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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese compõe-se de dois experimentos que utilizam o modelo de cirrose 

biliar secundária, desenvolvidos a partir da ligadura de ducto biliar comum. No primeiro 

experimento, avaliou-se o papel do fármaco N-acetilcisteína sobre o pulmão dos 

animais com ligadura de ducto biliar com o objetivo de verificar seu efeito sobre a 

complicação da cirrose conhecida como Síndrome Hepatopulmonar. O segundo 

experimento teve por objetivo avaliar o papel da S-nitroso-N-Acetilcisteína, um doador 

de óxido nítrico, sobre o fígado dos animais cirróticos por ligadura de ducto biliar 

comum. Ambos os experimentos tiveram como foco comum o modelo de ligadura de 

ducto biliar e as complicações sistêmicas ocasionadas por ele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

xvi

xvi 
 

 

 

 

 

 

 

Resumo Experimento I 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antioxidante da N-acetilcisteína 

(NAC) na síndrome hepatopulmonar, uma complicação da cirrose, usando o modelo 

experimental de ligadura de ducto biliar comum. Ratos machos Wistar foram divididos 

em quatro grupos experimentais: Sham (animais submetidos à simulação da ligadura de 

ducto biliar comum); CBDL (animais submetidos à ligadura de ducto biliar comum); 

Sham+NAC, e CBDL + NAC. A NAC (10mg/Kg) foi administrada durante duas 

semanas, iniciando no décimo quarto dia após a cirurgia. Alterações nas enzimas de 

integridade hepática, tais como, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e 

fosfatase alcalina. Avaliaram-se as trocas gasosas através da gasometria arterial. Como 

medida de estresse oxidativo foi avaliada a lipoperoxidação por meio de substâncias que 

reagem ao ácido tiobarbitúrico, atividade da enzima superóxido dismutase e a medida 

de nitratos totais nos homogeneizados de pulmão. Ensaio de micronúcleos na medula 

óssea e ensaio cometa no pulmão, fígado e sangue foram realizados para avaliar os 

efeitos genotóxicos ocasionados pelo estresse oxidativo. Os resultados mostraram 

melhoras nos parâmetros das enzimas séricas avaliadas e nos gases arteriais, redução na 

lipoperoxidação e nos nitratos totais após o tratamento com NAC. Análise histológica 

mostrou vasodilatação nos capilares pulmonares, que foi revertida pela NAC. A 

frequência de micronúcleos e o dano ao DNA no pulmão e fígado foram aumentados no 

grupo CBDL. A NAC não causou nenhum efeito genotóxico e nenhuma influência na 

indução de dano na medula óssea e ao DNA do pulmão e do fígado. Os resultados 

sugerem efeito protetor após o tratamento com a NAC em ratos cirróticos com síndrome 

hepatopulmonar.  
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Abstract I 

 

The present study was designed to investigate the potential antioxidant of N-

acetylcysteine (NAC) on the hepatopulmonary syndrome, a complication of cirrhosis in 

the biliary cirrhosis based on bile duct ligation in rats. Male Wistar rats were used and 

their hepatic integrity was investigated through blood enzymes and arterial blood gases, 

together with oxidative injury, antioxidant enzymes, total nitrates, as well as histology 

using hematoxilin-eosin. Micronucleus assay in bone marrow and comet assay in lung, 

liver and blood were performed to assess the genotoxic effects induced by oxidative 

stress.  Animals were divided in 4 exprimental groups: Sham - in which the surgery of 

the main commom biliary duct ligation was simulated; CBDL - in which the surgery of 

the main biliary duct ligation was performed; Sham + NAC - in which the surgery of the 

commom biliary duct ligation was simulated and in which the animals were treated with 

NAC on day 14 after surgery; CBDL + NAC - in which the surgery of the commom 

biliary duct ligation was performed and in which the animals were reated with NAC 

after on day 14 after surgery. The NAC was administered intraperitoneally, at a 

concentration of 10mg/Kg, during 14 days. Improvement in the enzymatic parameters 

and arterial blood gases was observed after the treatment with NAC. Reduction of the 

oxidative damage was evidenced, verifying compounds that react to the thiobarbituric 

acid (TBARS), as well as antioxidant enzymes, superoxide dismutase, which showed 

values that are similar to the ones of the control group after the administration of NAC. 

Evaluation of total nitrate levels resulted in increased values in the production of these 

metabolites in the lung of the cirrhotic rats, which, after treatment with NAC, equalized 

with those values of the control group. Micronuclei frequency and DNA damage in lung 

and liver were increased in the CBDL group. N-Acetylcysteine caused no genotoxic 

effect and did not influence the induction of micronucleus in bone marrow and DNA 

damage in lung and liver. The histological analysis demonstrated vasodilatation in the 

lung, which was reverted after the use of NAC. Based on the results we can conclude 

that NAC is a promising drug for the investigation of hepatopulmonary syndrome. 
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Resumo Experimento II 

 

O objetivo desse estudo foi investigar os mecanismos moleculares envolvidos na 

fibrose hepática e sua prevenção pela S-nitroso-N-acetilcisteína (SNAC), um doador de 

óxido nítrico que inibe a lipoperoxidação. A cirrose biliar secundária foi induzida por  

meio de ligadura de ducto biliar comum  (CBDL) e os grupos foram divididos em Sham 

e CBDL que receberam SNAC 1,4 mg/Kg/dia (6,0 µmol/Kg/dia) e Sham e CBDL os 

quais receberam veículo (tampão fosfato pH7,4), duas semanas após a cirurgia por via 

intragástrica, durante duas semanas. Marcadores de lesão hepática, estresse oxidativo e 

moduladores da fibrose foram avaliados. O tratamento com SNAC reduziu o aumento 

da atividade das enzimas séricas (ALT, AST e FA), assim como as mudanças 

histológicas induzidas pela ligadura de ducto biliar comum. O aumento na concentração 

das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico e da quimiluminescência foi 

reduzido pelo tratamento com SNAC. A SNAC foi eficaz em reduzir a expressão de 

colágeno 1α, actina-alfa de músculo liso, fator de crescimento tumoral-β, 

metaloproteínase 2, inibidor de metaloproteínase 1, fator de crescimento derivado das 

plaquetas e do fator de necrose tumoral α em ratos com CBDL. Esses efeitos foram 

acompanhados pela inibição da ativação cínase reguladora de sinal extracelular, cínase 

do N-terminal do c-Jun, proteína cínase ativada por mitógeno p38 e da AKT. A SNAC 

bloqueia a elevação de marcadores séricos de dano hepático e mostra efeitos 

antioxidantes e antifibróticos em ratos com cirrose biliar secundária. Os resultados 

obtidos indicam que a SNAC, pela redução da expressão de muitos genes e pela 

modulação de rotas de sinalização intracelular que contribuem para o acumulo de matriz 

proteica, pode ser um interessante candidato para o tratamento da fibrose e da cirrose 

em humanos. 
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Abstract II 

 

This study was aimed to investigate the molecular mechanisms underlying 

prevention of hepatic fibrosis by S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC), a nitric oxide 

donor that inhibits lipid peroxidation. Secondary biliary cirrhosis was induced by 4 

weeks of common bile duct ligation (CBDL). The groups were divided in CBDL and 

Sham in which the the animals were treated with SNAC (6.0 µmol/kg/dia) during two 

week (14 days) after surgery and CBDL and Sham which the the animals were treated 

with phosphate tampon (pH 7.4) during the same period. Markers of liver injury, 

oxidative stress and key modulators of liver fibrosis were assessed. Results: SNAC 

treatment reduced the increase in blood enzyme activities (ALT, AST and alkaline 

phosphatase), and the histological changes induced by CBDL. The increase in TBARS 

concentration and hydroperoxide-induced chemiluminescence were also reduced by 

SNAC treatment. SNAC down-regulated expression of collagen 1α, alpha-smooth 

muscle actin, tumour growth factor-β, metalloproteinase-2, metalloproteinase inhibitor 

1, platelet derived growth factor and tumour necrosis factor-α in CBDL rats. These 

effects were accompanied by inhibited activation of extracellular signal-regulated 

kinases, jun aminoterminal kinases, p38 and AKT. SNAC blocks the elevation of serum 

markers of hepatic injury and exerts antioxidant and antifibrotic effects in rats with 

secondary biliary cirrhosis. Results obtained indicate that SNAC, by down-regulating 

increased expression of several genes and modulating intracellular signaling pathways 

that contribute to the accumulation of matrix proteins, may be an interesting candidate 

for the treatment of human fibrosis and cirrhosis. 
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INTRODUÇÃO



 
 
 
 

 

INTRODUÇÃO__________________ 

 

O fígado tem um papel importante na homeostasia do organismo. Apresenta 

funções na regulação do metabolismo, incluindo síntese e estoque de glicogênio, 

gliconeogênese e funções no metabolismo de proteína e lipídios. O fígado é também 

responsável pela produção de bile, síntese de proteínas plasmáticas e pela detoxificação 

de drogas (Zimmerman, 1999). 

 

 A injúria crônica do fígado leva à cirrose hepática, que é causada pela fibrose 

difusa, modificadora da arquitetura tecidual, sendo doença com muitas repercussões e 

complicações. Na sua história natural, há inúmeras complicações que determinam alta 

morbidade e mortalidade. Essa doença crônica, com suas complicações, necessita de 

cuidados médicos especiais, com inúmeras hospitalizações e altos custos para os 

sistemas de saúde. O desenvolvimento de estratégias, como vacinas, diminuição do uso 

de álcool e diagnóstico precoce, possibilitariam menor prevalência dessa doença crônica 

e menor custo ao sistema público (Sherlock, 1984; Sikuler, Kravetz et al., 1985). 

 

 Estágios finais de doenças hepáticas, como a cirrose, estavam na 12ª posição 

entre as causas de morte nos Estados Unidos no ano de 2002 (Anderson e Smith, 2005). 

Mais de 17500 pacientes aguardam na fila de transplante de fígado nos Estados Unidos, 

e a maioria aguarda pelo menos dois anos para receber um órgão. Devido à alta 

prevalência e à incidência da doença, pacientes com doença hepática são 

frequentemente hospitalizados em unidades de tratamento intensivo de elevado custo de 

manutenção (Huffmyer e Nemergut, 2007). A reversão desse quadro só ocorreria com 

transplante hepático, dependendo da etiologia. 

 

 No Brasil, o número de transplantes de fígado passou de 486, em 2000, para 564 

em 2001, 676 em 2002, 816 em 2003, 966 em 2004, 977 em 2005 e mais de 1000 em 

2006, demonstrando o aumento expressivo desse procedimento.  No ano de 2005, 6288 

pacientes aguardavam em lista de espera para a realização de transplantes de fígado no 

Brasil. Denota-se uma grave desproporção entre a lista de espera e a realização de 
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transplantes, o que evidencia a alta taxa de mortalidade dos pacientes que aguardam por 

esse procedimento. Na cidade de São Paulo, o índice da desproporção superou 20% no 

ano de 2006 (Ferraz-Neto e Carballo, 2007). Em 2008, foram realizados 1174 

transplantes de fígado no Brasil, sendo 102 no estado do Rio Grande do Sul (Associação 

Brasileira de Transplantes de Órgãos, 2008). 

 

 Observa-se que há crescente demanda de pacientes com hepatite crônica e 

cirrose em lista de espera de transplante que não é contemplada pela escassa doação de 

órgão. Essa diferença tende a se perpetuar e a aumentar, tornando necessário medidas 

que possibilitem a diminuição do número de pacientes crônicos, por meio da profilaxia 

da infecção viral, da diminuição do alcoolismo e do estudo de fármacos que possam 

impedir ou prevenir a progressão da fibrose hepática e suas complicações. 

 

 Trabalhos científicos na área de fisiopatologia hepática têm demonstrado o 

envolvimento e a importância do estresse oxidativo na fibrose hepática e suas 

complicações, como a hipertensão portal, a encefalopatia hepática e a síndrome 

hepatopulmonar (Svegliati Baroni, D'ambrosio et al., 1998; Moreira, Fraga et al., 2004; 

Tieppo, J, Vercelino, R et al., 2005; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008; Vercelino, 

Tieppo et al., 2008). 

 

 Tendo em vista a importância do assunto e a crescente demanda de fígado para 

transplante, nosso estudo visa à análise de complicações da cirrose, da fibrose instalada 

e do envolvimento do estresse oxidativo, procurando entender os mecanismos 

moleculares envolvidos, na tentativa de elucidar o processo fisiopatológico e avaliar o 

efeito dos fármacos N-acetilcisteína e S-nitroso-N-acetilcisteína sobre esses 

mecanismos, na tentativa de, futuramente, valer-se deles para aumentar a sobrevida dos 

pacientes até o momento do transplante. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO__________________ 

 

1.1 Cirrose Hepática 

 

 O fígado normal contém um componente epitelial (hepatócito), um revestimento 

endotelial, macrófagos teciduais (células de Kupffer) e células estreladas perivasculares 

(Figura 1). Na estrutura sinusoidal, o espaço subendotelial de Disse separa os 

hepatócitos de endotélio sinusoidal e contém matriz de baixa densidade. Essa matriz 

subendotelial contém um entrelaçado de matriz extracelular que providencia um suporte 

celular, impedindo o transporte de solutos e fatores de crescimento (Figura 2A). Durante 

a injúria hepática, inicia a deposição de matriz extracelular, deteriorando a função do 

hepatócito (Figura 2B). 

 

 A cirrose surge como consequência da fibrose e do acúmulo de matriz 

extracelular, em resposta ao mecanismo de dano e cicatrização do fígado e envolve uma 

gama de tipos celulares e outros mediadores acometendo o tecido hepático (Friedman, 

2008b). 

 

 As hepatites virais, predominantemente B e C, representam as maiores causas de 

fibrose hepática, juntamente com o consumo crônico de álcool.  Muitos outros 

estímulos podem induzir a fibrose hepática, incluindo sobrecarga de ferro e cobre, 

consumo de drogas e obstrução biliar. A fibrose hepática é caracterizada pela deposição 

excessiva de proteínas na matriz extracelular na qual predomina o colágeno tipo I. O 

excesso de deposição de matriz extracelular rompe a arquitetura normal do fígado, 

provocando a injúria tecidual e a fibrose (Parsons, Takashima et al., 2007).  
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Figura 1: Arquitetura sinusoidal e localização das células estreladas hepáticas 

(Friedman, 2003).  

 

 

Figura 2: A ilustra a arquitetura sinusoidal normal com as células estreladas contendo 

gotículas de retinóides. B ilustra a multiplicação das células estreladas, o acúmulo de 

matriz extracelular e a perda das vilosidades e capilarização dos sinusóides (Friedman, 

2003).  

 

 A cirrose é considerada o estágio mais avançado da fibrose, evidenciada pela a 

desestruturação do parênquima hepático associada ao aparecimento de septos e nódulos 

fibróticos, alterações no fluxo sanguíneo hepático, e risco de falência do fígado 

(Friedman, 2008b). 

 

 Mesmo considerando que a histopatologia e a fisiopatologia da cirrose variam de 

acordo com agente etiológico (álcool, vírus, toxinas, defeitos metabólicos, obstrução 
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biliar) o padrão histológico final do fígado é sempre o mesmo, um processo difuso 

caracterizado pela presença de fibrose e uma conversão da arquitetura do fígado normal 

em nódulos estruturais (Schiff, Sorrell et al., 2003).  

 A resposta aos estímulos inflamatórios conduz a uma cascata de eventos por 

meio da ativação de células estreladas. Esses eventos favorecem a cicatrização celular 

através do aumento da proliferação celular, da contratilidade, da fibrogênese, da 

degradação da matriz e das sinalizações pró-inflamatórias (Friedman, 2008b). 

 

 As células estreladas, conhecidas como células de “Ito”, lipocíticas ou 

persinusoidais específicas do fígado, são encontradas em um estado quiescente no 

espaço de Disse, (entre os hepatócitos e os sinusóides) (Wake, 1971). Durante a 

agressão hepática crônica, as células estreladas diferenciam-se de um fenótipo 

miofibroblástico ativado que se caracteriza por acentuada proliferação e secreção de 

componentes de matriz extracelular (Blomhoff e Wake, 1991; Bissell, 1992). 

 

 A fisiopatologia da fibrose hepática ocorre através da ativação das células 

estreladas e apresenta duas fases (Figura 3): 

 

 
 

Figura 3: Célula Estrelada Hepática em um processo de injúria do fígado. (Hui e 

Friedman, 2003). 
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1ª) Fase da Iniciação: Conhecida também como pré-inflamatória. É a fase em que 

ocorre mudança na expressão de genes e fenótipos, que levam a célula a produzir 

citocinas. Nessa fase, ocorre produção de fibronectina pela estimulação parácrina das 

células endoteliais, as quais ativam as células estreladas, e participam da conversão do 

fator de crescimento tumoral beta (TGF-β) latente na sua forma ativa. Ocorre também 

síntese de substâncias da matriz extracelular e proliferação celular a partir da 

estimulação parácrina das células de Kupffer. Há liberação de retinóides pelas células 

estreladas através da ação das citocinas (especialmente TGF-β) e formação de espécies 

reativas de oxigênio e peróxidos lipídios (Bilzer et al., 2006; Friedman, 2008a). 

 

2ª) Fase da perpetuação: Nessa fase ocorre a perpetuação da ativação das células 

estreladas. Nela observam-se seis modificações celulares: proliferação quimiotaxia, 

fibrogênese, contratilidade, degradação da matriz e redução dos retinóides. 

 

• Proliferação: Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é o mais 

potente mitógeno das células estreladas (Borkham-Kamphorst et al., 2007).  Os 

receptores de PDGF (PDGF-R) possuem atividade intrínseca de tirosina cínase1 

e sua expressão é aumentada com a ativação de células estreladas (Lechuga, 

Hernández-Nazara et al., 2006). Outros compostos com atividade mitogênica 

nas células estreladas e com papel potencial na fibrogênese incluem fator de 

crescimento vascular endotelial e seus receptores entre outros. A AKT, uma 

proteína com importante função na sinalização celular, é ativada pela 

estimulação do PDGF na fase de proliferação das cél ulas estreladas, 

favorecendo a expressão gênica de colágeno (Marra et al.,1998; Yoshiji et al., 

2003; Parsons, Takashima et al., 2007; Friedman, 2008).  

 

• Quimiotaxia: Após o dano agudo ao fígado, o número de células estreladas é 

aumentado em áreas com infiltrado inflamatório (Geerts, Lazou et al., 1991), e 

isso provavelmente é consequência tanto da proliferação como da migração de 

células estreladas. A capacidade de migrar pode ser mostrada nas células 

                                                 
1 De acordo com o Dicionário de Língua Portuguesa Houaiss, há três formas de escrever a tradução do 
termo Kinase, sendo elas, quinase, cinase e cínase, sendo esta última, a forma preferencial para a língua 
portuguesa (Houaiss e Antonio, 2001). 
 



  Referencial Teórico 
 
 

 

9

  

estreladas quiescentes ou ativadas. Os quimioatraentes identificados são PDGF, 

proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e receptor CXCR3 (Friedman, 

2008a).  

 

• Fibrogênese: A fibrogênese surge em decorrência da estimulação das células 

estreladas pelo aumento da produção dos componentes da matriz extracelular, 

sendo o TGF-β o maior estímulo para a produção do colágeno do tipo I, 

fibronectina e proteoglicanos, além do TGF-β, outros fatores estimulam a 

produção do colágeno do tipo I, retinoides, interleucina-1β (IL-1β), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e acetaldeído (Inagaki e Okazaki, 2007; Friedman, 

2008a). A lipoperoxidação também é apresentada como importante indutor de 

deposição de matriz extracelular que pode estar relacionada à redução das 

defesas antioxidantes das células estreladas (Svegliati Baroni, D'ambrosio et al., 

1998; Pavanato, Tuñón et al., 2003; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). 

 

• Contratilidade: A contratilidade das células estreladas pode ser o maior 

determinante do aumento da resistência portal durante a fibrose hepática. As 

células estreladas ativadas impedem o fluxo do sangue portal por constringir os 

sinusoides, contraindo o fígado fibrótico, por ação da endotelina I (ET-1). A ET-

1 e o óxido nítrico (NO) são os maiores reguladores da contratilidade das células 

estreladas, em adição ao crescimento de uma lista de mediadores que inclui o 

angiotensinogênio II, peptídio atrial netriurético, somatostatina, monóxido de 

carbono, eicosanoides entre outros. As células estreladas ativadas apresentam 

também maior expressão da actina-alfa de músculo liso (α-SMA) a qual confere 

também maior contratilidade a essas células (Rombouts, Knittel et al., 2002; 

Rockey, 2003; Friedman, 2008a)  

 

• Degradação da Matriz: A fibrose reflete um equilíbrio entre a produção e a 

degradação da matriz celular. Dessa forma, a degradação da matriz é um evento 

chave no processo de formação da fibrose hepática. A destruição da matriz 

hepática normal pelas proteases que degradam a matriz acelera o processo de 

cicatrização, prejudicando a função celular. Esse processo de degradação da 

matriz é realizado pelas metaloproteinases (MMPs) que têm função de degradar 
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o colágeno tipo I, mais especificamente a MMP-1. A regulação da atividade das 

MMPs ocorre através dos inibidores das metaloproteinases (TIMPs). As células 

estreladas produzem TIMP-1 e TIMP-2, e a produção contínua dessas proteínas 

levaria a redução da degradação da matriz durante a injúria hepática. (Iredale, 

2001; Murphy, Issa et al., 2002; Friedman, 2008a). 

 

• Redução dos retinóides: A ativação das células estreladas é acompanhada pela 

perda dos retinoides perinucleares. Em cultura, os retinoides são estocados como 

retinil éster, considerando que a forma de retinoide liberado pela célula é retinol, 

sugerindo que há hidrólise intracelular de ésteres antes da saída. Se a perda de 

retinoide é requerida para ativação das células estreladas, o tipo de retinoide que 

poderia acelerar ou prevenir a ativação não está esclarecido (Friedman, Wei et 

al., 1993; Friedman, 2008b). 

 

 As células de Kupffer são macrófagos dotados de grande mobilidade que estão 

aderidos ao endotélio, realizam endocitose de micro-organismos e de eritrócitos, 

secretam uma série de fatores como TNF-α, interleucinas, colagenase e hidrolases 

lisossômicas (Brouwer, Barelds et al., 1988).  A ativação e a infiltração das células de 

Kupffer também apresentam um papel proeminente no mecanismo da fibrose hepática. 

O influxo dessas células coincide com a ativação das células estreladas. As células de 

Kupffer podem estimular a síntese de matriz, a proliferação celular e a liberação de 

retinoides pelas células estreladas através da ativação de citocinas e espécies ativas de 

oxigênio (Friedman, 2003). 

 

 As células de Kupffer podem influenciar as células estreladas através da 

secreção de metaloproteinase 9 (MMP-9), que ativa o TGF-β e, assim, estimula as 

células estreladas a produzirem o colágeno. A produção de NO pode ser influenciada 

pelas células de Kupffer e contrabalançar os efeitos das espécies ativas de oxigênio 

reduzindo a proliferação e a contratilidade das células estreladas (Friedman, 2003; 

Bilzer, Roggel et al., 2006).  

 

 Além das células estreladas e das células de Kupffer, a vasculatura intra-hepática 

está diretamente relacionada com o processo de fibrogênese, apresentando componentes 
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celulares envolvidos na resistência vascular. As unidades microvasculares intra-

hepáticas são formadas por vênulas portais, arteríolas hepáticas, sinusoides e vênulas 

centrais. Nesses locais, ocorre a modulação da resistência intra-hepática, assim como do 

fluxo sanguíneo. Nos sinusoides, as células endoteliais e as células estreladas têm sido 

identificadas como elementos celulares mais importantes na regulação da resistência. 

Por exemplo, o NO, liberado pelas células endoteliais, parece ter um efeito de 

relaxamento sobre as células estreladas (Mccuskey, 2000; Rockey, 2003). 

 

No fígado normal, ocorre equilíbrio entre as substâncias vasoconstritoras (ex: 

ET-1) e as substâncias vasodilatadoras (ex: NO). No entanto, no fígado injuriado, ocorre 

desequilíbrio dessas substâncias, com aumento da síntese de ET-1 e diminuição na 

produção de NO, levando o fígado à endoteliopatia. Nesse contexto, ocorre 

contratilidade aumentada das células estreladas, constrição sinusoidal, com aumento da 

resistência intra-hepática ao fluxo sanguíneo. Após a ativação das células estreladas, a 

expressão das proteínas do músculo liso é aumentada e as vias sinalizadoras são 

potenciadas. Além dos mediadores citados, existem outros, como a angiotensina II, 

prostanoides, e monóxido de carbono, que podem também desempenhar um papel na 

endoteliopatia encontrada na cirrose. Finalmente, a disfunção endotelial pode estar 

presente nos compartimentos vasculares intra-hepáticos não sinusoidais (Rockey, 2003; 

Friedman, 2008a).  

 

Figura 4: Endoteliopatia na circulação vascular intra-hepática (Rockey, 2003). 

Fígado Normal Fígado Cirrótico 

Células 
Estreladas 

VASODILATADORES VASOCONSTRITORES 
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A presença de nódulos formados a partir dos septos de fibrose é condição 

essencial da cirrose. Os septos de fibrose podem envolver um lóbulo único, formando 

pontes de uma veia porta à outra, podem também atravessar o lóbulo, unindo a veia 

central à veia porta, para criar nódulos menores, ou ainda cercar muitos lóbulos para 

criar um nódulo maior.  Na cirrose, são reconhecidas três categorias morfológicas, 

baseadas no tamanho dos nódulos cirróticos: O micronodular, em que os nódulos 

apresentam um diâmetro menor que 3 mm de  diâmetro; o tipo macronodular, em que os 

nódulos apresentam tamanho maior que 3 mm de diâmetro e normalmente mostram 

variações no tamanho. O terceiro tipo, chamado misto, é formado por uma mistura 

padrão, do tipo micronodular e macronodular (Fgura 5) (Schiff, Sorrell et al., 2003). 

 

A cirrose densa, com formação de nódulos e hipertensão portal, é considerada 

irreversível. A reversibilidade da cirrose pela regressão do processo fibrótico em 

inúmeros casos tem sido bem documentada (Bonis, Friedman et al., 2001), ocorrendo 

após a abstinência alcoólica em cirrose desenvolvida por álcool ou em pacientes com 

hepatite C, que tenham respondido à terapia com interferon (Shiratori, Imazeki et al., 

2000).   

 

Figura 5: Representação do hepatócito normal e as sucessivas etapas envolvidas para a 

progressão da cirrose estabelecida, citado por Pavanato, 2004 (Pavanato, 2004).  
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Pacientes com cirrose e hepatite B, tratados com lamivudina, demonstraram 

aparente regressão da cirrose (Wanless, Nakashima et al., 2000). A regressão também 

ocorreu em modelos experimentais com obstrução de ducto biliar e por toxicidade 

induzida por tetracloreto de carbono quando submetidos ao mesmo tratamento 

(Zimmermann, Blaser et al., 1994; Peres, Tuñón et al., 2000; Pavanato, Tuñón et al., 

2003; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008).   

 

1.2 Cirrose Biliar Secundária 

 

 A cirrose biliar secundária é uma complicação tardia da obstrução prolongada 

das vias biliares extra-hepáticas ocorrendo em menos de um décimo de pacientes. 

Ocorre mais freqüentemente como consequência de obstrução por lesão benigna do que 

por neoplasia, em vista da curta sobrevida dos pacientes no segundo caso. Por outro 

lado, tem sido mais observada em obstruções benignas não infectadas, talvez em vista 

do maior grau de obstrução. A infecção das vias biliares, uma vez instalada, parece 

acelerar a formação da cirrose. A duração da obstrução para o desenvolvimento da 

cirrose é, em geral, superior a um ano, embora, em circunstâncias menos frequentes, 

possa ser observada após três a quatro meses apenas (Silva e D'albuquerque, 1986). 

 

 A obstrução crônica da via biliar extra-hepática pode determinar estase biliar e 

áreas focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferação e dilatação dos 

ductos e canalículos biliares dos espaços porta, colangite estéril ou infecciosa com 

infiltração de polimorfonucleares e edema e fibrose dos espaços porta (Abdel-Aziz, 

Lebeau et al., 1990). 

 

 O dano hepático colestático é característica da cirrose biliar secundária e se 

define com critérios histopatológicos específicos e bioquímicos bem estabelecidos. 

Naquelas condições em que a colestase de longa duração representa a principal causa de 

dano hepático, a acumulação de ácidos biliares tóxicos exerce papel fundamental na 

determinação da necrose e, portanto, da fibrose hepática (Parola, Leonarduzzi et al., 

1996; Pastor, Collado et al., 1997; Orellana, Rodrigo et al., 2000). 
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A citotoxicidade dos ácidos biliares é atribuída a diversos mecanismos, 

incluindo as suas propriedades detergentes, a alteração da homeostase do Ca+2 

intracelular, a depleção de ATP e o dano mitocondrial. Trabalhos recentes sugerem que 

na patogênese do dano colestático hepático participam espécies ativas de oxigênio e 

reações de radicais livres (Parola, Leonarduzzi et al., 1996). 

 

A obstrução prolongada do ducto biliar em ratos é um modelo experimental para 

induzir cirrose biliar secundária e fibrose, sendo que se estabelecem as características 

próprias da patologia em torno de vinte e oito dias (Figura 6). Nesse período, a 

obstrução provoca uma dilatação do ducto biliar, edema, reações inflamatórias agudas 

pelo refluxo biliar e aparecimento de fibrose periportal devido a alterações na síntese e 

degradação de proteínas matriciais como o colágeno, as glicoproteínas e os 

proteoglicanos, causando uma desorganização da arquitetura natural do parênquima 

(Kountouras, Billing et al., 1984; Pastor, Collado et al., 1997; Peres, Tuñón et al., 2000; 

Rezaei, Ardestani et al., 2008).  

  

Figura 6: Modelo de cirrose biliar secundária por ligadura de ducto biliar comum 

(Fernandes e Mies, 1998). 
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1.3 Síndrome Hepatopulmonar 

 

 Os pacientes com doenças crônicas do fígado podem apresentar sinais e 

sintomas como hemorragia digestiva, encefalopatia portossistêmica, ascite, eritema 

palmar e esplenomegalia (Agusti, Roca et al., 1989). Alguns deles, 10 a 20%, 

apresentam complicações do sistema respiratório, como dispneia, platipneia (dispneia 

em ortostase), ortodeóxia (queda da saturação de oxigênio em ortostase), hipocratismo 

digital e cianose (Krowka e Cortese, 1994). 

 

Alterações na função respiratória são achados comuns em pacientes que 

apresentam doença hepática crônica. As estimativas são tão altas que 50-70% dos 

pacientes queixam-se de dispnéia (Roberts, Arguedas et al., 2007). O diagnóstico 

diferencial da dispneia nesses pacientes e suas causas devem ser sempre considerados. 

Nos últimos quinze anos, as anormalidades vasculares pulmonares foram reconhecidas 

cada vez mais como entidades clínicas importantes que influenciam a sobrevivência do 

candidato ao transplante hepático (Fallon e Abrams, 2000; Huffmyer e Nemergut, 

2007).  

 

As consequências hemodinâmicas das doenças do fígado, na circulação 

sistêmica e pulmonar, incluem ainda insuficiência cardíaca, causada por shunt 

arteriovenoso hepático, hipertensão pulmonar plexogênica, cardiomiopatia e síndrome 

hepatopulmonar. A anormalidade vascular mais comum é a síndrome hepatopulmonar 

(SHP), que ocorre quando a vasodilatação intrapulmonar prejudica a oxigenação arterial 

(Naschitz, Slobodin et al., 2000; Rodríguez-Roisin e Krowka, 2008). 

 

 O termo “síndrome hepatopulmonar” (SHP) foi usado pela primeira vez no ano 

de 1977 para descrever o que hoje é reconhecido como dilatação microvascular, 

resultando no desequilíbrio da oxigenação arterial, em presença de doença hepática 

(Lange e Stoller, 1995). 

 

A SHP é definida como um defeito na oxigenação arterial, induzida por 

dilatações vasculares intrapulmonares, associada a doenças hepáticas. O componente 

vascular característico da SHP inclui capilares pulmonares dilatados, difusos ou 
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localizados e, menos comumente, comunicações pleurais e comunicações arteriovenosas 

pulmonares. A fisiopatologia da hipoxemia na SHP é multifatorial. Os mecanismos 

predominantes incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relação ventilação-

perfusão, baixa difusão, desequilíbrio da difusão-perfusão ou do gradiente de oxigenção 

alvéolo-capilar (Figura 7) (Aboussouan e Stoller, 2000; Rodríguez-Roisin e Krowka, 

2008). 

 

 

Figura 7: Fisiopatologia da SHP (Rodríguez-Roisin e Krowka, 2008). 

 

 A SHP caracteriza-se por uma tríade que consiste em doença hepática ou 

hipertensão portal, aumento do gradiente alvéolo-capilar no ar ambiente e dilatações 

vasculares intrapulmonares, na ausência de doença pulmonar ou cardíaca coexistente, as 

quais podem resultar em concentrações arteriais de oxigênio abaixo da normalidade, 

levando a alterações sistêmicas (Rodríguez-Roisin e Krowka, 2008). 

 

  As anormalidades na troca gasosa são caracterizadas pela desoxigenação. A 

European Respiratory Society (ERS) Task Force propõe o seguinte estagiamento da 

severidade da SHP baseado na determinação da PaO2 (Rodríguez-Roisin, Krowka et al., 

2004).  
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1. Média: PaO2 >80 mmHg 

2. Moderada: PaO2 <80 a 60 mmHg 

3. Severa: PaO2 <60 a 50 mmHg 

4. Muito Severa: PaO2 <50 mmHg 

 

 Krowka e colaboradores, em 1993, propuseram dois padrões radiográficos para 

SHP, baseando-se nas características angiográficas: tipo 1, ou padrão mínimo, 

caracterizado por microdilatações difusas, e tipo 2, que é caracterizado por discretas e 

localizadas comunicações arterio venosas. O padrão tipo 1 pode estar associado  à 

hipoxemia severa e à ortodeóxia, porém tem boa resposta à oxigenioterapia a 100%, e o 

tipo 2 responde pobremente à oxigenioterapia (Krowka, Dickson et al., 1993). 

 

 O mecanismo da vasodilatação intrapulmonar não é bem definido. Muitas 

hipóteses têm sido consideradas, tais como desequilíbrio entre substâncias 

vasodilatadoras e vasoconstritoras no pulmão (Aboussouan e Stoller, 2000). 

 

 Vários mediadores humorais têm sido propostos como os vasodilatadores 

circulantes responsáveis pela SHP. Entre eles, estão incluídos prostaglandinas, 

glucagon, substância P, peptídio atrial natriurético, fator de ativação plaquetário e NO 

(Panos e Baker, 1996). 

 

 Experimentalmente, o modelo de ligadura de ducto biliar é o único modelo que 

identifica as características da síndrome hepatopulmonar (Fallon, Abrams et al., 1997; 

Tieppo, Vercelino et al., 2005; Vercelino, Tieppo et al., 2008). Fallon e colaboradores 

(1997) demonstraram que a ligadura de ducto biliar é modelo ideal para o estudo da 

SHP, com os animais cirróticos a partir de quatro semanas, quando já apresentam 

hipoxemia e vasodilatação intrapulmonar. O gradiente alvéolo-capilar apresenta 

diferença superior a 100% e é acompanhado de hipoxemia, com valores inferiores a 85 

mmHg, quando comparado ao grupo controle. Esses achados foram associados à 

vasodilatação intrapulmonar, atribuída aos elevados valores na expressão eNOS no 

pulmão de ratos cirróticos (Fallon, Abrams et al., 1997; Tang, Luo et al., 2007) 

 

Um grupo de pesquisadores franceses relacionou o aumento de NO à 

translocação bacteriana, que ocorre em 45-75% dos animais cirróticos induzidos 
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experimentalmente. Essa translocação bacteriana favorece a entrada de bactérias e 

endotoxinas na circulação pulmonar, gerando acúmulo de macrófagos no endotélio, os 

quais secretam produtos para o meio extracelular, incluindo citocinas e NO, que, em 

altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente tóxica e oxidante (Thannickal e 

Fanburg, 2000; Rabiller, Nunes et al., 2002). Foi demonstrado que animais cirróticos 

por ligadura de ducto biliar, que apresentavam hipoxemia e vasodilatação, também 

apresentavam aumento da lipoperoxidação no tecido pulmonar, provavelmente devido à 

ação oxidativa de radicais livres e do NO em altas concentrações na circulação 

pulmonar (Tieppo, Vercelino et al., 2005; Vercelino, Tieppo et al., 2008).  

 

Recentes estudos indicam que a translocação bacteriana aumenta a produção 

TNF-α em cirrose (Wiest, Das et al., 1999; Genesca, Marti et al., 2003). Experimentos 

desenvolvidos por Luo e colaboradores (Luo, Liu et al., 2004) evidenciam a 

participação do TNF-α no desenvolvimento das anormalidades vasculares pulmonares 

no modelo experimental de SHP. O aumento dessa citocina em plasma de ratos com 

ligadura de ducto biliar comum está relacionado à redução da clareance hepática e ao 

aumento da translocação bacteriana nesse modelo, provocando, assim, o 

desenvolvimento da SHP. 

 

1.4 Equilíbrio Redox e Rotas de Sinalização Celular 

 
1.4.1 Estresse Oxidativo e Nitrosativo 

 

O oxigênio (O2) é um elemento vital e também é potencialmente nocivo. Em 

certas condições, é responsável por reações químicas muito tóxicas para as células 

(Boveris e Chance, 1973; Llesuy, 2002). 

 

A molécula de oxigênio, em seu estado natural, é um birradical, possui dois 

elétrons desemparelhados. Além de ser um bom agente oxidante, é capaz de oxidar 

outros átomos ou moléculas aceitando um par de elétrons (Figura 8) (Llesuy, 2002). 

Os intermediários da redução parcial do oxigênio são ânion superóxido (O2
•-), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singlet (1O2) e radical hidroxil (OH•). Todos  
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são denominados espécies ativas de oxigênio, por serem capazes de existir de forma 

independente (Llesuy, 2002). 

 

  Os efeitos deletérios do oxigênio sobre os organismos aeróbios variam, 

consideravelmente, com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiológico 

e com a dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados 

de formas diferentes. Esses efeitos ocorrem devido a elevada produção de radicais livres 

ou de espécies ativas de oxigênio (Farber, Kyle et al., 1990).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema de produção das espécies ativas de oxigênio (Llesuy, 2002). 

 

  O radical livre de oxigênio é uma espécie química capaz de existir de forma 

independente e contém um ou mais elétrons desemparelhados. A presença de um elétron 

desemparelhado confere às espécies caráter paramagnético, alto grau de reatividade 

química e curta vida média (Halliwell e Gutteridge, 1999; Valko, Leibfritz et al., 2007).  

 

Os radicais podem ser formados durante o metabolismo normal de toda a célula, 

pela perda de elétrons de um não radical ou pelo ganho de um elétron por não radical. 

Eles podem também ser formados quando uma ligação covalente é quebrada, se cada 

um dos átomos ficar com um elétron, em um processo conhecido como fissão 

homolítica (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

 

As espécies ativas de oxigênio (EAO), tais como O2
•-, H2O2, 1O2 e OH• e outros, 

podem ter origem endógena e exógena. As principais fontes endógenas de geração das 

espécies ativas de oxigênio são peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mito-
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côndria e citocromo P-450. Como vias exógenas, podem ser citadas radiação-γ, cigarro 

e solventes orgânicos (Llesuy, 2002). 

 

A excessiva formação endógena de radicais livres pode ser causada por (1) 

ativação aumentada de fagócitos; (2) interrupção dos processos normais de transferência 

de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial; (3) aumento da concentração de íons 

metálicos de transição por escape do grupamento heme de proteínas em locais de lesão 

ou doenças metabólicas; e (4) por níveis diminuídos das defesas antioxidantes. 

Entretanto, torna-se difícil determinar se, na doença humana, os radicais livres são a 

causa ou potencializam o dano patológico (Halliwell e Gutteridge, 1999; Dröge, 2002).  

 

Por outro lado, as EAO são reconhecidas como importantes sinalizadoras 

intracelulares e estão envolvidas na regulação redox no interior das células do sistema 

imune (Halliwell, 2007; Oktyabrsky e Smirnova, 2007). Sabe-se que células 

fagocitárias, como macrófagos e neutrófilos, são ativadas sob condições oxidativas. 

Essa ativação é mediada pelo sistema da NADPH oxidase que resulta em marcado 

incremento no consumo de oxigênio e conseqüente produção de O2
•-. A ativação da 

NADPH oxidase pode ser induzida por lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas e 

citocinas, como inteferon-gama (IFN-γ), IL-1β e TNF-α (Figura 9) (Dröge, 2002).  

 

O O2
•- é convertido em H2O2 pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD). 

Essa enzima possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganês-SOD, 

uma constitutiva e outra induzível, respectivamente (Halliwell, 2007).  

 

Em presença de íons ferro (Fe2+) ou outros metais de transição, o O2
•- e o H2O2 

são convertidos, via reação de Fenton, o HO•, que é provavelmente responsável pela 

toxicidade celular associada às espécies ativas de oxigênio. Quando formado o HO•, ele 

rapidamente reagirá com a molécula mais próxima, que pode ser com lipídeos, proteínas 

ou bases de DNA. Isso acontece porque a taxa constante de reação do HO•, é bastante 

alta quando comparada às outras espécies reativas (k>109 M-1s-1) (Halliwell, 2007).  

 

O óxido nítrico (NO) é uma espécie radicalar diatômica encontrada 

endogenamente nos mamíferos, responsável por uma grande gama de ações biológicas 
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importantes e amplamente estudadas desde a sua descoberta, como fator de relaxamento 

derivado do endotélio (Ignarro, Buga et al., 1987). Além de desempenhar um papel 

chave no controle da pressão sanguínea, através da regulação do relaxamento do 

músculo liso (Wanstall, Jeffery et al., 2001), o NO também regula a adesão plaquetária 

(Tziros e Freedman, 2006), a agregação de neutrófilos (Forslund, Nilsson et al., 2000) e 

a citotoxicidade de macrófagos (Billack, 2006), além de estar envolvido na 

neurotransmissão (Lüth, Münch et al., 2002). 

 

O NO é sintetizado pela enzima intracelular NO sintase (NOS), através da 

oxidação da L-arginina, que produz citrulina e NO. As três principais isoformas da NOS 

até agora identificadas são a NOS1 (também conhecida como nNOS, por ter sido 

inicialmente isolada de tecido neuronal), NOS2 (ou iNOS), que é induzível por 

citocinas inflamatórias, endotoxinas, hipóxia e estresse oxidativo, e NOS3 (ou eNOS) 

predominante no endotélio. A nNOS e a eNOS são expressas constitutivamente e são 

por isso denominadas como NOS constitutivas (cNOS) (Nathan e Xie, 1994). 

 

Devido ao fato de o ambiente celular e plasmático conter espécies reativas que 

podem rapidamente inativar o NO livre, em contraste à meia-vida relativamente longa 

do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), foi considerado que o NO é 

estabilizado por uma molécula transportadora que prolonga a sua meia-vida e conserva 

sua atividade biológica. Em condições normais, o NO é produzido em baixas 

concentrações e atua como citoprotetor, podendo interatuar com os metais de transição e 

com outros radicais (Salvemini, Doyle et al., 2006; Halliwell, 2007). 

 

A produção exagerada de espécies ativas de nitrogênio é chamada de estresse 

nitrosativo. Isso pode ocorrer quando a geração de espécies reativas de nitrogênio em 

um sistema excede a habilidade do sistema em neutralizá-las e eliminá-las (Valko, 

Leibfritz et al., 2007).  

 

O O2
•- pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOO-), uma espécie 

ativa de nitrogênio. A adição de ONOO- às células, aos tecidos e aos fluidos corporais 

leva à rápida protonação, podendo resultar depleção de grupos-SH e outros 

antioxidantes, oxidação e nitração de lipídeos, quebra de DNA, nitração e desaminação 

de bases de DNA (especialmente a guanina). A nitração em resíduos de tirosina é 
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amplamente usada como um biomarcador da geração de ONOO- in vivo. Nesse sentido, 

tem sido considerada um importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em 

doenças humanas, ainda que não seja um biomarcador específico para ONOO- (Dröge, 

2002; Salvemini, Doyle et al., 2006; Halliwell, 2007).  

 

Dentre as espécies de oxigênio e nitrogênio, o ONOO- é capaz de depletar os 

grupamentos -SH e, com isso, alterar o balanço redox da glutationa no sentido do 

estresse oxidativo. Esse desequilíbrio no estado redox induz por regulação redox o 

inibidor kappa cínase (IKK) a fosforilar o inibidor kappa-B (IκB), possibilitando a 

translocação do fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-κB) para dentro do núcleo, 

levando à transcrição de diversos mediadores inflamatórios (Figura 9) (Bitencoutt, 

2007; Filippin, Vercelino et al., 2008).  

 
Figura 9: Formação de espécies ativas de oxigênio e nitrogênio (Filippin, Vercelino et 

al., 2008). 

Se, por um lado, altas concentrações de espécies ativas de oxigênio estão 

envolvidas na ativação do NF-κB com a manutenção do processo inflamatório atuando 

como agente causal de dano a macromoléculas, por outro, sugere-se que baixas 

concentrações de espécies ativas de oxigênio participem na regulação de diferentes 

funções nas células eucarióticas, tais como proliferação, biossíntese de hormônios, 

quimiotaxia, explosão oxidativa, apoptose e outras (Hwang e Kim, 2007; Oktyabrsky e 
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Smirnova, 2007).  Atualmente, sabe-se que espécies reativas podem contribuir na 

ativação das caspases, tanto por via intra quanto extracelular, levando à apoptose 

(Halliwell, 2007).  

 

1.4.2 Proteínas Cínase ativadas por Mitógenos 

 

Provavelmente o efeito mais significativo das espécies ativas de oxigênio esta na 

ativação das rotas de sinalização nas proteínas cínase ativada por mitógenos (MAPKs). 

As MAPK são subfamília de proteínas específicas de serina/treonina que respondem a 

estímulos extracelulares e regulam várias atividades celulares, como expressão gênica, 

mitose, diferenciação, sobrevivência celular e apoptose (Sun e Oberley, 1996).  

 

São conhecidos três grupos principais de MAPK cínase reguladora de sinal 

extracelular 1 e 2 (ERK1/2), cínase do N-terminal do c-Jun (JNK) e proteína cínase 

ativada por mitógeno p38 (p38) (Pearson, Robinson et al., 2001; Kaminska, 2005).  

 

O estímulo inflamatório, causado por citocinas e fatores de crescimento, assim 

como a produção exagerada de EAO podem desencadear e ativar a cascata das MAPKs. 

Essa cascata é ativada por cínases que se consistem de uma ou mais cínases em séries: 

MAPK kinase kinase (MAP3K) ativa MAPK kinase (MAP2K) que então ativa  a 

MAPK (Figura 10) (Lawrence, Jivan et al., 2008). 

 

Estudos experimentais acerca da regulação positiva das MAPKs através da 

administração de H2O2 têm mostrado que a ativação de cada rota de sinalização depende 

do tipo específico de estímulo. Por exemplo, é relatado que a produção de H2O2 por 

dano celular induz a ativação tanto da ERK1/2 como p38 (Iles e Forman, 2002). A rota 

da ERK1/2 está mais comumente associada à regulação da proliferação celular (Valko, 

Leibfritz et al., 2007). Está bem documentado o envolvimento do estresse oxidativo na 

ativação da ERK1/2 em diversos tecidos, como cardíaco, hepático, respiratório e outros 

(Jiménez, Zanella et al., 1997; Xiao, Pimentel et al., 2002; Conde De La Rosa, 

Schoemaker et al., 2006). A ERK1/2 é ativada pela MEK (MAP/ERK Kinase) que fica 

imediatamente acima dela na rota de sinalização (Crews e Erikson, 1993; Burgering, De 

Vries-Smits et al., 1993; Mccubrey, Lahair et al., 2006; Ramos, 2008). 
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A JNK apresenta uma rota similar à da ERK1/2. As MAP2K  que resultam na 

ativação da JNK são a MKK 4/7, que são cínases específicas que fosforilam a JNK 

(Davis, 1999; Yoshizawa, Ueda, Masutani et al., 2002; Mccubrey, Lahair et al., 2006;  

Matsuzawa e Ichijo, 2008). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Rota de ativação das MAPKs. MAPK: proteína cínase ativada por 

mitógenos; MAP2K: MAPK cínase; MAP3K: MAPK cínase cínase; RAS, RAF 

e Rac: proteínas de sinalização celular; ASK1: cínase-1 reguladora do sinal de 

apoptose; MLK: cínase de linhagem mista; MEKK1/4: proteína cínase ativada 

por mitógenos cínase cínase cínase  1 e 4; MEK1/2: MAP/ERK cínase 1 e 2; 

MKK3/6: proteína cínase ativada por mitógenos cínase cínase  3 e 6; MKK4/7: 

proteína cínase ativada por mitógenos cínase cínase  4 e 7; ERK1/2: cínase 

reguladora de sinal extracelular 1 e 2, JNK : cínase do N-terminal do c-Jun e 

p38: proteína cínase ativada por mitógeno p38 (Valko, Leibfritz et al., 2007). 

  

O mecanismo de ativação da p38 é muito similar ao mecanismo da JNK, porque 

os mesmos sinais podem ativar tanto a rota da p38 como da JNK. As espécies ativas de 

oxigênio podem estimular também a cínase de linhagem mista (MLK), que ativa MKK 

3/6, ativando a p38 (Guyton, Liu et al., 1996; Lander, Jacovina et al., 1996; Schieke, 

Briviba et al., 1999; Zhuang, Demirs et al., 2000; Mccubrey, Lahair et al., 2006). 
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A ERK, a JNK e a p38 demonstram ser ativadas em resposta ao estado redox 

intracelular e ao estresse oxidativo e potencialmente contribuem para sobrevivência ou 

morte celular (Matsuzawa e Ichijo, 2008). 

 

1.4.3 Antioxidantes Enzimáticos 

 

O organismo, a fim de proteger-se contra os danos oxidativos, desenvolveu 

inúmeras estratégias, como a prevenção da formação dos radicais livres através dos 

antioxidantes (enzimáticos e não enzimáticos) capazes de neutralizar o estresse 

oxidativo (Llesuy, 2002). 

 

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que, quando 

presente em baixas concentrações – comparadas àquelas de um substrato oxidável – 

atrasa significativamente ou impede a oxidação daquele substrato (o termo oxidável 

inclui macromoléculas tais como proteínas, lipídios, hidrato de carbono e DNA). A 

função desses compostos é manter os níveis intracelulares de espécies ativas de 

oxigênio em baixas concentrações e, para isso, atuam prevenindo a formação dessas 

espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas (Repetto e Llesuy, 

2002) 

 

Os antioxidantes enzimáticos compreendem agentes que cataliticamente 

removem os radicais livres e outras espécies ativas, como as enzimas SOD, catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx); proteínas que minimizam a disponibilidade de 

pró-oxidantes, como íons ferro e cobre ou como transferinas e hepatoglobinas; proteínas 

que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos, como proteínas de 

choque térmico; e substâncias de baixo peso molecular que combatem espécies ativas de 

oxigênio e espécies ativas de nitrogênio como glutationa, α-tocoferol, ácido úrico, 

bilirrubina e outros (Halliwell, 2007). 

 

O sistema antioxidante é constituído por componentes enzimáticos e não 

enzimáticos, que atuam conjuntamente na proteção celular. O sistema enzimático é 

considerado a linha de defesa primária, uma vez que evita o acúmulo do O2
•- e do H2O2, 
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Existem, também, as defesas secundárias que impedem a propagação da 

lipoperoxidação e as terciárias, enzimas de reparo de danos já instalados (Yu, 1994). 

 

Quando a substância age neutralizando as espécies ativas de oxigênio na fase de 

iniciação ou propagação da lipoperoxidação, levando à formação de um composto 

menos reativo, é chamada de scavenger. Ao passo que, se a substância antioxidante 

tiver a propriedade de absorver a energia de excitação dos radicais, neutralizando-os, é 

denominada de quencher (Sies e Murphy, 1991). 

 

A SOD tem por principal função atuar na dismutação do O2
•- em H2O2 e O2, 

sendo que o primeiro é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas 

(equação 1). Essa enzima pode ser classificada em três grandes grupos, segundo o 

metal que se encontra presente no sítio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a 

SOD-manganês, presente na matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos 

procariontes e plantas (Chance, Sies et al., 1979).  

 

                                                       SOD 

O2
•- + O2

•- + 2H+                                         H2O2 + O2         (equação 1) 

 

Os produtos finais da dismutação são o peróxido de hidrogênio e o oxigênio. O 

H2O2, apesar de não ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxila. A 

remoção dos peróxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais 

afinidade ao peróxido de hidrogênio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a 

redução do peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos (Llesuy, 2002). A 

ação da CAT sobre o peróxido é apresentada na equação 2. 

 

                                                       CAT 

2H2O2
                                 2H2O + O2         (equação 2) 

 Entre as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a 

atividade da GPX, que se localiza no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a 

redução do peróxido de hidrogênio, através da oxidação da glutationa reduzida (GSH). 

Para reestabelecer a glutationa oxidada (GSSH) à reduzida, é necessário que a 
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glutationa redutase (GR) promova a regeneração da GSSH, consumindo NADPH 

(Figura 11)(Halliwell e Gutteridge, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema adaptado de interação do sistema glutationa. GPx: 

glutationa peroxidase; H2O2: peróxido de hidrogênio; H2O: água; GSH: 

glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; FAD: 

flavina-adenina dinucleótido; NADP+: fosfato de dinucleótido de nicotinamida-

adenina; NADPH: fosfato de dinucleótido de nicotinamida-adenina reduzido   

(Halliwell, 1999). 

 

1.4.4 Antioxidantes Não Enzimáticos 

 
O sistema de defesa não-enzimático é formado pelos antioxidantes 

hidrossolúveis e antioxidantes lipossolúveis. Os antioxidantes hidrossolúveis são 

compostos que têm alta afinidade por água, podemos citar, entre eles, a glutationa 

(GSH), o ácido úrico e o ácido ascórbico (vitamina C). Os antioxidantes lipossolúveis 

são compostos que têm alta afinidade com lipídios e podemos citar, entre eles, os 

carotenóides, o α-tocoferol (vitamina E) e a bilirrubina. 

 

A glutationa é um tripeptídio, γ-glutamilcisteinilglicina é um tiol de peso 

molecular baixo (PM= 307,3), sendo mais abundante nas células de mamíferos. A 

concentração intracelular é, aproximadamente, 0,5 mM, mas, às vezes, alcança níveis 

tão altos como 10 mM. A concentração intracelular de GSH pode manter-se em estado 
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reduzido pela ação da enzima glutationa redutase (GR) que requer a presença de 

NADPH (Yu, 1994). 

 

O GSH tem várias funções no metabolismo, no transporte, na catálise (atuando 

como cofator para a família de enzimas do tipo peroxidase). Está envolvido no 

metabolismo do ácido ascórbico, na comunicação intercelular, prevenindo a oxidação e 

as ligações cruzadas dos grupos–SH das proteínas, da cisteína e da coenzima A. Parece 

participar no transporte intracelular de cobre, quelando os íons Cu2+ e diminuindo a sua 

disponibilidade para gerar radicais livres. É um agente radioprotetor e cofator para 

várias enzimas em diferentes rotas metabólicas, incluindo as enzimas envolvidas na 

síntese dos leucotrienos. Intervém também em vias enzimáticas (GSH-S-transferases) e 

não enzimáticas de detoxificação de xenobióticos. É importante também na degradação 

de proteínas que contêm pontes S-S, como a insulina. A sua função mais importante é a 

proteção que exerce frente ao dano oxidativo, causado pelas espécies reativas de 

oxigênio, geradas durante o metabolismo normal das células. O GSH pode reagir por 

via não enzimática com essas espécies. In vitro, o GSH pode reagir com o radical HO•, 

o HOCl, o radical RO•, o radical RO2
• e  1O2 (Halliwell, 2007). 

 

 O ácido ascórbico apresenta muitas propriedades antioxidantes, entre elas, a 

capacidade de neutralizar o O2
•-, HO2

•, HO• e de regenerar a vitamina E. Além disso, 

pode atuar como pró-oxidante quando se encontra em concentrações aproximadamente 

iguais a 1mM. Nessa concentração, o ácido ascórbico pode reduzir o Fe3+ a Fe2+, sendo 

esse último um potente indutor da reação de Fenton. A concentração e a localização 

intracelular do ácido ascórbico pode ser fator decisivo na atividade dessa vitamina como 

oxidante ou antioxidante (Halliwell, 2007). 

 

Os β-carotenos têm sido considerados como antioxidantes porque apresentam a 

capacidade de neutralizar radicais. Protegem os lipídios da peroxidação porque 

neutralizam as espécies ativas de oxigênio, principalmente o 1O2 . In vivo, apresentam 

uma atividade antioxidante eficiente porque podem inibir a peroxidação lipídica 

induzida pelo sistema da xantina oxidase. In vitro podem atuar também como oxidantes, 

dependendo da pressão parcial de O2 (Krinsky, 1989). 
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O α-tocoferol (vitamina E) encontra-se em altas concentrações em muitos 

tecidos, em nível intracelular, está associado às membranas ricas em lipídios, como nas 

membranas mitocondriais e do retículo endoplasmático. Pode reagir tanto com 

lipoperóxidos como com radicais alcoxil, sendo um protetor efetivo da peroxidação 

lipídica de membranas biológicas. A vitamina E neutraliza o 1O2, O2
•- ou o HO2

• e reage 

com o HO• (Landvik, Diplock et al., 2002).  

 

A bilirrubina é o produto do catabolismo das hemoproteínas, está presente no 

sangue e nos tecidos. É um antioxidante que bloqueia as reações em cadeia, reagindo 

com radicais peroxil, neutralizando os oxidantes (Halliwell, 2007). 

 

1.4.5 N-Acetilcisteína 

 

A N-acetilcisteína (NAC) é um composto tiólico que contém um grupo sulfidril 

formado pela seguinte fórmula química C5H9NO3S (Figura 12). Seu peso molecular é 

igual a 163,2 e é amplamente usado na clínica médica (Ziment, 1988). 

 

A NAC é um mucolítico que teve suas primeiras aplicações no tratamento de 

doenças congestivas e obstrutivas pulmonares associadas à hipersecreção. A NAC 

também é usada no tratamento de intoxicação aguda por acetoaminofen e, atualmente, é 

utilizada no tratamento da síndrome da angústia respiratória no adulto e, em casos de 

imunodeficiência adquirida, na infecção por HIV (Särnstrand, Tunek et al., 1995). Além 

destas aplicações, a NAC também é utilizada no câncer, doenças cardiovasculares e na 

intoxicação por metais (Kelly, 1998; Zafarullah, Li et al., 2003). 

 

Sua atividade antioxidante é dada principalmente por dois mecanismos:  

1 – reduzir diretamente o H2O2 e o O2•- a espécies menos reativas formando radicais 

sulfúricos ou cisteína;  

2 – promover a biossíntese de GSH que funciona como scavenger de radicais livres ou 

como substrato no ciclo redox da glutationa (Aruoma, Halliwell et al., 1989). 
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Figura 12: Fórmula química da N-acetilcisteína. 

 

Sua ampla utilização é justificada pelo fato de que NAC possui propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias (Cotgreave, 1997) e oferece proteção contra 

endotoxemia mediada pela administração de lipossacarídeo (LPS), observando 

diminuição de H2O2, e isso estaria diretamente relacionado à sua capacidade de reduzir 

espécies ativas de oxigênio, mais do que à sua função de promover a biossíntese de 

glutationa (Sprong, Winkelhuyzen-Janssen et al., 1998).  

 

Muitos trabalhos têm demonstrado os efeitos da NAC, principalmente 

modulando a atividade da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), reduzindo a 

formação de citocinas inflamatórias e inibindo a ação de neutrófilos (Bakker, Zhang et 

al., 1994; Cuzzocrea, Mazzon et al., 2000; Bergamini, Rota et al., 2001). 

 

Estudos que avaliam o papel da NAC na cirrose mostram que ela apresenta 

efeitos positivos na redução do estresse oxidativo, atuando sobre a atividade de enzimas 

antioxidantes e também sobre a lipoperoxidação. Pereira-Filho et al. (2008) 

demonstraram que NAC reduz a fibrose hepática em ratos cirróticos, assim como reduz 

a lipoperoxidação quando comparado com os animais que não receberam tratamento 

com NAC (Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). Em outro estudo, foi verificado que a 

NAC apresentou papel na manutenção das enzimas antioxidantes, assim como redução 

da lipoperoxidação em ratos cirróticos e esses dados estão diretamente relacionados à 

redução da ativação do TGF-β, citocina que estimula o mecanismo de fibrose (Galicia-

Moreno, Rodríguez-Rivera et al., 2009). 
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A NAC também apresenta um papel favorável na regulação do NO e citocinas 

inflamatórias.  O TNF-α e outras citocinas, assim como algumas EAO, alteram a 

atividade da NOS, o que provoca as alterações hemodinâmicas no modelo de 

hipertensão portal pelo aumento da produção de NO. Antioxidantes contendo grupo tiol, 

como a NAC, inibem a indução de NOS pelo TNF-α, prevenindo o desenvolvimento da 

circulação hiperdinâmica provocada pelo aumento da produção de NO mediada por 

citocinas (Fernando, Marley et al., 1998). Um outro estudo demonstrou o aumento de 

metabólitos de NO no pulmão, assim como de outras citocinas inflamatórias no modelo 

animal de embolismo pulmonar, que foram reduzidos com a administração da NAC 

(Liu, Kao et al., 2008). 

 

1.4.6 S-nitrosotióis e a S-Nitroso-N-Acetilcisteína 

 

Os S-nitrosotióis (RSNOs) são tioésteres de nitrito cuja estrutura geral é dada por 

R-S-N=O e são considerados transportadores endógenos de NO nos mamíferos (Wang, 

Zhang et al., 2000). As propriedades dos RSNOs são similares às do NO livre e incluem 

a vasodilatação, antiagregação plaquetária (Stamler, Simon et al., 1992; Simon, Stamler 

et al., 1993) e o relaxamento da musculatura lisa (Gaston, Drazen et al., 1994). Os 

RSNOs participam também de reações de S-transnitrosação, levando a modificações 

pós-translacionais em várias proteínas (Richardson e Benjamin, 2002) e sofrem 

decomposição térmica em solução, produzindo NO livre e um dissulfeto de acordo com 

a equação 3: 

 

2RSNO    RS-SR + 2NO (equação 3) 

 

Essa reação é catalisada por íons metais (especialmente por íons Cu2+) e é 

acelerada fotoquimicamente por irradiação com luz ultravioleta ou visível (Sexton, 

Muruganandam et al., 1994; Shishido e De Oliveira, 2000). 

 

Foi demonstrado que os RSNOs são potentes relaxantes dos músculos lisos e 

inibidores da agregação plaquetária e são os melhores candidatos para o transporte e 

armazenamento endógeno de NO (Clancy, Levartovsky et al., 1994; Askew, Butler et 

al., 1995; Kaye, Wiviott et al., 1997; Hogg, 2000). Alguns desses compostos, tais como 
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S-nitrosoalbumina (BSNO), S-nitroso-L-cisteina (CySNO), e S-nitrosoglutationa 

(GSNO), ocorrem naturalmente in vivo, e outros como S-nitroso-N-acetilpenicilina 

(SNAP), S-nitrosocaptopril, e S-nitrosomercaptoetillamina, são sintetizados. A sua 

síntese pode ser realizada pela reação da S-nitrosação de peptídeos contendo sulfidril, os 

quais são muito reativos às espécies nitrosativas (Stamler, Simon et al., 1992; Wink, 

Nims et al., 1994). L-cisteína (CySH) e glutationa (GSH) são naturalmente peptídeos 

contendo um grupo sulfidril no resíduo cisteína encontrado em quase todas as células. 

S-Nitrosoglutationa (GSNO), formado na S-nitrosação da GSH, é considerado um 

carreador endógeno de NO envolvido em muitas funções biológicas (Clancy, 

Levartovsky et al., 1994; Wink, Nims et al., 1994; Askew, Butler et al., 1995).  

 

 CySH é o precursor da GSH e tem sido demonstrado que está envolvido como 

intermediário em várias reações de transnitrozação com outros carreadores de NO (Park, 

Billman et al., 1993; Liu, Rudd et al., 1998). A NAC é também um precursor muito 

efetivo e estimulador da síntese da glutationa e pode ser prontamente nitrosado, 

produzindo S-nitros-N-acetilcisteína (SNAC) (Figura 13)(Shishido e De Oliveira, 

2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fórmula química da S-nitroso-N-acetilcisteína. 

 

Complicações vasculares da cirrose hepática, como a hipertensão portal e a 

síndrome hepatopulmonar, são as principais causas do aumento do índice de 

mortalidade de pacientes com doenças crônicas hepáticas (Jensen, 2002). Apesar de 

anormalidades anatômicas serem a causa principal do aumento de resistência ao fluxo 

sanguíneo portal através do fígado, um componente não estrutural da resistência intra-

hepática aumentada tem sido identificado e atribuído ao desbalanço multifatorial entre 

mediadores vasoconstritores e vasodilatadores (Rockey e Weisiger, 1996; Bilzer, 
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Roggel et al., 2006). Enquanto uma produção aumentada e/ou uma resposta exagerada 

do fígados cirrótico a vasoconstritores endógenos tem sido documentada em roedores 

(Rockey e Weisiger, 1996), redução a atividade óxido nítrico síntase endotelial (eNOS) 

na células endoteliais sinusoidais tem sido documentada (Rockey e Chung, 1998). 

Apesar de os níveis da proteína eNOS parecerem inalterados, células endoteliais 

sinusoidais de fígados cirróticos apresentam aumento proeminente na proteína inibitória 

caveolina ligada à eNOS, com uma concomitante diminuição da ligação com 

calmodulina, o que pode contribuir para a disfunção da NOS (Shah, Toruner et al., 

1999). 

 

A produção endotelial de NO reduzida contribui para o aumento dos tônus 

vascular observado na cirrose. Um tratamento farmacológico em potencial seria a 

modulação do relaxamento intra-hepático com NO, utilizando para isso agentes 

doadores de NO (Yokomori, Oda et al., 2003).  

 

A SNAC constitui um exemplo de RSNO que pode ser empregado como fonte 

exógena de NO e, quando utilizada para o tratamento da doença não alcoólica do fígado 

gorduroso em ratos, foi observado redução da lipoperoxidação e melhora dos aspectos 

histológicos e bioquímicos (De Oliveira, Simplicio et al., 2006; Laleman, Van 

Landeghem et al., 2007). Dessa forma, é importante que se avalie o efeito de doadores 

de óxido no tratamento da cirrose hepática e suas complicações.  
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO________________ 

 

Objetivo Geral 

 

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito da NAC e da SNAC sobre o 

estresse oxidativo em ratos com cirrose biliar secundária, induzida pela ligadura de 

ducto biliar comum, na tentativa de elucidar a ação desses fármacos sobre as 

complicações desse modelo experimental. 

 

Objetivos Específicos 

 Experimento I 

Respondido no artigo I - N-Acetylcysteine Effects on Genotoxic and Oxidative Stress 

Parameters in Cirrhotic Rats with Hepatopulmonary Syndrome. 

 

1) Verificar a integridade hepática de ratos submetidos à ligadura de ducto biliar 

através da análise das enzimas séricas Aspartato Aminotransferase (AST), 

Alanina Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e verificar as 

alterações na difusão de gases através de gasometria arterial, avaliando a pressão 

parcial de oxigênio arterial (PaO2), a pressão parcial de gás carbônico arterial 

(PaCO2)  e a saturação de oxigênio da hemoglobina (SatO2/Hb) dos animais 

tratados e não tratados com NAC. 

 

2) Avaliar as alterações das relações hepatossomática e pneumossomática dos 

animais tratados e não tratados com NAC. 

 

3) Avaliar a lipoperoxidação no tecido pulmonar através da determinação das 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos animais tratados e 

não tratados com NAC. 

 

4) Quantificar a atividade enzimática antioxidante da SOD dos animais tratados e 

não tratados com NAC. 
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5) Avaliar os metabólitos do Óxido Nítrico (nitritos e nitratos) no tecido pulmonar 

dos animais tratados e não tratados com NAC. 

 

6)  Avaliar os danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundária e a ação da 

NAC como agente genotóxico/antigenotóxico, utilizando o teste de 

micronúcleos e o ensaio cometa dos animais tratados e não tratados com NAC. 

 

7) Analisar pela histologia o diâmetro dos capilares pulmonares através da 

coloração hematoxilina e eosina dos animais tratados e não tratados com NAC. 

 

 Experimento II 

Respondido no artigo II - S-nitroso-N-acetylcysteine attenuates oxidative stress, MAPK 

activation and fibrosis in cirrhotic rats. 

 

1) Verificar a integridade hepática de ratos submetidos a ligadura de ducto biliar 

comum e tratados e não tratados com SNAC  através da análise das enzimas 

séricas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e  

Fosfatase Alcalina (FA). 

 

2) Avaliar o efeito da ligadura de ducto biliar comum sobre a histologia hepática, 

através da coloração de hematoxilina e eosina, e picrossírius dos animais 

tratados e não tratados com SNAC. 

 

3) Avaliar a lipoperoxidação no hepático através por meio da determinação das 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e da 

quimiluminescência (QL) nos animais tratados e não tratados com SNAC. 

 

4) Quantificar a atividade enzimática antioxidante da SOD dos animais tratados e 

não tratados com SNAC. 

 

5) Avaliar os metabólitos do Óxido Nítrico nos tecido hepático dos animais 

tratados e não tratados com SNAC. 
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6) Avaliar a expressão gênica através da Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real (RT-PCR) das proteínas α-SMA, colágeno tipo I, TGF-β, TNF-α, 

PDGF, TIMP-1, MMP-2 no tecido hepático dos animais tratados e não tratados 

com SNAC. 

 

7) Avaliar a expressão através de Western Blot das proteínas MAPKs (p38, ERK e 

JNK) e AKT no tecido hepático dos animais tratados e não tratados com SNAC. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS_________________ 

 

3.1 Experimento I 

 

 Delineamento da Pesquisa 

Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo e, para isso os 

animais sofreram tanto a simulação da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum como 

também foram induzidos à cirrose biliar secundária através da cirurgia de ligadura de 

ducto biliar comum.  

 

 Delineamento Experimental 

 

3.1.2.1 Animais  

Foram utilizados seis ratos machos Wistar para cada grupo experimental, peso 

médio de 250 gramas, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul. Os animais foram mantidos, durante o experimento, na Unidade de 

Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em 

ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2 °C. A 

água e a ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil)  foram fornecidos 

livremente. O número de animais utilizados no estudo foi baseado em cálculo amostral, 

o qual referia que para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em estudo 

de 1,5 de desvio padrão (magnitude de grande efeito), considerando α=0,05 e poder de 

confiança de 90%, são necessários, no mínimo, seis animais por grupo. 

 

     Os procedimentos com os animais realizaram-se de acordo com as normas 

preconizadas pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-

Graduação de Clínicas de Porto Alegre (Goldin e Raymundo, 1997). 

 

3.1.2.2 Grupos Experimentais 

O modelo utilizado foi o de cirrose biliar secundária, de acordo com o 

estabelecido por Kountouras, Billing et al., 1984, através de ligadura de ducto biliar 

comum. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 
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• Grupo 1 - Sham Operated + Veículo (Sham) - Grupo submetido à simulação da 

cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administração de Veículo (NaCl 

0,9%) por via intraperitoneal; 

 

• Grupo 2 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + Veículo (CBDL) - Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de 

Veículo (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal; 

 

• Grupo 3 - Sham Operated + NAC (Sham + NAC) Grupo submetido à simulação 

da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de NAC 

(10mg/Kg) por via intraperitoneal; 

 

• Grupo 4 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + NAC (CBDL + NAC) – Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura de ducto biliar comum à administração de NAC 

(10mg/Kg) por via intraperitoneal. 

 

3.1.3 Procedimentos Experimentais 

 

3.1.3.1 Ligadura de ducto biliar comum 

O processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administração de 

fármacos anestésicos e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de 

Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 

100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com 

realização de tricotomia e desinfecção da região abdominal, seguida de uma laparotomia 

ventral média, seguida de dissecação do ducto biliar comum na altura da 

desembocadura dos ductos pancreáticos, ligando-se por meio de dois nós para posterior 

secção entre eles. A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no 

plano cutâneo, e o peritônio e a camada muscular abdominal foram fechados com 

pontos contínuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais 

forradas com maravalha em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de 

serem devolvidos às condições padrão da Unidade de Experimentação.  
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Os animais dos grupos 1 (Sham) e 3 (Sham + NAC) não foram submetidos a 

ligadura de ducto biliar comum, sendo realizada somente a manipulação do ducto 

mediante o estresse cirúrgico. Após 28 dias, os animais foram mortos por 

exsanguinação (American Veterinary Medical Association, 2007a; b). 

 

3.1.3.2 Administração do Veículo e da NAC 

O tratamento com veículo ou NAC iniciou a partir do 14º dia após o 

procedimento cirúrgico, diariamente, durante quatorze. A NAC (Sigma Chemical, St. 

Louis, M) foi administrada por via intraperitoneal, na dose de 10mg/Kg, diluídos em 0,6 

mL de NaCl 0,9%. Os animais Sham receberam o veículo (NaCl 0,9%) no volume de 

0,6 mL por via intraperitoneal. 

 

3.1.3.3  Morte dos Animais e Obtenção das amostras de tecido e 

sangue 

Transcorridos os quatorze dias do desenvolvimento do modelo e mais quatorze 

dias de administração de Veículo ou NAC, conforme o grupo, os animais foram 

novamente pesados e anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 

50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal 

intraperitonialmente. 

 

Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno retro-

orbital com tubo capilar de vidro (Halpern e Pacaud, 1951). Esse material foi utilizado 

para avaliar integridade hepática por meio das análises das enzimas séricas aspartato-

aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e, por 

meio do ensaio cometa, o dano ao DNA. 

 

Para a determinação da AST (aspartato-aminotransferase EC 2.6.1.1) e da ALT 

(alanina-aminotransferase EC 2.6.1.2) no plasma, foi utilizado o método enzimático 

comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimática da AST e 

ALT foi obtida através da medição cinética a 567 nm. 

 

A atividade da fosfatase alcalina no plasma foi determinada através do método 

enzimático automatizado. Para isso, utiliza-se como substrato o para-nitrofenilfosfato 
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mais água, que formou para-nitrofenol, composto intensamente amarelo, com o máximo 

de absorbância de 400nm. 

 

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, 

seguida da intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposição 

das alças intestinais para visualização da artéria aorta abdominal, da qual foi coletado 

sangue para realização de gasometria arterial. A análise dos gases arteriais foi feita 

através do analisador ABL 700 (RADIOMETER COPENHAGEN), pelo método de 

eletroiontoforese. 

 

Dando continuidade, foram retirados o fígado e os pulmões, sendo esses pesados 

para realização das relações hepatossomática e pneumossomática, respectivamente, e, 

posteriormente, separados em partes: 

 

1º) Um pequeno fragmento da porção anterior do lobo inferior do pulmão direito foi 

imergido em solução de formolaldeído 10% durante doze horas para posterior análise 

histológica; 

 

2º) Um pequeno fragmento do fígado e da porção anterior do lobo inferior do pulmão 

esquerdo foram emergidos em eppendorfs no gelo com solução tampão, sendo 

abrigados da luz, para posteriores análises de dano ao DNA através de Ensaio Cometa; 

 

3º) O restante do pulmão foi pesado e congelado a - 80ºC, para posteriores análises de 

lipoperoxidação, enzimas antioxidantes e avaliação de nitritos e nitratos.  

 

Por fim, foi coletado o osso fêmur da pata direita dos animais para posteriores 

análises de Micronúcleos.  

 

3.1.3.4  Preparação do Homogeneizado  

Para homogeneizar o pulmão, foram colocados 9 mL de tampão fosfato (KCL 

140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneização foi realizada 

em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, à temperatura 

de 0 a 4º C. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrífuga 
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refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) durante dez 

minutos a 3000 rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado 

e congelado em freezer, à temperatura de –80 ºC, para posteriores dosagens.  

 

3.1.3.5 Dosagem de Proteína  

A concentração de proteínas no homogeneizado de pulmão foi determinada, 

utilizando, como padrão, uma solução de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se 

volumes de 50, 100 e 150 μL). Colocou-se uma alíquota do homogeneizado (20μL) em 

780 μL de água destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de 

NaHCO3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H2O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de 

sódio e potássio 2%). Após a adição do reativo C, aguardaram-se dez minutos e 

colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água 

destilada. Após trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm 

(Lowry, Rosebrough et al. 1951). 

 

3.1.3.6 Determinação das Substâncias que reagem ao Ácido 

Tiobarbitúrico 

Foi determinada a lipoperoxidação através do método de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do 

material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e consequente formação de 

um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento 

de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e de outras substâncias 

provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. Foram colocados em tubo 

de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25mL 

de água destilada, 0,75mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do 

homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidação formando uma base 

de Schiff, e o TCA teve função de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar 

o meio de reação. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos à 

temperatura de 100º C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram 

resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-butílico, para extrair o pigmento 

formado. Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e 

centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por último, o produto corado foi 

retirado e realizada a leitura em espectrofotômetro (CARY 3E – UV – Visible 
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Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentração de 

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

 

3.1.3.7 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade dessa enzima é definida por sua capacidade para inibir um sistema 

de detecção que reage com o O2
•-. A técnica de medida da SOD foi baseada na inibição 

dessa reação. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em 

adrenocromo, produzindo O•-
2 que é o substrato da enzima.  Antes de realizar a 

determinação com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reação (glicina-NaOH  

50 mM,  pH 9,6) com  50 μL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e 

lida a 480 nm.  Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e 

mediu-se a inibição da reação. A atividade enzimática foi expressa em unidades SOD/g 

de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redução da adrenalina) 

(Misra e Fridovich, 1972). 

 

3.1.3.8 Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico 

O NO é substância extremamente lábil, com meia-vida de apenas alguns 

segundos em sistemas biológicos. Dessa forma a medida pode ser feita por meio de 

forma indireta pela medida de nitritos e nitratos. 

 

 Esse método consiste na transformação de nitratos e nitritos por meio da nitrato 

redutase. Para isso, utiliza-se, posteriormente, o reativo de Griess. 

 

 Para realizar a técnica foram necessários 500 μL de amostra, 100 μl NADPH 

(0,2 mM), 70 μL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 μL de uma mistura formada por 6P (50 

mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 μl de nitrato redutase (10/mL), 

essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante trinta minutos. 

 

Posteriormente utilizaram-se 750 μL dessa mistura e adicionaram-se 750 μL do 

reativo de Griess, incubando-a novamente, à temperatura ambiente, durante dez 

minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrão para a determinação 

de nitritos e nitratos (Granger, Anstey et al., 1999). 
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3.1.3.9 Micronúcleos 

Após o sacrifício do animal, uma amostra de medula óssea foi coletada de um 

dos fêmures. A extremidade final proximal do fêmur, depois de feita a assepsia do local, 

foi cortada para expor o canal da medula. Uma agulha histológica foi inserida 

firmemente – na abertura do fêmur – para possibilitar que a medula fosse extraída e 

misturada a uma gota de soro fetal bovino, previamente colocada sobre uma das 

extremidades de uma lâmina de microscopia codificada. 

  

A amostra de medula óssea foi homogeneizada no soro, obtendo-se uma 

suspensão de células, com a qual foi realizado esfregaço celular sobre a lâmina com 

auxílio de uma outra lâmina inclinada. Foram preparadas duas lâminas para cada 

animal. Após secagem da preparação, à temperatura ambiente, as lâminas foram tratadas 

com metanol para fixação do material biológico. Posteriormente foi realizada a 

coloração, utilizando corante de Giemsa (Merck) em tampão fosfato 0.2M, pH 5.8 

(proporção de 1:9). Após sete minutos nessa solução de coloração, as lâminas foram 

enxaguadas em água destilada, secadas e guardadas em caixas de lâminas até a análise. 

Para contagem dos eritrócitos normocromáticos (ENC), eritrócitos policromáticos 

(EPC) e micronúcleos no EPC, foi utilizado microscópio ótico com objetiva de imersão. 

Pelo menos 2000 EPC foram analisados por animal. A relação EPC/ENC também foi 

determinada pela avaliação da frequência de EPC em 1000 eritrócitos de cada animal 

(Macgregor, Heddle et al., 1987; Mavournin, Blakey et al., 1990; Picada, Flores et al., 

2003).  

 

3.1.3.10 Ensaio Cometa 

Foi utilizada a versão alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, fígado e 

pulmão dos animais tratados e controles. Um pedaço de cada tecido foi colocado em 

eppendorf contendo solução tamponada (PBS) pH 7,4, gelada, e fragmentado com 

auxílio de uma pinça para obtenção de suspensão celular. O sangue foi coletado em 

eppendorfs heparinizados. As amostras de tecido em suspensão e o sangue foram 

misturados com uma fina camada de agarose low melting 0,75% e colocadas sobre 

lâminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; estas lâminas foram mergulhadas em 

uma solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 

1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por, no mínimo, uma hora até, no 

máximo, 72 horas, à 4oC, para o rompimento das membranas celulares. A lise celular 
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permitiu a migração dos fragmentos de DNA que foi realizada após a incubação das 

lâminas em tampão alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) e subsequente 

aplicação de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) às células lisadas 

sobre as lâminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As lâminas 

foram neutralizadas, logo após a eletroforese, com tampão Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas 

com solução de coloração com prata. Os resultados foram expressos em índice de danos 

(ID) e frequência de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliação visual das classes de 

dano (de 0 – 4), extraindo-se um índice que expressa o dano geral sofrido por uma 

população de células; os núcleos intactos aparecem redondos (classe 0 – sem dano), já 

nas células lesadas, o DNA livre migra do núcleo em direção ao ânodo, durante a 

eletroforese, mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um 

cometa os quais são classificados entre classes 1 (dano mínimo) a 4 (dano máximo). A 

FD foi calculada embaseada no número de células com cauda versus aquelas sem cauda 

(Speit e Hartmann, 1999; Tice, Agurell et al., 2000; Picada, Flores et al., 2003). 

 

3.1.3.11 Histologia 

O tecido pulmonar permaneceu durante doze horas em formolaldeído 10% e 

após a amostra de pulmão foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os blocos de 

parafina foram fixados ao Micrótomo (Leitz®1512) no qual se realizavam cortes com 

três micra (3μ). Na fase de coloração, as lâminas foram mergulhadas nos corantes 

hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada uma, intermediadas por um banho de 

água corrente. Na fase de desidratação, as estruturas passaram por três recipientes com 

álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a lamínula sobre a lâmina utilizando-se 

Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparação. As 

lâminas foram analisadas por um patologista do Laboratório de Patologia do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre que desconhecia os grupos experimentais. Os capilares 

selecionados foram avaliados morfometricamente em um microscópio equipado com 

uma câmera digital e conectado a um programa de captura de imagem (Image-Pro Plus 

by Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). 

 

3.1.3.12 Análise Estatistica 

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. A análise estatística 

dos dados de ensaio cometa e micronúcleos foram calculados com teste de Tukey. Post 
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hoc de múltiplas comparações foi executado com teste de Student Newman-Keuls.. Os 

valores foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os cálculos foram 

realizados utilizando o programa estatístico SPSS versão 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).  

 

3.2 Experimento II  

 

3.2.1 Delineamento da Pesquisa 

 Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo. Para isso os 

animais sofreram tanto a simulação da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum, como 

a indução à cirrose biliar secundária através da cirurgia de ligadura de ducto biliar 

comum.  

 

3.2.2 Delineamento Experimental  

 

3.2.2.1 Animais 

   Foram utilizados seis ratos machos Wistar para cada grupo experimental, peso 

médio de 250 gramas, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul. Os animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de 

Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em 

ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2 °C. A 

água e a ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos 

livremente. O número de animais utilizados no estudo foi embasou-se em cálculo 

amostral, o qual referia que, para detectar uma diferença entre as médias das variáveis 

em estudo de 1,5 de desvio padrão (magnitude de grande efeito), considerando α=0,05 e 

poder de confiança de 90%, seriam necessários, no mínimo, seis animais por grupo.        

 

Os procedimentos com os animais ocorreram conforme o preconizado pela 

Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação de 

Clínicas de Porto Alegre (Goldin e Raymundo, 1997). 
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3.2.2.2 Grupos Experimentais 

O modelo utilizado foi o de cirrose biliar secundária, de acordo com o estabelecido 

por Kountouras, Billing et al., 1984, através de ligadura de ducto biliar comum. Os 

animais foram divididos nos seguintes grupos: 

 

• Grupo 1 - Sham Operated + Veículo (Sham) - Grupo submetido à simulação da 

cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de Veículo 

(tampão fosfato pH 7,4) por via intragástrica; 

 

• Grupo 2 - Sham Operated + SNAC (Sham + SNAC) – Grupo submetido à 

simulação da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de 

SNAC (1,14mg/Kg) por via intragástrica; 

 

• Grupo 3 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + Veículo (CBDL) - Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de 

Veículo (tampão fosfato pH 7,4) por via intragastrica; 

 

• Grupo 4 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + SNAC (CBDL + SNAC) – Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e à administração de 

SNAC (1,14mg/Kg) por via intragástrica. 

 

3.2.3 Procedimentos Experimentais 

 

3.2.3.1 Ligadura de ducto biliar comum 

O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administração de 

fármacos anestésicos, e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de 

Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 

100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com a 

realização de tricotomia e a desinfecção da região abdominal, seguida de laparotomia 

ventral média, seguida de dissecação do ducto biliar comum na altura da 

desembocadura dos ductos pancreáticos, ligando-se por meio de dois nós para posterior 

secção entre eles. A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no 

plano cutâneo, e o peritônio e a camada muscular abdominal foram fechados com 
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pontos contínuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais, 

forradas com maravalha em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de 

serem devolvidos às condições padrão da Unidade de Experimentação.  

 

  Os animais dos grupos 1 (Sham) e 2 (Sham+SNAC) não foram submetidos à 

ligadura de ducto biliar comum, sendo realizada somente a manipulação do ducto 

mediante o estresse cirúrgico.  Após 28 dias, os animais foram mortos por 

exsanguinação (American Veterinary Medical Association, 2007a; b). 

 

3.2.3.2 Administração do Veículo e da SNAC 

O tratamento diário iniciou com veículo ou SNAC a partir do 14º dia após o 

procedimento cirúrgico, durante quatorze dias consecutivos. A SNAC foi administrada 

por via intragástrica, na dose de 1,14mg/Kg (6,0 µmol/kg) diluídos em tampão fosfato,. 

A SNAC foi sintetizada através da S-nitrosação da NAC (Sigma Chemical, St. Louis, 

MO) em uma solução de ácido nitroso diluído em tampão fosfato (pH 7,4) antes da 

administração. Os animais Sham receberam o veículo (tampão fosfato pH 7,4) no 

volume de 0,6 mL por via intragástrica. 

 

 

3.2.3.3 Morte dos Animais e Obtenção das amostras de tecido e sangue 

Transcorridos os quatorze dias do desenvolvimento do modelo e mais quatorze 

dias de administração de Veículo ou SNAC, conforme o grupo, os animais foram 

novamente pesados e anestesiados com mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg 

de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal 

intraperitonialmente. Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da punção de 

plexo veno retro-orbital com tubo capilar de vidro (Halpern e Pacaud, 1951).  Esse 

material foi utilizado para avaliar integridade hepática por meio das análises das 

aminotransferases aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), 

da fosfatase alcalina (FA). 

 

Para a determinação da AST (aspartato-aminotransferase EC 2.6.1.1) e da ALT 

(alanina-aminotransferase EC 2.6.1.2) no plasma foi utilizado o método enzimático 

comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimática da AST e 

ALT foi obtida através da medição cinética a 567 nm. 
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A atividade da fosfatase alcalina no plasma foi determinada através do método 

enzimático automatizado. Para isso, utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato 

mais água, que formou para-nitrofenol, com um máximo de absorbância de 400nm. 

 

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, 

seguida da intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média e 

exposição das alças intestinais para retirada do fígado. 

 

1º) Um pequeno fragmento do fígado foi imergido em solução de formolaldeído 10% 

durante doze horas para posterior análise histológica; 

 

2º) Um pequeno fragmento do fígado foi imergidos em eppendorfs em nitrogênio 

líquido para análises bioquímicas;  

 

3º) O restante do fígado foi congelado a -80ºC para posteriores análises de 

lipoperoxidação, enzima antioxidante, avaliação de nitritos e nitratos, reação em cadeia 

da polimerase em tempo real  e Western Blot. 

 

3.2.3.4 Avaliação da Histologia 

O tecido hepático permaneceu durante doze horas em formolaldeído 10% ,e, 

depois disso, a amostra de fígado foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os 

blocos de parafina foram fixados ao Micrótomo (Leitz®1512) no qual se realizavam 

cortes com 3 micra (3μ). Na fase de coloração, as lâminas foram mergulhadas nos 

corantes hematoxilina-eosina e picrossírios vermelho durante cinco minutos cada uma, 

intermediadas por banho de água corrente. Na fase de desidratação, as estruturas 

passaram por três recipientes com álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a 

lamínula sobre a lâmina, utilizando-se Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, 

assim, o processo de preparação. A análise qualitativa foi realizada em microscópio 

binocular Nikon Labophot (Tokyo, Japan). A porcentagem de fibrose no tecido hepático 

foi determinada por análise histomorfométrica  em microscópio equipado com câmera 

digital e conectado a um programa de captura de imagem (Image-Pro Plus by Media 

Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Depois de analisar vinte campos randomizados por 

imagem, as razões do tecido conjuntivo em relação a todo o fígado foram calculadas. O 
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exame histológico foi executado por um patologista que desconhecia os grupos 

experimentais. 

 

3.2.3.5 Preparação do Homogeneizado  

Para homogeneizar o fígado, foram colocados 9 mL de tampão fosfato (KCL 

140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneização foi realizada 

em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, à temperatura 

de 0 a 4º C. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrífuga 

refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) durante dez 

minutos a 3000 rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado 

e congelado em freezer, à temperatura de –80 ºC, para posteriores dosagens.  

 

3.2.3.6 Dosagem de Proteína  

A concentração de proteínas no homogeneizado de fígado foi determinada, 

utilizando, como padrão, uma solução de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se 

volumes de 50, 100 e 150 μL). Colocou-se uma alíquota do homogeneizado (20μL) em 

780 μL de água destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de 

NaHCO3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H2O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de 

sódio e potássio 2%). Após a adição do reativo C, foram aguardados dez minutos e 

colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água 

destilada. Após trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm 

(Lowry, Rosebrough et al. 1951). 

 

3.2.3.7 Determinação das Substâncias que reagem ao Ácido 

Tiobarbitúrico 

 Foi determinada a lipoperoxidação por meio do método de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do 

material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e consequente formação de 

um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento 

de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e outras substâncias 

provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. Foram colocados em tubo 

de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25mL 

de água destilada, 0,75mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do 
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homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidação formando uma base 

de Schiff, e o TCA teve função de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar 

o meio de reação. A seguir, agitaram-se os tubo, os quais foram aquecidos à temperatura 

de 100º C durante 15 minutos. Após, os tubos foram resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL 

de álcool n-butílico, para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em 

agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por dez minutos a 3000 rpm (1110 

x g). Por último, o produto corado foi retirado e realizada a leitura em espectrofotômetro 

(CARY 3E – UV – Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 

535nm. A concentração de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteína (Buege & 

Aust 1978). 

 

3.2.3.8 Quimiluminescência 

O método consistiu em adicionar um hidroperóxido orgânico de origem sintética 

(hidroperóxido de tert-butil) ao homogeneizado de tecido. Avalia-se a capacidade de 

resposta mediante a determinação da quimiluminescência (QL) produzida pela reação. 

Em tecidos expostos ao estresse oxidativo, o valor da QL iniciado por hidroperóxido de 

tert-butila (t-BOOH) foi maior que o valor correspondente ao tecido em condições 

basais. A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidência desconectado, 

utilizando-se o canal de trítio (Liquid Scintillation Correnter, 1209 Rack beta, LKB 

WALLAR). Os homogeneizados de tecido (0,5 mL) foram colocados em viais de vidro 

de 25 mm de diâmetro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescência dos viais, 

ativada pela luz fluorescente, foram conservados na obscuridade até o momento do uso 

e as mensurações foram realizadas em sala escura. As condições da reação, consistiam 

em solução reguladora de  KCl 120 mM; fosfato 40 mM, pH 7,4, cuja concentração de 

proteínas do homogeneizado foi, aproximadamente, 1mg/mL, na concentração de t-

BOOH 3mM (30μL). Os resultados foram expressos em contas por segundo por mg de 

proteína (cps/MG prot)   (Gonzalez Flecha, Llesuy et al., 1991). 

 

3.2.3.9 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi definida por sua capacidade para inibir um sistema de 

detecção que reage com o O2
•-. A técnica de medida dessa enzima baseou-se na inibição 

dessa reação. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em 

adrenocromo, produzindo O•-
2 que é o substrato da enzima. Antes de realizar a 
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determinação com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reação (glicina-NaOH  

50 mM,  pH 9,6) com  50 μL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e 

lida a 480 nm.  Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e 

mediu-se a inibição da reação. A atividade enzimática foi expressa em unidades SOD/g 

de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redução da adrenalina) 

(Misra e Fridovich, 1972). 

 

 

3.2.3.10   Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico 

A concentração de metabólitos de óxido nítrico nos homogenizado de fígado foi 

medida através do método de quimiluminescência, utilizando-se o aparelho NO 

analyzer (Model 280 NOA; Sievers Instruments, Boulder, Colorado, USA). Alíquotas 

de homogenizado  foram injetadas no frasco de purga do aparelho, contendo cloreto de 

vanádio (III) em HCl 1 mol L-1 (97 ºC), sob atmosfera de nitrogênio. Nessas condições, 

nitritos e nitratos são reduzidos a NO gasoso. Um fluxo de nitrogênio foi continuamente 

borbulhado através do frasco de purga e o NO gasoso formado foi arrastado para a 

câmara de reação do aparelho, onde o NO reagiu com o ozônio para produzir um sinal 

quimiluminescente.   A quantidade de luz produzida, proporcional à concentração de 

NO, foi calculada através de uma curva de calibração obtida com concentrações 

conhecidas de nitrato de sódio (Yang, Troncy et al., 1997). Essa técnica foi realizada no 

Laboratório de Físico-Química da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp.  

 

3.2.3.11    Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) 

Primeiramente foi realizada a extração e purificação do RNA da amostra 

mediante uso de um kit comercial (Promega Corporation, Madison, USA). 

Posteriormente, o RNA foi quantificado por meio de espectrofotômetro  NanoDrop ND-

1000 (NanoDrop Products, Wilmington, USA). O RNA foi eluído em água tratada com 

dietil pirocarbonato (DEPC). Para verificar a presença de RNA de alta qualidade, 1μL 

da amostra foi separada por eletroforese em gel de agarose a 1%.  Posteriormente 

realizou-se a conversão a cDNA através do sistema High-Capacity cDNA Archive Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, USA), baseado na capacidade da transcriptase 

reversa em sintetizar uma cadeia complementar de DNA (cDNA) a partir de uma 

seqüência molde de RNA. 
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Posteriormente foi realizada a técnica de PCR em tempo real de acordo com o 

descrito por Mullis e Faloona em 1987 e por Saiki e colaboradores em 1988, baseando-

se no processo natural de replicação do DNA com amplificação cíclica. O método 

constou de três etapas, sendo elas a desnaturação, anelamento e alongamento, efetuados 

de forma sucessiva em condições controladas de temperatura e tempo (Mullis e 

Faloona, 1987; Saiki, Gelfand et al., 1988). 

 

Sondas da TaqMan e sonda para os genes de TIMP-1 (GenBank L31883.1 e 

Rn00587558_m1), TGF-β1 (GenBank X52498.1 e Rn00572010_m1), colágeno, tipo I, 

alfa 2 (GenBank AF121217.1 e Rn01526721_m1), MMP-2 (GenBank U65656.1 e 

Rn01538170_m1), α-SMA (GenBank X06801.1 e Rn01759928_g1), TNF-α (GenBank 

AJ002278.1 e Rn99999017_m1), gliceraldeído-3 fosfato dehidrogenase (GAPDH) 

(GenBank X02231.1 e Rn99999916_s1) foram obtidos da TaqMan Gene Expression 

Assays (Applied Biosystems). Mudanças relativas na expressão do níveis foram obtidos 

usando método  2(-Delta Delta C(T)) (Livak, 2001).  

 

Cada ensaio foi incluído um controle vazio e um controle negativo. O número de 

ciclos em que a transcrição foi detectada (CT) normalizadas pelo número de ciclos do 

gene constitutivo GAPDH e referida como ∆CT. A amplificação foi realizada em 

termociclador StepOne Plus, real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, 

USA). 

 

3.2.3.12   Western Blot 

Foi usada a técnica de Western Blot para determinar a expressão das proteínas 

ERK1/2, AKT, p38, JNK nas suas formas totais e fosforiladas. Os homogenizados de 

fígado foram preparados em 0.25 mM sacarose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris, e 1% de 

inibidor de protease (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O 

homogeneizado foi incubado durante trinta minutos, a 4ºC, e centrifugado a 13.000 xg 

durante trinta minutos, a 4ºC, retirando o sobrenadante e alicotando a amostra. As 

proteínas (25-50μg) foram separadas por gel de poliacrilamida 10-12% e transferidas 

eletricamente para membranas de difluorido de polivinilideno (Millipore, Bedford, MA, 

USA). Posteriormente as membranas foram colocadas na solução de bloqueio 

Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite em pó desnatado em tampão 
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fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 30 minutos, a 37º C. A 

membrana ficou incubada durante toda a noite a 4ºC com anticorpo policlonal ERK1/2, 

fosfo-ERK1/2, AKT, fosfo-AKT (1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA), p38, fosfo-p38, JNK1, fosfo-JNK1 (1:1000 Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA). Depois disso as membranas foram lavadas com TBST e incubadas 

durante uma hora em temperatura ambiente com um anticorpo anti-imunoglobulina de 

coelho, unido a HRP (DAKO, Glostrup, Dinamarca). As proteínas foram detectadas 

mediante quimiluminescência, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia 

Biotech, Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas específicas foi quantificada com um 

densitômetro de imagen (Scion Image, Maryland, MA, USA).  

 

3.2.3.13   Análise Estatística 

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de 

múltiplas comparações foi executado com teste de Student Newman-Keuls.. Os valores 

foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os cálculos foram realizados 

utilizando o programa estatístico SPSS versão 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).  
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4.2 Artigo Experimento II 

 

Artigo submetido à publicação ao periódico: 

Journal of Molecular Medicine 

 

S-nitroso-N-acetylcysteine attenuates oxidative stress, MAPK 

activation and fibrosis in cirrhotic rats 

 

 

Rafael Vercelino, Irene Crespo, Gabriela F. P. de Souza, Maria Jose Cuevas, Marcelo, 

G. de Oliveira, Norma Possa Marroni, Javier González-Gallego, María Jesús Tuñón 
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Figure 5 B 
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DISCUSSÃO



                     

5. DISCUSSÃO_________________ 

 

A ligadura de ducto biliar comum é modelo experimental para o estudo de lesão 

hepática por obstrução das vias biliares. A obstrução do ducto biliar comum produz 

dano hepatocelular e resposta inflamatória pelo acúmulo de sais biliares no interior do 

fígado. Esse mecanismo favorece a produção de citocinas, ativando cascatas 

inflamatórias. Esses eventos, por sua vez, promovem o processo de lesão e cicatrização 

hepatocelular, levando ao acúmulo de colágeno, desenvolvimento da fibrose e 

consequente cirrose hepática (Schmucker, Ohta et al., 1990). A obstrução biliar é 

caracterizada por necrose, infiltração de linfócitos e fibrose hepática, podendo evoluir 

para cirrose, além de ser um modelo comum para o estudo das complicações da cirrose 

hepática (Lee, Kim et al., 2008; Zhang, Luo et al., 2009). 

 

A cirrose é o estágio mais avançado de fibrose hepática, na qual, além do 

acúmulo de colágeno, há distorção do parênquima do fígado pela formação de septos e 

nódulos, alteração do fluxo sanguíneo e risco de falência do fígado (Hui e Friedman, 

2003; Friedman, 2008b). 

 

Essa doença pode apresentar diversas complicações sistêmicas, como a síndrome 

hepatopulmonar. A associação entre a doença hepática crônica e as anormalidades 

vasculares pulmonares é reconhecida há mais de cem anos, no entanto, o interesse pela 

pesquisa clínica e experimental da interação fígado-pulmão ocorreu somente nos 

últimos quinze anos. A síndrome hepatopulmonar é uma complicação da cirrose e ou 

hipertensão portal, que se caracteriza pela presença de dilatações vasculares 

intrapulmonares que levam a alterações na difusão arterial de gases (Fallon e Abrams, 

2000; Rodríguez-Roisin e Krowka, 2008).  

 

Experimentalmente, o modelo de ligadura de ducto biliar comum desenvolve a 

cirrose biliar secundária, com áreas focais de necrose centrolobular, necrose periportal, 

proliferação e dilatação dos ductos e canalículos biliares dos espaços porta, colangite 

estéril ou infecciosa, edema e fibrose dos espaços porta (Abdel-Aziz, Lebeau et al., 

1990). Também identifica as características da síndrome hepatopulmonar por reduzir a 

resistência vascular pulmonar e causar alerações nas trocas gasosas (Fallon, M. B., 
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Abrams, G. A. et al., 1997; Luo, Liu et al., 2004; Tieppo, Vercelino et al., 2005; Tang, 

Luo et al., 2007; Vercelino, Tieppo, Forgiarini Junior et al., 2008; Tieppo, Cuevas et al., 

2009). 

 

A discussão da tese, inicialmente, será baseada no artigo I, referente ao 

experimento I, e seguida da discussão da segunda parte do trabalho, o artigo II, 

referente ao experimento II. Os dois experimentos foram desenvolvidos utilizando o 

modelo de ligadura de ducto biliar comum.  

 

No experimento I foi avaliado o efeito da N-acetilcisteína sobre o pulmão, para 

verificar seu efeito sobre a síndrome hepatopulmonar. No experimento II, avaliamos o 

efeito da S-nitroso-N-acetilcisteína no fígado no modelo de cirrose biliar secundária e os 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da fibrose e cirrose instalada. 

 

Ao desenvolver o modelo de ligadura de ducto biliar comum, avaliamos a 

integridade hepática através das enzimas séricas transaminases (aspartato 

aminotransferase, AST; alanino amino transferase, ALT) e da fosfatase alcalina (FA) e 

verificamos seu aumento no grupo CBDL, que foi diminuído no grupo CBDL+NAC 

(Tabela 1). As alterações que ocorrem devido ao dano hepático estabelecido pelo 

refluxo dos sais biliares para o interior do fígado são tóxicos ao tecido hepático e 

elevam os níveis dessas enzimas, principalmente por estarem diretamente relacionadas à 

lesão e à necrose celular (Brandão e Marroni, 2001). Diversos trabalhos experimentais 

demonstraram o elevado nível das transaminases e da fosfatase alcalina no modelo de 

cirrose biliar secundária e sua correção pelo uso de antioxidantes (Pastor, Collado et al., 

1997; Campos Maia, Botelho Guimarães et al., 2003; Tieppo, Vercelino et al., 2005; 

Vercelino, Tieppo et al., 2008; Tieppo, Cuevas et al., 2009). 

 

Os dados das enzimas de integridade hepática correlacionaram-se com o 

encontrado na histologia hepática dos animais Sham, CBDL e CBDL+NAC, 

demonstrando a cirrose instalada e sua atenuação pela administração da NAC (Anexo I). 

 

Os dados de enzimas séricas também se correlacionam com os dados 

encontrados na gasometria arterial (Tabela 2), que é um sinal importante para o 
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diagnóstico da síndrome hepatopulmonar. Os animais do grupo CBDL mostraram 

significativa diminuição da pressão parcial de oxigênio (PO2), juntamente com aumento 

significativo da pressão parcial de dióxido de carbono (PCO2) e redução da saturação da 

hemoglobina (SatO2/O2),  demonstrando a alteração na difusão de gases nesse modelo 

experimental. Os dados da gasometria arterial foram corrigidos no grupo CBDL+NAC. 

O mesmo foi observado em outro trabalho do nosso grupo, que utilizou a quercetina e 

avaliou sua ação na complicação pulmonar no modelo de ligadura de ducto biliar 

comum (Tieppo, Vercelino et al., 2007; Tieppo, Cuevas et al., 2009), demonstrando a 

efetividade de fármacos com potencial antioxidantes agirem sobre essa complicação da 

cirrose. 

 

Na avaliação da relação hepatossomática (Tabela 1), observamos aumento 

significativo dessa relação. Isso se deve, provavelmente, ao acúmulo de colágeno 

elevando o peso do fígado. Esses dados coincidem com trabalhos nos quais foi 

demonstrado que tais aumentos foram atenuados após o uso da NAC e da quercetina no 

modelo de ligadura de ducto biliar comum (Pastor, Collado et al., 1997; Peres, Tuñón et 

al., 2000). 

 

Na relação pneumossomática (Tabela 1), observamos aumento significativo no 

grupo CBDL em relação aos demais grupos. Esse aumento poderia ser pela infiltração 

do parênquima pulmonar por células inflamatórias e proteínas plasmáticas. Tal edema 

pulmonar pode resultar do aumento da permeabilidade vascular e da pressão de filtração 

vascular pulmonar e diminuição da pressão oncótica (Chang e Ohara, 1993). A 

administração da NAC resultou em redução da relação pneumossomática. 

 

O estresse oxidativo tem um importante papel na etiopatogenia de diversas 

doenças, incluindo os mecanismos de fibrose hepática via ativação das células 

estreladas que estimula a transcrição de colágeno e de outras citocinas inflamatórias 

(Tahan, Tarcin et al., 2007; Friedman, 2008b). Dados referentes ao mecanismo de 

estresse oxidativo (TBARS e SOD) de fígado de ratos com CBDL e animais tratados e 

não tratados com NAC são mostrados no Anexo II.  
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  Na síndrome hepatopulmonar também há participação do estresse oxidativo 

como foi observado em trabalhos anteriores do nosso grupo (Tieppo, Vercelino et al., 

2005; Vercelino, Tieppo et al., 2008). Esse estudo mostrou aumento significativo da 

lipoperoxidação (Tabela 2) acompanhada de diminuição da atividade da enzima SOD 

(Figura 1) e aumento da produção de nitratos totais (Tabela 2) no grupo CBDL. Esses 

dados foram revertidos no grupo CBDL+NAC. Possivelmente a NAC poderia estar 

inibindo translocação bacteriana ou diminuindo a entrada de citocinas na circulação 

pulmonar, evitando, dessa forma, a formação do O2
•-, (Okay, Karadenizli et al., 2005), 

reduzindo a lipoperoxidação e a formação de NO. Esse efeito também foi obervado no 

estudo de Türüt et al. (2009), em que animais que apresentavam lesão pulmonar, 

apresentaram redução da atividade da SOD e aumento da produção de NO no pulmão. 

 

Além do dano aos lipídios, avaliado pelo aumento da lipoperoxidação, as 

espécies ativas de oxigênio podem causar prejuízos ao DNA. O dano oxidativo ao DNA 

é situação comum e é a principal causa de instabilidade genômica (Tice, Agurell et al., 

2000). Observou-se um aumento na frequência de micronúcleos na medula óssea e 

aumento de dano ao DNA no tecido pulmonar e hepático dos animais do grupo CBDL, 

sugerindo aumento da instabilidade genômica desses animais. Os animais do grupo 

CBDL+NAC apresentaram quase a mesma frequência de dano nos micronúcleos que os 

animais do grupo CBDL, denotando que a NAC, sob essa dose (10mg/Kg), não pôde 

impedir danos citogênicos nesse modelo (Tabela 3).  

 

No ensaio cometa, embora esses dados não sejam significativos, o índice de 

dano ao DNA nos animais CBDL tratados com NAC foi inferior ao grupo CBDL, 

sugerindo tendência protetora da NAC (Tabela 4). Porém, outros estudos têm 

demonstrado o papel protetor da NAC como varredor de radicais livres, diminuindo o 

dano ao DNA (Morley, Curnow et al., 2003; Zhao e Liu, 2005; Farombi, 2006). 

 

A vasodilatação no modelo de ligadura de ducto biliar dá-se pelo aumento de 

produção de NO. Na histologia de pulmão do grupo CBDL, observamos aumento no 

diâmetro do vaso (Figura 3), fenômeno presente na síndrome hepatopulmonar, 

juntamente com a alteração nas trocas gasosas. Esse achado está de acordo com outros 

estudos que utilizaram o mesmo modelo para investigação da síndrome hepatopulmonar 
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(Chang e Ohara, 1993; Nunes, Lebrec et al., 2001; Zhang, Katsuta et al., 2003; 

Vercelino, Tieppo et al., 2008; Tieppo, Cuevas et al., 2009). 

 

Os animais do grupo CBDL + NAC (Figura 4) apresentaram redução da 

vasodilatação intrapulmonar. Isso ocorre, provavelmente, devido ao potencial 

antioxidante da NAC, que protege o fígado dos animais com ligadura de ducto biliar, 

acarretando melhora na função hepática e, consequentemente, reduzindo o estresse 

oxidativo e de NO no tecido pulmonar, inibindo a lesão oxidativa e a vasodilatação, 

restabelecendo as alterações na difusão de gases, como foi observado nesse trabalho. 

 

A atividade diminuída da enzima SOD, observada nesse trabalho, pode estar 

relacionada à grande quantidade de O2
•- no tecido pulmonar. O2

•- pode se associar ao 

NO e, assim, formar um potente oxidante celular, o ONOO- (Beckman e Koppenol, 

1996; Szabó, Ischiropoulos et al., 2007). 

 

O aumento de NO está relacionado à depleção da metionina-adenosil transferase, 

o que leva à redução das enzimas antioxidantes (Rubbo e Radi, 2002), fato esse, que é 

observado nos pulmões do grupo CBDL, que apresentaram SOD diminuída e aumento 

dos nitratos totais. 

 

 A NAC também poderia reduzir a formação de ONOO-, através da inibição da 

produção de metabólitos do NO. Esse efeito dá-se pela combinação do composto tiol da 

NAC com o NO, produzindo, assim, um composto chamado de nitrosotiol, o qual pode 

preservar e acumular o NO na sua forma biologicamente ativa  (Failli, Palmieri et al., 

2002).  Uma vez em sua forma biologicamente ativa, o NO pode ter ação antioxidante, 

inibindo a ação de espécies ativas de oxigênio no tecido pulmonar. Quando os 

peróxidos entram nas células, eles podem reagir com metaloproteínas, formando 

complexos, que podem levar ao aumento da lipoperoxidação. O NO, como antioxidante, 

pode reagir com essas metaloproteínas, prevenindo reações oxidativas e limitando o 

dano celular mediado pelo estresse oxidativo (Rubbo e Radi, 2002). 

 

As observações experimentais com a NAC no modelo de ligadura de ducto biliar 

comum motivaram a investigação dos mecanismos dos nitrosotióis. Após contatos com 

o grupo de pesquisa da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, chefiada pelo 
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Dr. Marcelo Ganzarolli, do Instituto de Físico-Química, que há mais de dez anos 

investiga o papel dos nitrosotióis, entre eles a S-nitroso-N-Acetilcisteína (SNAC), 

iniciamos uma parceria para avaliar os efeitos dessa droga no modelo experimental de 

ligadura de ducto biliar comum. 

 

  Baseados na hipótese de que a NAC favoreça a biodisponobilidade do NO 

através da formação endógena de nitrosotióis, avaliamos o efeito da SNAC sobre os 

mecanismos envolvidos na cirrose do modelo de ligadura de ducto biliar comum no 

fígado desses animais. 

 

A discussão que segue é pertinente ao experimento II, apresentado no artigo II. 

Na avaliação das enzimas séricas transaminases e fosfatase alcalina (Tabela 1), 

observamos aumento significativo dessas enzimas nos animais CBDL em relação aos 

grupos Sham. Nos animais CBDL+SNAC, observamos redução dos níveis séricos 

dessas enzimas, o que sugere efeito hepatoprotetor desse fármaco, similar ao que foi 

observado com a NAC (Tahan, Tarcin et al., 2007; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008; 

Vercelino, Tieppo, Dias et al., 2008). É também importante observar que nenhuma 

modificação significante nos níveis dessas enzimas foi observada entre os animais do 

grupo Sham que receberam SNAC, o que indica uma ausência de efeitos adversos na 

metabolização hepática desse fármaco (Tabela 1). Esse efeito hepatoprotetor da SNAC 

foi semelhante aos achados de trabalhos anteriores do nosso grupo no tratamento de 

animais cirróticos quando utilizados antioxidantes ou outros fármacos com potencial 

antioxidante (Pavanato, Tuñón et al., 2003; Amália, Possa et al., 2007; Tahan, Tarcin et 

al., 2007; Tieppo, Vercelino et al., 2007; Vercelino, Tieppo, Dias et al., 2008). 

 

A resposta aos estímulos inflamatórios no modelo de cirrose biliar secundária 

conduz à cascata de eventos através da ativação de células estreladas presentes no 

desenvolvimento da cirrose. Esses eventos favorecem a cicatrização celular através do 

aumento da proliferação celular, contratilidade, fibrogênese, degradação da matriz e 

sinalizações pró-inflamatórias, favorecendo o acúmulo de colágenos e o 

desenvolvimento da cirrose  (Friedman, 2008b).  

 

Na avaliação da histologia hepática através das colorações hematoxilia eosina e 

picrossírius, observamos intensa proliferação ductular acompanhada de fibrose, 



Discussão 
 
 

 

110

  

presença de nódulos parenquimatosos e um valor F4 no escore Metavir de avaliação da 

fibrose, caracterizando, assim, a cirrose biliar secundária (Figura 1). Obsevamos 

também um aumento significativo no índice de fibrose do grupo CBDL em relação ao 

grupo Sham no grupo CBDL respectivamente (Tabela 1). No grupo CBDL+SNAC 

houve redução do índice de fibrose e discreta proliferação ductular em relação ao grupo 

CBDL (Tabela 1), mostrando a capacidade antifibrinogênica da SNAC. Resultados 

semelhantes foram observados pelo nosso grupo de pesquisa que avaliou o papel do 

flavonoide quercetina no mesmo modelo experimental (Tieppo, Cuevas et al., 2009). 

 

O aumento da fibrose observado no grupo CBDL foi acompanhado pelo 

aumento da expressão gênica de colágeno 1α e α-SMA no grupo CBDL. O colágeno 1α 

é o principal constituinte da matriz para formação da fibrose hepática (Wang, Batey et 

al., 2006). A ativação das células estreladas em decorrência do estímulo de citocinas 

inflamatórias ou pelo estresse oxidativo desencadeia a produção de colágeno assim 

como do aumento da contratilidade das células estreladas, que ocorre pelo aumento da 

expressão de α-SMA, uma proteína citoesquelética (Friedman, 2008b).  O grupo 

CBDL+SNAC mostrou redução da expressão gênica de colágeno 1α e α-SMA, 

mostrando que a SNAC apresenta potencial efeito sobre a inibição dessas proteínas, 

justificando seu efeito antifibrinogênico. 

 

O estresse oxidativo e a ativação de citocinas têm um importante papel na 

etiopatogenia da fibrose hepática, favorecendo a transcrição de colágeno e a 

perpetuação da inflamação (Tahan, Tarcin et al., 2007; Friedman, 2008b). No nosso 

estudo, observamos um aumento da lipoperoxidação e da atividade da enzima SOD 

hepática nos animais do grupo CBDL (Tabela 2). Esses resultados podem ser uma 

resposta ao dano oxidativo no tecido hepático ocasionado pelo refluxo de sais biliares 

para o interior do fígado, ocasionando aumento da lipoperoxidação, como demonstrado 

pelo aumento de TBARS e QL, e, dessa forma, provocando aumento da atividade da 

enzima SOD, que faz um importante papel no balanço redox celular, na tentativa de 

dismutar radicais livres e proteger tecidos contra possíveis danos oxidativos (Halliwell, 

2007; Filippin, Vercelino et al., 2008).  Esses dados estão de acordo com estudos que 

avaliaram o estresse oxidativo em modelos de cirrose hepática  (Amália, Possa et al., 
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2007; Tieppo, Vercelino et al., 2007; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008; Vercelino, 

Tieppo, Dias et al., 2008; Tieppo, Cuevas et al., 2009).  

 

A redução significativa da lipoperoxidação nos animais CBDL + SNAC 

demonstra um efetivo bloqueio no processo da lipoperoxidação, (Tabela 2). Esse 

resultado está de acordo com a capacidade esperada da SNAC em inativar diretamente 

espécies LOO•/LO• com a formação de produtos nitrados (LONO/LOONO), observados 

na seguinte reação: 2RSNO + LO•/LOO• → LONO/LOONO + RS•, quando duas 

móleculas de RSNO se decompõem formando um dímero. (De Oliveira, Simplicio et 

al., 2006).  

 

A eficácia do S-nitrosotiol nesse processo surge a partir do fato de que o radical 

tiila (RS•) é formado pela dimerização através da formação de uma ligação de um 

disulfido estável termodinamicamente. Por isso, nenhuma propagação de espécie radical 

surge a partir da inativação dos radicais oxil e peroxil nestas reações (Rubbo, Radi et 

al., 1994; Rubbo e Radi, 2002; De Oliveira, Simplicio et al., 2006; De Oliveira, De 

Lima et al., 2008), por isso a eficácia em proteger o fígado de espécies radicalares de 

oxigênio. 

 

Um fato muito importante em nosso experimento, foi o efeito protetor da SNAC 

ocorre sem um aumento detectável nos níveis dos metabólitos do NO (NOx) no tecido 

hepático (Tabela 2). Esse resultado indica que o possível efeito adverso associado pelo 

aumento dos níveis de nitritos e nitratos, deve estar ausente na dose administrada de 

SNAC nesse modelo animal. Isso também reforça que a SNAC age como uma molécula 

que inativa espécies radicalares em reações bimoleculares, de acordo com a reação 

citada anteriormente. Essa ação não está associada à liberação prévia de NO da 

molécula, uma vez que nitrito e nitrato são formados após a reação de NO livre com o 

oxigênio, formando a espécie ONOO-, que apresenta grande potencial de lesão tecidual, 

propagando o estresse nitrosativo.  

 

Diversos estudos demonstram a capacidade antifibrogênica de antioxidantes e 

outros fármacos (Pavanato, Tuñón et al., 2003; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). No 

entanto, os efeitos antifibróticos de varredores de radicais livres são principalmente 
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observados in vitro, usando células estreladas, e poucos estudos testam suas aplicações 

in vivo em modelos animais (Moal, Veal et al., 2006; Yang, Chang et al., 2008).  

 

O principal fator de crescimento envolvido no desenvolvimento da fibrose é o 

PDGF, e também é o mais potente mitógeno das células estreladas (Borkham-

Kamphorst et al., 2007). Durante a inflamação hepática, as células estreladas aumentam 

a produção de PDGF, bem como fazem um up regulation da expressão de seus 

receptores (Lechuga et al., 2006). A expressão de PDGF também é influenciada pelas 

mudanças no estado redox celular (Urtasun, Conde De La Rosa et al., 2008) e doadores 

de NO têm mostrado ser um eficiente inibidor da sua expressão (Failli, Defranco et al., 

2000). Isso se evidenciou em nosso experimento com a redução da expressão gênica de 

PDGF no homogeneizado de fígado dos animas do grupos CBDL+SNAC (Figura 3). 

Também foi observado um aumento na expressão de AKT nos animais cirróticos. Esse 

resultado está relacionado ao aumento do PDGF, pois a AKT pode se mostrar elevada 

quando há ativação das células estreladas, devido estimulo pró-fibrogênico provocado 

pelo PDGF (Reif, Lang et al., 2003). Nos animais CBDL+SNAC observamos redução 

na expressão da AKT, cujo resultado ocorreu, provavelmente, devido à inibição da 

expressão do PDGF pela redução da lesão oxidativa. 

 

O TGF-β é a principal citocina fibrogênica no fígado e é influenciada pelo 

estado redox intracelular (Seki, De Minicis et al., 2007). O mecanismo da fibrogênese 

ocorre pela estimulação das células estreladas que favorecem a produção dos 

componentes da matriz extracelular, sendo a ativação do TGF-β o principal estímulo 

para a produção do colágeno do tipo I, fibronectina e proteoglicanos que levam à 

progressão da fibrose (Inagaki e Okazaki, 2007; Friedman, 2008a). Na Figura 3 

observamos um aumento significativo da expressão gênica dessa citocina em relação 

aos grupos Sham. No grupo CBDL+SNAC, constatamos redução na expressão gênica 

do TGF-β (Figura 3). Esse resultado correlaciona-se ao aumento da expressão do TNF-

α, uma citocina pró-inflamatória que medeia o dano hepático em diversos modelos 

animais (Kitamura, Nakamoto et al., 2002; Luo, Liu et al., 2004). O TGF-β também 

apresenta importante papel na proliferação das células estreladas in vitro (Hellerbrand, 

Jobin et al., 1998; Friedman, 2008b).  
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Em nosso estudo, observamos aumento do TNF-α, juntamente com ativação do 

PDGF e do TGF-β (Figura 3) nos animais CBDL. Podemos inferir que esses parâmetros 

aumentaram devido ao refluxo de sais biliares que iniciam a cascata de inflamação no 

interior do fígado, provocando o desenvolvimento da fibrose. Os animais cirróticos 

tratados com SNAC tiveram os valores dessas citocinas reduzidas, possivelmente 

devido ao potencial antioxidante e anti-iflamatório da SNAC (Figura 4).  

 

A fibrogênese é contrabalançada na remoção do excesso de matriz extracelular 

por enzimas proteolíticas, nesse caso, as metaloproteinases (MMPs). Durante o dano 

hepático crônico, ocorre um mecanismo em favor da fibrogênese em relação à fibrolise, 

com uma regulação positiva para os inibidores das metaloproteinases (TIMPs) (Benyon 

e Arthur, 2001). 

 

A MMP-2 é expressada quando há ativação das células estreladas devido à 

presença de um mecanismo de lesão hepática (Hemmann, Graf et al., 2007). Foi 

observado aumento da expressão da MMP-2 nos animais CBDL, juntamente com a 

TIMP-1. Os animais cirróticos tratados com SNAC apresentaram redução dessas 

proteínas (Figura 4). A regulação promovida pela relação MMPs X TIMPs é um 

mecanismo complexo, e a literatura apresenta dados controversos (Hemmann, Graf et 

al., 2007). O aumento concomitante de MMPs e TIMPs, e sua redução com a 

administração de fármacos com potencial antioxidante já foi demonstrado previamente 

(Galli, Svegliati-Baroni et al., 2005; Szuster-Ciesielska, Plewka et al., 2009). 

 

A sinalização das MAPKs é crucial para a proliferação tecidual. Evidências 

indicam que as citocinas também podem ativar cínases que estão envolvidas na 

sobrevivência celular (Talarmin, Rescan et al., 1999; Taub, 2004). As MAPKs são 

proteínas-cínase específicas de serina/treonina que respondem a estímulos extracelulares 

e regulam várias atividades celulares, como expressão gênica, mitose, diferenciação, 

sobrevivência celular e apoptose (Sun e Oberley, 1996). Citocinas e radicais livres 

podem sinalizar a ativação das MAPKs, favorecendo o mecanismo de fibrose (Qiang, 

Lin et al., 2006; Matsuzawa e Ichijo, 2008). Já foi demonstrado que há aumento da 

expressão das MAPKs no modelo de ligadura de ducto biliar (Svegliati-Baroni, Ridolfi 

et al., 2003), o que é comprovado também neste estudo (Figura 5). A ativação das 



Discussão 
 
 

 

114

  

MAPKs tem sido recentemente relacionada à expressão gênica do TGF-β e do colágeno 

tipo I, o que também foi por nós observado (Furukawa, Matsuzaki et al., 2003; Tsukada, 

Westwick et al., 2005). O aumento da expressão gênica de PDGF no grupo cirrótico 

correlaciona-se ao o aumento da ERK, fato que, quando o receptor de PDGF é ativado, 

recruta moléculas de sinalização RAS, ativando a rota da ERK (Friedman, 1999; 

Carloni, Defranco et al., 2002). Foi-nos possível constatar que a ERK também se 

correlaciona positivamente com α-SMA, dado já observado anteriormente no mesmo 

modelo de cirrose (Zhang, Liu et al., 2006).  Da mesma forma, o TGF-β pode estimular 

a cascata de sinalização da JNK e p38 (Ihn, Yamane et al., 2005). Observamos por meio 

de nossos experimentos que houve aumento da expressão dessas proteínas no grupo 

CBDL, o que foi inibido após o tratamento com SNAC. 

 

A SNAC apresenta um efeito abrangente nos mecanismos sinalizadores da 

fibrose hepática, inibindo a expressão das MAPKs e da expressão gênica de citocinas 

envolvidas, assim como a redução propriamente dita da fibrose hepática.  

 

Neste estudo, a SNAC apresentou efeitos animadores na fisiopatologia da 

fibrose desenvolvida pela ligadura de ducto biliar comum. Enfatiza-se que a SNAC foi 

administrada em concentrações muito inferiores às da NAC, a concentração da SNAC 

foi dez vezes inferior à da NAC, e para efeito comparativo, observamos resultados 

similares na determinação das transaminases, na lipoperoxidação e na avaliação dos 

metabólitos do NO. Em outros estudos com modelos de lesão hepática, utilizaram-se 

dosagens com maiores concentrações de NAC para obtenção de resultados semelhantes 

aos aqui encontrados (Ronis, Butura et al., 2005; Baumgardner, Shankar et al., 2008; 

Yang, Lee et al., 2008; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). 

 

Tais dados animam-nos a considerar de maneira objetiva o potencial terapêutico 

da SNAC em eventuais benefícios socioeconômicos de custo-benefício, pois sua 

utilização terapêutica poderia ser administrada com doses inferiores à da NAC e 

alcançaria resultados semelhantes. 
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6. CONCLUSÕES____________________ 

 

6.1 Experimento I 

1. Observamos aumento significativo nas enzimas séricas transaminases e  

fosfatase alcalina no grupo CBDL, que foi reduzido com NAC. Quanto a 

gasometria arterial, a NAC aumento a PO2 e reduziu a PCO2, e também 

restabeleceu a SatO2/Hb. 

 

2. As relações hepatossomática e pneumossomática, apresentaram aumento nos 

animais do grupo CBDL. Reduziram-se quando do tratamento com NAC nos 

animais CBDL.  

 

3. Os pulmões dos animais do grupo CBDL apresentaram aumento da 

lipoperoxidação. No grupo CDBL+NAC, apresentou dados semelhantes aos 

grupos Sham. 

 

4. O grupo CBDL apresentou redução da atividade da enzima SOD, a qual, no 

grupo CBDL+NAC foi restabelecida. 

 

5. Houve aumento dos nitratos totais no pulmão dos animais do grupo CBDL, o 

qual, no grupo CBDL+NAC apresentou-se reduzido. 

 

6. Os animais do grupo CBDL apresentaram instabilidade genômica, a qual, que 

não foi alterada pelo tratamento com NAC no grupo CBDL+NAC. No ensaio 

cometa, o índice de dano ao DNA nos animais CBDL + NAC foi inferior aos 

animais do grupo CBDL, sugerindo tendência protetora da NAC. 

 

7. Os animais CBDL apresentaram aumento no diâmetro dos capilares pulmonares, 

o qual no grupo CBDL+NAC apresentou-se reduzido. 
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6.2 Experimento II 

 

1. Observamos aumento significativo nas transaminases e na fosfatase alcalina no 

grupo CBDL. No grupo CBDL+ SNAC, esses valores apresentaram-se 

reduzidos. 

 

2. Observamos na histologia hepática uma redução da proliferação ductular, com 

finos septos de fibrose nos animais CBDL+SNAC. 

 

3. O grupo CBDL apresentou aumento da lipoperoxidação no tecido hepático 

avaliados por TBARS e QL. Com o tratamento no grupo CBDL+SNAC, foi 

reduzida a lipoperoxidação 

 

4. Houve aumento da atividade da enzima SOD no grupo CBDL. No grupo 

CBDL+SNAC, a atividade da enzima permaneceu próxima aos índices 

encontrados nos animais dos grupos Sham. 

 

5. A administração da SNAC não apresentou diferenças estatísticas na avaliação 

dos metabólitos do NO nos grupos estudados. 

 

6. A SNAC mostrou ser efetiva na redução dos níveis de RNAm das proteínas α-

SMA, colágeno tipo I, TGF-β, TNF-α, PDGF, TIMP-1, MMP-2 no tecido 

hepático.  

 

7. A SNAC inibiu a expressão das proteínas MAPKs (p38, ERK e JNK) e AKT no 

tecido hepático no modelo de cirrose biliar secundária. 

 

6.3 Conclusão Geral 

Os fármacos utilizados nesses experimentos apresentam propriedades 

antioxidantes eficazes na redução do estresse oxidativo no modelo de cirrose biliar 

secundária e suas complicações. A NAC se mostra muito eficaz no manejo da SHP, 

melhorando a função hepática e prevenindo o desenvolvimento da SHP. Em 

contrapartida, a SNAC, em doses muito inferiores, foi capaz de restabelecer a função 
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hepática e inibir rotas moleculares envolvidas no processo de fibrose hepática, 

mostrando-se igualmente eficaz. Isso justifica a continuidade de estudos com a SNAC, 

podendo ser avaliado seu papel inclusive nos mecanismos da SHP. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Há um interesse crescente tanto da indústria farmacêutica, como dos grandes 

laboratórios de investigação científica das principais Universidades do Brasil e do 

exterior nos mecanismos fisiológicos e fisiopatológicos do NO.  

 

 Ainda pouco se sabe sobre o papel do NO, principalmente por parecer muitas 

vezes contraditório. A utilização da SNAC, um doador de NO, que apresenta também 

função antioxidante, mostra grande potencial terapêutico em diversas doenças e pode 

auxiliar o entendimento dos mecanismos do NO em situações experimentais e clínicas. 

 

A partir dos resultados obtidos, verificamos que a SNAC mostra efeitos 

benéficos na correção das complicações provocadas pelo modelo de ligadura de ducto 

biliar comum. Essas evidências despertam grande interesse e abre-nos perspectivas de 

investigar de forma mais aprofundada seus efeitos sobre ativação de cascatas 

moleculares, tanto no fígado como no pulmão de ratos cirróticos. 

 

 Nossas perspectivas focam a continuidade do estudo investigado os mecanismos 

que envolvem o estresse oxidativo, a ativação da rota do NFκB e a transcrição de 

proteínas inflamatórias, como a iNOS, no pulmão de ratos cirróticos. Esse objetivo é  

condizente com a aplicabilidade da SNAC, pois ela se mostrou muito eficaz no 

tratamento da cirrose hepática. A avaliação da genotoxicidade da SNAC também se faz  

muito importante nessa linha de pesquisa, visto que é um fármaco recente e pouco se 

sabe sobre os efeitos adversos desse fármaco.  
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8. ANEXOS_____________________ 

 

8.1 Anexo I 

Histologia de fígado dos animais do experimento I mostrando o grupo Sham 

(Figura 15) CBDL (Figura 16) e CBDL + NAC (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Histologia de fígado de animais do grupo Sham com coloração de (I) 

hematoxilina-eosina com parênquima normal e (II) picrosírius, mostrando a estrutura 

lobular hepática (100x). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Histologia de fígado de animais do grupo CBDL com coloração de (I) 

hematoxilina-eosina e (II) picrosírius, mostrando alterações no parênquima hepático, 

com presença de nódulos regenerativos e fibrose (100x). 
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Figura 16. Histologia de fígado de animais do grupo CBDL+NAC com coloração de (I) 

hematoxilina-eosina e (II) picrosírius, mostrando redução da fibrose e nódulos (100x). 

 

8.2 Anexo II____________________ 

 

Dados de TBARS e atividade da SOD nos grupos Sham e CBDL tratados e não 

tratados com SNAC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Valores médios de lipoperoxidação (TBA-RS) no fígado dos diferentes 

grupos estudados do experimento I. Os resultados acima são expressos como a média ± 

erro padrão da média (EPM), de seis animais em cada grupo. As notações sobrescritas 

têm a seguinte significância:  

a – diferença significativa em relação aos demais grupos (p<0,05) 
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Figura 18. Valores médios de atividade antioxidante da enzima SOD no fígado dos 

diferentes grupos estudados do experimento I. Os resultados acima são expressos como 

a média ± erro padrão da média (EPM), de seis animais em cada grupo. As notações 

sobrescritas têm a seguinte significância:  

a – diferença significativa em relação aos demais grupos (p<0,05) 
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