbnica € considerada uma
importante alteracdo presente nos pacientes acometidos por esse quadro
(Urrunaga e Rockey, 2014).

A dilatacdo, ou ectasia vascular, da mesma forma que na GHP, é
associada com a superproducdo de Oxido nitrico no territdério esplancnico. A
contribuicdo de cada isoforma da NOS na patogénese da CHP é dependente de
inmeros fatores ainda em discusséo; no entanto, a sintese aumentada da iINOS
na vasculatura mesentérica parece contribuir, de fato, com as alteracbes
intestinais presentes na sindrome da hipertensdo portal, além de estar

relacionada ao quadro inflamatorio estabelecido no intestino (Aller et al., 2005).

1.4.2. Radicais Livres e Sistema Antioxidante

O oxigénio (O,) € um elemento essencial, cujo aparecimento na atmosfera
terrestre parece estar relacionado ndo somente com o abrupto inicio da vida
animal na Terra, mas também com a evolucdo das espécies. Em organismos
aerobicos, o0 O, é utilizado como aceptor final de elétrons, permitindo uma grande
producdo de energia na respiracdo celular devido ao seu grande potencial

eletroquimico (Ribeiro et al., 2005).
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No entanto, esta molécula parece exercer um papel pleiotropico na
manutencao da vida, ja que em determinadas situacdes, 0 oxigénio é considerado
toxico, e potencialmente lesivo para as células, 6rgaos e sistemas (Meneghini,
1987).

A molécula de oxigénio, em seu estado fundamental, & considerada um
agente oxidante, devido ao fato de ser um birradical que possui dois elétrons
desemparelhados no orbital. Durante os processos oxidativos biologicos, como a
prépria respiracdo celular mitocondrial, o processo de transferéncia de elétrons
pode gerar as espécies reativas de oxigénio (ERO) através de intermediarios

gerados durante o processo de reducéo parcial do oxigénio (Zorov et al., 2014).

Acredita-se que mais de 90% da geracdo de ERO em organismos
eucariontes ocorra na cadeia transportadora mitocondrial de elétrons. No final da
respiracdo mitocondrial, o O, € reduzido a agua (H,O). Porém, por receber
apenas um elétron de cada vez, a sua reducdo ocorre de forma parcial, gerando
espécies reativas como o radical anion superéxido (O,"). Ao se adicionar um
hidrogénio ao anion superoxido, este € reduzido a peroxido de hidrogénio (H205).
Se um terceiro elétron for transferido, ocorrera a formacdo do radical hidroxil
(OH®). Assim, a formacéo de espécies reativas de oxigénio deve-se ao fato de o
O, se reduzir a agua de forma monovalente, permitindo a geracdo de metabdlitos
intermediarios durante o processo, 0s quais sdo altamente reativos (FIGURA 11)
(Halliwell, 2007).
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FIGURA 11: Formacéao de espécies reativas de oxigénio e radicais livres.
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.

O termo radical livre € utilizado para definir uma espécie quimica, que pode
ser um atomo, um metal de transicdo ou uma molécula que possua um elétron
nao pareado no seu ultimo orbital (Halliwell, 2007). Esse elétron confere a essas
moléculas uma alta reatividade, devido a sua tendéncia de adquirir um elétron

para estabilizar esse orbital. Isso ocorre através da remocdo de elétrons de
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moléculas quaisquer, como proteinas, lipidios, glicidios e acidos nucléicos
(Phaniendra et al., 2015).

Exemplos de radicais livres sdo o radical hidroxil (OH®), o anion radical
superéxido (02%) e o 6xido nitrico (NO), que podem ser formados durante o
metabolismo de qualquer célula, pela perda de elétrons de um néo radical ou pelo
ganho de um elétron por um nédo radical. Esses também podem ser formados
guando uma ligacao covalente é quebrada, se cada um dos atomos ficar com um

elétron, num processo conhecido como fissdo homolitica (Meneghini, 1987).

O estresse oxidativo € caracterizado por um aumento das espécies reativas
de oxigénio em relacdo aos seus niveis fisioldgicos, levando a um desequilibrio
entre 0s agentes pro-oxidantes e antioxidantes (Halliwell, 2007). Esse
desequilibrio apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacéo de lipidios de
membrana, a agressao as proteinas dos tecidos e membranas, enzimas,
carboidratos e DNA. Sendo assim, estd relacionado a inumeras doencas,
inclusive as hepaticas, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(Li et al., 2015).

1.4.2.1 Radicais Livres na Gastropatia da Hipertenséo Portal
1.4.2.1.1 Peroxidacao de lipideos na Gastropatia

As anormalidades gastricas presentes na GHP, como o aumento da
friabilidade da mucosa, dilatacdo vascular anormal e lesbes que nao cicatrizam
facilmente sdo frequentemente associadas ao quadro de estresse oxidativo
(Onuigbo et al., 2016).

O aumento da producgdo de radicais livres esté relacionado a gastropatia,
bem como os danos associados a essa super-producdo de agentes pro-
oxidantes. Os peroxidos de lipideo sdo produtos da oxidacdo de acidos graxos
polinsaturados presentes nos fosfolipideos da membrana das células, e séo
excelentes marcadores de danos lipidicos relacionados ao estresse oxidativo.
Para avaliar a presenca destes produtos, a técnica laboratorial que detecta o nivel
de substéncias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS) & amplamente
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utilizada, sendo esse marcador correlacionado diretamente com o dano e a lesao

no tecido analisado (Suzuki et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa utiliza frequentemente esta técnica para avaliar o
nivel de lipoperoxidacdo em diferentes tecidos como figado, intestino, pulméao e
estbmago. No caso do estdbmago, trabalhos anteriores detectaram altos niveis de
estresse oxidativo e peroxidacado lipidica em modelo de LPVP (Moreira et al.,
2004; Marques et al., 2013; Licks et al., 2014).

1.4.2.2. Defesas Antioxidantes na Gastropatia
1.4.2.2.1 Superéxido dismutase e NAD(P)H quinona oxidorredutase 1

Defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas Sdo essenciais na
manutencdo celular em uma situacéo de estresse oxidativo. A enzima superéxido
dismutase converte radicais superdxidos em oxigénio molecular e peroxido de
hidrogénio, sendo considerada a primeira linha de defesa antioxidante endégena
contra agentes pro-oxidantes. Alteracdes na sua atividade sdo consideradas um
indicativo de maior producdo de anion superoxido, sendo essa situacao

condizente com um quadro de estresse oxidativo (Perry et al., 2010).

Na gastropatia, essa enzima vem sendo associada com o quadro de dano
gastrico oxidativo implicado nesta patologia, demonstrando sua atividade
frequentemente alterada quando avaliada em modelos animais de hipertensdo
portal (Marques et al., 2013; Licks et al., 2015).

A NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1) é outra importante molécula
antioxidante implicada na reducéao direta do anion superoxido. Embora menos
eficaz que a SOD, atua como scavenger de radicais livres. O gene NQO1 codifica
enzimas responsaveis por catalisar a reducéo de elétrons e prevenir formacao de
espécies reativas de oxigénio (Moreira et al., 2015). Sendo assim, a alteracdo de
sua expressao demonstra uma ativacdo da via antioxidante relacionada com a
sintese de enzimas detoxificantes (FIGURA 12) (Ma, 2013).
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REGULACAO DO SISTEMA ANTIOXIDANTE

FIGURA 12: Agdo da SOD e NQOL.
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.

1.4.2.2.2. Glutationa Peroxidase

A acdo da SOD como primeira linha de defesa enzimatica contra a acao
dos radicais livres promove a geracao de peroxido de hidrogénio que, apesar de
ndo ser um radical, reage facilmente formando o radical hidroxila, molécula
potencialmente lesiva. Assim, a remocdo desses produtos cabe uma segunda
linha de defesa enzimatica, as enzimas Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx). A CAT possui mais afinidade ao peroxido de hidrogénio, de metila e etila,
enquanto a GPx catalisa a reducéo do peroxido de hidrogénio e de hidroperdxidos

organicos (Halliwell, 2007).

A enzima glutationa peroxidase (GPx) fica localizada no citosol e na matriz
mitocondrial, e catalisa a reducéo do peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos
organicos através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) que sera, por sua

vez, regenerada por acdo da glutationa redutase com consumo de fosfato
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nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH). Neste processo de oxirreducao, 0s
grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os peroxidos, transformando-
0s em alcool e/ou agua, formando glutationa dissulfeto (GSSG) (FIGURA 13)
(Halliwell, 2007).

GPx
R-O0OH+2GSH ——> R-0H+G55G + Hz0

GR
G55G+2NADPH . 2GSH+2NADP*

FIGURA 13: Acao da glutationa peroxidase (GPx).
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.

Uma vez que a geracao de espécies reativas de oxigénio é muito bem
estabelecida na gastropatia da hipertenséo portal, trabalhos descritos na literatura
apontam a influéncia do uso de antioxidantes exdgenos na modulacdo das
enzimas antioxidantes, como a GPx (Licks et al., 2014). A administracdo de
determinados antioxidantes exdgenos aponta um aumento na atividade da
Glutationa Peroxidase, sendo essa capaz de reverter danos gastricos implicados
no quadro da GHP (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

1.4.2.3 Radicais Livres na Colopatia da Hipertensao Portal
1.4.2.3.1 Peroxidacao de Lipideos na Colopatia

A vasodilatacdo progressiva no territério esplancnico é responsavel pelo
surgimento de varizes localizadas no intestino de pacientes com hipertenséo
portal. As alteracdes intestinais presentes na HP ainda estdo sendo elucidadas,
no entanto, o envolvimento do estresse oxidativo neste quadro clinico esta cada

vez mais nitido.

As lesdes observadas em pacientes com CHP sdao semelhantes aquelas
encontradas na colite inflamatéria crbénica, sendo definidas como granulosas,
difusas, edémicas e friaveis em diferentes estagios. A colite € doenca relacionada

intimamente ao estresse oxidativo (Mekaroonkamol et al., 2015), e nosso grupo
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de pesquisa ja avaliou previamente os niveis de lipoperoxidagdo por TBARS em
intestino de animais submetidos a modelo experimental de colite ulcerativa
(Fillmann et al., 2007; Hartmann et al., 2014).

Dados na literatura sdo escassos; porém, uma vez que estabelecemos que
na hipertensdo portal ocorre uma super-producédo de Oxido nitrico e este € uma
importante fonte de geracdo de radicais livres, podemos afirmar que os danos
gerados por uma situacdo de estresse oxidativo, como a peroxidacdo lipidica
(LPO), sdo muito plausiveis. Ainda, a relacdo da Colopatia com o0 estresse
oxidativo segue uma estreita relacdo com o processo inflamatoério, uma vez que o
estresse mecanico causado pelo aumento do fluxo sanguineo dispara a secrecao
de substancias vasoativas, citocinas e fatores de crescimento, sendo esse um
fator desencadeante para a inflamacdo local ou generalizada. Células
inflamatérias também sao importantes fontes para a geracéo de espécies reativas
de oxigénio. Assim, danos oxidativos e inflamatorios atuam sinergicamente nesta
patologia (Aller et al., 2007).

Eventos oxidativos sdo presentes em uma situacdo de estresse oxidativo
sisttmico. Ainda, h4 uma estreita relacdo de estresse oxidativo e diferentes
doencas intestinais, sendo eventos como a peroxidagdo lipidica ja previamente
evidenciados em trabalhos que estudaram a colite isquémica (Jarry et al., 2006) e
isquemia e reperfusdo intestinal, através da técnica de TBARS (Zabot et al.,
2014).

1.4.2.4 Defesas Antioxidantes na Colopatia
1.4.2.4.1 Superoéxido dismutase

O trato gastrointestinal € uma importante fonte de geracdo de radicais
livres. Dessa forma, o entendimento da resposta fisiologica induzida pelo estresse
oxidativo é de extrema importancia, inclusive em doencas gastrointestinais
(Bhattacharyya et al., 2014).
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A atividade da SOD apresenta-se modificada na presenca de radicais
livres. Esse dado demonstra a importancia das enzimas antioxidantes em
situacdes de estresse oxidativo. No intestino, essa enzima foi apontada como
fator-chave na reducdo de radicais superoxidos, estando alterada em
concordancia com o aumento de estresse oxidativo no tecido intestinal, tanto em
modelo de colite (Hartmann et al., 2012) quanto de ligadura parcial da veia porta
(Licks et al., 2016).

1.4.2.4.2 Glutationa Peroxidase

Uma concentracao fisiolégica de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio é
modulada pela atividade das enzimas antioxidantes, como a GPx. Em situacfes
nao fisiolégicas, como um quadro de estresse oxidativo, observa-se a alteracao
da atividade desta enzima, agindo como protetora contra a acao de diferentes

espécies reativas de oxigénio (Halliwell, 2007).

A atividade enzimatica da GPx requer glutationa como um doador de
prétons, e diversos trabalhos apontam que uma suficiente concentracdo de
glutationa nas células epiteliais do célon e jejuno podem prevenir a degradacao
tecidual. Dessa forma, uma alteragdo na atividade desta enzima pode contribuir
para o agravamento do estresse oxidativo e, portanto, do quadro geral (Hartmann
et al., 2012; Piechota-Polanczyk e Fichna, 2014).

1.5 MEDIADORES INFLAMATORIOS
1.5.1 Fator Nuclear-kB

O Fator nuclear-kB (NF-kB) € um heterodimero constituido de duas
subunidades, p65 e p50, com capacidade de se ligar a uma sequéncia especifica
de bases na regido promotora do gene que codifica a cadeia leve k das moléculas
de anticorpo das células B (Sen e Baltimore, 1986). InUmeros genes implicados

em importantes processos celulares sao regulados por este fator. Dessa forma,
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esta molécula é considerada como um importante alvo terapéutico em diferentes

doencas (Glezera et al., 2000).

O fator NF-kB localiza-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria, o
kB, que impede a sua translocacdo para o nucleo. Para que ocorra a sua
ativacdo, é necessaria a fosforilagdo e degradacédo desta proteina, fendbmeno o
qual possibilita a translocacdo do NF-kB para o nucleo (FIGURA 14) (Baldwin,
1996).

Dentre os estimulos que levam a ativacdo do fator nuclear-kB, podemos
citar neurotransmissores como o glutamato, citocinas pro-inflamatorias, produtos
provenientes de virus e bactérias, reacdes enziméticas relacionadas a NOS e,

também, espécies reativas de oxigénio (Glezera et al., 2000).

Condi¢Bes normais

IkB ) NF-kB

degradacdo

Ntcleo

\/
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Transcricdode genes
pré-inflamatdrios

FIGURA 14: Ativacéo e acédo do NF-kB.
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.
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1.5.1.1 Fator nuclear-kB na Gastropatia da Hipertensdo Portal

A intima relacdo do processo inflamatério e a gastropatia da hipertenséo ja
foram apontados por McCormack et al. (1985) em um estudo que demonstrou a
frequente presenca de inflamacdo no estbmago de pacientes com lesdes
géastricas devido a hipertensdo portal. De fato, o desenvolvimento da circulagédo
hiperdinAmica prejudica os mecanismos de defesa gastricos, causando uma
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, aumentando a vulnerabilidade do

tecido e prejudicando a sua regeneracao (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

A forma induzivel das éxido nitrico sintases (iINOS) esta super-expressa
neste quadro clinico, sendo ativada ao longo da progresséo da doenca (Mehta et
al., 2014). Essa enzima exerce um importante papel em situacdes fisiologicas,
como o reparo tecidual e defesa imunologica; porém, em situagcdes como
infeccdes e inflamacdo, apresenta-se aumentada. Esta isoforma é regulada
potencialmente pelo fator nuclear-kB (NF-kB), e este fator j4 foi previamente
relacionado com o desenvolvimento da inflamacé&o no estdbmago de pacientes

com hipertenséo portal (Moreira et al., 2004).

O estimulo para a expressao da iINOS ocorre juntamente com a ativacao do
sistema imune inato e adaptativo, a infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares e
o recrutamento linfocitario. Os Ultimos, por sua vez, produzem grandes
quantidades de 6xido nitrico e citocinas como o TNF-a, colaborando, assim, para
o estabelecimento do processo inflamatério na gastropatia (Lopez-Talavera et al.,
1995).

1.5.1.2 Fator nuclear-4B na Colopatia da Hipertenséo Portal

O intestino € considerado um importante local de liberacdo de citocinas,
nao apenas durante o estabelecimento de doengas como a hipertensao portal,
mas também em situacOes fisioldgicas. Este o6rgdo € um local de intensa
proliferacdo bacteriana, bem como de reserva de produtos provenientes destas

bactérias, como lipopolissacarideos e endotoxinas (Licks et al., 2016). Assim, a
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inducéo de citocinas pré-inflamatérias e o aumento de liberagdo de NO durante

uma situagao de estresse é facilmente correlacionavel.

Na colopatia da hipertensdo portal, 0 aumento de pressédo na circulacéo
esplancnica possivelmente dispara a resposta inflamatoria intestinal, mediante ao
dano tecidual por ela causado. Essa resposta, devido a intensidade do dano
tecidual, requer ativacdo do Fator nuclear-kB, com subsequente liberacdo de
qguimiocinas e citocinas, determinando um quadro de inflamacéo intestinal (Aller et
al., 2005).

Ademais, o quadro inflamatério intestinal presente na Hipertensdo Portal é
considerado um fator agravante na patogénese da doenca, e a infiltracdo
leucocitaria e processo inflamatério ja foram apontados na fisiopatologia da
Colopatia da HP (Aller et al., 2013).

1.5.2 Fator de Necrose Tumoral

O Fator de necrose tumoral (TNF-a) € um fator sintetizado principalmente
por macréfagos, neutrofilos, linfécitos T e Natural Killers, apos seu estimulo. Sua
principal atividade biologica €, de fato, sua acdo antitumoral, caracterizada por
uma acentuada citélise e citoestase em diferentes linhagens neoplasicas (Varella
e Forte, 2001).

O fator de necrose tumoral € uma das principais citocinas relacionadas aos
processos inflamatdrios e imunes. Apos sua producédo e liberacdo, o TNF-a liga-
se a receptores especificos encontrados em diferentes células para produzir seu
efeito biol6gico de promocdo da resposta imune e inflamatéria por meio do
recrutamento e ativacado de neutréfilos e mondcitos. Ainda, o TNF-a possui uma
importante acdo de vasodilatacdo em células endoteliais (Mayeri et al., 2010) e
citocinas inflamatorias, jA que este fator parece influenciar na producdo de 6xido
nitrico via eNOS (Matrtell et al., 2010).

O TNF-a também possui um importante papel na ativagcdo do NF-kB, que

participa de um amplo espectro de atividades biolégicas. O fator de necrose
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tumoral causa a fosforilagdo do IkB, possibilitando a translocacdo do Fator
nuclear-kB e posterior acdo inflamatdria, apoptética e nos processos de

diferenciacéo celular (Glezera et al., 2000).

1.5.2.1 Fator de Necrose Tumoral na Gastropatia da Hipertensao Portal

A ativacéo do fator de necrose tumoral parece contribuir diretamente para o
desenvolvimento da circulagédo colateral e estabelecimento da gastropatia na
Hipertensdo Portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). Ainda, o fator de necrose é
contribuinte para o agravamento da HP por aumentar o estresse oxidativo

intracecular (Werawatganon et al., 2014).

Esta afirmacao é estabelecida mediante o fato que o TNF-a contribui para a
circulagcdo hiperdindmica via NO e prostaciclinas, sendo esse relacionado com a
ativacao da iNOS (Kaviani et al., 1997). O TNF-a ainda estimula a translocagéo do
Fator nuclear-kB para o ndcleo celular, onde, por sua vez, estimula a aumento da

expressado da iNOS (Glezera et al., 2000).

N&o s6 a iINOS, mas também a eNOS ja foi previamente relacionada com a
vasodilatacao no territério gastrico (Licks et al., 2015). Em estagios avancados da
hipertensédo portal, a ativacdo da eNOS ocorre por diferentes estimulos como
shear stress, VEGF, HSP-90 e citocinas inflamatérias (Marques et al., 2013). Da
mesma forma, a translocacao bacteriana ativa a eNOS através da estimulacéo do
TNF-a (Martell et al., 2010).

Assim, existe de fato uma importante contribuicdo desta citocina pro-

inflamato6ria com o desenvolvimento da gastropatia da hipertensao portal.

1.5.2.2 Fator de necrose tumoral na Colopatia da Hipertenséo Portal

Niveis elevados de TNF-a estdo presentes no soro de animais com
hipertensdo portal, sendo esse fator considerado importante para o

desenvolvimento da circulagédo hiperdindmica (Lopez-Talavera et al.,1995).
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A INOS, enzima sintetizada em macrofagos, células musculares lisas e
hepatécitos apds inducdo por lipopolissacarideos (via translocacdo bacteriana) e
citocinas inflamatodrias (liberadas apds estresse tecidual), € a isoforma co-
relacionada com o aumento do fluxo sanguineo intestinal na CHP, apresentando-
se expressa ha vasculatura mesentérica durante este quadro, colaborando para o

estabelececimento dos processos inflamatoérios (Aller et al., 2005).

Dessa forma, a vasodilatacdo no intestino, decorrente da circulacéo
colateral, e posterior lesdo do epitélio intestinal, induz a producdo de citocinas
pro-inflamatérias, que irdo contribuir também para a super-producdo de NO,
estabelecendo o quadro hemodindmico e inflamatério presente na Colopatia
(Licks et al., 2016).

1.6 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo uma familia de proteinas
altamente conservadas, que executam uma série de fungdes de “chaperonas’,
como o remodelamento de polipeptideos recém sintetizados e a protecao celular

contra agentes agressores (Zuo et al., 2016).

Essas proteinas séo classificadas em diferentes subfamilias, de acordo
com seu peso molecular. Em mamiferos, quatro destas se destacam (HSP90,
HSP70, HSP60 e pequenas HSPs), sendo que algumas destas se apresentam
mais expressas em resposta a dano e/ou protecao contra processos apoptoticos e
morte celular, e outras sdo expressas constitutivamente em diferentes
compartimentos celulares e sédo importantes na manutencéo da funcéo celular e
prevencdo de agregacdo, bem como para o remodelamento de proteinas

intracelulares estruturalmente comprometidas (Zuo et al., 2016).

Em termos gerais, as HSPs inicialmente foram caracterizadas por serem
induzidas apoOs estresse térmico (Heat shock). No entanto, atualmente, estas
proteinas sdo associadas a resposta celular a determinados eventos estressores,

COmo as especies reativas de oxigénio, a isquemia e reperfusdo, e 0 processo
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inflamatoério. Dessa forma, as HSPs ja foram associadas a fisiopatologia de

diferentes doencas, inclusive do trato gastro-intestinal (Dudeja et al., 2009).

Dentre as HSPs, a HSP90 é responsavel pela estabilizacdo e ativacdo de
cerca de 200 proteinas em células de mamiferos, desempenhando um papel
essencial na homeostase celular, regulacdo transcripcional, remodelamento da
cromatina e reparo de DNA. Esta proteina representa de 1-2% do conteudo
celular proteico total, sendo considerada indispensavel para a manutencdo da

célula contra qualquer estresse ambiental (FIGURA 15) (Pennisi et al., 2015).
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FIGURA 15: HSP90
FONTE: Adaptado de Jee, 2016.

1.6.1 HSP90 na Gastropatia da Hipertenséao Portal

O estabelecimento do quadro de gastropatia é determinado pela super-
producdo de Oxido nitrico que, por sua vez, contribui para o desenvolvimento da

circulacdo hemodinamica (Bosch et al., 2015).
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A interacdo da eNOS com a HSP9O0 facilita a producdo de NO em resposta
a estimulos mecéanicos como o shear-stress e fatores de crescimento como o
VEGF, através da via de sinalizacdo da proteina G. Por sua vez, a regulacédo do
tbnus vascular na circulagdo mesentérica contribui para a regulacdo da pressao
portal, agravando o quadro geral e estabelecendo a gastropatia (Shah et al.,
1999).

Dessa forma, a ativacdo da eNOS através dos receptores acoplados a
proteina G é facilitada pela sinalizacdo da HSP90 (Garcia-Cardena et al., 1998),
sugerindo que a ativacdo da NOS na vasculatura mesentérica pode ser associada
a producdo de HSP9O0, sinalizada pelo estresse vascular presente na gastropatia

da hipertensao portal.

1.7 DANOS AO DNA

Dentre as muitas consequéncias do estabelecimento de um quadro de
estresse oxidativo, o dano ao DNA é associado diretamente com a acao das

espécies reativas de oxigénio (Grindel et al., 2016).

Essas espécies podem reagir com diferentes estruturas organicas, como
proteinas, lipideos, enzimas e acidos nucleicos, gerando importantes alteracdes e
disfuncao celular. No DNA, os danos séo caracterizados predominantemente pela
guebra de uma cadeia e/ou modificacbes de bases, causados pela reacdo dos

radicais com as bases de DNA (Soares et al., 2015).

Dados na literatura apontam algumas metodologias capazes de mensurar 0
dano ao DNA em diferentes modelos experimentais, podendo assim associa-lo ao
estresse oxidativo. O ensaio cometa é um método simples e sensivel que
mensura quantitativamente o dano ao DNA em células individuais, as quais sao
submetidas a uma corrente elétrica que proporciona a migracdo dos segmentos
de DNA livres, ou seja, resultantes de quebra, para fora do ndcleo. Essa migracao
pode ser detectada visualmente por uma cauda, similar a um cometa, formada
pelos fragmentos de DNA. Dessa forma, podemos mensurar o nivel de dano ao

DNA no analito em questéao (Fairbairn et al., 1995).
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Nosso grupo de pesquisa ja utilizou este método para avaliar o dano ao
DNA em modelos experimentais relacionados ao estresse oxidativo, tal como o
modelo animal de esteatohepatite ndo alcoolica (Marcolin et al., 2013).

1.7.1 Danos ao DNA na Hipertenséao Portal

O fato de que a hipertensdo portal € doenca relacionada ao estresse
oxidativo é muito bem estabelecido na literatura (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).
Ademais, uma vez que o EO gera danos ao DNA, supde-se que em um modelo
experimental de hipertensdo portal podemos encontrar danos ao DNA em um

analito, por exemplo, como o sangue.

No entanto, dados na literatura sdo escassos utilizando esta metodologia

em modelo animal de hipertensédo portal.

1.8 N-ACETILCISTEINA

A N-acetilcisteina (NAC) € um composto tidlico amplamente utilizado na
clinica médica, que contém um grupo sulfidril formado pela seguinte formula
qguimica CsHgNO3S (FIGURA 16) (Ziment, 1988). A NAC entra na célula e no
citoplasma é convertida a L-cisteina, promovendo a sua acdo antioxidante
(Faintuch et al., 1999).
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FIGURA 16: Férmula quimica da N-acetilcisteina (NAC).
FONTE: Adaptado de Ziment, 1988.

Os antioxidantes sao moléculas conhecidas amplamente, naturais ou
sintéticas, adquiridos via dieta ou produgcdo enddgena, cuja fungdo principal &
combater o estresse oxidativo. Dentre esses, a glutationa (GSH) é considerada o
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mais abundante antioxidante tiol, cuja protecdo € versatil, agindo contra danos

oxidativos e toxicidade celular (Chen et al., 2013).

A NAC é o derivado N-acetilico do aminoacido cisteina, parte da molécula
tripeptidica da GSH, e é um dos principais contribuintes na reducdo de

equivalentes na forma de grupos sulfidris (Nagareddy et al., 2006).

A acdo da NAC na restauracdo dos niveis de GSH ja é estabelecida, visto
que a glutationa neutraliza espécies reativas de oxigénio e nitrogénio através de
vias diretas e indiretas (FIGURA 17) (Vercelino et al., 2008). A neutralizagao
ocorre através da remocado de espécies reativas através da formacao e separacéo
de adutos, sendo essa catalisada pela glutationa peroxidase (GPx) em uma
reacdo NADPH dependente. A glutationa oxidada resultante é, entdo, reduzida

pela glutationa redutase para iniciar o ciclo novamente (Dean et al., 2011).

N-acetilcisteina

Acdo Acdo
Direta Indireta

v v

Aumento da
sintese de
GSH

Scavengerde
radicais livres

FIGURA 17: Agbes da N-acetilcisteina (NAC).

FONTE: Adaptado de Vercelino et al., 2008.

Ainda, a NAC apresenta um oOtimo estado redox, que é de extrema

importédncia na protecdo celular contra o0 estresse oxidativo e processo
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inflamatdrio, sendo descrita previamente como uma alternativa promissora no

tratamento de doencas hepaticas (De Andrade et al., 2015).

1.8.1 NAC na Gastropatia da Hipertensao Portal

As aplicacdes clinicas da NAC provém de sua habilidade de repor
antioxidantes durante estresse, infeccbes, agressdes toxicas e condi¢cdes
inflamatorias. Dessa forma, o seu uso parece ser promissor em inumeras doencas

relacionadas a tais quadros, assim como a gastropatia da hipertenséo portal.

Moléculas antioxidantes como a NAC demonstraram ser eficazes em
melhorar a resisténcia hepatica e hipertensdo portal estabelecida em um quadro
de cirrose (Yang et al., 2008). Na hipertenséo portal propriamente dita, a NAC ja
foi utilizada na prevencao do desenvolvimento da circulacdo colateral em modelo
animal de HP (Fernando et al., 1998).

Tendo em vista que a gastropatia € um quadro estabelecido em virtude do
desenvolvimento da circulacdo colateral hiperdindmica, o tratamento com este
potente antioxidante pode ser uma alternativa plausivel para determinar a
regressao e/ou melhora do quadro clinico geral do paciente. Ademais, a NAC atua
na modulacéo do éxido nitrico através da interacdo do seu componente tiol com o
NO formando nitrotiol, possivelmente minimizando a dilatacdo vascular presente

na mucosa gastrica em um quadro de gastropatia (Zhuang et al., 2012).

Ainda, a NAC ¢é conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias.
Possuindo atividade moduladora em diferentes etapas do processo inflamatério e
fagocitico, estimula as fun¢des imunolédgicas e reduz os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (Andrade et al., 2015). Sendo a inflamacdo um fator agravante da
gastropatia, sugere-se a acao antiinflamatoria da NAC como uma importante

contribuicdo para a melhoria da doenca.
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1.8.2 NAC na Colopatia da Hipertensao Portal.

O quadro de colopatia da hipertensdo portal € estabelecido mediante a
dilatacdo vascular na submucosa colo-retal, sendo considerada semelhante ao
estabelecimento dessa desordem vascular no trato gastro-intestinal superior
(Urrunaga e Rockey, 2014). Dessa forma, a colopatia é considerada, da mesma

forma, uma doenca associada ao estresse oxidativo e processo inflamatorio.

A administracdo de NAC em condicOes inflamatorias intestinais foi
classificada como benéfica em estudo anterior (Moura et al., 2015), sendo sua
acdo anti-inflamatéria muito significativa. Ainda, a acédo antioxidante da NAC em
doencgas inflamatorias intestinais relacionadas ao estresse oxidativo ja foi

previamente descrita (Zabot et al., 2014).

Assim, a acdo sinérgica anti-inflamatoria e antioxidante da NAC pode,
também, contribuir para a reducdo dos danos acarretados pela colopatia da
hipertenséo portal.

Tendo em vista estas consideracdes, objetivou-se desenvolver um modelo
de hipertensédo portal com o intuito de estudar as alteracbes na gastropatia e
colopatia, avaliando o envolvimento do estresse oxidativo, do Oxido nitrico e
marcadores antioxidantes, anti-inflamatérios e danos ao DNA neste modelo
experimental, bem como a a¢do da N-acetilcisteina sob todos os parametros

acima citados.
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito da N-acetilcisteina no
estbmago e intestino grosso de ratos com ligadura parcial de veia porta, um
modelo experimental de Hipertensao Portal (HP) em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1 Experimento |

Respondidos no artigo |: Antioxidant effect of N-acetylcysteine on
prehepatic portal hypertensive gastropathy in rats, publicado na revista Annals of

Hepatology

1. Mensurar a pressdo portal através da veia mesentérica nos

diferentes grupos experimentais;

2. Avaliar os niveis séricos das aminotransferases aspartato (AST) e
alanina (ALT) e da fosfatase alcalina (FA) nos diferentes grupos

experimentais;

3. Avaliar a lipoperoxidacdo utilizando o método de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no estbmago dos animais dos

diferentes grupos experimentais;

4. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no estdbmago dos animais dos

diferentes grupos experimentais;

5. Avaliar os metabdlitos de Oxido nitrico (nitritos e nitratos) no

estdbmago dos animais dos diferentes grupos experimentais;
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6. Avaliar as alteracdes histopatoldgicas no estdbmago dos animais dos
diferentes grupos experimentais, bem como o calibre dos vasos na

submucosa gastrica.

2.2.2 Experimento Il

Respondidos no artigo Il: N-acetylcysteine modulates angiogenesis and
vasodilation in stomach such as DNA damage in blood of portal hypertensive rats,

publicado na revista World Journal of Gastroenterology

1. Avaliar a imunorreatividade das proteinas eNOS, VEGF e
Nitrotirosina (NTT) pelo método de imunohistoquimica no estdmago

dos animais dos diferentes grupos experimentais;

2. Avaliar a expressao das proteinas eNOS e VEGF pela técnica de
Western blot no estbmago dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

3. Avaliar o dano ao DNA através do ensaio cometa no sangue dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

2.2.3 Experimento Il

Respondidos no artigo lll: Synergistic antioxidant and anti-inflammatory
action of N-acetylcysteine in portal hypertensive gastropathy in rat, submetido na

revista Plos One.

1. Avaliar a imunorreatividade das proteinas NF-kB e TNF-a pelo
método de imunohistoquimica no estbmago dos animais dos diferentes

grupos experimentais;
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2. Avaliar a expressao das proteinas HSP90, NQOL1, iNOS e SOD pela
técnica de Western blot no estbmago dos animais dos diferentes

grupos experimentais.

2.2.4 Experimento IV

Respondidos no artigo 1V: Inflammatory bowel and oxidative stress changes
in an experimental model of portal hypertension: action of N-acetylcysteine,

publicado na revista Journal of Coloproctology.

1. Avaliar a lipoperoxidacdo utilizando o método de substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) no intestino grosso dos

animais dos diferentes grupos experimentais;

2. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no intestino dos animais dos

diferentes grupos experimentais;

3. Avaliar a imunorreatividade das proteinas NF-kB e TNF-a pelo
método de imunohistoquimica no intestino dos animais dos diferentes

grupos experimentais;

4. Avaliar a expressdo da proteina iINOS pela técnica de Western blot

no intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTO |
3.1.1 Delineamento do Estudo

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo, sendo
realizada a inducdo da hipertenséo portal por meio do modelo experimental de
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulacdo do modelo em

animais do grupo controle (SO).

3.1.2 Delineamento Experimental
3.1.2.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g,
provenientes da Fundacao Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude (FEPPS),
Porto Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos no biotério
da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), em caixas plasticas de 47x34x18

cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze horas claro/escuro (luz das 7 as
19 horas) e temperatura de 22 + 2°C. Agua e a racdo da marca Nutripal (Moinhos

Purina, Porto Alegre, RS/Brasil), foram oferecidas ad libitum, diariamente .

3.1.2.2 Consideracdes Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram de acordo com as normas
estabelecidas pela “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, preparada
pela “National Academy of Sciences (NIH). O trabalho foi submetido e aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa da ULBRA.
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3.1.2.3 Grupos Experimentais

Para detectar uma diferenca na magnitude de 1,5 desvio padrdo (magnitude
de efeito grande) mantendo-se um a=0,05 e R=90%, foram calculados seis ratos
por grupo (n=6), totalizando 24 ratos. O modelo utilizado para a inducdo da
hipertensdo portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais
divididos em quatro grupos experimentais.

I. Controle (SO - sham-operated) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a

simulacdo da cirurgia, e administracdo de veiculo por 7 dias;

[I. Controle (SO - sham-operated) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo

submetido a simulacéo da cirurgia e tratamento com NAC por 7 dias;

lll. Hipertensdo Portal (LPVP) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administragédo de veiculo por
7 dias;

IV. Hipertensdo Portal (LPVP) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com
NAC por 7 dias.

Ap6s o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com agua e racéo ad libitum. Para célculo de dose do
anestésico, foram registrados seus pesos no inicio do experimento (momento da

cirurgia) e no momento da morte.

3.1.2.4 Procedimentos Experimentais
3.1.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal

Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 50
mg/Kg por via intraperitonial. Ap0s uma incisdo mediana no abdome (na linha

alba), as alcas intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze
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umidificada com soro fisiolégico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Apés, a
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruido, sendo
necessaria a certificacdo da nao ocorréncia de trombose da veia porta durante
sua manipulacéo (FIGURA 18) (Sikuler et al.,1985).

FIGURA 18: Ligadura parcial da veia porta (LPVP).
FONTE: Autor.

As algas intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos continuos,
fechou-se o peritbnio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solucéo
fisiologica na cavidade abdominal. O peritbneo foi suturado utilizando um fio vicryl
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solugéo
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena
recuperagdo pos-cirdrgica, antes de serem direcionados para sua respectiva
gaiola. ApOs 0s animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais,
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e
suporte de oxigénio), foram analgesiados no pés-operatério com dipirona (200
mg/Kg), sendo a primeira administragdo intramuscular e as posteriores por via-
oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequéncia de 8/8 horas por 72h.
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Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram 0 mesmo
procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Apos a
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente

supervisionados até o dia do experimento.

3.1.2.4.2 Administracdo do Veiculo e da N-acetilcisteina

O tratamento diario com a NAC iniciou-se a partir do 8° dia do
procedimento cirargico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
acetilcisteina (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluida em 0,6 mL de
veiculo. Os animais controle receberam somente o veiculo (solucdo fisiologica-

NaCl 0,9%) no mesmo volume.

3.1.2.4.3 Obtencéo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais

Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (50 mg/kg)
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da regido
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alcas
intestinais fossem expostas. Primeiramente, foi aferida a pressdo portal dos
animais. Apés, coletado sangue pela técnica da puncédo do plexo retro-orbital e

retirados os estdbmagos para as posteriores andlises, da seguinte forma:

1°) Um pequeno fragmento do estbmago foi retirado e emergido em formol

10%, para posterior analise histologica,

2°) O restante do estdmago foi pesado e congelado a —80°C para as
analises de lipoperoxidagdo, enzimas antioxidantes e avaliagdo de nitritos e

nitratos.
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Ao final do experimento, os animais sofreram eutanasia por exanguinacao
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia
(AVMA, 2007).

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas
para descarte e mantidos em freezer até sua incineracdo realizada pelo setor

responsavel da Universidade Luterana do Brasil.

3.1.2.4.4 Analises Laboratoriais
3.1.2.4.4.1 Afericdo da Pressao Portal

A afericdo da presséao portal foi realizada através de um cateter inserido na
veia mesentérica, apos laparotomia ventral média e exposicdo das alcas
intestinais. O cateter foi conectado a um poligrafo de registro Lettica (Rochester,
MI, USA) que aferiu a pressdo na veia mesentérica, expressando o valor em
mmHg (FIGURA 19).

FIGURA 19: Poligrafo de pressao Lettica (Rochester, MI, USA)
FONTE: Autor.
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3.1.2.4.4.2 Determinacdo das Enzimas Aspartato-aminotransferase, Alanina-

aminotransferase e Fosfatase Alcalina

Através de um capilar heparinizado, uma amostra de sangue foi coletada
através do método de puncéo do plexo retro-orbital, e este material foi utilizado
para realizar as provas de integridade hepéatica por meio das analises das
enzimas aspartato-aminotransferase (AST), da alanina-aminotransferase (ALT) e

da fosfatase alcalina (FA).

O sangue foi devidamente acondicionado e destinado para a Central de
Bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), onde o0s niveis
séricos foram mensurados através método enzimético automatizado (sistema

Siemens Advia 1800) e expressos em UJ/L.

3.1.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado

Os estbmagos foram retirados, pesados e armazenados em freezer -80°C.
Foram adicionados 5 ml de buffer fosfato (140 mM KCI, 20 mM fosfato, pH 7.4)
por grama de tecido, e homogeneizados durante 40 segundos em Ultra-Turrax
(IKA-WERK) na temperatura de 4°C. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm (1110 x g) em centrifuga refrigerada
(SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge), e o sobrenadante
retirado e congelado em freezer -80°C para as dosagens posteriores (Llesuy et
al., 1985).

3.1.2.4.4.4 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de estébmago foi
determinada através do método de Bradford, onde foi utilizada uma albumina
bovina (SIGMA) como padrdo. As amostras foram mensuradas
espectrofotometricamente 595 nm, e os valores expressos em mg/mL. Esses
valores foram utilizados para calcular posteriormente o TBARS e os valores das

enzimas antioxidantes (Bradford, 1976).
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3.1.2.4.4.5 Determinacio dos Niveis de Substancias que Reagem ao Acido

Tiobarbitdrico

Com o intuito de avaliar a lipoperoxidacdo nos grupos presentes neste
estudo, utilizamos o método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). A técnica de TBARS consiste no aquecimento do material
homogeneizado na presenca de acido tiobarbitlrico e a consequente formacao de
um produto de coloracdo résea, medido em espectrofotbmetro a 535 nm. O
aparecimento de coloracdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras

substancias provenientes da peroxidacéo lipidica no material biol4gico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adi¢cdo, 0,5 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,37%, 0,25 mL de agua destilada, 0,75 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 15% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com
produtos da lipoperoxidacdo, formando uma base de Schiff, e 0 TCA teve fungao
de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio de reacdo. A
seguir, agitou-se cada tubo, que foram aquecidos a temperatura de 100°C durante
30 minutos. Apés, 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 (612.8 x
g) a 4°C. Por ultimo, o produto foi retirado e a leitura em espectrofotdmetro
realizada (CARY 3E — UV — Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento
de onda de 535 nm. A concentracdo de TBARS foi expressa em nmoles/mg de

proteina (Buege e Aust, 1978).

3.1.2.4.4.6 Determinac&o dos Metabdlitos do Oxido Nitrico (nitritos e nitratos)

O NO é uma substancia extremamente labil, com uma meia vida de apenas
alguns segundos em sistemas biolégicos. Dessa forma, a medida do NO é feita
de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos. Esse método consiste
na reducdo enzimatica de nitratos a nitritos na presenca de nitrato redutase e
NADPH, e posterior reacdo dos nitritos formados (ou presentes inicialmente nas
amostras) com o reagente de Griess (mistura de sulfanilamida e

naftiletilenodiamina, especifico para NOy). A leitura foi realizada em leitor de
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microplacas a 540 nm e os resultados expressos em mmol de NO,/NO3 (Granger
et al.,1999).

3.1.2.4.4.7 Determinacgédo da Atividade da Enzima Superoxido dismutase

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

sistema de deteccao que reage com o O;"".

A reacdo catalisada é a seguinte:

SOD
0, + O," + 2H" » HO2+ O,

A atividade da enzima antioxidante SOD avalia a capacidade dessa enzima
em inibir a reacdo do radical superoxido com epinefrina. Em uma micoplaca de
96 pocos, foi colocada tampao glicina (50 mM pH 11), homogeneizado e a
epinefrina (60 mM pH 2). Apds foi feita agitacéo e a leitura realizada a 480 nm. Os
dados sdo expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina (USOD/mg
prot) (Misra e Fridovich, 1972).

3.1.2.4.4.8 Determinagéo da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase

A enzima GPx atua sobre o peroxido de hidrogénio (H20,) utilizando a GSH
como doador de hidrogénios. A técnica consiste em determinar a ativadade da
enzima espectrofotometricamente, medindo a velocidade de oxidacdo do NADPH
na presenca de glutationa reduzida e de glutationa redutase em uma reacgéo. Para
tal, em uma cubeta de quartzo foram colocados solucéo reguladora de fosfatos
potassios (100 mM, pH 7,0), glutationa reduzida (GSH) (40 mM), glutationa
redutase (GR), NADPH (10 mM) e azida sédica (20mM) para a inibicdo da
atividade da catalase. As amostras foram lidas numa absorbancia de 340 nm e a

atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteina (Flohe et al.,1973).
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3.1.2.4.5 Analises Histologicas

O exame histopatolégico foi realizado no laboratério de patologia do Centro
de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre por um
patologista que desconhecia 0s grupos estabelecidos no delineamento

experimental.

Inicialmente o estdmago foi dissecado e incluso em blocos de parafina,
fixados ao Micrétomo (Leitz®1512), onde se realizaram cortes com 3 micra (3 p).
Na fase de coloracao, as laminas foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-
eosina durante 5 minutos cada uma e intermediadas por um banho de agua
corrente. Na fase de desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes
com alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina,
utilizando-se Balsamo do Canada ou Entellan, finalizando, assim, o processo de
preparacdo. As laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio
binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos, equipado com camera digital
para captura de imagens por meio do software Image-plus (Media, Cybernetics,
Bethesda, USA).

O calibre dos vasos foi medido utilizando o mesmo aparelho e software, no
qual foram feitas trés medidas da luz vascular e, apés, calculada uma média para

obtencéo do calibre de cada vaso analisado, obtendo o valor em pixels.

3.1.2.4.6 Biosseguranca e Descarte de Residuos

Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente
descartados nos lixos de materiais especificos da ULBRA, para posterior
incineracdo. Os residuos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas
foram devidamente armazenados em frascos especificos e destinados ao Setor
de Higienizacdo responsavel pelo procedimento correto de eliminagdo. Os demais

residuos nao toéxicos foram descartados no sistema de esgoto comum.
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3.1.2.4.7 Andlise estatistica

A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrées das médias de
cada grupo foram calculados, utilizando para andlise estatistica o software
Graphpad Instat, versdao 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguida de teste Student-Newman-Keuls para mudltiplas

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

3.2 EXPERIMENTO I
3.2.1 Delineamento do Estudo

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo, sendo
realizada a inducédo da hipertensdo portal por meio do modelo experimental de
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulacdo do modelo em

animais do grupo controle (SO).

3.2.2 Delineamento Experimental
3.2.2.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g,
provenientes do biotério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixas
plasticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze horas

claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 + 2°C. Agua e a racdo

da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram oferecidas ad

libitum diariamente.

3.2.2.2 Consideracg0es Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram de acordo com o preconizado

pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e POs-
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Graduacao (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) bem como o
preconizado no Principles for Research Involving Animals (NAS) (Goldim e
Raymundo,1997).

3.2.2.3 Grupos Experimentais

Para detectar uma diferenca na magnitude de 1,5 desvio padrao (magnitude
de efeito grande) mantendo-se um a=0,05 e R=90%, foram calculados seis ratos
por grupo (n=6), totalizando 24 ratos. O modelo utilizado para a inducdo da
hipertensdo portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e 0os animais

divididos em quatro grupos experimentais.

I. Controle (SO - sham-operated) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a

simulacdo da cirurgia, e administracdo de veiculo por 7 dias;

[I. Controle (SO - sham-operated) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo

submetido a simulacéo da cirurgia e tratamento com NAC por 7 dias;

lll. Hipertensdo Portal (LPVP) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administragédo de veiculo por
7 dias;

IV. Hipertensdo Portal (LPVP) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com
NAC por 7 dias.

Apo6s o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com agua e racdo ad libitum. Para calculo de dose do
anestésico, foram registrados seus pesos no inicio do experimento (momento da

cirurgia) e no momento da morte.
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3.2.2.4 Procedimentos Experimentais
3.2.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal

Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 50
mg/Kg por via intraperitonial. Apds uma incisdo mediana no abdome (na linha
alba), as alcas intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze
umidificada com soro fisiolégico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Apds, a
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruido, sendo
necessaria a certificagdo da ndo ocorréncia de trombose da veia porta durante

sua manipulacéo (Sikuler et al.,1985).

As alcas intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos continuos,
fechou-se o peritonio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solucgéo
fisiol6égica na cavidade abdominal. O peritdneo foi suturado utilizando um fio vicryl
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solugéo
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena
recuperacdo pos-cirargica, antes de serem direcionados para sua respectiva
gaiola. ApOs 0s animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais,
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e
suporte de oxigénio), foram analgesiados no pds-operatério com dipirona (200
mg/Kg), sendo a primeira administracao intramuscular e as posteriores por via-

oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequéncia de 8/8 horas por 72h.

Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram 0 mesmo
procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Ap6s a
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente

supervisionados até o dia do experimento.

3.2.2.4.2 Administragdo do Veiculo e da N-acetilcisteina

O tratamento diario com a NAC iniciou-se a partir do 8° dia do

procedimento cirdrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteina (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluida em 0,6 mL de
veiculo. Os animais controle receberam somente o veiculo (solucdo fisiologica-

NaCl 0,9%) no mesmo volume.

3.2.2.4.3 Obtencéo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais

Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg)
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da regido
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alcas
intestinais fossem expostas. Primeiramente, foi aferida a pressdo portal dos
animais. Apds, coletado sangue pela técnica da puncao do plexo retro-orbital e
retirados os estdbmagos para as posteriores andlises, da seguinte forma:

1°) Um pequeno fragmento do estdbmago foi retirado e emergido em formol

10%, para posterior analise histoldgica;

2°9) O restante do estbmago foi pesado e congelado a —80°C para as

analises de Western blot.

Ao final do experimento, os animais sofreram eutanasia por exanguinagao
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia
(AVMA, 2007).

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas
para descarte e mantidos em freezer até sua incineracao realizada pelo setor

responsavel do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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3.2.2.4.4 Analises Laboratoriais

3.2.2.4.4.1 Afericdo da Presséao Portal

A afericdo da pressao portal foi realizada através de um cateter inserido na
veia mesentérica, apods laparotomia ventral média e exposicdo das alcas
intestinais. O cateter foi conectado a um poligrafo de registro Lettica (Rochester,
MI, USA) que aferiu a pressdo na veia mesentérica, expressando o valor em

mmHg.

3.2.2.4.4.2 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas eNOS, VEGF e Nitrotirosina
pela Técnica de Imunohistoquimica

A expressao das proteinas 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e Nitrotirosina (NTT) foram determinadas
através de andlise imunohistoquimica. A recuperacao antigénica foi estabelecida
usando um tampéo a 100°C e a atividade da peroxidase endogena foi bloqueada
por incubacdo com metanol absoluto. As laminas foram incubadas com anticorpo
policlonal de coelho (NOS3 C-20 (sc-654), 1:200, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de rato (VEGF C-1 (sc-7269),
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo policlonal de
coelho (Nitro-Tyrosine Antibody (#9691), 1:200, Cell Signaling Technology),
“overnight” a uma temperatura de 4°C As laminas foram lavadas com tampéao e
incubadas com o anticorpo secundéario para eNOS (goat anti-rabbit IgG-HRP
2004), para VEGF (goat anti-mouse IgG-HRP 2005) e para NTT (anti-rabbit 1gG-
HRP 7074) durante 30 minutos em temperatura ambiente. O material foi analisado
por um patologista sem conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando
um microscopio equipado com uma camera digital para capturer imagens usando

o programa Image-Plus software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

A quantificagdo da expressdo da eNOS, VEGF e NTT foi realizada via
analise digital com Adobe Photoshop® CS3 extendedl10.0, e envolveu a
contagem dos pixels corados por analise imunohistoquimica. O nivel da sua

expressdo foi determinado pela multiplicacdo da densidade média da imagem
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pela porcentagem de &reas positivamente coradas (areas de coloragdo castanha)
(Gaffey et al., 1992).

3.2.2.4.4.3 Avaliacdo da Expresséo das Proteinas eNOS e VEGF pela Técnica de
Western blot

A analise de Western blot foi feita em extrato citosdlico preparado a partir
do homogeneizado de estbmago. A fraccdo sobrenadante foi recolhida e
armazenada a 80°C em aliquotas até a sua utilizacdo. A concentracao de proteina
foi medida por Bradford (1976). As proteinas lisadas foram fraccionadas por
electroforese em gel de sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas
foram entdo bloqueadas com 5% de leite em pdé desnatado em solucdo salina
Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente e sondadas durante a noite a 4°C com anticorpo policlonal de coelho
(NOS3 C-20 (sc-654), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
anticorpo monoclonal de rato (VEGF C-1 (sc-7269), Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), em uma dilucdo de 1:200-1.000 com TTBS em 5% de
leite em poOs desnatado, e anticorpo anti-B-actina (42 kDA) (Sigma Aldrich,
StLouis, MO, USA) em uma diluicdo de 1: com TTBS em 5% de leite em pos
desnatado. Apos lavagem com TTBS, as membranas foram incubadas durante 1
h & temperatura ambiente com anticorpo secundario conjugado com HRP (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1: 4,000). A deteccao de proteinas foi
realizada através de quimioluminescéncia utilizando um kit ECL comercial
(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha). A densidade das
bandas especificas foi quantificada com um densitdmetro de imagem Software
(Scion Image, Maryland, MA) (Tufion et al., 2013).

3.2.2.4.4.4 Avaliacao dos Danos ao DNA Através do Ensaio Cometa

O ensaio do cometa alcalino foi realizado como descrito em (Speit e
Hartmann, 1999), com pequenas modificagdes (Picada et al., 2003). As amostras

de sangue (50 uL) foram colocadas em 5 pL de anti-coagulante (heparina sédica
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25.000 Ul-Liguemine®). Suspensdes de células sanguineas (5 pL) foram
incorporadas em 95 uL de agarose de baixo ponto de fuséo a 0,75% (Gilco BRL)
e espalhadas em laminas de microscopio microatadas pré-revestidas com
agarose. Apos solidificacao, as laminas foram colocadas em tampéao de lise (NaCl
25 M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0), com Triton X-100 a 1%
recentemente adicionado (Sigma) e DMSO a 10% durante 48h a 4°C. As laminas
foram subsequentemente incubadas em tampéao alcalino preparado recentemente
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH> 13) durante 20 min, a 4°C. Uma corrente
elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) foi aplicada por 15 min para realizar a
eletroforese de DNA. As laminas foram entdo neutralizadas (Tris 0,4 M, pH 7,5),
coradas com prata e analisadas utilizando microscopio. Foram analisadas
imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das
duas laminas replicadas) de cada animal. As células foram também marcadas
visualmente de acordo com a dimensdo da cauda em cinco classes variando
desde néo danificadas (0) até danos maximos (4), resultando em uma pontuacéo
de dano de DNA Unico para cada animal e, consequentemente, para cada grupo
estudado. Portanto, o indice de danos (DI) pode variar de 0 (completamente néo
danificado, 100 células x 0) a 400 (com danos maximos, 100 x 4). A frequéncia de
dano (%) foi calculada com base no numero de células caudadas versus sem

cauda.

3.2.2.4.5 Biosseguranca e Descarte de Residuos

Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente
descartados nos lixos de materiais especificos do HCPA, para posterior
incineracdo. Os residuos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas
foram devidamente armazenados em frascos especificos e destinados ao Setor
de Higienizac&o responsavel pelo procedimento correto de eliminagdo. Os demais

residuos nao toxicos foram descartados no sistema de esgoto comum.
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3.2.2.4.6 Andlise Estatistica

Todos os dados séo apresentados como meédia + SE. A significancia
estatistica foi calculada usando Graphpad Instat, versdo 3.0 para Windows. A
andlise de variancia (ANOVA) e Student-Newman-Keuls foram utilizadas para
andlise multipla, e o nivel de significancia foi de 5% (P <0,05). Para o ensaio do
cometa, a normalidade das variaveis foi avaliada utlizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas
utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com a corre¢éo de Dunn para
comparagdes multiplas para o ensaio de cometas. O teste “t” de Student foi
utilizado para comparar os danos entre os controles negativo e positivo. O nivel

critico para a rejeicao da hipotese nula foi considerado um valor de P de 5%.

3.3 EXPERIMENTO llI
3.3.1 Delineamento do estudo

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo, sendo
realizada a inducédo da hipertensdo portal por meio do modelo experimental de
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulagdo do modelo em
animais do grupo controle (SO).

3.3.2 Delineamento experimental
3.3.2.1 Animais

Foram utilizados 18 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g,
provenientes do biotério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos ho mesmo local

em caixas plasticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze
horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 + 2°C. Agua e a

racdo da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram

oferecidas ad libitum diariamente.
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3.3.2.2 ConsideracOes Bioéticas

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a legislacéo
brasileira vigente para a pratica da pesquisa cientifica com animais (Lei Federal n°
11.794/08) com politicas determinadas na Diretriz Brasileira para o cuidado e a
utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA) do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal e Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do CONCEA, 2013.

3.3.2.3 Grupos Experimentais

Para detectar uma diferenca na magnitude de 1,5 desvio padrao (magnitude
de efeito grande) mantendo-se um a=0,05 e R=90%, foram calculados seis ratos
por grupo (n=6), totalizando 18 ratos. O modelo utilizado para a inducdo da
hipertensdo portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais

divididos em quatro grupos experimentais.

I. Controle (SO - sham-operated) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a

simulacédo da cirurgia, e administracdo de veiculo por 7 dias;

Il. Hipertensdo Portal (LPVP) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administragédo de veiculo por
7 dias;

lll. Hipertensdo Portal (LPVP) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com
NAC por 7 dias.

ApoOs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com agua e racdo ad libitum. Para calculo de dose do
anestésico, foram registrados seus pesos no inicio do experimento (momento da

cirurgia) e no momento da morte.
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3.3.2.4 Procedimentos Experimentais
3.3.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal

Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 10
mg/Kg por via intraperitonial. Apds uma incisdo mediana no abdome (na linha
alba), as alcas intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze
umidificada com soro fisiolégico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Apds, a
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruido, sendo
necesséria a certificacdo da ndo ocorréncia de trombose da veia porta durante

sua manipulacéo (Sikuler et al.,1985).

As alcas intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos continuos,
fechou-se o peritonio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solucgéo
fisiologica na cavidade abdominal. O peritbneo foi suturado utilizando um fio vicryl
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solugéo
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena
recuperacdo pos-cirargica, antes de serem direcionados para sua respectiva
gaiola. ApoOs os animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais,
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e
suporte de oxigénio), foram analgesiados no pds-operatério com dipirona (200
mg/Kg), sendo a primeira administracao intramuscular e as posteriores por via-

oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequéncia de 8/8 horas por 72h.

Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram 0 mesmo
procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Ap6s a
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente

supervisionados até o dia do experimento.

3.3.2.4.2 Administragdo do Veiculo e da N-acetilcisteina

O tratamento diario com a NAC iniciou-se a partir do 8° dia do

procedimento cirdrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteina (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluida em 0,6 mL de
veiculo. Os animais controle receberam somente o veiculo (solucdo fisiologica-

NaCl 0,9%) no mesmo volume.

3.3.2.4.3 Obtencéo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais

Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg)
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da regido
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alcas
intestinais fossem expostas. Os estdbmagos foram retirados para as posteriores

andlises, da seguinte forma:

1°) Um pequeno fragmento do estébmago foi retirado e emergido em formol

10%, para posterior analise histologica,

2°) O restante do estdmago foi pesado e congelado a —80°C para as

analises de Western blot.

Ao final do experimento, 0os animais sofreram eutanasia por exanguinacao
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia
(AVMA, 2007).

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas
para descarte e mantidos em freezer até sua incineragdo realizada pelo setor

responsavel do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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3.3.2.4.4 Analises Laboratoriais

3.3.2.4.4.1 Avaliacdo da Expressao das Proteinas iNOS, HSP90, NQO1 e SOD
pela Técnica de Western blot

A analise de Western blot foi feita em extrato citosdlico preparado a partir
do homogeneizado de estdbmago. A fraccdo sobrenadante foi recolhida e
armazenada a 80°C em aliquotas até a sua utilizacdo. A concentracao de proteina
foi medida por Bradford (1976). As proteinas lisadas foram fraccionadas por
electroforese em gel de sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas
foram entdo bloqueadas com 5% de leite em p6 desnatado em solugédo salina
Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente e sondadas durante a noite a 4°C com anticorpo policlonal de rato
(NOS2 (sc-7271), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo
monoclonal de rato (HSP90 (sc-101494), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), anticorpo monoclonal de cabra (NQO1l (sc-16464), Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo monoclonal de cabra (SOD (sc-
8637), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), em uma dilugdo de
1:200-1.000 com TTBS em 5% de leite em pos desnatado, e anticorpo anti-B3-
actina (42 kDA) (Sigma Aldrich, StLouis, MO, USA) em uma diluicdo de 1: com
TTBS em 5% de leite em pds desnatado. Apos lavagem com TTBS, as
membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente com anticorpo
secundario (goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005, e donkey anti-goat sc-2020
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1:4,000). A deteccdo de
proteinas foi realizada através de quimioluminescéncia utilizando um kit ECL
comercial (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha). A
densidade das bandas especificas foi quantificada com um densitbmetro de

imagem Software (Scion Image, Maryland, MA) (Tufion et al., 2013).
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3.3.2.4.4.2 Avaliacdo da Expresséao das Proteinas NF-«kB e TNF-a pela Técnica de

Imunohistoquimica

A expressao das proteinas Fator nuclear-kB (NF-kB) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) foram determinados através de analise imunohistoquimica. A
recuperagéo antigénica foi estabelecida usando um tampéo a 100°C e a atividade
da peroxidase enddgena foi bloqueada por incubagdo com metanol absoluto. As
laminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho (NF-kB [sc-9072],
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de
cabra (TNF-a [sc- 1351], 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

“overnight” a uma temperatura de 4°C.

As laminas foram lavadas com tampdo e incubadas com o anticorpo
secundario goat anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004) durante 30 minutos em
temperatura ambiente. O material foi analisado por um patologista sem
conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando um microscopio equipado
com uma camera digital para capturer imagens usando o programa Image-Plus
software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). A quantificacdo da expressao
da NF-kB e TNF-a foi realizada via andlise digital com Adobe Photoshop® CS3
extended 10.0, e envolveu a contagem dos pixels corados por andlise
imunohistoquimica. O nivel da sua expresséo foi determinado pela multiplicacao
da densidade média da imagem pela porcentagem de &reas positivamente

coradas (areas de coloragdo castanha) (Gaffey et al., 1992).

3.3.2.4.5 Biosseguranca e Descarte de Residuos

Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente
descartados nos lixos de materiais especificos do HCPA, para posterior
incineracdo. Os residuos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas
foram devidamente armazenados em frascos especificos e destinados ao Setor
de Higienizacdo responsavel pelo procedimento correto de eliminagdo. Os demais

residuos nao toxicos foram descartados no sistema de esgoto comum.
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3.3.2.4.6 Andlise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados como meédia £ SE. A significancia
estatistica foi calculada usando GraphPad InStat versdo 3.0 para Windows. A
analise de varidncia (ANOVA) e o teste de Student-Newman-Keuls foram
utilizados para multiplas analises, com nivel de significancia estabelecido em 5%
(P <0,05).

3.4 EXPERIMENTO IV
3.4.1 Delineamento do estudo

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo, sendo
realizada a inducédo da hipertensdo portal por meio do modelo experimental de
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulacdo do modelo em

animais do grupo controle (SO).

3.4.2 Delineamento experimental
3.4.2.1 Animais

Foram utilizados 18 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g,
provenientes do biotério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos no mesmo local
em caixas plasticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze

horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 + 2°C. Agua e a

racdo da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram

oferecidas ad libitum diariamente.

3.4.2.2 Consideracg0es Bioéticas

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a legislacao

brasileira vigente para a pratica da pesquisa cientifica com animais (Lei Federal n°
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11.794/08) com politicas determinadas na Diretriz Brasileira para o cuidado e a
utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA) do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal e Diretrizes da Prética de
Eutanasia do CONCEA, 2013.

3.4.2.3 Grupos Experimentais

Para detectar uma diferenca na magnitude de 1,5 desvio padrdo (magnitude
de efeito grande) mantendo-se um a=0,05 e R=90%, foram calculados seis ratos
por grupo (n=6), totalizando 18 ratos. O modelo utilizado para a inducdo da
hipertensdo portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e 0os animais
divididos em quatro grupos experimentais.

I. Controle (SO - sham-operated) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a

simulacdo da cirurgia, e administracdo de veiculo por 7 dias;

Il. Hipertensdo Portal (LPVP) + Veiculo (NaCl): Grupo submetido a
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administracdo de veiculo por
7 dias;

[ll. Hipertensdo Portal (LPVP) + N-acetilcisteina (NAC): Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com
NAC por 7 dias.

ApoOs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
devidamente identificadas, com agua e racdo ad libitum. Para calculo de dose do
anestésico, foram registrados seus pesos no inicio do experimento (momento da

cirurgia) e no momento da morte.
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3.4.2.4 Procedimentos Experimentais
3.4.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensao Portal

Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 10
mg/Kg por via intraperitoneal. Ap6s uma incisdo mediana no abdome (na linha
alba), as alcas intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze
umidificada com soro fisiolégico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Apds, a
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruido, sendo
necesséria a certificacdo da ndo ocorréncia de trombose da veia porta durante

sua manipulacéo (Sikuler et al.,1985).

As alcas intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos continuos,
fechou-se o peritonio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solucgéo
fisiologica na cavidade abdominal. O peritbneo foi suturado utilizando um fio vicryl
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solugéo
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena
recuperacdo pos-cirargica, antes de serem direcionados para sua respectiva
gaiola. ApOs 0s animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais,
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e
suporte de oxigénio), foram analgesiados no pds-operatério com dipirona (200
mg/Kg), sendo a primeira administracao intramuscular e as posteriores por via-

oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequéncia de 8/8 horas por 72h.

Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram 0 mesmo
procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Apos a
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente

supervisionados até o dia do experimento.

3.4.2.4.2 Administragcdo do Veiculo e da N-acetilcisteina

O tratamento diario com a NAC iniciou-se a partir do 8° dia do

procedimento cirdrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteina (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluida em 0,6 mL de
veiculo. Os animais controle receberam somente o veiculo (solucdo fisiologica-

NaCl 0,9%) no mesmo volume.

3.4.2.4.3 Obtencéo das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais

Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg)
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da regido
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alcas
intestinais fossem expostas. Uma porcao de cerca de 8 cm do intestino grosso foi

retirada para as posteriores andlises, da seguinte forma:

1°) Um pequeno fragmento do intestino grosso foi retirado e emergido em

formol 10%, para posterior analise histoldgica;

2°) O restante do intestino grosso foi pesado e congelado a —80°C para as

analises de lipoperoxidacdo, enzimas antioxidantes e Western blot.

Ao final do experimento, 0s animais sofreram eutanasia por exanguinacao
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia
(AVMA, 2007).

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas
para descarte e mantidos em freezer até sua incineragdo realizada pelo setor

responsavel do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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3.4.2.4.4 Andlises Laboratoriais

3.4.2.4.4.1 Avaliacdo da Expresséao das Proteinas NF-«kB e TNF-a pela Técnica de

Imunohistoquimica

A expressdo das proteinas fator nuclear-kB (NF-kB) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) foram determinadas através de andlise imunohistoquimica. A
recuperagéo antigénica foi estabelecida usando um tampéo a 100°C e a atividade
da peroxidase endogena foi bloqueada por incubacdo com metanol absoluto. As
laminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho (NF-kB [sc-9072],
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de
cabra (TNF-a [sc- 1351], 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
“overnight” a uma temperatura de 4°C. As laminas foram lavadas com tampéao e
incubadas com o anticorpo secundario goat anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004) durante
30 minutos em temperatura ambiente. O material foi analisado por um patologista
sem conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando um microscoépio
equipado com uma camera digital para capturer imagens usando o programa
Image-Plus software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). A quantificacao
da expressdo da NF-kB e TNF-a foi realizada via andlise digital com Adobe
Photoshop® CS3 extended 10.0, e envolveu a contagem dos pixels corados por
analise imunohistoquimica. O nivel da sua expressdo foi determinado pela
multiplicacdo da densidade média da imagem pela porcentagem de areas

positivamente coradas (areas de coloracao castanha) (Gaffey et al., 1992).

3.4.2.4.4.2 Avaliacdo da Expressdo da Proteina iNOS pela Técnica de Western
blot

A analise de Western blot foi feita em extrato citosoélico preparado a partir
do homogeneizado de intestino. A fraccdo sobrenadante foi recolhida e
armazenada a 80°C em aliquotas até a sua utilizacdo. A concentracao de proteina
foi medida por Bradford (1976). As proteinas lisadas foram fraccionadas por
electroforese em gel de sulfato de sdédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas
foram entdo blogqueadas com 5% de leite em p6é desnatado em solucdo salina
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Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente e sondadas durante a noite a 4°C com anticorpo policlonal de rato
(NOS2 (sc-7271), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) em uma
dilucédo de 1:200-1.000 com TTBS em 5% de leite em pos desnatado, e anticorpo
anti-B-actina (42 kDA) (Sigma Aldrich, StLouis, MO, USA) em uma diluicdo de 1:
com TTBS em 5% de leite em pds desnatado. Apos lavagem com TTBS, as
membranas foram incubadas durante 1h a temperatura ambiente com anticorpo
secundario IgG-HRP sc-2005, e anti-goat donkey (sc-2020, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA,1:4000). A deteccdo de proteinas foi
realizada através de quimioluminescéncia utilizando um kit ECL comercial
(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Gra-Bretanha). A densidade das
bandas especificas foi quantificada com um densitdmetro de imagem Software
(Scion Image, Maryland, MA) (Tufion et al., 2013).

3.4.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado

Uma porcédo do intestino grosso foi retirada, pesada e armazenada em
freezer -80°C. Foram adicionados 5 ml de buffer fosfato (140 mM KCI, 20 mM
fosfato, pH 7.4) por grama de tecido, e homogeneizados durante 1 min em Ultra-
Turrax (IKA-WERK) na temperatura de 4°C. Em seguida, os homogeneizados
foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g) em centrifuga
refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge), e o
sobrenadante retirado e congelado em freezer -80°C para as dosagens
posteriores (Llesuy et al., 1985).

3.4.2.4.4.4 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de intestino foi
determinada através do método de Bradford, onde foi utilizada uma albumina
bovina (SIGMA) como padrdo. As amostras foram  mensuradas
espectrofotometricamente 595 nm, e os valores expressos em mg/mL. Esses
valores foram utilizados para calcular posteriormente o TBARS e os valores das

enzimas antioxidantes (Bradford, 1976).
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3.4.2.4.4.5 Determinacio dos Niveis de Substancias que Reagem ao Acido

Tiobarbitdrico

Com o intuito de avaliar a lipoperoxidacdo nos grupos presentes neste
estudo, utilizamos o método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). A técnica de TBARS consiste no aquecimento do material
homogeneizado na presenca de acido tiobarbitirico e a consequente formacao de
um produto de coloracdo résea, medido em espectrofotdbmetro a 535 nm. O
aparecimento de coloracdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras

substancias provenientes da peroxidacéo lipidica no material biol4gico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adi¢cdo, 0,5 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,37%, 0,25 mL de agua destilada, 0,75 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 15% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com
produtos da lipoperoxidacao, formando uma base de Schiff, e o TCA teve fungao
de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio de reacdo. A
seguir, agitou-se cada tubo, que foram aquecidos a temperatura de 100°C durante
30 minutos. Apés, 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 (612.8 x
g) a 4°C. Por ultimo, o produto foi retirado e a leitura em espectrofotbmetro
realizada (CARY 3E — UV - Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento
de onda de 535 nm. A concentracdo de TBARS foi expressa em nmoles/mg de

proteina (Buege e Aust, 1978).

3.4.2.4.4.6 Determinacgédo da Atividade da Enzima Superéxido dismutase

A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um
sistema de deteccao que reage com o O;"".

A reacéo catalisada € a seguinte:

SOD
Oz._ + Oz._ + 2H" » H-Os+ O,
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A atividade da enzima antioxidante SOD avalia a capacidade dessa enzima
em inibir a reacdo do radical superoxido com epinefrina. Em uma micoplaca de
96 pocos, foi colocada tampao glicina (50 mM pH 11), homogeneizado e a
epinefrina (60 mM pH 2). Apos foi feita agitacéo e a leitura realizada a 480 nm. Os
dados sdo expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina (USOD/mg
prot) (Misra e Fridovich, 1972).

3.4.2.4.4.7 Determinagédo da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase

A enzima GPx atua sobre o peroxido de hidrogénio (H»0,) utilizando a GSH
como doador de hidrogénios. A técnica consiste em determinar a ativadade da
enzima espectrofotometricamente, medindo a velocidade de oxidacdo do NADPH
na presenca de glutationa reduzida e de glutationa redutase em uma reacéo. Para
tal, em uma cubeta de quartzo foram colocados solugéo reguladora de fosfatos
potassios (100 mM, pH 7,0), glutationa reduzida (GSH) (40 mM), glutationa
redutase (GR), NADPH (10 mM) e azida sédica (20mM) para a inibicdo da
atividade da catalase. As amostras foram lidas numa absorbancia de 340 nm e a

atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteina (Flohe et al., 1973).

3.4.2.4.5 Biosseguranca e Descarte de Residuos

Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente
descartados nos lixos de materiais especificos do HCPA, para posterior
incineracdo. Os residuos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas
foram devidamente armazenados em frascos especificos e destinados ao Setor
de Higienizacao responsavel pelo procedimento correto de eliminacédo. Os demais

residuos nao toxicos foram descartados no sistema de esgoto comum.

3.4.2.4.6 Andlise Estatistica

A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrdes das médias de

cada grupo foram calculados, utilizando para analise estatistica o software
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Graphpad Instat, versao 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguida de teste Student-Newman-Keuls para mudltiplas

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

4.1 EXPERIMENTO |

Apresentados no artigo I: Antioxidant effect of N-acetylcysteine on
prehepatic portal hypertensive gastropathy in rats, publicado na revista Annals of
Hepatology.
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ORIGINAL ARTICLE
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Antioxidant effect of N-acetylcysteine on
prehepatic portal hypertensive gastropathy in rats

Frarcielll Licks,” Camila Marquas, ™ Claudic Zetler,™™
Marla I, Morganm Martins, ™ Clasdie A Marranl, "™ Horma P, Masnon|®*
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ABSTRACT

Bachgroussd, Partal yperteniion 4 & clinkcal mdrome assaciated with the develspment of a bpperdyra-
miic circuletson and gastroesophegeal varices, Aim. To evsluste the snkingidant edfect of M-scebdoyteine
on pormal fypertensive rats. Material ard methods. Fortal hyperteredon was induced by partial portal =2in
ligation [FPYL). Deidative damage in ihe stomach was measured by lipopercdidation trosgh thiobarbiburc
Boid reactiee substances [TEARE) and antlosdant enTyme Jctivity] s also ewaluyted mbrales and marines
bewil and histabogy slamed by hamatanylin-eoiin, We perfoimed evaluation ol pertal prétiure ad imeaiine-
meenk of vessely diameter, Liver damege was evalyated by mesuring Fepatic enppmes. The animals were de-
wided in {our sxperisentsl proups (s &5 Sham-operated (50, 50« AL, Pariral portal vein bgetion (PPYL)
gradl PAYL + HAL, H-aiebyloystieinge {10 mg ug ip) was adminlstened Jaily for 7 days and staried & deys after
surgary. Results, The portal hypertensive groud shimod an incroake in pomal pressure, wWedssls diameter,
lewels ol THARS and n@trated and nitrited whan companad 1e 50 group, Thise values werd soampanied By
8 decrease n supergende dismutase (500 and ghetathione perosidese (5P antiondant srayme sckivity
Hiinlogy showed diated vewels in the gaatric mucoss in the PRYL growp. MAC wes shis bo decreges portal
prezsure values, wessels diameber, TBARS ard alzo mitrates and nitrites levels when cospared to PRYL
group. Furtharmane, PPYLsMAL group prewended an increaee In 50D and GPW activity. M-acorylcyiieims a1
terasatad damags in gasind mucosa. Conclusksn, Oxidative firess B assaciated with poanal hypenansicn

e that antionidant HAC & alble te minimize damages of PPVL in rats,

Key words. Fartisl portal wein ligation. Oxidetiee stress. Portal hypertenesion.

INTRODUCTION

Portol hypertension {PH) i= & clingcal syndroms
which is hemodynamically defined as a pathodogical
increase in portal pressure, with consequent formation
of porto-systemde collaterals thot devinte blosd Oow
T el portad gyetem direstly to systende ciroalotion.!

Iim elimical PH, the emergence of this eollateral
sircalatian keda to dilatatisn of visiala eapecially in
the domach aml esophapgae, lading bo pocial hyger-
tenaive gnsdropathy (PHGL which is characterized
by vasosdilation in the gastrc submuoeas. These he-
madynamic disturbances lead to bleeding due to the

CaiTispadeace aad repring Teguisy P B Licks, Weg.
Unimodads Frdeval do Poo Grarde do Sul, Braoil- Porto Sl BS.
Pl G, 193, ROCIHMA

Toed o 55 {55 IT-880T

E-raail: ImassellLlickggral 2o

Abgrereip! recelasd Qorober 15, JTHD
FOTRSCTE EeT Sanaary OF, T4

propresive dilatation of vesssls thot break and heasd
to hemorchags,?

Fartial portal vein ligntion (FFVL) i= the most nzed
experimental model to stody the pathophysiology of
prehepatie portal-hypertension gastropathy. 1t has
heen developed by Sikuller, & of. and several expert-
mental studies demonstrated that PPYL manifests
Erelre abnormalities equivalent to FHOG in hoamsane. ®
Ll el aller FPYL the opsrated anifmala alrossly
dervedop FHU amd sppricamabely 1% of Qe animsl
prezent porfoayaiemic ahunting amd hyperdynamic
circulation, in other words, collabera] vessels,*

Cheidative stress has been appointed 28 trigger fac
tor to the progression of several diseases. In PH, it is
related to the development of the hyperdinamie cireu-
lation and to the overproduction of mitrie code
(MY Beeently, increased NO serum levels were
foniend in patients with portal hypertensive gastropa-
thy, heing implicatid in the pethoganesis of this die-
ppre® The enhanced ayaihesis of NG induces
perosymitrrie formation by reaction to other resctive



Ashandeay afiad of §-acwlycraaTe an prebegahc zocdel Brpateee abcgaly ool i "II‘_!!lﬂ!f. & 1O (N I

98

EXR

species of oaygen, therefore incressing coddatihee darm.-
s b Uhe geetrie mumea® N-Acetyleystoine (NAC s
& relinhle, inexporaive and well-tolerated antioockdnn,
with o well-known mechardsm. Treatment with NaC
was found to impeove the levels of glutathione, the
major endogen antioxidant of bumans. NAC tan alsa
decrease the Binmvailabality of nitric oxide by binding
ite thicl component with it and forming niteotiol 7
The primary aim of this study was o evaluade the
antheailant peticn of MALU by srersing liver inlegri-
tv, etamach lpsperazidation theough thickarbituric
stbd renetive substances (THARS), the sstivity of
emtboxidant enaymes superoxide dismuotose and gla-
tathione peroxidase, as well as perform the measare.
memnt of nitrites and nitrates and histological analysis
in stomach of rats submitted 4o the experimental
maode] of FIYL.

MATERIAL AND METHODE:
Exhics

The experimental procedures complied with the
rule= satablished by the “Guide for the Care and Uss
aof Laborstory Animalz” prepared by the Natiomal
Acadomy ol Scionens and pablished by (e Matisnal
Inaticiabes of Health INIH puhlisaikan S6-29 reviead
THEEL

Arimials

Twenty-four male Wistar rats weighing 350 g
wers ussd, They were obfained from State Founda-
ticn of Froductiocn and Reessarch in Health
IFEFPPEL Parto Alsgra, RS, They wore kopt at ths
vivarium of the Latheran University of Brazil in
plastic bowes measaring 47 x 34 x 18 em Hned with
wiood chips, under a 12.h darkTight cycle (light from
¥ a.m. & T pum.) at a temperature of 22 = 4 *C. The
ks were fed 16 g per animal’day on rad chow {Pari-
na-Mutripal, Porto Alegre, BES, Brazill and had wa-
e e liksiLiiEm,

Groups and trestment profooals

The animals were divided in four experimental
groupe n = 81 Bham-operated (505, 50 + MAC,
partial portal vein ligation (PFVL), and FPVL +
WAL, M-Acetyleysteine (2igma Chemical Coo, St
Lowis, M0, USA: CAS registry number §16-G1-1)
ws dissadved in 06 mL of 0.9% MaCl and injeeted
in o dose of 1 mpky intraperitonially of animal
wikght. The animmals of the FPYL and 50 prsape m-
enival Bhe aame velume of vehicle, without NAC, for

the some period as the ones in PPYL+NAC and
S0 NAL proups. It was adminkstered dadly starting
o dlay & alter surgery and exténdad for T daye

Portal hypertension induction

The animals were anesthetized with ketamine by
drochboride (100 mgkg ip) ond xylazine hydrochlo.
ride 160 mpkg ipl. After & medium incision in the
abdemen, howels were gently withdrown on a -
enidified panze with saline and the portal vain was
imolated. A 20 @ neadle was placed an the perial vein
arpl Both were tied up using a 30 2ilk yarn, the nee-
dle being gpenily withdrpwn after lipadion, After-
wards, we tested for the shasnce of portal vein
thrombosis by manipulating the spot.® The sham-op-
erated group was submitted to the same proce.
dure, although their portal veins did not undergo

partial portal veln lgation.
Eisthanasia

Umn day 15 alfer the surpery the animale wen:
anaws=theizeed with ketamane bpdrochloride (100 mglgi
amnd xylazime hydrochboride (50 mg'kg ipl. Through
a heparinized capillary, & blood sample was taken
from the retro-orbital plexus in order to sssess Hver
integrity by aspartate aminotronsferase (AST),
alanine aminotranferase (ALT), and alkalive phos-
phatase (FALY

For the determination of AST and ALT in the
plasmn we yesd o commercial snzymatic el bl
(Hoehiring:r Mannbeim, Germany ), Thiss, the enzy-
matss activity of AST and ALT was obtaimesd by
mes=urmg kinetics ot 587 nm. For determimatson of
Fi a.-:l:i-ri.l.;r inFI.l'.u:l:lr-'l: En1.|:l]||:|;l.~rd an aubomated ens
zymaatic method. For this parpose, we used as o sub.
strate para-nitrophenyl oed water, that forms
para-mitraphenol, o vellow eompound with a moxl-
B alsarhaes o 400 nis

The abdamsn was shavad, follows] by lapams-
ey, arnl Lhe slamesch wae removed Gor hisbological
aralywis b evalizabe the tealed sopment; the rest was
frocen -8 *C for later hiochemdmal anakyvais. The ani-
mals were killed by sxsanguination under deep an:
aesthesin. ¥

Measurement of pertal pressure

Partal premure wis mearured in mmHE o @
Faligrapk 2006 { Lattich Scientific Inalramaila,
Bareelonn, Spainl by cannulatin of the mesentore
vein with a catbefer
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Stemach homagenates

The abomachs wabe cul with sciesars and waiphsd.
Five millilitres of phasphate haMer (140 mAl KCL.
20 mbl phosphate, pH 740 per tiszge gram was add-
e, angd the tissue wa=s homopenized in an Ulira
Turrax [ [EA-WERE! for 40 seconds at 4 °C. MNext,
it was centrifuged for 10 minutes at 4000
121804 x g ISOEYALL HC.-5H Refrigerated Super.
speed Centrifuge). The swpernatant wos plpetted
into Eppendord Mesks, aed the precipitate was dis-
cardidl, The samplea ware atored again af 8“0
For posterior analyaes

Protein

Wi used the Bradiord method to guantify probein,
with bovine alhumin as the standord (SIGMAE). The
samphes were measured spectrophotometrieally at
GG mm, and values sxpressed n mgml wore used 1o
enlculate valuas of THARS (thicharhituric aebd-romes-
Live pubetancesl and antioxidant enzymes, ™

Stamach liperooddation

The amount of aldehydes penerated by Lipsd per-
oxidation is measured by the TEARS method, which
measures the amount of substances reacting with
thioharhituric scid. The samples were incubabed at
1000 = for 20 mnln &fter addithen of Syl of 0.37%
thiolarlitiorse acild in I6% trichboreacatic acid and
cenbrifuged at F0HE) rpm 116128 x g2 for 10 min at
4. Abgporbance was determined »peotrophodomet -
rically at 535 nm amd valaes were expressed in
nmolmppros. '

Hitrates and mitrites bevels

The levels of nlirates and nlirites were mensiped
hy the pesetbon of the samples with Ciriess reagent
Aligueta ol BO el were inculubead with oty eole-
bore amd nitrate redaciase for 30 min at roem fem-
peratare for the conversion of nitrate to mitrite, The
nitrite formesd was then analyssd by reaciion writh
the Griess reagend, forming a coloured compound
that was measured hy spectrophedometer ot o wave-
length of 540 pm.'¥

dnticaidams encyme analyses
Tha andalyaia ol suparoxide diamnilsas (5000 in

atomnch is based an the inhibition of the reaction of
the superoside radical with adrenaline, valaes ex-

pressed in Uimgprot ™ Glutathione peroxidase
(CiPxl activity Ia hased on the consumptbon of
MADFH in the mediuction of oxklized plutathicng
s valigem wers pxpresssd in nomel'mggrot,

Histologycal analyses

For histological evaluation, stomach fragments
elides were stadned with bematoxylin arsd eosin and
subseguently assesesd by o single pathodogist in
Blind Fashion, The vessels calilser was measured
in pixela,

Statistical anahysis

All data are presepted as means = 3E. Statistical
sigmiflcance was caleulated wsing Graphpad Iretas, ver-
sion 4.0 for Windows, Varianer anolysis (ANOVA) and
Btudend-Newmm-Keals were used for multiple analysis,
and £k lovel ol dgaiiicanss wos 6% (P < 0OU0G).

RESLILTS
Trarsaminase activities

Mo sipnificant differences were found for any of
the tested parameders across the four groups sam-
pled { Tahle 15

Portal pressure meaasurement

There was & atatistically signilicant incresss in
portal pregagre values in the FPVL group a2 com-
pared to B30 (P < 0001, apd in the NAC-treated
groap these values were significant]ly decrea=ed

i< 0.0 -IF:i.Fu:-r 1.
Hamach lipoperaxidation analysis

THARS valaes in th stomach wers Toand te he
signiifcantly increased in the FPYL & compared o
the B0 group (F < 00011 In the treats] PPVL
group thase values wore 2ipnificantly decreszed,
grtiing close to iho=e of the sham-group (P < 0L
(Figare 25

Hitrates and nitrites levels

M walues in the stomssch were found to be signil-
leantly inereakad in the PRV & asmpared to the
B0 growp (P < 000 In the NAC-tresled] PPV
group those valipes were gignificantly decreased
(F < LG5} [Figure 30,
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TEaRY, 50: Shom-opereted groupn. 50+ M8 Man-aperobed
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Antiowidant enzyme
acti«ity analyzsis

Z00D nctivity wis slgnificantly deerensed in PPVL
andmalas as eomparad to S0P < 0080, amd NAC

1.2
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Figure 5. Effects of pantial ponial v liganan (PRYL) and'
F-dcecpwoysiedee (WAL sominicirabion o nibrates ong ol
dribey devei, & fhom-operated proop, $0 + M8C; fhom-oper.
arid Irgalbind willdy KAC frocd. FPVL: pondial pavtal v
ipatiow groep. FPYL + MAL: parrhst porras’ vieln dhgadinn growss
freated with AL P o 0om aparnsk sham-operafes, " & «
.05 cgaimt MWL fn = 8}

HMiriies snd rigrabes
peminlliL |

treatment caused a significant inerease in SO0
vitlues as compared to the FPYL group (P < 0004)
(Figare 4.4).

(iPx actlvity showed the same behavier as 500,
with a signifNcant decreas in the PPYL group &
comipared G S0P < 00GL NAL wae able o pe-
wvirae thie oMect, &= there war a 2ipnificanthy in-
crease in GPx values in NAC-treated animalz a=
compared to the valoes ohiained for the FFYL group
(F = 00S) (Figure 451

Histologioal analysis

Hemataxylin-eesln staining evidensed modifica-
thans in the norimal architectiors of The slamsast,
with edems aml vasedilation in the PPVL groug,
and an ptienuation of mo=d changes in NAC-{reat-
ed animal: (Figures 54-5C). PFYL animal= pre-
sented an increase of vessel= diameter (P < G001],
and MAC Areated animals demonstrated a decrease
of those values (P < 0,001}, minimizing the
damage and vasodilation in this experimental
enndal | Figure G015
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Flgure 5. Effects
of partial portal vein
Ygotion (PPVL) and N-
Acwtyleyateine  (NAC)
ddewnfitralion on gas.
tric mucosa histology
{AC) and veszels calliber
(&), A Sham-cperated
greup (50). 6. Partial
portad  wein  Ugation

PPV

PPLsNAL

growp (PPVL), © Partial portal wels ligation group treated with NAC (FEVL « NAC), Magnrfication of 40X, SM: submutosae
MM mesculer mucosa. G: plandulos Hssew. Herma touplin-sosio Aistalegy eridimond modifications of the nosmal architecture,
with vasodilation io the gastric PPVL group, pointed by the arrows. NAC was aO(e o ameliorate tissue Integricy &y mind
mizing verodifation, O Sham-operoted group (S0). Partial portafl veln (fastion group (PPYL), Partisl povtal vein Jaation grouwp
treated with NAC (PEVL « NAC), * 2 < 0.00T ozast sham-cperated. ™ 2 < 0.007 paamst PEYL

DISCUSSION

Portal hypertension {PH) Is associated with the
developmsent of & hyperdynamic elreulation, which is
characterizad by vasodilation and the increase of
cardiae output andor blood flow. The development
of portal-aystemic collaterals i# a vascular response
to the increased portal pressure '

Gastroesophageal varices are the most prominent
collaterals, which develop in order to diverse hlood
flow from the portal system and direct It to the sys-
temic cireulation. The vasodilation oceurring in the
stomach leads to portal hypertensive gastropathy.'”

Oxidative atreas loada to an imbalano in the re-
dox statise of the cell, either by excesstive peneration
of reactive oxygen specses (ROS) or a decrease in
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amtioxidant enzymes! Mitrlie oalde |s o central me-
dinfor of the vasoresetive and anglogenie abnormali-
Ligs observid in parial hyporienson.'® Investigators
have cochuded that enbancesd MO aymiheess contob-
uizs fo the hyperdinomic circulation of PH, and
therefore, oxidative stross, '@

Many are the experimental models gsed to study
the complications of intra, pre- and post-hepatic PH,
and FPVL is among the pre-hepatic ones? In a pre-
hepatie moded, Hke the one wsed in this work, there
is pplen nivsgaly, aplenke vessals dilation, and develop-
menl of expreacive callaiersl cireulation that doier-
mines Lhe emergence of gastro-ssophapgeal varices,
churacterizing the portal hypertonzive syndrome =
In thi= experrmental model, all the eifects are releied
to pre-hepatic portal hypertension, since there is no
damage to the liver of these animals. !

Thie foct that PPVL leads to oxidative damage
was previsusly deseribed by Fernando, ef af., who
stated that ROS generation may be intimately re-
Intad 1o The hemssdyvinambe alierationg seen in portal
hypertersion ™

M-fetyleyedeine (INACH has abilvy 4o suppor en-
dogen antinxidant: and modulate nitrc oxide {80k
production during stressing situntions, infections,
toxic aggressions, and inflammatery conditions.™ In
disorders where N plays an important role, those
properties are extremely important. The decrease of
NO by NAC pould minindze the codative stress in
thesa d EBnrders.

Feeamtly, NAL was g2l in an experime sl medal
al hepatic erwephaloputhy, 8 consejeence of circho-
#in, with very promizing reaglts ) However, studinoe
evaluating the oot of NAC on andsoxidant snzymes
and histological parameters using the experimental
madde] of FFYL are not found.

[n the evaluation of liver enzymes, we confirmed
previous studies which showed thaot PPVL does not
effect any hepatocellalar damage "= This experi-
mantal eedel does ot infliet ey dirrge =

W ahesrvisd a aigmilcant inerass i poilal pres-
agry in the PPVL proup, Thiz demenetrates the «f-
fectiveness of this experimental model and
confirms previcus studies performed in our labora-
tory."*¥ NAC was able to reduce portol pressure,
sinee it is abde to modulate the production of nitric
oxide. ™

The overproduction of N0 hos o cytotoxic poten.
tinl, enhancing musanl njury 126). Previous stud.
o performsd by ouf group reported that the
antaxidant treatmenl with ghitaming and guercedin
wiere phle fo reduece MO produciion, ameliorating the
patric mumes inteprity '™ such as in this study

W ohserved incrensed lipopercadation in PPYL
animala, and NAC adminisiration was asseslated
with aignifEant Saereasia in Lhese vahios. Lipopai-
oxidation was evaluated previously in thiz model
through Fy-lsoprostanes measurement, and NAC
treatmend was afble to improve thi= comdrtion, just &=
it did in the pressot study, ™

The inereased lipoperoxidation was sroompanded
by & signifbeant decrease in 50D and GPx activities,
and MAC veverted this, inereasing them. These on-
eyt are kistwn fo be inhibited hy podlcal posetion
prodiseis, whish aro overprodused on PH. HOM e lin-
hibdted by hadrogon peroxide,® and GPx is inhikited
b superugide ® WAL was ahle fo restore bath enze-
matic activities, enhancing antioxidant activity.
Surh result corroborabes bo a previous study in which
MAC treatment resulted in similar resules

In the histologieal annlysis, we obhserved o modifl-
cation in the arehdtecture of the gostric mueoss of
PPV rats, which showed vasodilation. We alan
Eneiaured the veasels ealibar, and cfserved the pres-
ongs o this abnormality, NAC was alde b abbepiain
thia histalagical chanpe inficted by FPYL, by
decrenzing thi=s parameter in thie experirental model,

Differemt nuthors have demonstrated that PPYL
rats show ahoormalities of the gastric microvasculs.
ture similar to those chaerved in humans with PH.2
Our group deseribed previowsly that antioxidant
treatment in experimental model of FPVL is ahle to
amiellorats the gastrie mucoan, =2

The decremz in (P and 500 activitios in the
EnEbric maioas, seoom panied by increased L pops rox-
idation demsonstrates the presesiee of oxidative dam-
ape in animals pabmitted to thi= experamental model
of FFYL, with hempdynamic alterations such a2 ine
creased portal pressure and vasodilation/edema in
the gastrie mucosn. The deerease in Hpoperoxidation
values aasociated with the inerease in S0D and GPx
activithes evidenes the effectiveness of N-Acetyl-
cipteing in portal bypertension, poeaibly beeasa of
ila antiozidant eapacity.

In portal hypertensive getropathy, it is impor-
tant {o define o suitable medicadson, able to mindmize
the cxidative damage and findings in the gastric mu-
cosi. These are the main triggering events that lead
to hleeding and anemin in clinkeal PHG, being them
thie magor complications oeeurring in these paticns,
The use of on antlexidant therapy, copable of de.
creasing theee complications is mach valunble, in
Ehie study wo aheaeved N-Acetylepateing seting in G-
vior of minimizing all damage induead by FPYL in
rata, Therelore, NAD cam be bepeficial in the treat-
ment of porial hyperien=mve pasiropatby.
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COMCLUSION

Iy g, MALC waa ahbe (o minimize the damage
to the gaetric mucoes ol animals snbmitbed by the
experimental model of PPYL, an animal model of
pre-hepatic portal hypertens=ion. This anticxidanid
was able to ameliorate rats with portal hyperten.
siom, hy decreasing portal pressure and minimizing
odidative domage evaluoted through TBARS,
antioxidant enzymes 500 and GPx N-Aceiyl-
eviteing alse deerensad the sverprodaction of
nitric eadchs in FPYL rate and alao the vissals caliber,
therelfore minimizing the wascular dilstion in this
experimental model,

ABBREVIATIONS

ALT: alanine aminastransforase.
ANOVA one-wiy nmalyeis of vorinneo.
AXT: aspartate aminstransferase.

Fs alkaling plesphata,

GiFe: Glatathione perogidies,

MALS N-Acrivloyeteing,

Mil; nitric cocde.

PH: portal hypertension.

PG portal bvpertensive gastropathy.
PP¥La partinl portal vein ligation.
Rih8: reactive oaygen specks.

S0 Sham-operated.

S0k supsronide dismutase.

THRARS: thicvharkituric acid resctive aub-
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4.2 EXPERIMENTO I

Apresentados no artigo IlI: N-acetylcysteine modulates angiogenesis and
vasodilation in stomach such as DNA damage in blood of portal hypertensive rats,

publicado na revista World Journal of Gastroenterology.
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Abstract

ATV To evaluate the antioadant offert of M-acebd-
oysiEine [MALCH on the stomach of mts with portal

Iy Tk

METHODS: Teenby-four make Wisar mis weighing £
250 g wene diviced Inbo four experimental geoegs (0 =
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& ench): Sham-operated (50), S0 + NAC, partial portal
wein bgation [FFVL), and FPYL + NAC. Teeatment with
WAL In a dose of 10 mg/kg (Lp.) diuied in 06 mL of
saiine soiution was adminstersd daly for 7 d starting
E d after the swpery. Animaks from the FPYL and 50
gmup recefverd saling solution (0L mL) for e same
pericd of time 25 the FPVL + NAC and S0 + NAC
gmup. On the 15" day e animak were anesthettoed
and we evalaxted portal pressure by cannulating
miesnntrrks afery. Ay, we ol e stomach for
further anaksis. W pesfommed mmunchnchemical
aralysis for endothelial nEric oede synthase {eNCS),
wasculr endofedinl growth facor {VEGF), and nlro-
timssine: (NTT) pemtsins in somach. 'We also evaluabesd
BNIKS and VEGF by Westem biof anahysis and aasessed
DA damage In binod sampkes By the comet 2y,

EESTLTS: The portal hypemension grosp exdibited
Increases In povtal pressure whes compered o S0
gmup (M8 £ 18 5 110+ 0.3 mmig) (F < OLD0T).
The same a2t charmved whss wae compansd e cRDS
(56H + 3.7 5 1346 + 2.8 pheeds) (F < L1}, VEGF
(39 4+ 4.7 &= 1745 £ 256 phepis) (P < 0LO5), and
NTT (359.00 & 4.0 ex LETY £ 2.3 phaads) (F < UE)
expression by imimunohistocsemstry of the PPYL
andmals with the 50 geoup. The sepression of eNOS
{039 £ 0UD3 e L3S £ DL 2up) (P < 000 ) and VEGF
{03 & 0.0=8 e 026 & U0 2] (7 < 0U01] were ko
aaiuabedd by PHeREm SR analveis, and we obeenaed
an mcrease of oth profeies an PPYL animals. We
aksn evabsrhed B DMA damage: by oot sy, and
abserved an incresse on damage index and damage
frequency on those andmalks. NAL decresced portal
pressane walues In PRYL + MALC animalks (1646 £ 2
i 58 £ LA mmHg) ¢ < [0LO0L) when compared 1o
PP, The mepression of oNOS (L4H] 4+ 4.0 o5 568 £
AT peke] < LDONL WEGF (951 2 A0 s 345 £ 47
prleds (P CLOES ) aned NTT (2184 & L7 e 39.00 + 4.0
ek ) (P = U evabesyind By imemenohishochemisiry
wWeE a0 reduced In FRVL + KL anbmaks. Alen, wihen
evaluated by Pt Siod eMOS expression (0,32
£ L0 px 039 £ 0.0 a.z) (° < OL05) and VEGF
eaepresesion (021 & 009 ex 032 2 UM ) (P < 0],

Farthermone, KA moduolafesd DNA damoge in FRVL +
W& animaks.

CONCLTEION: [n vicw of thise rsolis, we beliewe
KLk ahie to protect e shomach from e albemtions
I sl vy e PPV Do uee.

By werds: N-Acefyicysteine; Fortal hypefension;
astropatiy; Chddaihen siress; Anbeocant

i Tha Aiithor{s] 2015, Fubisred Dy Bashioe] MoodEnng
roag Ine Bl figiis seservel

Cors Spc Portal hypertension (FH) & 2 synodmome with
seious manfrsations a5 ascihes, hepatic encepha-
lapatiy and development of Ccollaberal Cnoslatian,
chamcerized by vasodilation and angiogenssis. This
meechaniem, Intended o divert Biood from the sie
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of ohstnaction, ks the leading cause of death among
these pafents, since it leads B upper gastroinesanal
hireing. Thempies that may contrisete to control
the development of codlaberal circulation are been
investigated in an attempt © Impees the quaily of Ife
of PH patients. This mper pmpises a nossel thesaps,
an anticddant efectve in this colivterai
drcubation in an animal mode of portal Pypertension.

Licks F, Hartmazn BEM, SMergucs O, Schemii B, Coloea
IR, Arwren MC, By 1, Fasher C, du Siha 1, Meooni NF
Mooty kyrians mislelaics sngiogmees e vascdlation =
siorreech much e [HLA m blood of EvpETioronT
mtx. [l J eetrosmiersd 30015; Z1{4%F 12881-1 2350 Asmlshic
from: URL: hig-twww wjgeet com/ IS5 Ml 217
AT i TR0 iy ke o om0 3 Mg w2 114, 1 29510

INTRODILACT IO

Fortal hyperténsion [FH] B charsoierized by a
progressha InCruase im pressune within the hapath
podtal svshern, with devehopimsent of heypsirds? Nk
croulabion and & pressure gradient In the portal system
[ bz SiPerence: Detweman e peessone in e poetal sein
and the hepathc weins) eameding 5 mmisg™.

Conditions In which portal bood Mos B nedoced
oF obstructen By 2 arabomnic obetache s the Geler-
minants of PH pathopenesis. Whn an anatomb
ohstnce arkes vasoular fesbianoe to o Reresses,
coniributing o the dewsloprment of PHE. Depending
on thee kcatiom of this obctacke o bloosd Mow, PH
ey b classifNied a5 pre-hapatis (pomal or splenkc
wighn thrombosis], Intra-hepate [ dirhosE], oF post-
hispatic {inferior vena civa thrombosis), among other

m

Thi: FesSult of Ieoneased] vasoular resistams: i thae
splinchinks cliculation B Increased pressure within
e portal Systism. This esds o the developmeent ol
o collaternl Clerulation In 2 SheETpE 10 SECOTPeESS
thi sysiem, shunting blood dimedly inko the syshemic
circulation, and Incressing ool vemous blood Mo
trmmm“ﬂ. Wasodlation in the splamchnic
perriory Eads o the dewsopment of varkoes, par-
i krly i Chex shomraech., Gaswris varioes oan b koerabad
P e Tuiredies boy tha wipyoesr thded o el Shoirmaechi, 2imd
ane caused by oeoseertabed dilatkon of hlood sessels
segmreday o PH™.

Arnong the varous visoactve substances img-
Boabed In thee dissebopiment of & splanchinks colaberal
drculabon, nikrke oebde B odhe ey misdlainr Imashaed
In this prodisss. Wasodilation and the fommation ol
portosystisrnie coliaberals conbribube bO nereasi] bood
fiow and worsen PH, Increasing the risk ol upper
g rodnbes ciral hu:lh;':. Witk cochder deread Proim
andothelal nitvc ekt Synthase (eNOS) plags a major
Fodz: in the pathophpsiology of PH. NRFC cxlde k= a
potint wasodihr, and oo Mol only on this S pRarechini




cleriskathor bat absn o i sl droukadisn Tt O s
Inbo smooth muscke oells and acivabes guany laie
oyclase, produdng Oydic guancsing monophosphate
and this contributing o the exosshee vasod atkan
oty In PHTL

Th patfwrys of SMOS athaiton inchade erdothasial
stimiill such & shaar stress, proinflarmnmabory o
tokines, and vasculsr endothellal growth facor

The angiogencsls prociss, chamctodzed by the
Poration of ney Dlood vessels Trom preddstng ones,
ko contrbutes o the Sewelopment and percksbemne
ol thie collateral druilsbon. The node of VEBGF In this
pioiess has Dady estabiishisd by aodperimeetal studis
In which & was showm bo e the main angkegenic
rmisdlaboe in ros. with PH. VEGF appeais o onsriribube: b
tha Sberkotion of PH by stimulating dhe desssiopimdsnt
ol portosystemil collaterals and Inoneasi thiz
piTneabiiEy of th sk 1,

Thiz ke of ceddabkse siress In the vascular dyvs-
function of PH has bein well establibeid In Ehe
IRErabure ™", The oserproduction of nirk oxide
caised by the wascular abmormalities present In
potad pertension facllitabes the mesdtken of MO W
superecde anion mdical (0 and foims peeoymiRnine
[OMOO] contributing to an Imcresse Inooxidathoe
prenomena’™ . The rescthe eoygen speces that
characterise coidabbea stress hawe the pobisntial o
bird 0 probeines, beeak DS, and indoos ool darmage
by Inieractions with warious ool oomponents. This
prheroimasnon E asshdibed with o seres of O EBorers,

PH*L

M-Acebykoysbedne (H&C) B & oomnoiimd  that has
i by Lsad I Clinkial practioe Tor ecades: o
& miscoktic agent; i the management of Echemb-
reparfiesion injuny; In aogbe nesplratory distress
syndmome and bronchikk; In the treasirsent of pam-
cotmmol boecly and ooy metal posoning; n HIY;
and In peysthiaric dsonders. T bioad Indiations o
due i s estershe antiosdant offects, which ane
atiribinabhe o BS abilly 10 A rapidly with "0, "Nb,
OO0, and thivl mdicak, 22 wel & 0 Asplonish wital ool
COMpoNEnES i henad by injuny™ L

WWithin this combes®, the alm of the presemnt study
Wi D 35S the ofiects of the amtiosdidant MAC In &
rak il of PH, while evalusting the Imsokssment of
owbdaiier stress, vascular Samage, and DMA damage
bri FH.

MATERIALS AND METHODS

Emiza

Al andmal-relabed prooedums wene perfomned In
complianos with the guidelines of thi Reseanch Bthics
Comimniies of Hospltal de Oinkcas de Porto Akegre
[HOP4), stabe of Rio Grande do Sul, Bragil, and with
thit Linlbed States Natlonsl Acdenrny of SChEnces
Principles Tor Reseanch DIeolving Ankrab® ™,
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Amircala

W eed M make ‘Wistar s, welghing 350 g axch,
obitired P e HCPA wivariom. Al were kgt n
plastic bin cages, measuring 47 om x 34 om < 18
omi aind lreead welith weood chips, under & £2-h darkyf
light oycle [lighis on from 7 a0 12 7 pomu), at o
oorrolad lisnperatune of 37 = 4 T, The s weene fad
mmm4mﬂ'-ﬂmmm
Alagre, FS, Brazil), 16 gfd, and had Sooess in waler '
e vl

iGrouns and reakment profo oy

Animak were divided inb four experimental gnodEs
(= & axch]: sham-opembed (50], 50 + NAC, parisl
porial wein Bgation (FFYL] and PFYL = MAC. MALC
(Shgmna Chemibcal o, St Loas, MO, Unhind Stabec;
CAS megistry mumiber §16-91-1) was adminkstraboed
ot & dose of 10 . Intraperioneally. disohed in
05 L of roemnal saline: soddtion (0.5% Kall). This
e wias brsind O preionns shual e paeiioerresd Dy o
PESEACh group’ . Treatment was adminkiened onoe
dally for 7 d, s@riing on dey B ofber Sumsry. Animals
I th: PSL and 50 grouips noeonkaad dhe sma vl
of salire:: Sodiation, Ao Bhee Saimree pasrboad, Iretnssd of MAT

inducton of Dortal NFparien son
The animak swem Inidaly anccthetieed with keGrmine

Fydrochiorkde (100 mgiig Lp.) and <ylazing hydm-
chioride [10 kg 1. Al induction of anesthesi,
a rnidline laparcbony weas porformresd and T bovenks
ware gEntly rebmctnd with o gauze pad soaked in
saline, Briofly, the portal wein wes Bolyied wsing 3-0
gk and & 205 nbbdkE was placed In Moot of It
establich PPWL. Both the portal s and the modedhe
waere Ded using the sik suture and the noodle wis
withdmrwn. The S0 Uit & SN e i
of the saime proosdune, In which the portal sl wis

ot Bgabed 41

Euthanaaly

Cn day 15 after surgery, animals wWine o thotieed
with lazizsmilne ydrochioride {100 gy ) and wyfazine
Fydrochionide (10 mgikg ool Bkood was oodleched
froim the Pebro-orbitad plexus wsing o heparinized
capllary tube &nd stoned In heparinkzed Eppendoe?
microlsbes Tor biber aesesoment of DS damage™ !,
After blood sampling, the abdomen was shaved
and & laparotormy performed. Pomal pressurs was
st by caninukadion of the meesentessc weln with
luﬂhﬂumﬂulpﬂrﬂrﬁhtmpq 2005,
Listhcn Schemtific Instrumems, EII'I:HCI'I,.E-H:I'H.'I'II
animaks wiane thian kkad by scehngiirathon under disp
anesthesia™! and we colected the stomisch for tha
DOERIEAOT SinalyEis. A pReE Of thi SIS WiEs
fromen ond Simened ot -B0 T and anobher pResos waes ot
and Meaxd in 109 buifersd forrnalin for 24 b ParaiTin
bboahes: wisne: Cut with & robabory MIERDIDeE G0 Cresise
J-E SO
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Arsimismnddy' Sroach iimita
ExpneEssion ur-ll];,.r'u'EEE and pitrobyrosine: [NTT)
antibody In Stomach tesue was deberminsd by
Irmniunohis tochemiecal anabysks. Anbgen retrisval wis
periomred using buffer ab 100 7T, and endogenoes
pizroechdass Gthily was bocked by Incubation with
absalute meEthamsd. Sldes wene Incubated with
rabhbit polychonal antbody (M3S3 C-20 (sC-654),
1:300, Santa Cruz Blotechnoiogy, Santa Oz, CA,
Uinlbisd Shibes), mose mcnscional anibsdy (VEGF
C-1 {sc-7259), 12200, Santa Cn ERotechnologyy,
Santa Cnaiz, CA, Uinked States], and mbbl pobscional
angbody (Mir-Tyrosine Antbody (£#9531], 1:200, Coll
E-i;lml'lq Tii:hrl:in;l.-] owemight af 47, then washed
aind Incuibabed with secnndany aintibodkes
hﬂ]ﬁ:ql:ltlnﬂ fabbi Igs-HRP 2008, VEGF [goat
ant-mouse IgG-HRP 2005], and NTT {amtl-rabbit
[gG-HEF 704 for 30 min 3 room tsmperatune., The
shides verre analysad By @ pathologist without prior
knowledpe of group allocation wSing o mcrosoope
coliphsd b o dighl o, Dmsges wene caphuned
uzing Image-Flis software (Medla Cybernetics,
Bathisscia, MO:, Linlisd Shbes). Qusmiifcation of NS,
WEGF, and NTT antibody epresshon was perioemnaed
vid digkal aralgshk n &Sobe Photcehog™® OS5 Extended
1000 ard Imechvid counting pliek of aroas Shadmnaed
by the immmunchistochemienl reagents. The kevwel of
eapression was deberrmingd by mulkiphying the e
derelty of the mage by the percentage of posithly
stained s [armes of beown Stining .

Fesalem bvgd anaysls

Wesinrn blol analysk was peifomreed In oybosallkc
extract propared Teomn Stoemach homogenabes. The
supernatant fraction was oollected amd stored at
BOT bn abyuots untll use. Probeln conoEnbration
WS medsmindd a6 described by Bmadford (1976,
Lot probedne were fradionabsd by sodiumn Godisoy
sullate- polacrylamide el decirophoresis [SDG-
FAGE) and trarsfemed to polyimylidens Muorkde
[PVDF) membanes® " The membmnes wene then
briockoead with 5% moniat dry il In Tris-DufMened sailinse
con@ining J05% Twoeen 20 (TTES) for 1 h at roosm
temperaiee ond probad ceasmight ot 4 T with mbbit
prodbacioaneal antibody [WOS3 O-20 (sc-B54 ), Sanita O
Biobehingingy, Sants Cnar, C8, Unitiad Stades], molsss
monocional antibody [WEGF C-1 [5c-T263), Santa
Crur Blotachnobogy, Sania Crue, C8, Uniked Stabes], at
1 00 100000 dlition with TTBS In 5% monilal diy millle,
and antk-f-actin {42 kDA] antibody [Skgma Akdrich,
St Louds, BO, Unitsd Skabes] abf £:1000 diluticn with
TTES I 5% monial dey mlll. After waching with TTES,
thiz maemibranes weene incubated for 1 b ol oo
temperaire wikh seoondany HREP-comjugatied antbody
[Sanky Cruz - Santa Cruz, CA Uindted
States 1:4.000). Protedn debection was perfoemmed
vir chemilaminescencs wsing @ oxmmerclal BCL Kt
[Amizrsham Phammacs Biotoch, Ltk Chalfont, Great
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Birltain ™!, The density of the specific bands was
quantiied wiE Imaging densitornetny Software [SCion
Inage, Marviand, MA).

Com et aasay

The almlne conreet ooy was carvhed out 35 deesoribad
elsewhere™™, with minor mod Pcatlons™ . Blood
saimpiess {50 pl) wirs plidnd in 5 pl of snbicoagulsnt
{heeparin sodium, 25000 TU, Liguaemin®™). Blood
ol sssparskene {5 pl) wene embidded in 95 &l ol
OUT5%: ke maelting point agarese (SGibor BEL] and
sprad on agartsE-precoaled mkcoscope slidis, Afer
solidifcation, slides were placod in sk buller (2.5
L MaCl, 100 mimall EOTA, and 10 minalL Trks,
pH 1000, with freshly adkded 1% Trkon X-100 [Skgma]
and 109 DMS0 for 48 h ot & T, Tha sldes wene
subseguently Incubated in freshly prepaned sl
biiffer {300 mimelll MaOH and 1 mimed/L EDTA, pH
= 13) for 20 milm &t 4 T, An eecirc cument of 300
med aned 25 W (0,90 Wiom) was applied for 15 il T
perioimn DA cledrophonesis. The shides wiene thaen
mzvbralized (04 moll Tris, pH 7.5), sl with
siiver, and vievwsd under o mriorosonpe. Images of 100
rndomily sebacted ool (50 oslls Tromn each of Two
meplicatn: Shoes] P aach animal weee analyrsd. Colks
e ako vEually soomed sconeding Do @il SEe inbe M
dasses, ranging from undamaged (0) to masimally
damagead (4], Fesulting in 2 single DA damags Soon
for eadch snlimal and, corseqienily, for esch Stdked
group. The dairage indis (D) could thus rmngse from
0 [completely undamaged, 100 celis = O] b 400
{maximiam damagsd, 100 celis w 4). The damage
froquency (58] was calculabed on thae basks of tha
e Of Ealhad vinrsiis Dlkess o,

Efatiapca)

All data are presenbed 2= maan += SE. Statktkal
significanos was aboulated wing Sraphfad InStat,
wisrshom 3.0 for 'Windows, Anaksks of vafamnoe and
el Siusdant -Mewimair Keuls meethod wiend wsed for
mrisitiphe anahsE. For Bhe et G55y, this rosmrally
of varables was evaluated wusing the Kolmogonos-
Srnlrnow 151, &ned statisthal difenemiis Datwsin
groups wine Sralyhed wsing the nonpamenetnic by
bl Eriskal-'Walls test with Dunin's oormection for
miltiphe cormnparisons. Student's st wad used o
compare damage betwesn negative and posithe
ooniroks. The orfthcal el for refecthon of the il
Mypoihisk Wi conshiened I ba & F value of « 005
(Le, asigniflcanoe kel of 5%,

RESULTS

Portal pro S M aSLTITANT

‘W obsenaed & siateiiraly sgnificant inomase I poral
pressure values in the PPYL group a5 oompasd o 50
aniimals (P « 0.001]. In th NAC-raied group, thess
wanliaes wis Sig niflcantly decressed (P « 0001 (Figune
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Perial premure iredig
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Figem 1 Poduil presars. [Mech o parial porisl e gl J77 e
y-aratyicypers (4] et ot parers T 0 000 wpere
S0,V o OO0 mpired PPV [a = S0 Shwn-cpesled gpoau 501 5 AT
Sharopersiad i Pemied @i HAD PTYL Mee'sl potsl ven geiior
o PPl « RAE Faril porisl ven Igpion rac: resiecwin RAD

1]

I sy $Eoesh TS
WJIWHHEE&H;HH:F
« 0uD01), WEGF (Figune 28; P < 0.05) and NTT {Figure
20 P oo 0.05] showid that animals in the PPAL group
had simpies mankedly pocibve for ol thnes probednes.
HAC treaimment reducsd expression of ehOS, VEBGF,
aned NTT Ini shormasch desiee

VEsalam biod anadysls

Exprescion of oMNOS (Figure 34; P < (U0S] and VEGF
[Flgure 38; F o U011 ) was increased in FFYL aninaks s
oormipanad with the S0 group. Oorreersely, Exgpeession of
these proisins wes moduoad in Te PPYL + NAC group
i conipanad] with The PP group.

Coma ssady

The el Gocny mveaisd on inomaced DA dhmage
Indeer (Figure 4&] and increased frequoncy of Samage
In bood samples (Fgum 48) In PPAL group animalks.
NAC tresiment reducnd both of theoe paramebens,
thee Semorsrating the abiity of K&C o madulats
o8 o lin this eeperirasnital model

DESCLERSION

P the maln ooermipliction of cirhisE, and B one of
the kding Cademes of mastalty in pabents with dhronic
Prvier disiase, The: ncrsssed viasoular resistance and
blood Now present in FH are determining Ouses
thiat elsvato the portal pressune gredient, shunbng
brboasd] Froem i Bveer inin Bhee Systemic Orouilntion. Thae
Subspiinent formation of oliteml vessels die bo the
KD owverprodoction & mplicabed in

bkeiading, hapailc enoephalopatiey, and sepas™,

Thi sanrch for mesdications that cam present or
mitizate this Increece In poral pressune B ety
redEvant. Im the present shady, we sought an alkes-
nathae Esied on the close: mekborehilp Debvwaeen FH amd
Cinhcathvee shress S o thel irssobssmnent of nillric edde
In this sarting.

MAC |5 &n andoaidant with & will-estabils hed
machaniem of action, based om ks ablity to rs-
tore glutathione kwek and &0f a5 o froe rdical
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s nGeE Futhismone, NAD modilabes nitic mdde
hicugh ineractions of I thiol aemponant with D
fiodTr mitrosothiid™,

Thae Increased pontal pressune oboersed In s
subjectedd b PPVL corvolormbes the Bindings of peeviods
stisdhizs™ " and demonstrams the efficacy of tha
enperirnenial rodel used nthis snedy NAC reainrasnt
effectheely fedidind pressune In the poral S@stem in
FAL & WAC animak (Figune 1). Simillar resdis e
cbtained in a pricr study by owr ressanch growp,
In which NMAC was found b0 redeoe portal sysbim
pressures & 3 nesult of ks abllcy b mocdukbe ik
oxide and ks antiowidant properbes™"

Thi abllicy of MA&C bo modulabe nitrks owlde
bbcarvaliabiity ked oo o redudien in &NOS pression
In thi gastric mucosa of portal hypertenshse ms
preabd wikh MNAC (PPWVL + KAC), oo assesced by
immunchisiochemisory [Figures 28-C) and ‘Wesbern
ot analyvsis [Figures 348 and B

NO synihases s ancymes that plry an essenidal
PO bn e conbiod OfF nibnc o e DRESrithesis Thae
i inadn lsofioimre ane Inducibie MO (DS and e
constiuihee foems, nMO0S and eR0S™, NEnc cxide
produced by endothelad cels (eNOS) plays & major
ke I sascular smooth muscke rdasation. Under
physicloglc conditbons, MO relesse b5 stimulabed by
acibyicholing, bindykdnin, and sdemosing: pAphosphabe,
among other medibbors. Fuorthemmors, the fridhon of
circulating biood oells against wissel wals Criggers
eNOS-med Dbed nitrkc axdde symbesk @3 a shear
shress Fechanism bo ncsase Nk cedde” .

In PH, developrnint of & hypaerdyranmds cielation
ks associabed with nitrkc acide owerprodection, and
portal Iypenenske gastopattsy & assochibad with the
hesrnodyramic changes missd by KO iiggeding” . In
e present siudy, Bhe PIAL model Giised] an incmass
i Pl SvEAET DRESSURE SN, OONSEginanthy, Increscadd
SHOS Inmnunoneactivity and esprescion in Che gashnic
mucosy of mis in the FFAYL group (Figurees 248 and
3A). In & previols shudy, MAC nediosd Splanchink:
wasndiation by redudng MO kel in ain experimaental
] of CirhosE Indidid by oomimesn bl duct
Bgation™_ Our nesinch geoup found a similar effect of
MALT In raks with hapabopuimanary symdrome =1,

Mitre cedlde towkciny & partkularly presabent in
ceddatie stress sebings. The high rescthvity of MO
with molecukes such a5 the supercedde anbsn (007
produces highly Injurfcus comipounds, such &E poer-
cyniftrite (ONOOT), which may rigger nitFosatie
stress” . &5 FH B directly assoclated with oxidathe
siress and niftric oxbde owerproduction, I s T be
expicind Chat synibesks of eactae metabolies wil
ooouf, polentiating the pethophysiologksl changis
ohmerwad in this symdnme.

This Nnding was prosen by anslysks of mimwng-
meactivity to NTT in the gastric mucosa of study
animals. We observed Incneased NTT neactwiby In
FAL group animak (Figare 30} The perooynitrine
gienerabed Juring Inberedtions of nitric oside with the
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i proup el i AL T DD ey
supercekde ardon rescts with tyrosine residues and
fres Tyrosine 1o peoduce NTT. In addition, the byrosyd
radical generated by ROS-mediated scthation of
fyrosing coddizes nitric owkse, generating NTT .
The Importance of NTT a5 2 marker & based on the
hypothesk that nitric oeide production will hase baen
gnet enoigh to yield obsenabie prodeds sech o
NTT, & i th eocperimeental mroded wSed i th presant
Study™7.

MAC treatment efedively reduced NTT immuno-
reactivity in PROL aninals 25 compamd with controls
[Figune 3C), wihich demonstrstes not only B antio-
gidant effect of NAC as o free radical scivenger
but also I efects on MO production. Femando et
2/ found that NAC administmition was effecthe in
Peducing oeddathe Stress in PRYL animak 25 e
by massurement of F2-boprmsmnes and NO leves. In

et priser SRy, edumions In MO bodsalabdEy aimd
P radical gendmtion may have snabied reduction
of the percxynitribe kevels obsened In the gastric
i of experimental animalks, amnd mey eplkin e
probection affoeted by MAD Cheermipr.

The collaberal vasculature characterstc of
Iy ity s Clicuikation B Porrneid By dilaiation ol
prtdisting visses and by the anglogeneshs prooss,
which Is modulated by vascular growth factors
such as YEGFY, This process & abo am abematiae
pathvasy of nitric Cedide prodemion, mediied by VESF
acthvation™!

Wi asssssd VEGE prodiedion in Bhis el
mesded by mneans of immanohsischsmisiry tech-
nigues and Wesiorn biob analysis_ Rats In the PRYL
group @xhibibed Incressed VEGF expression and
immunoreactivity [Figunes 2B and 38) a5 companed
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- progp B - HEC Deregeec s e wit RED
FIYL M'ersl sl e igeior groep. 7L - G Mesl sl e gl
o et Wi MEC Neloetation of DV, g Inces: irciosd by N4 £
FISL amaix

with comirad amimals. This demoreimtis e DR
of & sthilies Tor desseinpment of o colbsters] drclation
In ks subdectind W FPYL HAC clecthvely reduced
VEGF expression bn the PPYWL + NAC group, 2=
drersirabnd by ot Tchrbgiees o,

Inhilbitkon of VEGF mecepinr-3 has baen shaosm o
rediuee Pasperdemamiic doulation amd desalopneent of
codaberals In rabs with PHP and NAC has B showm
b ety Padece VESE and p-YVEGFRZ expeisssion
Ini Bhe rnesenbene visculatire of drthobic ™, Tha
mesilis of the presaent Shudy conrobomibe these Andings.

Cwldative stress damages membrane lipkds,
proteins, and DA™, The present study damonsirained
an Increase In DNA damage indes (Figure £4] and
damage fFeguency [Fgune 48), a5 asssoed by the
ool assay, Im PRYL anbmals 25 compared with
conbrols. W&C reduced DNA damage whien Sdmini-
shered I PPYL animals.

MAL ks anbigenobosic &ffects and deboecfes fres
radicals, which cause oellular DA damage and has
bl Pespoted 0 medoos Cyschogehes prhaniid e-ind weed
Girimic by G5 insecned by e Mironce s sy,
Thiz present Shudy demonstrabiod & CNA-protecthe
et of MAT 35 shoren bsy The COamaeT Sosaey & DAoL
Investigation comnduched by our ressarch group
irwnliaiial the st of NaC i mils wih OO0 -induced
cirrhasis and found amntigemotoxkc efess assochibed
with £5 antioekd an propermes .

In whew Of Ehese Andings, we conclude that M&C
probas th gastrlc micosa from the addabve damage
and hemodynamic changes rlated o nikfc cxdde
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overprodiation In mis subjecied o PPAL HAC was

able b reduce Nk Colde and thes Seorease poital
SYShaEm prSsume. This effed, addied o B antoddant

and antingkogentc proponies, ed o a reducion of
thi hyperdynamic collbeml droulabdon and had a

profecitae action on thi Gastac o).
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4.3 EXPERIMENTO Il

Apresentados no artigo Ill: Synergistic antioxidant and anti-inflammatory
action of N-acetylcysteine in portal hypertensive gastropathy in rats, submetido na
revista Plos One.
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PLOS ONE

Synergistic antioxidant and anti-inflammatory action of N-acetyicysteine in portal
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ABSTRACT
Infroduction: Portal hypertension (PH) is a syndrome associated with cimhosis and
chamctenzed by a progressive Inoease o porfal presame with consequent
compensatory vascular dilanon. Gasmic vasoular chanees associated with exidatve and
nitrosative stress characterize the chinical presemeation of portal hypertensive
gastropacthy. In additon, the mflanwmarary process is considered an azFranating Swror
for seventy, by cooiribuimg to the gasimc Gssue mpury. Aim To mvestigate the
anti-mflanmratory and antiovddant action of N-acetyloysteine (WAC) in the
stomach of rats with poral ypertension. Methods: Eizhisen mals Wistar rats were usad
m this expernmenta] protocol, divided nfo three growps (p=S'each): sham-operated
(=), partial porial vein ligaton (PPVL), and PEVL + NAC. Treaiment with MAC at a
dose of 10 meks (ip) was mitiated on day 2 after surpery and coorimmed for 7 das.
We evaluated expression of INOIS, NQO-1, HEP-HlmdﬁlJD‘tr'fEEﬂblﬁtxnﬂl
as MF«B and THF-o staining by i in the mt stomach Besults:
The PPVL zroup exhibited meased expression of HSP-20, INOS, 500 and NQO-1
when compared to comrols. MAC reduced the expression of all stadied proteins.
Smlarty, WF-«B and TF-o staining was increased in PRV anmmals vs. coofrols and
reduaced i PPVL + NAC vs. PPVL anmmals, respectively. Conchusion: These resalts
suggest the effechveness of MAC a5 a dual amb-inflammosory and ambosadant m
aremals with experimental portal hypemensive pastropathy induced by pardal lisation of
the portal vein

Fey Wordss N-Acefyloysteine, Portal hypertensive mstropathy, Onddafive stress,
Inflammation



INTRODUCTION

The pomal system is responsible for keading blood Hom the intrm-abdommina]

of the mystroinfestnal tract, pemcress spleen and mllbladder fo the Lver
simsoéds wia the terminal branches of the portal wein This hemodynamic sysfem i
maimiained with a bomsos@ns pressare of 5 to 10 mmHz, with these values varying
depending on the messurement mathod used (1),

Pre-hepafic  abpornalifies (such as splensc wein thromibosis),
at:mmhha[sui.a;cnrtnm),mﬂpusthqaﬂ:tmhms(aﬂas i
synudroms) oy all infhuence blood pressare within the porfal system. The only shared
characienztc of the afremeniioned examples &= the emergence of an anapomecal barmier
to blood flow This obstacle migsers a compersatery mechanizm to reduce bleod
pressure, promofing the develepment of 3 yperdynamdc collateral circalation. This
condidon, charactenzad by a progessive inoease of pressue in the porial system is

call=d

%lchecmnnfgm rll:':mber'amdmpﬂnlmd1ﬂmnrrulmm.
previmsly inefective due to obsmxton, is made offective by the development of
collateral circulation Homewver, the resolting bypass of Hood fow fom the sHe of
obsmaction directly indo the systemic cdrolation miggers senens conplicatons, such as
ascites, hepatic encephalopathy, and sasrointestingl hleeding. with the latter accountinge
for the high mortatity rate of 57: amwng patienss with PH (3).

Gastroinbesting] blesding & fequent | these pafients, and & doe fo the
progressive increass of pressare in the pomtal system The portosystemic collaterals
comprise the collaeml cooulation, with the main characieristc sites being the
esophazes, somach, rechumn, antemiar abdomenal wall, and left renal vedn (1),

hficraciroilatory alterations in the gastric muscasa as a resulf of the characteristic
vasodilation of HF were described by MrCommack er al. in 1985 (4). Several differens
terms hawe besn used to describe these chanzes, such as inflammatory EAstrtis, gastric
mmicosal vasonlopady, poral-hyperensive pmopsa, and porial hyperensive pasoopatiny

(3)

Portal hypertemsive pastropathy (PHG) is chamcerized by wasodilation
secondary to obstmaction of eastmic hlood fow, and mimic oxide (NO) & the main
mediacar in this vascular actvation patbavay (). 290 is an endothelium-derived mlaxing
factor produced fom L-arpimine and molecular oxyeen, o a ess catalyzed by
mmm&mmmmﬂhﬂfmmgmmﬁmﬁm
p=monal MOS (H0S, HOST), mdnokle MOS (D606, NOSI), and endothelial MOS
(elI0E, MOST), are described in the [iemiure, with well-established rales. The OS] &

&mmmmcmmmmmmm

mrhade synaptc plasticiy, regulsting biood pressure and smsoth mscls relaxafion
Bir52 cam be expressad in vanos cell fypes, and plays inmortant roles i mflanwmatory

diseases and septic shock, WOS3 i sad in endothelial cells and acts om
endpibelial smeoth pmscle relaxation (7). ﬁmmmEmﬁmm
portal yperension, however, the most infheential Boforms in this syndreme ars 2052
amd MOS3 ()
pezative impacts on its producton. Proteins that positively influence prodootson of this
ermve inclods the positve regulater malecular chaperope heat shock protein 20
(HSPO) (90
&m;mwwwﬁﬂmﬂmﬂmnmm
patlway that stmmalaies prodocion of 2053, and bodth have been sthidfed mreviously m
ivesizatens condooted by our ressarch swoup (10,110
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W52, compared to eINOS, produces a relagvely high level of mmc oxide.
However, unliks the fommer, this isofomm is expressed in response to stnmilaton fom
Hpopolysaccharides or mflanmratory cyfokimes, and 5= expression is modulated by
mansmiptona] mectanizms, Mackar factor-kappa B (NFacE) is the primary mediator
for the mbucton of INOS, which in tom is acthvated madnly by henor necoosis facar
(T"‘-Tj-uanlnuda::c‘estm:(ﬂi

In pomal byperension, overprodocton of mimc oxide via WOGI amd MNOS3
detemmnines its reaction with the superosxide andon mdscal (07, lkeadins to formation of
peronynitrits (CB0CK). This, in fom, 15 a hishly reactive species that can confribugs fo
celinlar damage, thos azgaaing the overall clinical pichme (14).

The ioflamenation charactenistic of pormal Inpemension affec:s  m@stmc
regamﬂmmﬂdﬁ'm:&ﬂnﬁmﬂeamgﬂmrﬂkufbhedmg{uj Currently, ane
bnypothetical treatmend smategy iovelves dimect f promflanwratory
chemoiines mith:ﬁ.whnhcmnil:lmtnﬂlemgmiamanHili]

Thix, 3 wexmeent with both antiowidmnt and and-inflanmatory action would
represent 3 promising candidate for minimerine the comsequences of PHG. Previms
work pablizhed by our research proup bes denonsiraied the antosxidant proparties of -
acenvicysteime (WAC), a melscule used extemsively in clindral practos o an
g maded of PH (11). The am of this stady was to evaluate the
mqﬂuﬁnﬂﬂlﬁm :Im:]m-mﬂmnmtm'mPI-Er Rl

MATERTAT AND METHOTDE

Eithics

All procedures were camied o in acoordance with cument Bramlian kegis
for the practice of sciendfic reseanch using animals (Law 11784 of October 8, 2008,
1013 Bmazlian Cuidslines for the Care and Use of Amimal: for Soentfic and
Educational Purposes, and 2013 CORCEA Gusdslinss fin the Praciice of Euthmmasia).

Animal proops and experimentsl profocols

The animals wsed in this stody were obtained throuwsh the Hospital das Chimicas
de Pario Alesre (HCPA) vivariom, i accordance with istinstional specifications, from
registered HCPA suppliers. Throughout the experiment, animals wers kept in plastic
bin-fype cages (47 % 34 % 18 on) Ined with wood shavinss, mder a 12-hour lisht'dark
nﬂaﬂatmmaa‘mufl"‘:l:-’l . They had access io waler ad [ibinm and were f2d
commerially Imhblemdmxd:nw{ﬂmml Miumipal Porso Alegre, ES, Brazl),

On the first day of the experiment, animal: were mndomly divided info thres
goups (=ieadh); 50 (Sham-operaied), PPVL (pardal porial vein Lipagon), aod
PAVLAMAC, All anfmals wers weighed (=1530g) and amesthetized with ketanyine (100
EE.EE andwlm:eill}mz-knp] Mamwnfmhﬂhﬂm

3 nrdhres P wias performed and the bowel pently retracted with a
gare pad soaked in saline T proup 50, only manipulation of the poral vein was
performed, whils in the other Froups, the vein was lizated for experimental induction af
PH Brefly, the partal vein was isolated with 3-0 silk thread, partially bloacked nsmg a
10G nesdle placed in font of the vessel, and ted off. After lization, the needls was
remwrved dms lsaving the vein partially obsmacted. Bowel loops were pently replaced
mio ihe abdomen, 10 md of saline solubon infised the abdominal cavily, and the
pertinoemn Closed with nmning sutmres. The expenmental mode] wsed in this shudy was
first described by Siknaler of @i in 1985, and indoces pre-hepatic portal hypertension
(13).
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After the surgical procedures, amimal: were kept m individual cages
Metannizols was adnumistered for postoperatve amalgesia with the first dose miven via
mirapmscular imjection (A0) meke) and subsequent doses given orally (00meks
every 8 hours for 72 hors).

Seven days were allowed to elapss for the establishment of the parmal
bypertensive befiors treatment NAC (Sigma Chemical Co., St
Lonnis, MO, TI5A; mgmmlﬁ-ﬂllummgmaaimmﬂim
a dosz of 10 ma'ks inagresment with previous stadses (11,15). The drus was dissabved
m 0.6 ml of salime (0.9% NaCl), ﬂEma‘uhnmaﬂ:mﬁaaﬂtngﬂ@Eﬁuﬂl
recefved vehicke only (50 and PPVL). Treamment was confinusd for 7 daws, thus

completing the fiall 13-day experimental pemod

Enthanasia and collection of fssue

On day 13, animals were again ﬂIH:]iIEﬂlEtIIEdWIﬂlEE!]ﬂ]EI:lm
mg;-'lg;:p and xylazine (10 meks ip). Once adequate anesthesia had been achieved, a

midline laparotomy was performad and the stomach resected for amalysis. One portion
of the stomach was fozen af -20 °C, and a secomd fazment fixed m 1075 Duffered
formalm for 24h Then 3-mm sections were cut from the paraffin tlock usmg a rotary
ICAH0mE:

Western blot

Western blot amalysis was performed wsing Oiesalic extract preparsd from
siomach bomogenafes The protein conceniraton of each sanple was measured by the
Bradford method (Bradford, 1976). Then lysate profeins were sepamied by sodum
MWMW%P@HMW
polyvimylidens fluonide (FVDT) membranes. The membranes were blocdked by
submerging m Tris-buffered and 0.05% Tween (TTBS) with 5% noafar dry piilk
for 1 howur at roam temperyire and probed overnight at 4°C. The following antibodies
were nsed- mouse polvclonal anfbedy (MOS2 (sc-7271), Santa Croz Bi
Santa Cruz, CA USA). mouse monockonal antibody (HSPOO (sc-101494), Santa Crz
Biotechnolozy, Santa Croz, CA. TUSA); poat monoclonal antibady (MQO1 (sc-16464),
Santa Croz Bictechnology, Sanfa Cnxz, CA. TUSA); goat monoclonal antibody (SO0
(5c-8637), Samta Cnaz Biotechmology, Sanfa Cruz, CA, USA)L af 12200 dihation
with TTBS io 5% nonfaf dry mulk; and anii-§-actin  (42-kDA) aofibody (Sizma
Aldrich Stlowiz, MO, USA) at 1:1,000 dilubon with TTBS in 5% nonfat dry omlk.
After ovemight incubation, the membranes were washsd with TTBS and inoubated for 1
b at room temperatare with secondary goat anti-mouse [5G-HEP sc-2005, donkey ang-
Zoat aniibody (5c-2020, Sanfa Cruz Biotechmology, Santa Cnxz, CA TUSA 1:2,000).
Protean detection was performed via Chepmbammescence using a commencial ECT kit
(Amersham Pharmacia Biedech, Liile Chalfors, England). The demsity of the specific
band: was quarrified with imaging densitomedy soffware (Sdoo Image, Maryland
MA) (16).

L histocher
Expreszsion of MF-+B and TWNF-a in stomach fissne was amalyzed usine

mmrmmohistochemical techmiques. Buffer at 100 °C was wsed for antigen retrieval and
endogenons perosidase activity was blocked by incubation in absobrte mettanal Slides

were then incubated with rabbit polyclonal antibody (MFB [sc-0072], 1:200, Santa
_ruz Bistechnology, Sanfa Cnue, CAL TU54) and goat monoclonal antibady (TF-a [sc-
1351] 1200, Sapta Cruz Biotechnolopy, Santa Croz, CA, USA) overmipht at 4 °C,



124

follow=d by washmg with buffer and moobation with secondary goat ant-rabbit I2G-
m(ilmmmwanmwhﬂhmmﬁmmﬁn

microscope equipped with a digital camera, and mages capoared using Image-Phas
mﬁ'am (Meadia Cybemnetics, Bathesda MDD, USA). Cuaniification of staiming for both
markers was performed by digital mmaze analvsis in Adobe Photoshop® C53 Extended
10.0, by counting the mmmber of pixels stained. The level of expression was detemminad
by muitiphving the averge density of the image by the percentapgs of posidvely stained
areas (thase cobored browm) (17).

Seatistical sizmificance was calrulated using GraphPad InStat version 3.0 for
Windows. Amhmdmme{ﬂﬂlﬂ]mdﬂ&imﬂuﬂm&ﬂ;tﬂnm

used for rmitiple amatyzes with the level of significance set at 5% (P < 0.05). All data
are presented as mean = 5E.

RESULTS
Western blottine analyas

Anah=is of HSPO0 protem expression revealsd a sipnificant merease n the
PRVL eroup as compared to controls (p<10.01). NAC effectively reduced reducing these
values m the PPVL + MAC (=001} (Figurs 1a).

Emlurﬁndlnsngﬂmedm malysis of NOS expression. which was

increased in the PPVL eroup (p<20.01) and decreased in the PPVL + MAC
roap (pL02) (Fizmre 10 ,

0D was also oversypressed m the PPVL proup when compared to the 50
group (p0.05) Azain NAC was able to reduce these values substantially in the freated
gronp, dowm to contral levels (p-0003) (Figure 1)

Anah=is of NOOL profem expression alse revealsd anily elevaied
&qraﬂmmﬂEPFulgmpwJ}.ﬂi]nteummpmadm:mmIs AC restored thess
values, reducing them sienificantly in the PEPVL + NAC group (p<10.05) (Figure 1d).

Anmmals in the PPVL sroup showed a significant morease im positive staimns for
KF+«B as conpared with conmrals (p-0.01). MAC was efecive in redocns thes
mrmuroreactivity m the PPVL + NAC proup (p<0.01) (Figure 2a)

The same pattern of expression was observed on analysis of TNF-o. Inthe FPVL
group, thers was miense stanng 3 conparsd with the SO group (p<0L01); m the PPVL

+NAC group, thes mrmmorsactivity was edoced (p<0.01) (Figare 2b).

DISCTUSSION
Portal bypertension, often described 2 a conplicaton of chromic Iver disease is
charcterized by inreased blood mressure o the portal system, splanchnic vasodilaton,

and subsequent formmation of portosystemic collaterals (18),

The siomach 15 one of the main sxes affecied by this marked merease in vasoolar
diameter: accordingly, sasropathy is one of the most frequens complications of portal
bypertension. In practice, gastric kesions are typacally located at the fimdus and supenior
portion of the body of the stomach (19), and charactenzad by a mosaic-like pattem. with
or withoat chery-red spots (20 Sll the release of inflammatory mediators and
COnsequUent inflammation appears to conmibme to the development and
worsening of astropachy of portal hypertension (217

The mrvolvement of mmc exide m the development of a hyperdynanmic collateral
ciroulation was origmally propesed m 1991 by Vallmce and Moncada (22). This
bypothesis bas since been confirmed by several studies that demeomstrated WO as the



main mediatar of wascular abnommalites m portal hypertensson (23,24) In previous
ovesizatons, or research group foumnd inoeased expression of two minc omde
synthase sofoms predomirantty molved m the acimation of MO syntheszs (elNOS and
INOS), using an animal modal of portal bypertension (10.25).

An imcreaze in &N0S expression B already detectable in the sardy stases of

Emlh\'pemnslmm::ed carban tetrachiarids (CCl) (25), and eNOS appears

ﬂqu-m'amm:pamnEvﬁrlmmm Agﬁmﬂmﬂmﬂam'mm
pattway inchude shear smesz, VEGE, amd HSPO, amons others. Puartbermaore,
mflammracory cytokines such as TNF-o appear to influence nitric exdde production by
el (9

Increased pressure m the portal sysiem contminutes to shear stress and subsequent
release of mimmic oxide in the splanchmic wascular bed Actvabon of eMNOS by shear
stress leads to o= phosphorylation at serine and frosine residoss, a mechanisos capable
of indocng sustaired production of O over a prolonesd period (7).

Anocher modalator of mmic exide upresnlation is VEGF, which is activated by
increased portal pressure. Throush its anziosenic activiry, VEGF ultimately contributes
to increased hlood flow in the splanchmic tamitory and to local vasodilation (24).

In a previeus stody, our group foumd that anemals subjected to the PPVL

expenmental mode] of PH showed a sipnificant increase in vasoular dilaton and VEGF
exmession and mmrmnarsactivity in the eMNOS activation pathway, MAC was able w0
redice both in the gastnic mwcesa of the svaluated aninals (11). In the present study,
aninals subjected to the same experimental mods] had increased expression of HSPG)
when conpered to coommols (Fizare la), which demopstares the miluence of this
m ithe eMNOS acivaton pathway and confirmos previous reswits published by
Al @ @i, m which H5POO was oversxpressad in the endotheliom of mesenteric vessals
m PV animals (17).
stabdlizatbon of calbalar proteins, and, n portal hyparension, it exems an agonist effect
on nitric oxide production and vasodilation via &N05 (28). Clearly, this chaperone
plays an inpoctant rode in hypenhmamec croulaton

NAC was able to reduce the expression of H3POO in the mode] tested herein
Therefore, the chosen trexfment appears to fully modulate the shadied pathway, redocng
bevels not ondy of VEGE bat also of HSP0O, and thersby conmibuting o a reduction m
vasodilaton mediated by &N05 (Fizure 1a).

In portal byperfension, 2905 is also uprepulated The mducible form of neric
oxide synthasze is activaed dunng disease progression. and may even be regulafed by
WF-B. Stmulation of IN0S expression ooours akong with activation of the iomate and
adiptive impmme ssiems, inflmton by pobvmorphomaclear leukocytes, and
recraitment of Ivophocytes. The latter produce large amounts of oifmc oxide and
cytakmes that madulate the inflanmatory process, such as TNF-o ().

Chr resalts showed bigher enpression of D905 m PFPVL ammals when assessed
by the Western blot techmimee (Fizme Ib). Therefore, thez enmyme which plays
meportant reles both m physiological situatons (such as tissoe repair and impmne
defense) and in logical conditions (infection and mflanmmation), & overexpmessed
mtemm:ﬂmnfma] 'ii'l:ﬂlPﬁI-Iﬂlll‘IEull‘Eil.EgEl‘ that  gastric
mflammation is clearty established in this experimental modsl, which is consistent with
the Iiterature [25).

NAC ha: modulatory actvaty at different stapes of the inflammaiory and
phagncytc process, stmmiatine immmme fincions and reducng levels of pro-
milapmracory cvinkones. Fuorthermore, it inkabeis prodoction of mimc exide via INOS
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(3. In this shady, animals treated with NAC exhibited reductions in D505 expression
m the siomach and therefore, an attemuation of gasinc milanymation (Figme [b). The
same phenomenon was reported m a prestous stody using an anmmal model of pormal
bypertension induced by dimetininirosamines (190
This finding was reaffimeed n owr amalysis of NFaE and THF-a
m Fastric tisse- both were siznificantly moreased in PPVL animals
as::-:m;a'ai contrals (Fisures 2a and Jh).

M—ﬂmummﬂvcmmdaedaﬂpmalpm—mﬂm sipnaling modeculs,
doe to its action on the expression of proinflaematery penes, chemokines, cytokines,
and adhesion maleculas (31). In cytoplasm, this factar is bound to its mhebitory protein,
IERB; only after phospharylation and depradation by specific protein kinases, soch as the
kB kirase compley, does manslocaton of NF-E w0 the muclews become possible (33).
The stnmbys for WF-«B manslocation oooars via negrofansmiters such 3 ghiamace,
viral and bactenial produrts, reaction products (wia NOS), increased infracellular
calcium levels, nd oxidative stress (32).

TNF-0, m ham, is a cyrokine with an mmportant rele in achvabon of ME<EB. It
participaes m a wide spectram of beological acdvibies, inchading mflammaton
apoptosis, and cell growth and differenfiadon By extracelbalar stmwli THNF causes

lation of IkB and subsequent r=lease of WF-B, whach can then act on
zenes in the cell mclass (3 o

In the literature, the mt-inflammatary properties of NAC have been associated
with Its abilidy to moduolats imrmme response and s actons oo leukomens and
prosiazlmdm metabolism amons other mechanismys (39, All of these effects are
related fo the mature of WAC as a donor source of -5H groups, inducing synthesiz of
ghitathione (G5H), which increases cellular protection against oxdative sress and
leukmmﬂmvl: processes. NAC also acts to reduce reactive oxygen species produced by

tes (35)

NAC inhibits the activation of NF-«EB by suppressing the 195 repulatory submmst
(35), ad. according to Oka e o, mhibits the [EB kirase complex (IEE), which s
respomsibda for phesphorylation of BFaB (36). NAC also blocks THF-u by reducing its
affimity for the THF receptor, troush modification and redoction of protein disulfide
bands (30].

I 15 well known that not oaly the inflammatory process buf also oxidative siress
Is an agpravatmg factor in chronsc lver disease (30 mitric axade symthesis at
high levels may indore oxidative stress due to production of peroxynimite (ONOO-), a
powerfol oadant. This compoumd, peneraied by the NO and peroroyroimie eacion, can
cause oxadative and nitrosative damage to proteans, Lpids, and DMA (37). The presence
nfahlgunm:mmnmufpamnmmmtegﬁm:mmufmmhsutgmm
the PIVL. model of PH was meviowsly demonsiraied by mmrmmehisiochermistry (11).
Ve, in the same experimental model an moease in the thicbarbitaric acd mactve
substances (TBARS) and NO kel and a reduction in activity of the antoxidant
enrymes superoaide dismmitase (S00) and ghifathione pereadaze (GPx) have been
demnonstrated, resules that sugzest increased oxadative stress (38).

In the present study, we ovaluxted the possibdiy that MAC would act
synergrstically as a dml antoradant and anti-inflammatory. To determine its antioed dant
role, we usad the Western blot techmique o assess expression of 50D and WADPH
quinone oxireductase-1 (MOOL).

50D is an apfioxidant enryme responsible for catalyzing the disomitation of
m&e(&‘]mhﬂmmmﬂ{ﬁﬂxmmﬂsnfmmmm
madscave of increased O0-° producton and, hence of cxddatve stress (30,39 In the
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presant sody, expression of this enryme was siznificandy moreased in PAVL animals
as compared 1o controls, and MAC was able to redocs such oversypressson (Fimume 1c).

The reactive oxygen species can be removed fom Gssoe by endogenous
amiowidants such as thiols, conponents which are found, eg, in GSH (20). As a
precursor of this molecale, WAC acts as an antioxidant, and can this be beneficial m
disorders azzravatsd by owadative stress In tis stady, NAC had a clear anfiontidant
effect, as demonstrated on analysis of S0D expression (Figure 1¢) in the PPVL + NAC
group. Levels of this enmyme retumed o near-control vahues, demonstrating a reduction
m oxidave stress and, consequently, in expression of the 500 enmyme.

Anocher antioaddant melscule, which is less efective than 50D baf acts a5 a
-ﬁraus:mmgufﬁempmuiemmﬁﬂﬂlfﬂ“nmw{ﬂ}gﬂm

ible for cell protection, which catalvze the reduction of electrons and
pareva::rte of reactive oxyzen species (1), Increased expression of MO0
was demonstrated in PPVLE anmmals (Figure 1d) when comparsd to coofrols. This
findimg is probably related fo the celinlar response to oadative stress cansed by
milammation (41), and WAC showsd a synerpgistic antoradant and anti-nflanwmatory
actvity in reducing expression of this marker in the gastric omcesa of PPVL + NAC
ammals (Figare 1d).

From: the of tis sudy, we conciude that the expenmental model of
PRVL successfully i gs portal hypertension with subsequent inflammation and
oxidative sess m the gasic pmcosa. Furthermors, we sugegest that a symergistc
arfiovidant and ang-inflammatory effect of NAC was able o afteouate the damapge
causad by these processes, contmbuting to the infegrity of gastric fissue and nutizating

the injurss cansed by this experimental modsl.
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FIGURE 1d: Western blot for NQO1
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FIGURE 1a: Westerm bloc for HSP90
Effecss of pestial poral vein ligaticn (PPVL) and Ne-acetylcysteine (NAC) adminiseation on HSP9O,
by the Weosem Blot ischmgque. SO, slam-opersied group, FPVL, panial porald vein ligaton
growp, PPVL + NAC, parsad poetal vem ligation growp pha NAC peatmest *P<0.01, **P<0.01 (a=6),
FIGURE 1b: Weztern blot for iNOS
Effeces of pared porsal vein ligsson (PPVL) and Nescehyloyscise (NAC) adimsistration ca NOS,
quntificd by the Weem Mot techmque. SO, sham-opersted goup, PPVL, partiad porsd vein ligsion
groep, PPVL + NAC, parsisd poetal vein ligation growp plas NAC seatmest *P<0 01, **P<0 05 (a+6).
mchmHuﬁrm
of partal portal vein Bgation (PPVL) and N-acetyloysieine (NAC) sdminisestion oa SOD,
q-nﬁdlv; the Wemem Bt 1echmique SO sham-opersted group, FPVL, pantial porsld vein ligeica
groep, PPVL + NAC, parsial poetal ves ligation grosp plas NAC esstinent *P<0.05, **P<0 05 (a=6)
FIGURE 1d: Western blot for NQO1
Effeces of partisl poetal vein Bgation (PPVL) mnd Neateyyscine (NAC) sdsniesstion ca NQOI,
gumlifiad by the Wesem Bot lechmque S0, sham-opersted group, PPV, pantial porssd veis ligasicn
grop, PPVL + NAC, parsad poetal ven ligstion goep plas NAC ssannest *P<0.05, **P<0) 05 (n~6)
FIGURE 2a: Immunokiztochemical stxining for NF»B
Effecss of panial porad van ligation (PPYL) and N-acetykysicne (NAC) adninseation oo NF«8
expeesson SO, dham-opersied group, PPVL, partial poetal ven ligation grosgp, PPVL + NAC, partinl
poetal ven Egation grogp phas NAC uestmest *P<) 001 (n=6)
FIGURE 2b: Immusohiztochemical staining for TNF-a
Effeces of paniad ponad vein ligatics (PPVL) asd N.acetylcyscise (NAD) adminiesation cn TNF-a
exrescon SO, sham-opersied group, PPVL, partal poetal ven ligsticn goep, PPVL + NAC, partial
poetal vein bgason grogp plas NAC testmest *P<0.00] (2e6€)
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4.4 EXPERIMENTO IV

Apresentados no artigo IV: Inflammatory bowel and oxidative stress
changes in an experimental model of portal hypertension: action of N-
acetylcysteine, publicado na revista Journal of Coloproctology.
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I¥mmHg.* The progressive vascdilatson in the splanchnic bar-
mitony is s ponsibla o e sppearancs of theso waicos vains,
the most I=pariant being ose lomisd i the So=ach and
bowal. These comdsitons aow mown o= Fortal Hypestension
Castropathy [FHG and Portal Hyperiosstes Cologathy FHO,
respectively, andl The Erst of s condibions = alvady woll
estatliched in e M bme.?

Imtestingl changes presant in FH aze 52 being aluckdaisd
and wene grmdualy identzied over e st derade as being
=ainly cew of the cnses of fat:l gastroinbestinal Hending i
patients with FH.* Tha pattem of lesions in cases of FH @a
be Toumsd in otiar parts of B gesizointesiizgl trad, ncdadng
theintesting * drp bomumsad adema, fammatory dxaanes,
and ectopic and anorecal varios ©
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A=ongthe cyiokines sozeded by e intesting aftar the ind-
‘Hal sit=migtion, oz s =ention the bosor neoosis acioe
[THE-n}, micased by =ast ool of w0 Inkestine and =aspm-
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and ==ooth =oede mils, espedally afles the simubkbion
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p'um:l.imur]ﬂgz.ljmcl:rnqudu fiof ampla, pesomy-
nitrfe (BHO0™ Using the FPVL modal, previows studies
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i=ai mvolve=ant & the pathopenes of mo-hepatic poetal

AL gx el as B partidpation of famma-
tion fn gastric imjury in this expestmental model ©
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‘ive and Inflammatory Sress i e inlestine] muces of rats
‘with pee-hapaiic porial byperiession. In addition, ws aimed
o paluste B axticxidant and ant-Ssfammabory action af

H-acetyloystaing in intestinal injurkes present i FPVL model

Matariz] and methods
Ethics

The axpezimental promedures with animalks wers rrled oot
in sooondanoe with the cuwrent Eraxdiam egislstion in e

practice of soenfiic rescarh [Law 11,75, Offdal Cazetio -
Dcmpber 8, M08, Eothangsis Fracioe Gotdiolnes of CONCES
[F0LE amd Eraxdlam Cuddalines for the Cane and Use ol Ani=als
Tor Scantifc and Didactic Furposes - DECA (A3}

Ardmaly
The animals wess aoquind in B vivesium of HOPA acomding

tothe specifications of ta Anémal Pxperisanta o Unlt (UEA}
and were maintined throughout the experisant in plastic

capes measunng 47 o= « 3.om « 18cm, Enod with wood shar-
ings, In & 11-h Hghttdark opcle and at & bomparaiue of
324~ Al animals wan ed 3 ommercilly avaiable znl-
mal fond (Paring® - Nestripad, Forto Alegre, BS, Brazil) and had
acress bowater ad Ebitmm.

Croups and experimental profooois

For this study, we tsed 18 male Wistar mis [+ 200 g) which wern
divided mmdomly o three groups (n-Er sham-opombed
=00, PPVL, and FFVL « HAC

On the brst day of the experizent, the animak wen
walghod and anesthatired wih kolaming (0=gig) and
xylazing (L0mgky intrapertioneaily (F). Wa pesfiormad loml
asepsis and Ban =3ade 3 =5d-veotml lapamiomy with acare-
ful exposure of bowsd Joops with a gauzs md =mied &=
=line. AR snimalk underwent the = sorgicl procedun:
bowover, the animals in geoap 50 ware sobmitted ondy &0
the manipaiation of the porial wein. The aésals of FRVL
and FFVL+ HAC groups wam submitted bo sn expari=antal
mﬁguwmmmm.mmtgmnﬂ.
L9EG.

W usad & 230G nende to promota & partial chstruchon of
{thi: portal vain: for this purpase, both the vessol ot the oo
de wara Hed with silk 3-0 The t==odale wsodiation of
fthe spanchnic teriory was chsermd and thes the necdo
was genily withdsaws, lkaving only e portal vein partizly
orcluded. Nexd, intestinal Inops weso ioplaced tnio the shdom-
fzal vty of e animais, amd an infusion of 10mil of saino
wak adminisised, and the parfongum was submed with con-
tnucus paints. The epithein] layaer wes clossd with Edivadusl
sotuns. The abowe-descsibed modil kabmes & pre-bapatic
portal hypertession.

Aftar compiction of e sungisl the animals
warg placed i individigl cages for Thelr recovesy under anal-
gesia with dipyrons (OOmMETE): e frst m'n:'dsu:tl:-nﬂ
penfor=ad by intmmusoilss route @od the
omly administared with a mmynrmm-tgﬂnm
saquent TTh.

Soven days after sicpery, the batment was inttiated o=
fthe: respecive groups. The ani=als & OF and FRVL groups
moabnd only the wehicie (00% Ha(, GEmL [F). On the
ottmr hand, the aofmals in PPYL + HAC group cecedwed M-
acetyicysteine [Flg=a Che=dcl Co, S5t Louks, MO, L5A; CAS
megksry mumbsar £16-01-1) &t & diess ol 10m gy deechvsd i
DEmL of 00% Mol The trestment was carmed cut beginning
on the Bth day, for sovan days.

Euthamesky and Hssue coliection

A the end of treafment on day 15, B2 animals wem agein
walghod and smesthattred using the same protoonl descrbed
above. After oo inspeciion of the animal's state of ancsthe-
=3, 3 now laparntomy wes mads for removal of it Intestnes

$or subsequent asalysis. & portion of the collected =abaral
wias stornd in & freezar 34 —E0=C, and tha sematndar wes dxed

& 104 beaffered formalkin for 35 After this period, 3-==
sactions of e pamflin ok wers oblained o=ing o moixy
e
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Iemunohistochemistry

Tim Bistoloficl technique of Immumotisiodamisiry wes
=nd 10 At the axpression of 152 nudkar facior Ezops
E {NF-kE}) and bax=or nozoks [actor (THF -a) n the antmal’s
miesiing. The reacqoisiton of the was caried out
asing a buffar ot 100-C: subsequently, the activity of endopga-
oous peroxidass waes biocknd by imoobation with absoluls
=athazd. The sides ware Incubated wih mbbit pobyconal
antibody [KF- |sc-3007], 1. 30, 5anta Cno Elolochmology,
Samiz Crnux, CA, U5A) and goal monocional antbody (THF-=
[sc-1351), 1: X0, Sa=its Oraz Santa Cruz, CA,
UEA} ovonipgh® at 4" Mext, the matoral was wesiod omd
noaetod with tho sorondary antibody grat ant-rabbe Ipc-
HAF {=c-2004) for 30 =in ot noos: emperaiun. The Shies wemp
analyzed u=ng 3 miooscops equEpped wikh o dpRal cm=an,
and the Images wem Gpbeed wEng the Imags-Flus sofwn
Medis Cyberneiics, Bathozda, KD, UEA) Quantibcabion of the
=arking of both anzalytes was camled oul by dig=al analysi
with Adobe Fhotmshop® (53 extended 100, using b coumt-
g of brosm oolor siained pixals. The cxpression vel w=s
dptermingd by multiplying the avesags doosy of the Image
by the peerestage of B stainod oo

Western Biot

Tim cytosolic extrecis peepased on the besls of [ntesiinal
Eom ogsraies were uskd in Wesiem blct, and potein wiues
ware determined by e Eradiord method. ™ Then, protem
Iymabas warg fectioeaind by paiyscyiamida pel alectropion-
=5 &% -1 In an elecdirophosess afler 5 ml Tis, 00
gydne, 35 mM 506, pH BE) and then mumsiermd b =am-
branes of pohyrnylidene Quoride (FVDE). Hioddng of the
=ambEnes wE dono Dy o S solution of sHmmid
=dk powder = FES-Tween. Tien, the FVDEF mes=bmne
was Ecuboind owermight 2% 4=C with the spediic momo-
dional pri=ary antbody. mosse polyclonal antibody 14062
|sc-7i), Santa Oz Eiolechoology, Santa Crux, CA LISAL
Aftar Bx ovamight Excubation, the =ambessas warg washid
weth TTES and Inmubsted for 15 &% room tsmpoesben with
the somdary anbhody 1gE-HEF s 2005, anbl-poat donkoy
isc-HI0, Sants Crm Eictechoology, Santa OCna, Ch, CISA,
L4000). After revealed, e bands were quantibed using the
Sdon k=age peogram, ¥ 402 for Windows (Soom Corpon-
fdon, Prederich, USA). The resulis wess expressed in arbiimay
mits %

Hochemical snalyses

Homogemale
Tox Imtestines of Ew animals woes for 1=

with Ulim-Turax [K4-WHEHK) @ Ew presence ol polosioes
chioride (KOO} 1I19% [Eml'g of Hemue) and pienyimetiyl-
salfonyl fuoride FRSF) ot @ oconcenirabion of 100mM &=
EppropEnol (KDpliml KO added]. Than, the homogenatos
ware cenizifuged for 10=in gt 3000rpm {1100 ) in 2 melrig-
armind HOEWALL RCEE Ralrigemsted Sopesspond
Canirifuge) amd the supermzant wes removed and fozen e
oo at —E0=C for subsequent measurements 17

Frotein comdent

The profein monGoiRtion @ the bomogemaies wes dotes-
mined by e Exsd fond metkod, with bowing albusin (SIEMA)
=i 35 & sEndard. The sa=plos warm massunsd spoctropho-
tometimby at 53o=, and Ew values wen epresed in
mp=Ll. Thse wiues wene usd 1o Eicolals sobsequently
THA-ES and the veloes of anboddan? enzy=as 500 and
oy

Dertermenation of mddative siress

For the deter=Scabion of lipid pemoidston, we u=sd the
method of madiw mubstzooes 10 thiobohfurc add (TEA-
A5} TEw technique comsleix in heating the homogenats in the
pre=ince of thiobarbihoic add, with mnsequent formalkion
of & pink color produd, mesnend in @ specrophoiosabar ot
L3 mm. The appeamnis of mlor sooms dus bo the presomcs
of maiondldeinyde and other substznces from lipld permdda-
tion in biologiral =atarial 05=d of thicharbdheic scd (THAY
LEM, 5 mL of dsiled weiter, DS mL of michiooacetic
ol {TCA) 105G, and 07t =i of the hosopanats woen ploond
In & test fuba, o this oedar. TEA rezcis with Epld panoaxd-
dalion proddacs @ Schiff baso, amd TCA amnsis tho
funciicn of desabarsbon of the probains presant and alss
addlies the reaction mafum. Than, mch fubs was stmed
amnd heaind to 10T for 1Smin. Afex that, the tubss were
maled and 15ml of n-bubyd alooieol wes added fo axdzact
e pigment jormed. The tubes wem placed on o shaker
(Blomatic) for 455 and for 1irmin &t 3000rpm
100« g Finally, B2 siainod produc wes tkon away and
2 mading weE ke using 3 specimophotossagior (CARY 35
- UV - Wisihiz Varlan al a wawslongth of
535 nm. Theconoenima bon of THA-ES |5 axpressed as nmol=g
profedn 18

Thi acthdty of supermcds dismurtzsa (500) s defned by its
ability fo Iniibil 3 detection Sy=tom wiich mads with Oy
For this purposs, sdrenzdine & uxed, which, in oo alicling
medium, fums b adrenochoms, Oy which it Is
e subsizste of the enry=a. Eelms pesfor=ing the deter=d-
naton with w homopgegic, mesrure=ant of the madion
meium (Smkd ghyene-NaOH, pH OLE) wes armsd out with
50 el of adeemaling [El=M, pH 7.0, cormesponding to W05 of
tEw madion. This mizhee was streed and reed &t S0n=
Sobsoquently, different volu=<s of the homogenaie &0 gl
E gl aod 10pl) wara sdded, and B inhibdton of e mac-
tion was measured. The eoaymatic scthrty wes oxpoessd as
500 unit='g of Hssus of 500 able o kit in 20
& adrenaling redocion mba)

The deizrmination of gulathion: pemcidams (GFx) using
e Fché-Cimtder method™ consisis in meEsunng the
HADPH consumptionrats in asyssem oonlatning CSH: tho oxd-
dziton i reconded speciophotoesgtriclly ot 2 waveiengih of
30nm. Tz this and, 2.7 mlL of & egulsting sotution of K&+ and
K+ phospiabes (100mM, piH 7 05 with S0 el of HADPH (10mk,
150pl of ECODE (MOmM] and Srpl of ghotsthiono medudocs
A2U=d] wore placed n @ quartz ometie. The =idurs: was
mad fior 1min: &t this point, 3 taseline was established, and
toan S0 el of G5H [10mk and 50 ul. of e homogenats were
sdind Thosamples wara intubabed st 3 =C for & min and read
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Pg. 1 - Immunohistochamistry of TNF-« Effocts of partal portal vein Bgation (PPVL) and N-acetyicystalne (NAG
administration on TNF-a expression. SO, Sham-operated groaps PPVL, partal portal vein ligation; PPVL + NAC, partial portal

vein Bgation troated with NAC. "p<c.0ol, 'p <000l (n=&).

at an absortance of 340nm. The acivety was expressod in
nmolmin'mg protoen.

Stetisticel analysts

M@h”?mzlmzwm.w

wers caloulated using Craphpad [nstat software, ver-
sion 310 for Windows. Analyss of varianco {ANCVA) and the
Student-Newsman -Kous tost was used for muitipie analyses,
and the sigreteance lovel was st 2t p <0.05 (%)

Rasults
Immnohistochemistry

In assessng the axpression of the protets TNF-a in the &ffer-
ent exparmental groups, we ctserved a significant incTesse in
1ts markings i PFVL wersas SO group (p<0.001). The admings.
tratson of N-acetyicystsine In the proposed dose in this study
wis atie 0 reduce the exprosson of TNFa I PPVL+ NAC
Foup p<0.001) (g 11

The exprossion of NF-X was iocroased In antmals
sulypctod 10 the xpertmental modsl of PPVL verss com.
trols (p<0001), and the values of PPYL+NAC group were

sgnihcantly reduced versas values foc antmals of the @seased
group (p<0.001) g 7).

Ustng Westen biot, we cbserved 3 sgnetcant increass I
INOS expesssion In the intestin of animals of the dseasod
group {p<0.01) Theanimais treatod with NAC had thalr valies
mecud, 35 cbsorved n FPVL + NAC group (g <0.01) (g 7).

Biochemical analyses

An incresso was chearved i 1pid pernxdanion. svaluated by
TEA-RS b azanals from FPVL versas OS group (p<0.05), and
NAC was abie to reduce these levels when adminksiceed 0
FPVL 4+ NAC group p<0.07) (g &

S0D sctivity was also avaluated in the Imtestiog of snimals
of ifferes eXporMentE groOUDS (20 ity Was redaced
dsaasod versys contal animals P <0.01), and the treatment
a5 provin ofecve I Tossing e sctovity of B crvme
<005 1R 5)

Ancther antioxidant enxyme, CPx, was as0 avalmted
iIn this study, We cbserved 3 =mix bodavior &I FFVL
(p<0.05), and In PEVL + NAC groups versus OS group (p<0.01)
2.0



142

Jemomners (wc . 2016264 T1-71

- -
The partal hypertension syndrome shows as charactoristics
the ocoxrence of asdtes, snceptalopathy, and 3
byperdysamic collateral cisrulation™: this latter accxrence
= considerod the main cause of worsening of the general con-
ditson.

Theo collsteral cirrulaticn dewelops in ceder to &wert the
Hood flow from the chstructed temitory: and e obsbruc
tion may be skusted bekee (pra-hepaticy, into (epatic) of
after (post-hapatic) the Bver ¥ Regardioss of the place of thes
ctetroction, the wmblocking compensatory mechanism Wil
eventlly result in the fommation of varicose wins distributod
along the digestive tract of the patient.

In genaral, varicose veinslocted In the colon a2e pravalent
m the cocus amd rectosigmoid reglon™ and charactertzae par-
tal hypertension colopathy (PHO). In this scenaro, the sk of
blending theough colondr varices Is 1-8%7; on the other dand,
%o rectal varicose weins, the risk &= from 44 to 895 In crthotic
petients * In addition, vescular ectasia and mécockoulstory
c2anges along tha Intesting] mucnsa damage fs imtegrity and
pmmmmmpmuummmmm‘

Etestinal iInflammatory condition peesent in mses of
pmanypnmumumnmmmme
pethogemesks of the diseass. Among the pro-ifammatory
cytokines trvoived In the process, TNF.a Is considered as
an tmportast medistoe, being peoducnd by Intestinal mast

i * In this stody, we observed a mcrnease ol
t2¢s cytokine in the intesting of animals of FPVL growp (g, 1)
The same behavior wis ctxervad In the evalaation of NF KB
which was increased In reltion 1o the animals of SO growg
(Fig 7). These data are consistont with studies pubshod, that
ropert legtocyte infitration snd an Infammatocy peocess (n
this samo expertmental moded 77
N-acstyky=taine was abio 20 redace the cxpeession of both
oytokines evaluated in the intesting of animals af FPVL « NAC

Foap. Tha antt proparties of NAC have been
proviousy descrbed in miammatory towsl dscases with

enccuraging sesults. ™ and theso results may be related to its
t2d0! group, whdch s tmpaortant to combat oxidatve stress
and mEammation. ™ In addition, the teatment wath NAC
supprosses the sctivation of NF-kE and the subsequent fro-
duction of it cytokines and also blocks TNF-a activation
Grasing stractursd changes in its roceptor.©

The fvoivement of nitric oxide in this expestmental modsl
Is woll estabished In the Morstum Wi e progresson ol
e disease, the umame system &5 sctivasad and tho induchila
form of NOS (INOG) undergoes up-rogulatica.® In thes study,
the azamals of FPVL group demanstratod 3 sigretount incssass
In the expression of INOS versus animals of OS group tn the
evalusticn by Western Not (g 3 A provious study, pub-
lished by our ressarch group, cbsarved the same bedavior of
this snxyme in the stomach of amtmals subjected 50 the sams
expertmantal modal of partsl portal vemn lgation &

Fgrantan al ba potes ploss, %
|
g8

ng2- of NF-KB. Effocts of
adminiswation ca NF-KB. SO,

§oups
Egation trated with NAC. p<0.001, *p<0.001 {n=6)
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Fig. 3 - Wastemn it of [NOS. Effects of partial portal vein
Tigation (PPVL) and K-acstyicystaing (HAD) on INDS
arpmssion 50, Sham-oparated groups FRVL, partal porl

vain Bgation; PPVL - MAC, partial portd veln ligation treated
with KAL *p<ool, 'p-oal n=.

PPV HAC

In this shody, N-acotyicpsieizg wes ablo o reducs e loy-
&z of INCS inlo the intesting of ani=als of FFYL+ MAC poap.
This inding s in sgresmen? witha previously publishsd study,
in which E was reported that MAC inhibits miirk oids peo-
duction by cells of the Esvame system and by the Exducihic
isalorm of HOS (05

Tha invoivemant of oxddathes siress in the development of
hyperdyna=ic drulaton wes Iftally peoposed by Farmand
ot gl 1958 Sinos them, several studies bave demonstrated a
mmmmawmmmmmumumpum
wein ligation weth the sa=e codidative fmpaizmess 5510

In the present study, we obsemwed Inceeased loweds of
thioterbituric add mactive sohslanms [TEA-ES) & anisgls
subjecind tothis expari=ania) moded (77, 4} Furtheemoee, B
Inrease of Apld pemmxidation was sccomplished Iy redocng

-

Pl C TR
EEEEEEEEE
-
] .

PP ST

Fig. 4 - TEA-F=E. Hiect of pariial porial weln lgation VL)
and M-armtylcysiaing (MAC) on TRA-ES walugs. 50,
Eham-opamind grmoup; FPFL, partial portzl veln ligation:
FPYL+ HAC, partlal portal veln ligation treated writh HAC
‘Dens. 'm0l in-6L

=00
| I
. I | I
2 . I T 1
] L P00

Flg- 5 - 501 Effects: of parial porial vein Bgaton FFVL
and N-aoetyicysioin (RAC) oo 500 acthity. 50,
Sham-oparmind group; PIVL, partal porl wein Bgeton:
PPVL+ HAC, partial portal wein Bgetion teaisd with HAC
'r:ﬂ.l:ll.'jlal:l.l:lﬂ =L
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the sty of anboxidas? eooymes supsrodde Eomatzn
(3004 iF5g. & and glulathions peroddazs (Fx) This Exdfing
do=onsiTates o potantial condition of coddotive siness in the
Eowsl of expezimenial ank=als. This |5 nagsse=ant with pre-
wioeas shudies = which FFVL ziggered o condRion of cxddative
stness in othes hody organs studiod: siomach® and e ® The
antioddant sction of M-soetyloysteine rowchves amcund the
fact that iz moleoule k= 3 oysiaine preciEsar for = sym-
thesls of GSH, and also by acling dmecily as 2 foe mdml
sovenges. Thanks bo B antiomidant and anb-inflammatony

proportios, HAC kas boom widaly shadicd In e treatment of
Evar diszases. ©

Tiw guthors of this stody howe almady wod NAD I the
traatmant of axpertmantal pes- hepatic partal hypertension,
with vezy promising sesultx 571 This shody demonstrated the
rola of this =okioon & Bw bowsl of animas sobjected o

the =g mdel, which points 10 3 systemic poteniial of this
drug. MAD was able boseduce Epld peroocida bion levwels, 35 mes-

e by THA-BS, and borestong the actwityof both antiomidant
anzy=as studied FOD and GFx) in e snimals” bowed. Thus,
one @n =y Eal N-aotyloystaine acind o= an anboddasd,
safucing oxidathve sizess In the Intestinal mumss n animais
with PRVL.

I ondusion, we point cut @n and-inflla==giory and
antioxdant synergistic e of N-scetylorsteing o Ex bowed

of animals with porizd Ipperieneion. Judging by the mesulss,
HAC was obio S0 seduce the Inkestinal domage in anfmals by

ar
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Flg- & - CPx. Efucs of parial portal wein Bgedon [PFVL) and
H-zoatyicysialng (HAD) on CPx acvity B0, Sham-oparaisd
group; FPYL, partial portal weln ligaton: PPVL + HAC, pardal
portd veln lgatdon treeted with HAL "F<oof, fpoogl
n=g.
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mducing mudatee: siress and mEammation - both Being con-
ditions extremedy hasmiul and detemminant in the avokation
of the dissass here studied.

Conflicts of intamst

TEw authors deciam no conflicks of icest
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5 DISCUSSAO GERAL

Os resultados apresentados nessa Tese permitem o maior entendimento
da fisiopatologia da Hipertensdo Portal, bem como apontam uma reflexdo a
respeito N-acetilcisteina como um eventual tratamento alternativo na atenuagéo
dos danos gastricos e intestinais presentes nesta sindrome. A NAC é um
antioxidante (Dean et al.,2011) com propriedades anti-inflamatoérias (De Andrade
et al.,, 2015) cuja a¢Bes parecem ser promissoras em uma sindrome de cunho

inflamatorio e oxidativo como a hipertenséo portal.

A sindrome da hipertensdo portal € responsavel por uma alta taxa de
mortalidade entre pacientes (Bolognesi et al, 2017). Assim, ha importancia na
investigacdo de alternativas plausiveis no tratamento da mesma. Os achados
decorrentes desta sindrome na circulagcdo mesentérica devem ser considerados
em duas circunstancias: associada a cirrose e decorrente da obstrugdo portal,
sem cirrose. Quando ha cirrose, a repercussdo geral € mais intensa e grave
devido a disfuncdo hepatocitaria, que desempenha um importante fator de
agravamento clinico. Ha alteracdo metabdlica, diminuicdo da sintese proteica, de
fatores imunoldgicos e de coagulacdo. As infec¢cbes, encefalopatia e hemorragias
difusas séo frequentes com a cirrose e quase ndo ocorrem na hipertenséo portal
sem cirrose. Mesmo havendo diferencas nas caracteristicas evolutivas da
hipertenséo portal, os mecanismos fisiopatogénicos do aumento da presséao portal
sao idénticos e largamente utilizados para o estudo da circulagcédo hiperdinamica
(Sauerbruch e Trebicka, 2014).

No caso deste trabalho, cujo objetivo foi estudar as alteracdes gastricas e
intestinais decorrentes do desarranjo hemodinamico presente na sindrome da
hipertenséo portal, bem como a acdo da NAC nesses tecidos, optamos por utilizar
um modelo experimental caracteristico de hipertensdo portal pré-hepatica: o
modelo de ligadura parcial da veia porta (LPVP), conforme descrito na se¢ao de

material e métodos (Sikuler et al., 1985).

Inicialmente, determinamos a eficacia deste modelo experimental como

indutor de hipertensédo portal através da mensuracdo da pressdo portal. Os
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animais submetidos ao modelo LPVP demonstraram valores elevados de pressao
na veia mesentérica quando comparados aos controles.

Verificamos ainda um aumento dos niveis de 6xido nitrico no estbmago dos
animais LPVP, sendo esse fato condizente com a elevacdo dos valores de NO
sérico em pacientes com hipertenséo portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). Esse
resultado demonstrou o papel central desta molécula no estabelecimento da
circulacdo colateral hiperdinamica. Os altos niveis de Oxido nitrico foram
associados ao agravamento da doenca. Desta forma, decidimos estudar a
principal via de ativacéo do 6xido nitrico na HP, segundo a literatura, a via 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) (Marques et al., 2013), bem como a modulacao
da NAC na mesma.

A producdo intravascular de eNOS e consequente elevagdo de niveis do
oxido nitrico pode ser estimulada principalmente pelo estresse de cisalhamento,
ou “shear stress”, o qual é disparado na hipertensao portal devido ao aumento da
pressdo (Kuo e Schroeder, 1994). Outro estimulo importante para a producéo de
NO é justamente o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), uma peca-
chave no desenvolvimento da circulagéo colateral (Abraldes et al., 2006). Ambos
estavam elevados no estdbmago dos animais com ligadura parcial de veia porta.
Ainda, encontramos altos niveis de HSP90 e TNF-a no estdbmago dos animais
com hipertensdo portal, sendo esses apontados na literatura como vias
secundarias de estimulo a sintese NO via eNOS (Martellet al., 2010).

A ativacdo desta chaperona no modelo animal de hipertensédo portal nos
demonstrou que esta proteina também exerce papel contribuinte no
desenvolvimento da circulacdo hiperdindmica, e o TNF-a, por sua vez, apontou a
simultaneidade do estabelecimento deste quadro com o processo inflamatorio.
Outra acao do TNF-a, estabelecida com os resultados desta tese, foi justamente a
ativacdo de uma outra citocina pro-inflamatéria, o NF-kB, que, por sua vez,
contribui para a sintese de NO via 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) (Moreira
et al., 2004).

A producdo de Oxido nitrico via INOS neste modelo experimental foi
demonstrada nos nossos experimentos, uma vez que esta proteina também se
mostrou aumentada no estbmago dos animais com hipertensédo portal. A maior

expressao da iINOS contribuiu para o agravamento da doenca, bem como para o
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estabelecimento de um quadro inflamatério local. O TNF-a, ainda, estimula
diretamente o NF-kB, garantindo uma super-producédo de iNOS (Kavianiet al.,
1997) que contribui para o desenvolvimento da circulacdo colateral e processo
inflamatorio (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).

O envolvimento do 6xido nitrico na fisiopatologia da doenca é relacionado
ndo somente com o quadro de vasodilatacdo esplancnica, mas também com o
fato desta molécula ser potencialmente lesiva aos tecidos. O NO reage facilmente
com o anion radical superéxido (O,") e gera produtos conhecidos como espécies
reativas de nitrogénio, como o peroxinitrito (ONOQO"), responsaveis pelo quadro de
estresse nitrosativo (lwakiri e Kim, 2015). Verificamos uma alta producdo de
peroxinitrito no estdmago dos animais através da avaliacdo da presenca de
Nitrotirosina (NTT), um composto formado através da reacdo do peroxinitrito com
residuos de tirosina e tirosina livre (Tenget al., 2016).

N&o somente o quadro de estresse nitrosativo foi verificado, mas também
de estresse oxidativo. Os altos indices de substancias que reagem ao acido
tiobarbitrico (TBARS), um marcador de lipoperoxidacdo, juntamente com a
menor atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
glutationaperoxidase (GPx), encontrados no estémago, determinou a relacdo
entre o estresse oxidativo e o quadro de gastropatia da hipertensao portal. Ainda,
ao verificarmos a expressdo da SOD, por Western blot, concluimos que esta
estava aumentada, embora sua atividade estivesse diminuida.

Uma maior expressdo acompanhada de uma menor atividade enzimatica
nos aponta, mais uma vez, uma grande producdo de anion radical superoxido
(Moreira et al., 2015) que, por sua vez, pode ser relacionada aos altos niveis de
oxido nitrico (Hu et al., 2013). Outra molécula antioxidante a qual verificamos uma
maior expressdo no tecido gastrico foi a NAD(P)H quinonaoxidorredutasel
(NQO1) que, embora menos eficaz que a SOD, apresenta uma importante
contribuicdo na redugdo da biodisponibilidade do &anion radical superoxido
(Ma,2013).

Conforme descrito na literatura, o estresse oxidativo compromete a
atividade de enzimas/proteinas e lipideos (Li et al., 2015). Verificamos esses
eventos no estdbmago dos animais com hipertensao portal, conforme acima

descrito. Do mesmo modo, o0 comprometimento de bases de DNA pelo
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desequilibrio redox é também descrito (Grindelet al., 2016). Constatamos este
fato por meio do ensaio cometa no qual observamos aumento de dano ao DNA no
sangue de animais pertencentes ao grupo LPVP. Esse dado é inédito na
literatura, uma vez que este ensaio nunca havia sido realizado neste modelo
experimental.

Com os resultados obtidos até este momento, pudemos concluir que os
animais com hipertenséo portal demonstraram um quadro muito bem estabelecido
de estresse oxidativo, nitrosativo e processo inflamatorio, quando avaliado o
estdbmago e sangue desses animais.

A literatura traz-nos pouca informacdo a respeito do quadro de Colopatia
da Hipertensdo portal. Existem muitas controvérsias e, embora na clinica este
quadro seja relativamente frequente, a literatura é consideravelmente escassa. Ao
contrario dos trabalhos publicados a respeito do quadro de Gastropatia, ndo
existe consenso a respeito do modelo experimental adequado para estudar as
alteracdes intestinais presentes na sindrome da hipertenséo portal. Dessa forma,
nosso préoximo passo foi avaliar se poderiamos verificar alteragcdes no intestino
dos animais utilizando o mesmo modelo e tempo experimental utilizado para
estabelecer a Gastropatia. De fato, obtivemos dados muito semelhantes aqueles
encontrados no estdbmago dos animais sob as mesmas condi¢cdes experimentais
anteriormente publicadas.

Verificamos o estabelecimento do quadro de estresse oxidativo, condizente
com elevados niveis de lipoperoxidacdo avaliada por TBARS, bem como atividade
enzimatica da SOD e GPx diminuidas no intestino. Ainda, a maior expressao da
INOS foi associada a maiores concentraces de NF-kB e TNF-a, sugerindo o
estabelecimento do processo inflamatério intestinal. Esse cenario leva-nos a crer
que exista uma intima relacao entre a inflamacao e as alteracdes de microbiota
frequentemente citadas na literatura (Ostaffet al, 2013). Nosso préoximo passo €,
de fato, verificar estas especificas alteracbes, conforme sera descrito na sec¢éo de
perspectivas.

Assim, pudemos concluir que o desenvolvimento da Colopatia induzida
pela Hipertensdo portal esta associado com estresse oxidativo, nitrosativo e

inflamacgéo. Além disso, o estabelecimento da Colopatia parece ocorrer no mesmo
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tempo experimental necessario para o estabelecimento do quadro de Gastropatia
da hipertensao portal.

No entanto, nossos objetivos eram ndo somente estudar as alteracdes
gastricas e intestinais, bem como suas vias de ativacdo na hipertensao portal pré-
hepética, e também avaliar a acdo de um tratamento antioxidante e anti-
inflamatério na atenuacdo dos danos desencadeados por esta sindrome. O
tratamento eleito foi a N-acetilcisteina (NAC), devido ao fato deste farmaco ser
muito bem tolerado, utilizado na clinica médica, e considerado um tratamento
farmacoldgico eficaz (Shahripouret al., 2014).

A presente tese demonstrou que a NAC foi capaz de reverter todos os
parametros analisados no estdbmago e intestino, além de ndo ter demonstrado
nenhuma acao genotoxica, avaliada no sangue dos animais.

Concluimos que o importante papel da NAC na modulacdo de todo o
quadro hemodinamico acima descrito ocorre devido a sua capacidade de reduzir
a biodisponibilidade de 6xido nitrico através da interacdo do seu componente tiol
com o NO, e a posterior formacao de nitrosotiol (Zhuanget al., 2012). Reduzindo a
disponibilidade de 6xido nitrico, a NAC foi capaz de atenuar o desenvolvimento da
circulacdo colateral, avaliada histologicamente. Consequentemente, a via de
ativacdo da eNOS via estresse de cisalhamento foi anulada.

O mesmo pode ser afirmado quando analisado a reducdo do VEGF no
estbmago desses animais. O fato de ter uma menor biodisponibilidade de 6xido
nitrico, bem como uma menor pressdo no sistema portal, reduziu o
desenvolvimento da circulac&o colateral hiperdinamica e, dessa forma, ndo houve
mais liberacéo de fator de crescimento vascular endotelial. A producdo de HSP90
também reduziu no estbmago dos animais tratados, uma vez que ndo havia
estimulo fisioldgico para uma maior producao de 6xido nitrico via eNOS.

As propriedades anti-inflamatorias da NAC na gastropatia e na colopatia
foram demonstradas pela reducéo nas expressdes de NF-kB e TNF-a em ambos
os tecidos estudados. Os diminuidos niveis de TNF-a acarretaram em uma menor
estimulacdo da sintese de NO via eNOS, avaliada no estbmago. O fator de
necrose tumoral, por sua vez, ndo estimulou a via do NF-kB, e consequentemente
acarretou em uma menor sintese de NO via INOS, avaliada no estdmago e

intestino.
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As propriedades antioxidantes da NAC na gastropatia e colopatia também
foram estabelecidas. Esta molécula foi capaz de reduzir a lipoperoxidagdo no
estdbmago e intestino, bem como restaurar a atividade das enzimas antioxidantes
SOD e GPx. A expressdo da NQOL1 no tecido gastrico também se mostrou
significativamente reduzida, levando-nos a crer que houve uma reducédo na
concentracdo de anion radical superéxido. Este fato foi confirmado por meio da
avaliacdo dos niveis de NTT no estbmago dos animais tratados, que também se
mostraram diminuidos.

Por fim, nosso segundo experimento nos mostrou que a NAC nao exercia
nenhum efeito genotéxico na dose utilizada, fato esse que nos levou a excluir
nosso grupo controle tratado por fins de reducdo amostral. Por outro lado, esta
molécula atuou revertendo o indice de dano ao DNA no tecido sanguineo
analisado. Dessa forma, concluimos que a N-acetilcisteina exerce acéo
antioxidante, anti-inflamatéria e antigenotdéxica na Gastropatia e Colopatia da

Hipertensdo Portal, em modelo animal de ligadura parcial da veia porta.



152

6 CONCLUSOES

Concluimos que a N-acetilcisteina exerce acdo antioxidante, anti-
inflamatoria e antigenotdxica na Gastropatia e Colopatia da Hipertensédo Portal,

em modelo animal de ligadura parcial da veia porta.

6.1 CONCLUSOES ARTIGO |

Antioxidant effect of N-acetylcysteine on prehepatic portal

hypertensive gastropathy in rats. Ann Hepatol 2014; 13(3):370-377.

Neste artigo sdo respondidos 0s seguintes objetivos:

1. Mensurar a pressao portal através da veia mesentérica nos diferentes grupos

experimentais;

O modelo de ligadura parcial da veia porta aumentou os valores de pressao
portal nos animais do grupo LPVP, sendo a NAC capaz de reduzir estes valores

no grupo tratado.

2. Avaliar os niveis séricos das aminotransferases aspartato (AST) e alanina
(ALT) e da fosfatase alcalina (FA) nos diferentes grupos experimentais;

N&o observamos nenhuma diferenca nos niveis séricos das enzimas
avaliadas, demonstrando que o modelo animal utilizado néo infligiu nenhum dano

hepatico, caracterizando um modelo experimental pré-hepéatico.

3. Avaliar a lipoperoxidagéo utilizando o método de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) no estdmago dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

Os animais submetidos ao modelo LPVP apresentaram altos niveis de

lipoperoxidacdo no estdmago, avaliado pela técnica de TBARS, quando
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comparados aos demais grupos. O tratamento com a NAC foi capaz de reduzir os
niveis de estresse oxidativo nos animais do grupo LPVP+NAC.

4. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx) no estbmago dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

A atividade das enzimas SOD e GPx apresentou-se reduzida no grupo
LPVP, sendo a NAC eficaz em restaurar a atividade de ambas as enzimas no

estdbmago dos animais estudados.

5. Avaliar os metabolitos de 6xido nitrico (nitritos e nitratos) no estdmago dos

animais dos diferentes grupos experimentais;

Os niveis dos metabdlitos de Oxido nitrico estavam aumentados no
estbmago dos animais com hipertensao portal. O tratamento com a NAC reduziu

0s niveis de nitritos e nitratos no tecido analisado.

6. Avaliar as altera¢cdes histopatolégicas no estbmago dos animais dos diferentes

grupos experimentais, bem como o calibre dos vasos na submucosa gastrica.

Observamos alteracdes histolégicas condizentes com um quadro de
vasodilatacdo no estdbmago dos animais submetidos a ligadura parcial da veia
porta. A NAC reduziu o calibre dos vasos no estdbmago dos animais tratados.
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6.2 CONCLUSOES ARTIGO Il

N-acetylcysteine modulates angiogenesis and vasodilation in stomach such
as DNA damage in blood of portal hypertensive rats World J Gastroenterol
2015; 21(43):12351-12360.

Neste artigo sao respondidos o0s seguintes objetivos:

1. Avaliar a imunorreatividade das proteinas eNOS, VEGF e Nitrotirosina (NTT)
pelo método de imunohistoquimica no estdbmago dos animais dos diferentes

grupos experimentais;

Observamos um aumento significativo da expressdo das proteinas
avaliadas pelo método de imunohistoquimica no estbmago dos animais do grupo

com hipertenséo portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressao de todas.

2. Avaliar a expressao das proteinas eNOS e VEGF pela técnica de Western blot

no estbmago dos animais dos diferentes grupos experimentais;

A expressao das proteinas eNOS e VEGF, avaliada por Western blot,
demonstrou-se aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a expressao de ambas
no estdmago dos animais tratados.

3. Avaliar o dano ao DNA através do ensaio cometa no sangue dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Observamos um aumento do dano ao DNA no sangue dos animais com

hipertenséo portal, e a NAC reduziu esse dano nos animais do grupo LPVP+NAC.
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6.3 CONCLUSOES ARTIGO llI

Synergistic antioxidant and anti-inflammatory action of N-acetylcysteine in

portal hypertensive gastropathy in rats.

Neste artigo sao respondidos os seguintes objetivos:

1. Avaliar a imunorreatividade das proteinas NF-kB e TNF-a pelo método de
imunohistoquimica no estbmago dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

Observamos um aumento significativo da expressdo das proteinas
avaliadas pelo método de imunohistoquimica no estdmago dos animais do grupo
com hipertenséo portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressao de ambas.

2. Avaliar a expresséo das proteinas HSP90, NQO1, iNOS e SOD pela técnica de

Western blot no estbmago dos animais dos diferentes grupos experimentais.

A expressao das proteinas HSP90, NQO1, iINOS e SOD, avaliada por
Western blot, demonstrou-se aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a

expressdo de ambas no estdbmago dos animais tratados.
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6.4 CONCLUSOES ARTIGO IV

Inflammatory bowel and oxidative stress changesin an experimental model
of portal hypertension: action of N-acetylcysteine. J Coloproctol 2016;
36(4):231-239.

Neste artigo sao respondidos o0s seguintes objetivos:

1. Avaliar a lipoperoxidacéo utilizando o método de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) no intestino grosso dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

Os animais submetidos ao modelo LPVP apresentaram altos niveis de
lipoperoxidacdo no intestino grosso, avaliado pela técnica de TBARS, quando
comparados aos demais grupos. O tratamento com a NAC foi capaz de reduzir os
niveis de estresse oxidativo nos animais do grupo LPVP+NAC.

2. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx) no intestino dos animais dos diferentes grupos

experimentais;

A atividade das enzimas SOD e GPx apresentou-se reduzida no grupo
LPVP, sendo a NAC eficaz em restaurar a atividade de ambas as enzimas no

intestino dos animais estudados.

3. Avaliar a imunorreatividade das proteinas NF-kB e TNF-a pelo método de

imunohistoquimica no intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais;

Observamos um aumento significativo da expressdo das proteinas
avaliadas pelo método de imunohistoquimica no intestino dos animais do grupo

com hipertensao portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressédo de ambas.

4. Avaliar a expressao da proteina INOS pela técnica de Western blot no

intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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A expressédo da proteina iNOS, avaliada por Western blot, demonstrou-se
aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a expressao desta proteina no

intestino dos animais tratados.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista o0s resultados apresentados nesta Tese, nossas
perspectivas futuras sdo embasadas na possivel relacdo das alteracbes
intestinais demonstradas em modelo de Ligadura Parcial da Veia Porta, com a

alteracdo na microbiota destes animais.

Em parceria com o Instituto do Petréleo e dos Recursos Naturais,
localizado na TECNOPUC (Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
— PUCRS, Porto Alegre, Brasil), iremos sequenciar o genoma das bactérias
presentes no intestino dos diferentes grupos experimentais. Esperamos que o
modelo experimental utilizado possibilite alteracdes na microbiota intestinal, fato
esse que ira correlacionar todas as alteracfes intestinais apresentadas nesta

tese, com a disbiose nesses animais.
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