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APRESENTACAO

Esta tese compode-se de dois experimentos que utilizam o modelo de cirrose
biliar secundaria, desenvolvidos a partir da ligadura de ducto biliar comum. No primeiro
experimento, avaliou-se o papel do farmaco N-acetilcisteina sobre o pulmdo dos
animais com ligadura de ducto biliar com o objetivo de verificar seu efeito sobre a
complicacdo da cirrose conhecida como Sindrome Hepatopulmonar. O segundo
experimento teve por objetivo avaliar o papel da S-nitroso-N-Acetilcisteina, um doador
de o6xido nitrico, sobre o figado dos animais cirroticos por ligadura de ducto biliar
comum. Ambos os experimentos tiveram como foco comum o modelo de ligadura de

ducto biliar e as complicagdes sistémicas ocasionadas por ele.
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Resumo Experimento |

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antioxidante da N-acetilcisteina
(NAC) na sindrome hepatopulmonar, uma complicacdo da cirrose, usando o modelo
experimental de ligadura de ducto biliar comum. Ratos machos Wistar foram divididos
em quatro grupos experimentais: Sham (animais submetidos a simulagdo da ligadura de
ducto biliar comum); CBDL (animais submetidos a ligadura de ducto biliar comum);
Sham+NAC, e CBDL + NAC. A NAC (10mg/Kg) foi administrada durante duas
semanas, iniciando no décimo quarto dia apoés a cirurgia. Alteragdes nas enzimas de
integridade hepatica, 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 lipoperoxidagdo por meio de substancias que
reagem ao acido tiobarbiturico, atividade da enzima superoxido dismutase e a medida
de nitratos totais nos homogeneizados de pulmdo. Ensaio de microntcleos na medula
Ossea e ensaio cometa no pulmdo, figado e sangue foram realizados para avaliar os
efeitos genotoxicos ocasionados pelo estresse oxidativo. Os resultados mostraram
melhoras nos pardmetros das enzimas séricas avaliadas e nos gases arteriais, redu¢do na
lipoperoxidagdo e nos nitratos totais apds o tratamento com NAC. Analise histolégica
mostrou vasodilatacdo nos capilares pulmonares, que foi revertida pela NAC. A
frequéncia de micronucleos e o dano ao DNA no pulmao e figado foram aumentados no
grupo CBDL. A NAC nido causou nenhum efeito genotoxico e nenhuma influéncia na
inducdo de dano na medula 6ssea ¢ ao DNA do pulmio e do figado. Os resultados
sugerem efeito protetor apos o tratamento com a NAC em ratos cirrdticos com sindrome

hepatopulmonar.
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Abstract |

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 |1

O objetivo desse estudo foi investigar os mecanismos moleculares envolvidos na
fibrose hepatica e sua preven¢do pela S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC), um doador de
oxido nitrico que inibe a lipoperoxidagdo. A cirrose biliar secundaria 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 umol/Kg/dia) e Sham e CBDL os
quais receberam veiculo (tampao fosfato pH7,4), duas semanas apos a cirurgia por via
intragéstrica, durante duas semanas. Marcadores de lesdo hepatica, 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 mudancas
histoldgicas induzidas pela ligadura de ducto biliar comum. O aumento na concentragao
das substancias que reagem ao acido tiobarbitirico e da quimiluminescéncia foi
reduzido pelo tratamento com SNAC. A SNAC foi eficaz em reduzir a expressao de
colageno 1o, actina-alfa de musculo liso, fator de crescimento tumoral-f3,
metaloproteinase 2, inibidor de metaloproteinase 1, fator de crescimento derivado das
plaquetas e do fator de necrose tumoral o em ratos com CBDL. Esses efeitos foram
acompanhados pela inibicdo da ativagdo cinase reguladora de sinal extracelular, cinase
do N-terminal do c-Jun, proteina cinase ativada por mitogeno p38 e da AKT. A SNAC
bloqueia a elevagdo de marcadores séricos de dano hepatico e mostra efeitos
antioxidantes e antifibroticos em ratos com cirrose biliar secunddria. Os resultados
obtidos indicam que a SNAC, pela redugdo da expressao de muitos genes e pela
modulacdo de rotas de sinalizacdo 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 11

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 umol/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 1o, alpha-smooth
muscle actin, tumour growth factor-8, metalloproteinase-2, metalloproteinase inhibitor
1, platelet derived growth factor and tumour necrosis factor-o. 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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O figado tem um papel importante na homeostasia do organismo. Apresenta
funcdes na regulagdo do metabolismo, incluindo sintese e estoque de glicogénio,
gliconeogénese ¢ fungdes no metabolismo de proteina e lipidios. O figado ¢ também
responsavel pela producdo de bile, sintese de proteinas plasmaticas e pela detoxificacdo

de drogas (Zimmerman, 1999).

A injuria cronica do figado leva a cirrose hepatica, que ¢ causada pela fibrose
difusa, modificadora da arquitetura tecidual, sendo doenga com muitas repercussoes e
complicagdes. Na sua historia natural, ha inimeras complicagdes que determinam alta
morbidade e mortalidade. Essa doenca cronica, com suas complicagdes, necessita de
cuidados médicos especiais, com inumeras hospitalizagdes e altos custos para os
sistemas de satde. O desenvolvimento de estratégias, como vacinas, diminui¢ao do uso
de alcool e diagndstico precoce, possibilitariam menor prevaléncia dessa doenga cronica

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

Estagios finais de doengas hepaticas, como a cirrose, estavam na 12* posicao
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 figado nos Estados Unidos,
e a maioria aguarda pelo menos dois anos para receber um o6rgdo. Devido a alta
prevaléncia e a incidéncia da doenga, pacientes com doenca hepatica sdo
frequentemente hospitalizados em unidades de tratamento intensivo de elevado custo de
manuten¢do (Huffmyer e Nemergut, 2007). A reversdao desse quadro sé ocorreria com

transplante hepatico, dependendo da etiologia.

No Brasil, o namero de transplantes de figado 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 realizagdo de transplantes de figado no

Brasil. Denota-se uma grave despropor¢ao entre a lista de espera e a realizacdo de
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transplantes, o que evidencia a alta taxa de mortalidade dos pacientes que aguardam por
esse procedimento. Na cidade de Sdo Paulo, o indice da despropor¢ao superou 20% no
ano de 2006 (Ferraz-Neto e Carballo, 2007). Em 2008, foram realizados 1174
transplantes de figado no Brasil, sendo 102 no estado do Rio Grande do Sul (Associagdo

Brasileira de Transplantes de Orgéos, 2008).

Observa-se que ha crescente demanda de pacientes com hepatite cronica e
cirrose em lista de espera de transplante que ndo ¢ contemplada pela escassa doacdo de
orgdo. Essa diferenca tende a se perpetuar e a aumentar, tornando necessario medidas
que possibilitem a diminui¢do do nimero de pacientes cronicos, por meio da profilaxia
da infeccao viral, da diminui¢do do alcoolismo e do estudo de fairmacos que possam

impedir ou prevenir a progressao da fibrose hepatica e suas complicacdes.

Trabalhos cientificos na area de fisiopatologia hepatica tém demonstrado o
envolvimento e a importancia do estresse oxidativo na fibrose hepatica e suas
complicacdes, como a hipertensdo portal, a encefalopatia hepdtica e a sindrome
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 importancia do assunto e a crescente demanda de figado para
transplante, nosso estudo visa a analise de complicagdes da cirrose, da fibrose instalada
e do envolvimento do estresse oxidativo, procurando entender os mecanismos
moleculares envolvidos, na tentativa de elucidar o processo fisiopatologico e avaliar o
efeito dos farmacos N-acetilcisteina e S-nitroso-N-acetilcisteina 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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1.1 Cirrose Hepatica

O figado normal contém um componente epitelial (hepatocito), um revestimento
endotelial, macrofagos teciduais (células de Kupffer) e células estreladas perivasculares
(Figura 1). Na estrutura sinusoidal, o espaco subendotelial de Disse separa os
hepatocitos de endotélio sinusoidal e contém matriz de baixa densidade. Essa matriz
subendotelial contém um entrelacado de matriz extracelular que providencia um suporte
celular, impedindo o transporte de solutos e fatores de crescimento (Figura 2A). Durante
a injuria hepatica, inicia a deposi¢do de matriz extracelular, deteriorando a fun¢do do

hepatocito (Figura 2B).

A cirrose surge como consequéncia da fibrose e do acimulo de matriz
extracelular, em resposta ao mecanismo de dano e cicatrizacao do figado e envolve uma
gama de tipos celulares e outros mediadores acometendo o tecido hepatico (Friedman,

2008b).

As hepatites virais, predominantemente B e C, representam as maiores causas de
fibrose hepatica, juntamente com o consumo cronico de alcool. Muitos outros
estimulos podem induzir a fibrose hepatica, incluindo sobrecarga de ferro e cobre,
consumo de drogas e obstrucdo biliar. A fibrose hepatica ¢ caracterizada pela deposi¢ao
excessiva de proteinas na matriz extracelular na qual predomina o colageno tipo I. O
excesso de deposicdo de matriz extracelular rompe a arquitetura normal do figado,

provocando a injuria tecidual ¢ a fibrose (Parsons, Takashima et al., 2007).
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Figura 1: Arquitetura sinusoidal e localizagdo das células estreladas hepaticas

(Friedman, 2003).

(A)

Figura 2: A ilustra a arquitetura sinusoidal normal com as células estreladas contendo
goticulas de retinodides. B ilustra a multiplicagdo das células estreladas, o acimulo de
matriz extracelular e a perda das vilosidades e capilarizacdo dos sinusoides (Friedman,

2003).

A cirrose ¢ considerada o estdgio mais avangado da fibrose, evidenciada pela a
desestruturacao do parénquima hepatico associada ao aparecimento de septos e nédulos
fibroticos, alteracdes no fluxo sanguineo hepdtico, e risco de faléncia do figado

(Friedman, 2008Db).

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

acordo com agente etioldgico (alcool, virus, toxinas, defeitos metabdlicos, obstrucao
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biliar) o padrdo histologico final do figado ¢ sempre o mesmo, um processo difuso
caracterizado pela presenca de fibrose e uma conversao da arquitetura do figado normal

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

A resposta aos estimulos inflamatérios conduz a uma cascata de eventos por
meio da ativagdo de células estreladas. Esses eventos favorecem a cicatriza¢ao celular
através do aumento da proliferacdo celular, da contratilidade, da fibrogénese, da

degradacdo da matriz e das sinalizagdes pro-inflamatorias (Friedman, 2008b).

As células estreladas, conhecidas como células de “Ito”, lipociticas ou
persinusoidais especificas do figado, sdo encontradas em um estado quiescente no
espaco de Disse, (entre os hepatocitos e os sinusdides) (Wake, 1971). Durante a
agressdo hepatica cronica, as células estreladas diferenciam-se de um fenotipo
miofibroblastico ativado que se caracteriza por acentuada proliferagdo e secre¢do de

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

A fisiopatologia da fibrose hepdtica ocorre através da ativacdo das células

estreladas e apresenta duas fases (Figura 3):

INICIAGAD PERPETUAGAD

Proliferagédo

Fibrogénese

Injdria (@ J
‘! P N
Espécies Ativas de Oxigénio PDGF TGF*lﬂ A b Quimiotaxia
Fatores de Crescimento '} . I

PDGF,

Citocinas Inflamatérias
MCP-1
* . /
2 ET Contratilidade

e -1
° A — ﬂ o .‘ _ L=
Y : .

e & PDGF

Célula Estrelada i ' Perda de Retindides
Quiescente MCP-1 ©
TMMP-2

: &
’ iﬂ Quimioatragao de
- Leucécitos

Degradagéo da
Matriz

Figura 3: Célula Estrelada Hepatica em um processo de injuria do figado. (Hui e

Friedman, 2003).
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12) Fase da Iniciagdo: Conhecida também como pré-inflamatéria. E a fase em que
ocorre mudanca na expressdao de genes e fendtipos, que levam a célula a produzir
citocinas. Nessa fase, ocorre producao de fibronectina pela estimulagdo pardcrina das
células endoteliais, as quais ativam as células estreladas, e participam da conversao do
fator de crescimento tumoral beta (TGF-f3) latente na sua forma ativa. Ocorre também
sintese de substancias da matriz extracelular e proliferagdo celular a partir da
estimulacdo paracrina das células de Kupffer. Ha liberacdo de retinodides pelas células
estreladas através da acdo das citocinas (especialmente TGF-f) e formacdo de espécies

reativas de oxigénio e peroxidos lipidios (Bilzer et al., 2006; Friedman, 2008a).

2%) Fase da perpetuacdo: Nessa fase ocorre a perpetuagdo da ativacdo das células
estreladas. Nela observam-se seis modificacdes celulares: proliferagdo quimiotaxia,

fibrogénese, contratilidade, degradagdo da matriz e redug@o dos retinoides.

e Proliferacdo: Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ¢ o mais
potente mitdégeno das células estreladas (Borkham-Kamphorst et al., 2007). Os
receptores de PDGF (PDGF-R) possuem atividade intrinseca de tirosina cinase'
e sua expressdo ¢ aumentada com a ativacdo de células estreladas (Lechuga,
Hernandez-Nazara et al., 2006). Outros compostos com atividade mitogénica
nas células estreladas e com papel potencial na fibrogénese incluem fator de
crescimento vascular endotelial e seus receptores entre outros. A AKT, uma
proteina com importante funcdo na sinalizagdo celular, ¢ ativada pela
estimulagdio do PDGF na fase de proliferacdo das cél ulas estreladas,
favorecendo a expressdao génica de colageno (Marra et al.,1998; Yoshiji et al.,

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

e Quimiotaxia: Apds o dano agudo ao figado, o niimero de células estreladas ¢é
aumentado em areas com infiltrado inflamatorio (Geerts, Lazou et al., 1991), e
isso provavelmente ¢ consequéncia tanto da prolifera¢do como da migracio de

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

' De acordo com o Dicionario de Lingua Portuguesa Houaiss, ha trés formas de escrever a tradugio do
termo Kinase, sendo elas, quinase, cinase e cinase, sendo esta ultima, a forma preferencial para a lingua
portuguesa (Houaiss e Antonio, 2001).
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estreladas quiescentes ou ativadas. Os quimioatraentes identificados sdo PDGF,
proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1) e receptor CXCR3 (Friedman,
2008a).

e Fibrogénese: A fibrogénese surge em decorréncia da estimulacdo das células
estreladas pelo aumento da producdo dos componentes da matriz extracelular,
sendo o TGF-B o maior estimulo para a producdo do colageno do tipo I,
fibronectina e proteoglicanos, além do TGF-B, outros fatores estimulam a
producdo do coldgeno do tipo I, retinoides, interleucina-1p (IL-1pB), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e acetaldeido (Inagaki e Okazaki, 2007; Friedman,
2008a). A lipoperoxidagao também ¢ apresentada como importante indutor de
deposicdo de matriz extracelular que pode estar relacionada a redugdo das
defesas antioxidantes das células estreladas (Svegliati Baroni, D'ambrosio et al.,

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

e Contratilidade: A contratilidade das células estreladas pode ser o maior
determinante do aumento da resisténcia portal durante a fibrose hepatica. As
células estreladas ativadas impedem o fluxo do sangue portal por constringir os
sinusoides, contraindo o figado fibrotico, por acdo da endotelina I (ET-1). A ET-
1 e o o6xido nitrico (NO) sdo os maiores reguladores da contratilidade das células
estreladas, em adicao ao crescimento de uma lista de mediadores que inclui o
angiotensinogénio II, peptidio atrial netriurético, somatostatina, mondxido de
carbono, eicosanoides entre outros. As células estreladas ativadas apresentam
também maior expressdo da actina-alfa de muasculo liso (a-SMA) a qual confere
também maior contratilidade a essas células (Rombouts, Knittel et al., 2002;

Rockey, 2003; Friedman, 2008a)

e Degradacdo da Matriz: A fibrose reflete um equilibrio entre a produgio e a
degradacdo da matriz celular. Dessa forma, a degradagdo da matriz ¢ um evento
chave no processo de formacgdo da fibrose hepatica. A destruicdo da matriz
hepéatica normal pelas proteases que degradam a matriz acelera o processo de
cicatrizagdo, prejudicando a fungdo celular. Esse processo de degradagdo da

matriz € realizado pelas metaloproteinases (MMPs) que tém funcdo de degradar
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o colageno tipo I, mais especificamente a MMP-1. A regulagdo da atividade das
MMPs ocorre através dos inibidores das metaloproteinases (TIMPs). As células
estreladas produzem TIMP-1 e TIMP-2, e a producao continua dessas proteinas
levaria a reducdo da degradacdo da matriz durante a injuria hepatica. (Iredale,

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

e Reducdo dos retindides: A ativagdo das células estreladas é acompanhada pela
perda dos retinoides perinucleares. Em cultura, os retinoides sdo estocados como
retinil éster, considerando que a forma de retinoide liberado pela célula € retinol,
sugerindo que hé hidrdlise intracelular de ésteres antes da saida. Se a perda de
retinoide € requerida para ativacao das células estreladas, o tipo de retinoide que
poderia acelerar ou prevenir a ativagdo ndo esta esclarecido (Friedman, Wei et

al., 1993; Friedman, 2008b).

As células de Kupffer sdo macrofagos dotados de grande mobilidade que estdo
aderidos ao endotélio, realizam endocitose de micro-organismos ¢ de eritrocitos,
secretam uma série de fatores como TNF-a, interleucinas, colagenase e hidrolases
lisossomicas (Brouwer, Barelds et al., 1988). A ativagdo e a infiltracdo das células de
Kupffer também apresentam um papel proeminente no mecanismo da fibrose hepatica.
O influxo dessas células coincide com a ativagao das células estreladas. As células de
Kupffer podem estimular a sintese de matriz, a proliferagdo celular e a liberacdo de
retinoides pelas células estreladas através da ativacao de citocinas e espécies ativas de

oxigénio (Friedman, 2003).

As células de Kupffer podem influenciar as células estreladas através da
secrecao de metaloproteinase 9 (MMP-9), que ativa o TGF-f3 e, assim, estimula as
células estreladas a produzirem o coldgeno. A producdo de NO pode ser influenciada
pelas células de Kupffer e contrabalancar os efeitos das espécies ativas de oxigénio
reduzindo a proliferacdo 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-hepatica

estd diretamente relacionada com o processo de fibrogénese, apresentando componentes
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celulares envolvidos na resisténcia vascular. As unidades microvasculares intra-
hepaticas sdo formadas por vénulas portais, arteriolas hepaticas, sinusoides ¢ vénulas
centrais. Nesses locais, ocorre a modulacao da resisténcia intra-hepatica, assim como do
fluxo sanguineo. Nos sinusoides, as células endoteliais e as células estreladas tém sido
identificadas como elementos celulares mais importantes na regulacdo da resisténcia.
Por exemplo, o NO, liberado pelas células endoteliais, parece ter um efeito de

relaxamento sobre as cé€lulas estreladas (Mccuskey, 2000; Rockey, 2003).

No figado normal, ocorre equilibrio entre as substancias vasoconstritoras (ex:
ET-1) e as substancias vasodilatadoras (ex: NO). No entanto, no figado injuriado, ocorre
desequilibrio dessas substancias, com aumento da sintese de ET-1 e diminui¢do na
producdo de NO, levando o figado a endoteliopatia. Nesse contexto, ocorre
contratilidade aumentada das células estreladas, constri¢ao sinusoidal, com aumento da
resisténcia intra-hepatica ao fluxo sanguineo. Apos a ativagdo das células estreladas, a
expressdao das proteinas do musculo liso ¢ aumentada e as vias sinalizadoras sao
potenciadas. Além dos mediadores citados, existem outros, como a angiotensina II,
prostanoides, e mondxido de carbono, que podem também desempenhar um papel na
endoteliopatia encontrada na cirrose. Finalmente, a disfuncdo endotelial pode estar
presente nos compartimentos vasculares intra-hepaticos nao sinusoidais (Rockey, 2003;

Friedman, 2008a).

Figado Normal Figado Cirrético

Endotélio

No. Células
Estreladas

VASODILATADORES VASOCONSTRITORES

Figura 4: Endoteliopatia na circulagdo vascular intra-hepatica (Rockey, 2003).
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A presenca de nodulos formados a partir dos septos de fibrose ¢ condi¢ao
essencial da cirrose. Os septos de fibrose podem envolver um lobulo unico, formando
pontes de uma veia porta a outra, podem também atravessar o lobulo, unindo a veia
central & veia porta, para criar nédulos menores, ou ainda cercar muitos 16bulos para
criar um ndédulo maior. Na cirrose, sdo reconhecidas trés categorias morfoldgicas,
baseadas no tamanho dos nddulos cirrdticos: O micronodular, em que os nddulos
apresentam um diametro menor que 3 mm de didmetro; o tipo macronodular, em que os
nddulos apresentam tamanho maior que 3 mm de didmetro e normalmente mostram
variagdes no tamanho. O terceiro tipo, chamado misto, ¢ formado por uma mistura

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

A cirrose densa, com formag¢do de nodulos e hipertensdo portal, ¢ considerada
irreversivel. A reversibilidade da cirrose pela regressio do processo fibrético em
inimeros casos tem sido bem documentada (Bonis, Friedman et al., 2001), ocorrendo
ap6s a abstinéncia alcoolica em cirrose desenvolvida por alcool ou em pacientes com
hepatite C, que tenham respondido a terapia com interferon (Shiratori, Imazeki et al.,

2000).

MNecrose com MNecrose com
N | Hepatite pontes pontes da veia
orma periportal portal-portal central-portal

A maioria
progride para

0 — -
. o 0 cirrose

Progressdo para a Progressio para a

cimose 0%-17% cimose 85%

5-anos 5-anos
mortalidade, 0% mortalidade, 45%
~ P .
rogressdo
3-anos para cirrose 80%
mortalidade < 5-anos
58% I mortalidade, 45%
Cirrose MNecrose
ativa multilobular

Figura 5: Representagdo do hepatocito normal e as sucessivas etapas envolvidas para a

progressdo da cirrose estabelecida, citado por Pavanato, 2004 (Pavanato, 2004).
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Pacientes com cirrose e hepatite B, tratados com lamivudina, demonstraram
aparente regressdo da cirrose (Wanless, Nakashima et al., 2000). A regressdao também
ocorreu em modelos experimentais com obstru¢ao de ducto biliar e por toxicidade
induzida por tetracloreto de carbono quando submetidos ao mesmo tratamento
(Zimmermann, Blaser et al., 1994; Peres, Tunén et al., 2000; Pavanato, Tufiéon et al.,
2003; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008).

1.2 Cirrose Biliar Secundaria

A cirrose biliar secundéria ¢ uma complicacdo tardia da obstru¢do prolongada
das vias biliares extra-hepaticas ocorrendo em menos de um décimo de pacientes.
Ocorre mais freqiientemente como consequéncia de obstruc¢ao por lesdo benigna do que
por neoplasia, em vista da curta sobrevida dos pacientes no segundo caso. Por outro
lado, tem sido mais observada em obstrucdes benignas ndo infectadas, talvez em vista
do maior grau de obstrucdo. A infec¢do das vias biliares, uma vez instalada, parece
acelerar a formacdo da cirrose. A duragdo da obstru¢do para o desenvolvimento da
cirrose ¢, em geral, superior a um ano, embora, em circunstancias menos frequentes,

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

A obstrucdo cronica da via biliar extra-hepatica pode determinar estase biliar e
areas focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferagdo e dilatacdo dos
ductos e canaliculos biliares dos espacos porta, colangite estéril ou infecciosa com
infiltragdo de polimorfonucleares e edema e fibrose dos espacos porta (Abdel-Aziz,

Lebeau et al., 1990).

O dano hepatico colestatico ¢ caracteristica da cirrose biliar secundaria e se
define com critérios histopatologicos especificos e bioquimicos bem estabelecidos.
Nagquelas condi¢des em que a colestase de longa duragdo representa a principal causa de
dano hepatico, a acumula¢dao de acidos biliares toxicos exerce papel fundamental na
determinag¢@o da necrose e, portanto, da fibrose hepatica (Parola, Leonarduzzi et al.,

1996; Pastor, Collado et al., 1997; Orellana, Rodrigo et al., 2000).
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A citotoxicidade dos acidos biliares € atribuida a diversos mecanismos,
incluindo as suas propriedades detergentes, a alteragio da homeostase do Ca™
intracelular, a deple¢ao de ATP e o dano mitocondrial. Trabalhos recentes sugerem que
na patogénese do dano colestatico hepatico participam espécies ativas de oxigénio e

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

A obstrucao prolongada do ducto biliar em ratos ¢ um modelo experimental para
induzir cirrose biliar secundéria e fibrose, sendo que se estabelecem as caracteristicas
proprias da patologia em torno de vinte e oito dias (Figura 6). Nesse periodo, a
obstrucao provoca uma dilatagdo do ducto biliar, edema, rea¢des inflamatdrias agudas
pelo refluxo biliar e aparecimento de fibrose periportal devido a alteragdes na sintese e
degradacdo de proteinas matriciais como o coldgeno, as glicoproteinas e os
proteoglicanos, causando uma desorganizacdo da arquitetura natural do parénquima
(Kountouras, Billing et al., 1984; Pastor, Collado et al., 1997; Peres, Tufon et al., 2000;
Rezaei, Ardestani et al., 2008).

CIRROSE HEPAT ICA

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

(Fernandes e Mies, 1998).
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1.3 Sindrome Hepatopulmonar

Os pacientes com doengas cronicas do figado podem apresentar sinais e
sintomas como hemorragia digestiva, encefalopatia portossistémica, ascite, eritema
palmar e esplenomegalia (Agusti, Roca et al., 1989). Alguns deles, 10 a 20%,
apresentam complicacdes do sistema respiratdrio, como dispneia, platipneia (dispneia
em ortostase), ortodedxia (queda da saturacdo de oxigénio em ortostase), hipocratismo

digital e cianose (Krowka e Cortese, 1994).

Alteragcdes na funcdo respiratéria sdo achados comuns em pacientes que
apresentam doenga hepdtica cronica. As estimativas sdo tdo altas que 50-70% dos
pacientes queixam-se de dispnéia (Roberts, Arguedas et al., 2007). O diagnéstico
diferencial da dispneia nesses pacientes e suas causas devem ser sempre considerados.
Nos ultimos quinze anos, as anormalidades vasculares pulmonares foram reconhecidas
cada vez mais como entidades clinicas importantes que influenciam a sobrevivéncia do
candidato ao transplante hepatico (Fallon e Abrams, 2000; Huffmyer ¢ Nemergut,
2007).

As consequéncias hemodindmicas das doencas do figado, na circulacio
sisttmica e pulmonar, incluem ainda insuficiéncia cardiaca, causada por shunt
arteriovenoso hepatico, hipertensdo pulmonar plexogénica, cardiomiopatia e sindrome
hepatopulmonar. A anormalidade vascular mais comum ¢ a sindrome hepatopulmonar
(SHP), que ocorre quando a vasodilatagao intrapulmonar prejudica a oxigenagao arterial

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

O termo “sindrome hepatopulmonar” (SHP) foi usado pela primeira vez no ano
de 1977 para descrever o que hoje ¢ reconhecido como dilatagdo microvascular,
resultando no desequilibrio da oxigenacdo arterial, em presenca de doenca hepatica

(Lange e Stoller, 1995).

A SHP ¢ definida como um defeito na oxigenagdo arterial, induzida por
dilatacdes vasculares intrapulmonares, associada a doencas hepaticas. O componente

vascular caracteristico da SHP inclui capilares pulmonares dilatados, difusos ou
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localizados e, menos comumente, comunicacdes pleurais e comunicagdes arteriovenosas
pulmonares. A fisiopatologia da hipoxemia na SHP ¢ multifatorial. Os mecanismos
predominantes incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relagdo ventilagao-
perfusdo, baixa difusdo, desequilibrio da difusdo-perfusdo ou do gradiente de oxigencao
alvéolo-capilar (Figura 7) (Aboussouan e Stoller, 2000; Rodriguez-Roisin e Krowka,

2008).

=

Sangue
Venoso

—
Shunt

direito - esquerdo

|

| Limitago da difusio
——

Sangue
| arterial
Perfusio nao-uniforme hipoxémico

Desequilibrio na ventilagio-perfusio

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

A SHP caracteriza-se por uma triade que consiste em doenca hepdatica ou
hipertensdo portal, aumento do gradiente alvéolo-capilar no ar ambiente e dilatagdes
vasculares intrapulmonares, na auséncia de doenca pulmonar ou cardiaca coexistente, as
quais podem resultar em concentragdes arteriais de oxigénio abaixo da normalidade,

levando a alteragdes sistémicas (Rodriguez-Roisin e Krowka, 2008).

As anormalidades na troca gasosa sdo caracterizadas pela desoxigenacdo. A
European Respiratory Society (ERS) Task Force propde o seguinte estagiamento da
severidade da SHP baseado na determinagdo da PaO, (Rodriguez-Roisin, Krowka et al.,
2004).
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1. Média: PaO2 >80 mmHg
Moderada: PaO2 <80 a 60 mmHg
Severa: Pa0O2 <60 a 50 mmHg
Muito Severa: PaO2 <50 mmHg

el A

Krowka e colaboradores, em 1993, propuseram dois padrdes radiograficos para
SHP, baseando-se nas caracteristicas angiograficas: tipo 1, ou padrdo minimo,
caracterizado por microdilatagdes difusas, e tipo 2, que ¢ caracterizado por discretas e
localizadas comunicagdes arterio venosas. O padrdo tipo 1 pode estar associado a
hipoxemia severa e a ortodeoxia, porém tem boa resposta a oxigenioterapia a 100%, e o

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

O mecanismo da vasodilatacdo intrapulmonar ndo ¢ bem definido. Muitas
hipoteses tém sido consideradas, tais como desequilibrio entre substancias

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

Vérios mediadores humorais t€ém sido propostos como os vasodilatadores
circulantes responsaveis pela SHP. Entre eles, estdo incluidos prostaglandinas,
glucagon, substancia P, peptidio atrial natriurético, fator de ativa¢ao plaquetario e NO

(Panos e Baker, 1996).

Experimentalmente, o modelo de ligadura de ducto biliar ¢ o inico modelo que
identifica as caracteristicas da sindrome 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 ¢ modelo ideal para o estudo da
SHP, com os animais cirroticos a partir de quatro semanas, quando ja apresentam
hipoxemia e vasodilatacdo intrapulmonar. O gradiente alvéolo-capilar apresenta
diferencga superior a 100% e ¢ acompanhado de hipoxemia, com valores inferiores a 85
mmHg, quando comparado ao grupo controle. Esses achados foram associados a
vasodilatagdo intrapulmonar, atribuida aos elevados valores na expressdo eNOS no

pulmao de ratos cirréticos (Fallon, Abrams et al., 1997; Tang, Luo et al., 2007)

Um grupo de pesquisadores franceses relacionou o aumento de NO a

translocacdo bacteriana, que ocorre em 45-75% dos animais cirrdticos induzidos
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experimentalmente. Essa translocagdo bacteriana favorece a entrada de bactérias e
endotoxinas na circulagcdo pulmonar, gerando acuimulo de macréfagos no endotélio, os
quais secretam produtos para o meio extracelular, incluindo citocinas ¢ NO, que, em
altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente toxica e oxidante (Thannickal e
Fanburg, 2000; Rabiller, Nunes et al., 2002). Foi demonstrado que animais cirréticos
por ligadura de ducto biliar, que apresentavam hipoxemia e vasodilatagdo, também
apresentavam aumento da lipoperoxidacao no tecido pulmonar, provavelmente devido a
acdo oxidativa de radicais livres ¢ do NO em altas concentragcdes na circulagao

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

Recentes estudos indicam que a translocacdo bacteriana aumenta a produgao
TNF-a 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
participacdo do TNF-a 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 esta relacionado a redugdo da clareance hepatica e ao
aumento da translocacdo Dbacteriana nesse modelo, provocando, assim, o

desenvolvimento da SHP.

1.4 Equilibrio Redox e Rotas de Sinalizacéo Celular

1.4.1 Estresse Oxidativo e Nitrosativo

O oxigénio (O2) ¢ um elemento vital e também ¢ potencialmente nocivo. Em
certas condi¢des, ¢ responsavel por reacdes quimicas muito toxicas para as células

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

A molécula de oxigénio, em seu estado natural, ¢ um birradical, possui dois
elétrons desemparelhados. Além de ser um bom agente oxidante, ¢ capaz de oxidar
outros atomos ou moléculas aceitando um par de elétrons (Figura 8) (Llesuy, 2002).

Os intermediarios da redugdo parcial do oxigénio sdo anion superoxido (0,%),

perdxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlet ('O,) e radical hidroxil (OH"). Todos
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sdo denominados espécies ativas de oxigénio, por serem capazes de existir de forma

independente (Llesuy, 2002).

Os efeitos deletérios do oxigénio sobre os organismos aerobios variam,
consideravelmente, com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiologico
e com a dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados
de formas diferentes. Esses efeitos ocorrem devido a elevada producao de radicais livres

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

Energia
102 4+— 302
+2e
+1e
+4e Oy H-.O-
+1e i +1e

H20 4 HO*+ HO-

+1e

Figura 8: Esquema de produgao das espécies ativas de oxigénio (Llesuy, 2002).

O radical livre de oxigénio ¢ uma espécie quimica capaz de existir de forma
independente e contém um ou mais elétrons desemparelhados. A presenca de um elétron
desemparelhado confere as espécies carater paramagnético, alto grau de reatividade

quimica 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 ndo radical ou pelo ganho de um elétron por nao radical.
Eles podem também ser formados quando uma ligacdo covalente ¢ quebrada, se cada
um dos atomos ficar com um elétron, em um processo conhecido como fissdo

homolitica (Halliwell e Gutteridge, 1999).

As espécies ativas de oxigénio (EAO), tais como O,", H,O,, 102 e OH" e outros,
podem ter origem enddgena e exdgena. As principais fontes endogenas de geragdo das

espécies ativas de oxigénio sdo peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mito-
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condria e citocromo P-450. Como vias exdgenas, podem ser citadas radiagdo-y, cigarro

e solventes organicos (Llesuy, 2002).

A excessiva formacdo endogena de radicais livres pode ser causada por (1)
ativacdo aumentada de fagdcitos; (2) interrup¢ao dos processos normais de transferéncia
de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial; (3) aumento da concentragdo de ions
metalicos de transi¢cdo por escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo
ou doencas metabdlicas; e (4) por niveis diminuidos das defesas antioxidantes.
Entretanto, torna-se dificil determinar se, na doen¢a humana, os radicais livres sdo a

causa ou potencializam o dano patologico (Halliwell e Gutteridge, 1999; Droge, 2002).

Por outro lado, as EAO sdo reconhecidas como importantes sinalizadoras
intracelulares e estdo envolvidas na regulagao redox no interior das células do sistema
imune (Halliwell, 2007; Oktyabrsky e Smirnova, 2007). Sabe-se que células
fagocitarias, como macrofagos e neutrdfilos, sdo ativadas sob condigdes oxidativas.
Essa ativagdo ¢ mediada pelo sistema da NADPH oxidase que resulta em marcado
incremento no consumo de oxigénio e conseqiiente produg¢do de O,". A ativagdo da
NADPH oxidase pode ser induzida por lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e
citocinas, como inteferon-gama (IFN-y), IL-1p e TNF-a (Figura 9) (Droge, 2002).

O 0O, ¢ convertido em H,O, pela agdo da enzima superdxido dismutase (SOD).
Essa enzima possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganés-SOD,

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

Em presenca de ions ferro (Fe%) ou outros metais de transi¢do, o O," e 0 H,O,
sdo convertidos, via rea¢do de Fenton, o0 HO®, que é provavelmente responsavel pela
toxicidade celular associada as espécies ativas de oxigénio. Quando formado o HO®, ele
rapidamente reagira com a molécula mais préxima, que pode ser com lipideos, proteinas
ou bases de DNA. Isso acontece porque a taxa constante de reagdo do HOe, ¢ bastante

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

O oxido nitrico (NO) ¢ uma espécie radicalar diatdmica encontrada

endogenamente nos mamiferos, responsavel por uma grande gama de acdes bioldgicas
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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 pressdo sanguinea, através da regulagdo do relaxamento do
musculo liso (Wanstall, Jeffery et al., 2001), o NO também regula a adesdo plaquetaria
(Tziros e Freedman, 2006), a agregacao de neutrdfilos (Forslund, Nilsson et al., 2000) e
a citotoxicidade de macrofagos (Billack, 2006), além de estar envolvido na

neurotransmissao (Liith, Miinch et al., 2002).

O NO ¢ sintetizado pela enzima intracelular NO sintase (NOS), através da
oxidagdo da L-arginina, que produz citrulina e NO. As trés principais isoformas da NOS
até agora identificadas sao a NOS1 (também conhecida como nNOS, por ter sido
inicialmente isolada de tecido neuronal), NOS2 (ou iNOS), que ¢ induzivel por
citocinas inflamatdrias, endotoxinas, hipdxia e estresse oxidativo, e NOS3 (ou eNOS)
predominante no endotélio. A nNOS e a eNOS sdo expressas constitutivamente e sdo

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

Devido ao fato de o ambiente celular e plasmatico conter espécies reativas que
podem rapidamente inativar o NO livre, em contraste a meia-vida relativamente longa
do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), foi considerado que o NO ¢
estabilizado por uma molécula transportadora que prolonga a sua meia-vida e conserva
sua atividade biologica. Em condigdes normais, o NO ¢ produzido em baixas
concentragdes e atua como citoprotetor, podendo interatuar com os metais de transi¢ao e

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

A produgdo exagerada de espécies ativas de nitrogénio ¢ chamada de estresse
nitrosativo. Isso pode ocorrer quando a geracdo de espécies reativas de nitrogénio em
um sistema excede a habilidade do sistema em neutraliza-las e elimina-las (Valko,

Leibfritz et al., 2007).

O 0," pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOQ), uma espécie
ativa de nitrogénio. A adicdo de ONOO" as células, aos tecidos e aos fluidos corporais
leva a rapida protonagdo, podendo resultar deplecdo de grupos-SH e outros
antioxidantes, oxidacao e nitragdo de lipideos, quebra de DNA, nitragdo e desaminagao

de bases de DNA (especialmente a guanina). A nitracdo em residuos de tirosina €
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amplamente usada como um biomarcador da geracdo de ONOO" in vivo. Nesse sentido,
tem sido considerada um importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em
doengas humanas, ainda que nao seja um biomarcador especifico para ONOO™ (Droge,

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

Dentre as espécies de oxigénio e nitrogénio, o ONOO é capaz de depletar os
grupamentos -SH e, com isso, alterar o balango redox da glutationa no sentido do
estresse oxidativo. Esse desequilibrio no estado redox induz por regulagdo redox o
inibidor kappa cinase (IKK) a fosforilar o inibidor kappa-B (IkB), possibilitando a
translocagdo do fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB) para dentro do nucleo,
levando a transcricdo de diversos mediadores inflamatorios (Figura 9) (Bitencoutt,

2007; Filippin, Vercelino et al., 2008).
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Figura 9: Formacao de espécies ativas de oxigénio e nitrogénio (Filippin, Vercelino et
al., 2008).

Se, por um lado, altas concentracdes de espécies ativas de oxigénio estdo
envolvidas na ativacdo do NF-kB com a manuten¢do do processo inflamatorio atuando
como agente causal de dano a macromoléculas, por outro, sugere-se que baixas
concentragdes de espécies ativas de oxigé€nio participem na regulacdo de diferentes
funcdes nas células eucaridticas, tais como proliferacdo, biossintese de hormonios,

quimiotaxia, explosdo 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
ativacao das caspases, tanto por via intra quanto extracelular, levando a apoptose

(Halliwell, 2007).

1.4.2 Proteinas Cinase ativadas por Mitogenos

Provavelmente o efeito mais significativo das espécies ativas de oxigénio esta na
ativacdo das rotas de sinaliza¢do nas proteinas cinase ativada por mitogenos (MAPKs).
As MAPK sdo subfamilia de proteinas especificas de serina/treonina que respondem a
estimulos extracelulares e regulam vérias atividades celulares, como expressao génica,

mitose, diferenciagdo, sobrevivéncia celular e apoptose (Sun e Oberley, 1996).

Sdo conhecidos trés grupos principais de MAPK cinase reguladora de sinal
extracelular 1 e 2 (ERK1/2), cinase do N-terminal do c-Jun (JNK) e proteina cinase

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

O estimulo inflamatorio, causado por citocinas e fatores de crescimento, assim
como a produgdo exagerada de EAO podem desencadear e ativar a cascata das MAPKs.
Essa cascata ¢ ativada por cinases que se consistem de uma ou mais cinases em séries:
MAPK kinase kinase (MAP3K) ativa MAPK kinase (MAP2K) que entao ativa a
MAPK (Figura 10) (Lawrence, Jivan et al., 2008).

Estudos experimentais acerca da regulacdo positiva das MAPKs através da
administracao de H,O, t€ém mostrado que a ativacao de cada rota de sinalizacao depende
do tipo especifico de estimulo. Por exemplo, ¢ relatado que a producdo de H,O, por
dano celular induz a ativagdo tanto da ERK1/2 como p38 (Iles e Forman, 2002). A rota
da ERK1/2 estd mais comumente associada a regula¢ao da prolifera¢ao celular (Valko,
Leibfritz et al., 2007). Esta bem documentado o envolvimento do estresse oxidativo na
ativacdo da ERK1/2 em diversos tecidos, como cardiaco, hepatico, respiratdrio e outros
(Jiménez, Zanella et al., 1997; Xiao, Pimentel et al., 2002; Conde De La Rosa,
Schoemaker et al., 2006). A ERK1/2 ¢ ativada pela MEK (MAP/ERK Kinase) que fica
imediatamente acima dela na rota de sinalizagcdo (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 a da ERK1/2. As MAP2K que resultam na
ativacao da JNK sdo a MKK 4/7, que sdo cinases especificas que fosforilam a JNK
(Davis, 1999; Yoshizawa, Ueda, Masutani et al., 2002; Mccubrey, Lahair et al., 2006;
Matsuzawa e Ichijo, 2008).

Espécies Ativas de Oxigénio

T

RAS ASK1 MLK
MAP3K
RAF Rac
'

MEKK 1/4 ! !
MAP2K MEK 1/2 L—» MKK 4/7 MKK 3/6
MAPK l J\l

ERK1/2 JNK p3s

Figura 10: Rota de ativacdo das MAPKs. MAPK: proteina cinase ativada por
mitogenos; MAP2K: MAPK cinase; MAP3K: MAPK cinase cinase; RAS, RAF
e Rac: proteinas de sinalizacdao celular; ASK1: cinase-1 reguladora do sinal de
apoptose; MLK: cinase de linhagem mista; MEKK1/4: proteina cinase ativada
por mitégenos cinase cinase cinase 1 e 4; MEK1/2: MAP/ERK cinase 1 e 2;
MKK3/6: proteina cinase ativada por mitogenos cinase cinase 3 e¢ 6; MKK4/7:
proteina cinase ativada por mitégenos cinase cinase 4 e¢ 7, ERKI1/2: cinase
reguladora de sinal extracelular 1 e 2, JNK : cinase do N-terminal do c-Jun e

p38: proteina cinase ativada por mitogeno p38 (Valko, Leibfritz et al., 2007).

O mecanismo de ativagdo da p38 ¢ muito similar ao mecanismo da JNK, porque
0s mesmos sinais podem ativar tanto a rota da p38 como da JNK. As espécies ativas de
oxigénio podem estimular também a cinase 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 sobrevivéncia ou

morte celular (Matsuzawa e Ichijo, 2008).

1.4.3 Antioxidantes Enzimaticos

O organismo, a fim de proteger-se contra os danos oxidativos, desenvolveu
inimeras estratégias, como a prevencdo da formagdo dos radicais livres através dos
antioxidantes (enzimaticos e ndo enzimdticos) capazes de neutralizar o estresse

oxidativo (Llesuy, 2002).

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

2002)

Os antioxidantes enzimaticos compreendem agentes que cataliticamente
removem os radicais livres e outras espécies ativas, como as enzimas SOD, catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx); proteinas que minimizam a disponibilidade de
pro-oxidantes, como ions ferro e cobre ou como transferinas e hepatoglobinas; proteinas
que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos, como proteinas de
choque térmico; e substancias de baixo peso molecular que combatem espécies ativas de
oxigénio e espécies ativas de nitrogénio como glutationa, o-tocoferol, acido urico,

bilirrubina e outros (Halliwell, 2007).

O sistema antioxidante ¢ constituido por componentes enzimaticos € nao
enzimaticos, que atuam conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico ¢é

considerado a linha de defesa primaria, uma vez que evita o acamulo do O," e do H,O»,
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Existem, também, as defesas secunddrias que impedem a propagacdo da

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

Quando a substancia age neutralizando as espécies ativas de oxigénio na fase de
iniciagdo ou propagacdo da lipoperoxidagdo, levando a formacdo de um composto
menos reativo, ¢ chamada de scavenger. Ao passo que, se a substancia antioxidante
tiver a propriedade de absorver a energia de excitagao dos radicais, neutralizando-os, ¢

denominada de quencher (Sies e Murphy, 1991).

A SOD tem por principal fungdo atuar na dismutagdo do O," em H,O; e Oy,
sendo que o primeiro € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas
(equacdo 1). Essa enzima pode ser classificada em trés grandes grupos, segundo o
metal que se encontra presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a
SOD-manganés, presente na matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos

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

SOD
0, + 0, + 2H" » H,0,+0; (equagio 1)

Os produtos finais da dismutagdo sdo o peréxido de hidrogénio e o oxigénio. O
H,0,, apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxila. A
remogao dos perdxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais
afinidade ao perdxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a
reducdo do perdxido de hidrogénio e de hidroperdxidos organicos (Llesuy, 2002). A

acao da CAT sobre o peroxido € apresentada na equagao 2.

CAT
2H,0; » 2H,0+ O, (equagdo 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
redu¢do do peroxido de hidrogénio, através da oxidagdo da glutationa reduzida (GSH).

Para reestabelecer a glutationa oxidada (GSSH) a reduzida, ¢ necessario que a
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glutationa redutase (GR) promova a regeneracdo da GSSH, consumindo NADPH
(Figura 11)(Halliwell e Gutteridge, 1999).

GPx

GR+FAD

NADP* <1 NADPH

Figura 11: Esquema adaptado de interagdo do sistema glutationa. GPx:
glutationa peroxidase; H,O;: peroxido de hidrogénio; H,O: &gua; GSH:
glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; FAD:
flavina-adenina dinucleétido; NADP": fosfato de dinucledtido de nicotinamida-
adenina; NADPH: fosfato de dinucledtido de nicotinamida-adenina reduzido

(Halliwell, 1999).

1.4.4 Antioxidantes Ndo Enzimaticos

O sistema de defesa ndo-enzimatico ¢ formado pelos antioxidantes
hidrossoltiveis e antioxidantes lipossoluveis. Os antioxidantes hidrossoliveis sao
compostos que tém alta afinidade por agua, podemos citar, entre eles, a glutationa
(GSH), o 4cido urico e o acido ascorbico (vitamina C). Os antioxidantes lipossoliveis
sdo compostos que tém alta afinidade com lipidios e podemos citar, entre eles, os

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

A glutationa ¢ um tripeptidio, y-glutamilcisteinilglicina ¢ um tiol de peso
molecular baixo (PM= 307,3), sendo mais abundante nas células de mamiferos. A
concentragdo intracelular ¢, aproximadamente, 0,5 mM, mas, as vezes, alcanca niveis

tdo altos como 10 mM. A concentracdo intracelular de GSH pode manter-se em estado
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reduzido pela agdo da enzima glutationa redutase (GR) que requer a presenca de

NADPH (Yu, 1994).

O GSH tem varias fun¢des no metabolismo, no transporte, na catalise (atuando
como cofator para a familia de enzimas do tipo peroxidase). Estd envolvido no
metabolismo do acido ascorbico, na comunicagdo intercelular, prevenindo a oxidagdo e
as ligacoes cruzadas dos grupos—SH das proteinas, da cisteina e da coenzima A. Parece
participar no transporte intracelular de cobre, quelando os fons Cu®" ¢ diminuindo a sua
disponibilidade para gerar radicais livres. E um agente radioprotetor e cofator para
varias enzimas em diferentes rotas metabodlicas, incluindo as enzimas envolvidas na
sintese dos leucotrienos. Intervém também em vias enzimaticas (GSH-S-transferases) e
ndo enzimaticas de detoxificagdo de xenobidticos. E importante também na degradagio
de proteinas que contém pontes S-S, como a insulina. A sua fun¢do mais importante ¢ a
protegdo que exerce frente ao dano oxidativo, causado pelas espécies reativas de
oxigénio, geradas durante o metabolismo normal das células. O GSH pode reagir por
via ndo enzimatica com essas espécies. In vitro, o GSH pode reagir com o radical HO®,

0 HOCI, o radical RO", o radical RO," ¢ 'O, (Halliwell, 2007).

O 4cido ascorbico apresenta muitas propriedades antioxidantes, entre elas, a
capacidade de neutralizar o O,", HO,", HO® e de regenerar a vitamina E. Além disso,
pode atuar como pré-oxidante quando se encontra em concentragcdes aproximadamente
iguais a ImM. Nessa concentragdo, o 4cido ascorbico pode reduzir o Fe'™ a Fe**, sendo
esse ultimo um potente indutor da reacdo de Fenton. A concentragdo e a localizagdo
intracelular do acido ascorbico pode ser fator decisivo na atividade dessa vitamina como

oxidante ou antioxidante (Halliwell, 2007).

Os B-carotenos tém sido considerados como antioxidantes porque apresentam a
capacidade de neutralizar radicais. Protegem os lipidios da peroxidagdo porque
neutralizam as espécies ativas de oxigénio, principalmente o 'O, . In vivo, apresentam
uma atividade antioxidante eficiente porque podem inibir a peroxidagao lipidica
induzida pelo sistema da xantina oxidase. In vitro podem atuar também como oxidantes,

dependendo da pressao parcial de O, (Krinsky, 1989).
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O a-tocoferol (vitamina E) encontra-se em altas concentracdes em muitos
tecidos, em nivel intracelular, estd associado as membranas ricas em lipidios, como nas
membranas mitocondriais ¢ do reticulo endoplasmatico. Pode reagir tanto com
lipoperoxidos como com radicais alcoxil, sendo um protetor efetivo da peroxidagao
lipidica de membranas biologicas. A vitamina E neutraliza o 102, 0, ou 0 HO,' e reage

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

A bilirrubina ¢ o produto do catabolismo das hemoproteinas, estd presente no
sangue e nos tecidos. E um antioxidante que bloqueia as reagdes em cadeia, reagindo

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

1.45 N-Acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) ¢ um composto tidlico que contém um grupo sulfidril
formado pela seguinte formula quimica CsHyNO;S (Figura 12). Seu peso molecular é

igual a 163,2 e ¢ amplamente usado na clinica médica (Ziment, 1988).

A NAC ¢ um mucolitico que teve suas primeiras aplicacdes no tratamento de
doengas congestivas e obstrutivas pulmonares associadas a hipersecrecdo. A NAC
também ¢ usada no tratamento de intoxicagdo aguda por acetoaminofen e, atualmente, ¢
utilizada no tratamento da sindrome da angustia respiratéria no adulto e, em casos de
imunodeficiéncia adquirida, na infecg¢do por HIV (Sarnstrand, Tunek et al., 1995). Além
destas aplicagdes, a NAC também ¢ utilizada no cancer, doengas cardiovasculares ¢ na

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

Sua atividade antioxidante ¢ dada principalmente por dois mecanismos:
1 - reduzir diretamente o HyO, e 0 O2° a espécies menos reativas formando radicais
sulfaricos ou cisteina;
2 —promover a biossintese 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: Férmula quimica da N-acetilcisteina.

Sua ampla utilizagdo ¢ justificada pelo fato de que NAC possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (Cotgreave, 1997) e oferece protecao contra
endotoxemia mediada pela administragdo de lipossacarideo (LPS), observando
diminuicao de H,O,, e isso estaria diretamente relacionado a sua capacidade de reduzir
espécies ativas de oxigénio, mais do que a sua fun¢do de promover a biossintese de

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

Muitos trabalhos tém demonstrado os efeitos da NAC, principalmente
modulando a atividade da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), reduzindo a
formagdo de citocinas inflamatorias e inibindo a a¢do de neutrofilos (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 redugdo do estresse oxidativo, atuando sobre a atividade de enzimas
antioxidantes e também sobre a lipoperoxidacdo. Pereira-Filho et al. (2008)
demonstraram que NAC reduz a fibrose hepdatica em ratos cirréticos, assim como reduz
a lipoperoxidagdo quando comparado com os animais que ndo receberam tratamento
com NAC (Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). Em outro estudo, foi verificado que a
NAC apresentou papel na manuten¢ao das enzimas antioxidantes, assim como reducdo
da lipoperoxidag@o em ratos cirroticos e esses dados estdo diretamente relacionados a
reducdo da ativagdo do TGF-f, citocina que estimula o mecanismo de fibrose (Galicia-

Moreno, Rodriguez-Rivera et al., 2009).
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A NAC também apresenta um papel favordvel na regulagdo do NO e citocinas
inflamatorias. O TNF-o e outras citocinas, assim como algumas EAQO, alteram a
atividade da NOS, o que provoca as alteracdes hemodinamicas no modelo de
hipertensao portal pelo aumento da produgdo de NO. Antioxidantes contendo grupo tiol,
como a NAC, inibem a induc¢ao de NOS pelo TNF-a, prevenindo o desenvolvimento da
circulacao hiperdinamica provocada pelo aumento da produ¢dao de NO mediada por
citocinas (Fernando, Marley et al., 1998). Um outro estudo demonstrou o aumento de
metabolitos de NO no pulmao, assim como de outras citocinas inflamatdrias no modelo
animal de embolismo pulmonar, que foram reduzidos com a administracdo da NAC

(Liu, Kao et al., 2008).

1.4.6 S-nitrosotiois e a S-Nitroso-N-Acetilcisteina

Os S-nitrosotidis (RSNOs) sdo tioésteres de nitrito cuja estrutura geral ¢ dada por
R-S-N=O0 e sdo considerados transportadores endégenos de NO nos mamiferos (Wang,
Zhang et al., 2000). As propriedades dos RSNOs sdo similares as do NO livre e incluem
a vasodilatagdo, antiagrega¢ao plaquetaria (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 reagdes de S-transnitrosagdo, levando a modificagdes
pos-translacionais em varias proteinas (Richardson e Benjamin, 2002) e sofrem
decomposic¢ao térmica em solugdo, produzindo NO livre e um dissulfeto de acordo com

a equacao 3:

2RSNO S RS-SR + 2NO (equagao 3)

~ r . ’ . . ’ 2+ r
Essa reacdo ¢é catalisada por ions metais (especialmente por ions Cu™’) e ¢
acelerada fotoquimicamente por irradiagdo com luz ultravioleta ou visivel (Sexton,

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

Foi demonstrado que os RSNOs sdo potentes relaxantes dos musculos lisos e
inibidores da agregacdo plaquetaria e sdo os melhores candidatos para o transporte e
armazenamento endégeno 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, sdo sintetizados. A sua
sintese pode ser realizada pela reacdo da S-nitrosagdo de peptideos contendo sulfidril, os
quais sdo muito reativos as espécies nitrosativas (Stamler, Simon et al., 1992; Wink,
Nims et al., 1994). L-cisteina (CySH) e glutationa (GSH) sdo naturalmente peptideos
contendo um grupo sulfidril no residuo cisteina encontrado em quase todas as células.
S-Nitrosoglutationa (GSNO), formado na S-nitrosacdo da GSH, ¢ considerado um
carreador enddgeno de NO envolvido em muitas fungdes bioldgicas (Clancy,

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

CySH ¢ o precursor da GSH e tem sido demonstrado que estd envolvido como
intermediario em varias reagdes de transnitrozagdo com outros carreadores de NO (Park,
Billman et al., 1993; Liu, Rudd et al., 1998). A NAC ¢ também um precursor muito
efetivo e estimulador da sintese da glutationa e pode ser prontamente nitrosado,
produzindo S-nitros-N-acetilcisteina (SNAC) (Figura 13)(Shishido e De Oliveira,
2000).

O
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Figura 13: Férmula quimica da S-nitroso-N-acetilcisteina.

Complicacdes vasculares da cirrose hepatica, como a hipertensdo portal e a
sindrome hepatopulmonar, sdo as principais causas do aumento do indice de
mortalidade de pacientes com doengas cronicas hepaticas (Jensen, 2002). Apesar de
anormalidades anatomicas serem a causa principal do aumento de resisténcia ao fluxo
sanguineo portal através do figado, um componente ndo estrutural da resisténcia intra-
hepatica aumentada tem sido identificado e atribuido ao desbalango multifatorial entre

mediadores vasoconstritores e vasodilatadores (Rockey e Weisiger, 1996; Bilzer,
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Roggel et al., 2006). Enquanto uma produgdo aumentada ¢/ou uma resposta exagerada
do figados cirrdtico a vasoconstritores enddgenos tem sido documentada em roedores
(Rockey e Weisiger, 1996), reducao a atividade 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
na células endoteliais sinusoidais tem sido documentada (Rockey e Chung, 1998).
Apesar de os niveis da proteina eNOS parecerem inalterados, células endoteliais
sinusoidais de figados cirréticos apresentam aumento proeminente na proteina inibitoria
caveolina ligada a eNOS, com uma concomitante diminui¢do da ligacdo com
calmodulina, o que pode contribuir para a disfungdo da NOS (Shah, Toruner et al.,

1999).

A produgdo endotelial de NO reduzida contribui para o aumento dos tonus
vascular observado na cirrose. Um tratamento farmacoldgico em potencial seria a
modulacdo do relaxamento intra-hepatico 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
exogena de NO e, quando utilizada para o tratamento da doenca ndo alcodlica do figado
gorduroso em ratos, foi observado redugdo da lipoperoxidagdo e melhora dos aspectos
histologicos e bioquimicos (De Oliveira, Simplicio et al., 2006; Laleman, Van
Landeghem et al., 2007). Dessa forma, ¢ importante que se avalie o efeito de doadores

de 6xido no tratamento da cirrose hepatica e suas complicacdes.
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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 secundaria, induzida pela ligadura de

ducto biliar comum, na tentativa de elucidar a acdo desses farmacos sobre as

complicacdes desse modelo experimental.

Obijetivos Especificos

Experimento |

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

Parameters in Cirrhotic Rats with Hepatopulmonary Syndrome.

1)

2)

3)

4)

Verificar a integridade hepéatica de ratos submetidos a ligadura de ducto biliar
através da analise das enzimas séricas Aspartato Aminotransferase (AST),
Alanina Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e verificar as
alteracdes na difusdo de gases através de gasometria arterial, avaliando a pressao
parcial de oxigénio arterial (PaO;), a pressao parcial de gas carbonico arterial
(PaCO,) e a saturacdo de oxigénio da hemoglobina (SatO,/Hb) dos animais

tratados e ndo tratados com NAC.

Avaliar as alteragdes das relacdes hepatossomatica e pneumossomadtica dos

animais tratados e ndo tratados com NAC.

Avaliar a lipoperoxidacdo no tecido pulmonar através da determinacdo das
substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos animais tratados e

ndo tratados com NAC.

Quantificar a atividade enzimatica antioxidante da SOD dos animais tratados e

ndo tratados com NAC.
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5)

6)

7)

Avaliar os metabolitos do Oxido Nitrico (nitritos e nitratos) no tecido pulmonar

dos animais tratados e ndo tratados com NAC.

Avaliar os danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundaria e a a¢do da
NAC como agente genotdxico/antigenotoxico, utilizando o teste de

micronucleos e 0 ensaio cometa dos animais tratados e nao tratados com NAC.

Analisar pela histologia o didmetro dos capilares pulmonares através da

coloracdo hematoxilina e eosina dos animais tratados e ndo tratados com NAC.

Experimento 11

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

activation and fibrosis in cirrhotic rats.

1)

2)

3)

4)

5)

Verificar a integridade hepatica de ratos submetidos a ligadura de ducto biliar
comum e tratados e nao tratados com SNAC através da andlise das enzimas
séricas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e

Fosfatase Alcalina (FA).

Avaliar o efeito da ligadura de ducto biliar comum sobre a histologia hepatica,
através da coloracdo de hematoxilina e eosina, e picrossirius dos animais

tratados e ndo tratados com SNAC.

Avaliar a lipoperoxidagao no hepatico através por meio da determinacao das
substdncias que reagem ao 4acido tiobarbitirico (TBARS) e da

quimiluminescéncia (QL) nos animais tratados e ndo tratados com SNAC.

Quantificar a atividade enzimatica antioxidante da SOD dos animais tratados e

ndo tratados com SNAC.

Avaliar os metabolitos do Oxido Nitrico nos tecido hepatico dos animais

tratados € ndo tratados com SNAC.
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6) Avaliar a expressdo génica através da Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-PCR) das proteinas a-SMA, coldgeno tipo I, TGF-3, TNF-a,
PDGF, TIMP-1, MMP-2 no tecido hepatico dos animais tratados e nao tratados
com SNAC.

7) Avaliar a expressdo através de Western Blot das proteinas MAPKs (p38, ERK e
JNK) e AKT no tecido hepatico dos animais tratados e ndo tratados com SNAC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento |

Delineamento da Pesquisa
Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo e, para isso 0s
animais sofreram tanto a simula¢do da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum como
também foram induzidos a cirrose biliar secundaria 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
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em
ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 = 2 °C. A
dgua e a racdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos
livremente. O nimero de animais utilizados no estudo foi baseado em calculo amostral,
o qual referia que para detectar uma diferenca entre as médias das varidveis em estudo
de 1,5 de desvio padrao (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e poder de

confianca de 90%, sdo necessarios, no minimo, seis animais por grupo.

Os procedimentos com os animais realizaram-se de acordo com as normas
preconizadas pela Comissao de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e Pos-

Graduagao de Clinicas de Porto Alegre (Goldin e Raymundo, 1997).

3.1.2.2  Grupos Experimentais
O modelo utilizado foi o de cirrose biliar secundaria, 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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e Grupo 1 - Sham Operated + Veiculo (Sham) - Grupo submetido a simulagdo da
cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administracdo de Veiculo (NaCl

0,9%) por via intraperitoneal;

e Grupo 2 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + Veiculo (CBDL) - Grupo
submetido a cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administracdo de

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

e Grupo 3 - Sham Operated + NAC (Sham + NAC) Grupo submetido a simula¢do
da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administragdo de NAC

(10mg/Kg) por via intraperitoneal;

e Grupo 4 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + NAC (CBDL + NAC) — Grupo
submetido a cirurgia de ligadura de ducto biliar comum a administracdo 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 administragdo de
farmacos 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 intervencdo cirirgica iniciou com
realizagdo de tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal, seguida de uma laparotomia
ventral média, seguida de dissecacdo do ducto biliar comum na altura da
desembocadura dos ductos pancreaticos, ligando-se por meio de dois nds para posterior
seccdo entre eles. A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no
plano cutineo, e o peritonio e a camada muscular abdominal foram fechados com
pontos continuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais
forradas com maravalha em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de

serem devolvidos as condi¢des padrao da Unidade de Experimentagao.
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Os animais dos grupos 1 (Sham) e 3 (Sham + NAC) ndo foram submetidos a
ligadura de ducto biliar comum, sendo realizada somente a manipulagdo do ducto
mediante o estresse cirargico. Apds 28 dias, os animais foram mortos por

exsanguinac¢do (American Veterinary Medical Association, 2007a; b).

3.1.3.2  Administracdo do Veiculo e da NAC
O tratamento com veiculo ou NAC iniciou a partir do 14° dia apds o
procedimento cirrgico, diariamente, durante quatorze. A NAC (Sigma Chemical, St.
Louis, M) foi administrada por via intraperitoneal, na dose de 10mg/Kg, diluidos em 0,6
mL de NaCl 0,9%. Os animais Sham receberam o veiculo (NaCl 0,9%) no volume de

0,6 mL por via intraperitoneal.

3.1.3.3 Morte dos Animais e Obtencdo das amostras de tecido e

sangue
Transcorridos os quatorze dias do desenvolvimento do modelo e mais quatorze
dias de administracdo de Veiculo 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 puncdo de plexo veno retro-
orbital com tubo capilar de vidro (Halpern e Pacaud, 1951). Esse material foi utilizado
para avaliar integridade hepatica por meio das analises das enzimas séricas aspartato-
aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e, por

meio do ensaio cometa, o dano ao DNA.

Para a determinagdo 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 enzimatico
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica da AST e

ALT foi obtida através da medicao cinética a 567 nm.

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

enzimdtico automatizado. Para isso, utiliza-se como substrato o para-nitrofenilfosfato
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mais agua, que formou para-nitrofenol, composto intensamente amarelo, com o maximo

de absorbancia de 400nm.

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal,
seguida da intervengdo cirrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposi¢ao
das alcas intestinais para visualiza¢do da artéria aorta abdominal, da qual foi coletado
sangue para realizacdo de gasometria arterial. A analise dos gases arteriais foi feita
através do analisador ABL 700 (RADIOMETER COPENHAGEN), pelo método de

eletroiontoforese.

Dando continuidade, foram retirados o figado e os pulmdes, sendo esses pesados
para realizagdo das relagcdes hepatossomatica e pneumossomatica, respectivamente, e,

posteriormente, separados em partes:

1°) Um pequeno fragmento da por¢ao anterior do lobo inferior do pulmao direito foi
imergido em solucdo de formolaldeido 10% durante doze horas para posterior analise

histologica;

2°) Um pequeno fragmento do figado e da por¢ao anterior do lobo inferior do pulmao
esquerdo foram emergidos em eppendorfs no gelo com solugdo tampdo, sendo

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

3°) O restante do pulmao foi pesado e congelado a - 80°C, para posteriores analises de

lipoperoxidagdo, enzimas antioxidantes e avalia¢ao de nitritos € nitratos.

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

analises de Micronucleos.

3.1.34 Preparacdo do Homogeneizado
Para homogeneizar o pulmao, foram colocados 9 mL de tampao fosfato (KCL
140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneizacao foi realizada
em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, a temperatura

de 0 a 4° C. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrifuga
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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, a temperatura de —80 °C, para posteriores dosagens.

3.1.3.5  Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de pulmio foi determinada,
utilizando, como padrao, uma solucdo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se
volumes de 50, 100 e 150 uL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em
780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de
NaHCOs, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,0O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sodio e potassio 2%). Apo6s a adi¢do do reativo C, aguardaram-se dez minutos e
colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na propor¢do 1:3 em agua
destilada. Apos trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotometro a 625 nm

(Lowry, Rosebrough et al. 1951).

3.1.3.6  Determinacdo das Substancias que reagem ao Acido
Tiobarbiturico

Foi determinada a lipoperoxidagao através do método de substancias reativas ao

acido tiobarbiturico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do
material homogeneizado na presenca de acido tiobarbiturico e consequente formagao de
um produto de coloragdo résea, medido em espectrofotdmetro a 535nm. O aparecimento
de coloragcdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e de outras substancias
provenientes da peroxidagdo lipidica no material bioldgico. Foram colocados em tubo
de ensaio, nesta ordem de adigdo, 0,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL
de agua destilada, 0,75SmL de dacido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do
homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidagdo formando uma base
de Schiff, e o TCA teve funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar
o meio de reacdo. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos a
temperatura de 100° C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram
resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de 4lcool n-butilico, para extrair o pigmento
formado. Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o produto corado foi

retirado e realizada a leitura em espectrofotometro (CARY 3E — UV — Visible
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Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de

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

3.1.3.7  Atividade da Enzima Superdéxido Dismutase (SOD)

A atividade dessa enzima ¢ definida por sua capacidade para inibir um sistema
de detecgdo que reage com 0 O,". A técnica de medida da SOD foi baseada na inibigdo
dessa reacdo. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo O®, que é o substrato da enzima. Antes de realizar a
determinag¢do com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reacao (glicina-NaOH
50 mM, pH 9,6) com 50 pL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e
lida a 480 nm. Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e
mediu-se a inibicdo da reacdo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades SOD/g
de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redugdo da adrenalina)
(Misra e Fridovich, 1972).

3.1.3.8  Avaliagdo dos Metabdlitos do Oxido Nitrico
O NO ¢ substincia extremamente labil, com meia-vida de apenas alguns
segundos em sistemas bioldgicos. Dessa forma a medida pode ser feita por meio de

forma indireta pela medida de nitritos e nitratos.

Esse método consiste na transformacao de nitratos e nitritos por meio da nitrato

redutase. Para isso, utiliza-se, posteriormente, o reativo de Griess.

Para realizar a técnica foram necessarios 500 pL. de amostra, 100 ul NADPH
(0,2 mM), 70 uL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 uL de uma mistura formada por 6P (50
mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 pl de nitrato redutase (10/mL),

essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante trinta minutos.

Posteriormente utilizaram-se 750 pL. dessa mistura e adicionaram-se 750 puL do
reativo de Griess, incubando-a novamente, a temperatura ambiente, durante dez
minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrdo para a determinacao

de nitritos e nitratos (Granger, Anstey et al., 1999).
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3.1.3.9  Micronucleos
Apds o sacrificio do animal, uma amostra de medula 6ssea foi coletada de um
dos fémures. A extremidade final proximal do fémur, depois de feita a assepsia do local,
foi cortada para expor o canal da medula. Uma agulha histoloégica foi inserida
firmemente — na abertura do fémur — para possibilitar que a medula fosse extraida e
misturada a uma gota de soro fetal bovino, previamente colocada sobre uma das

extremidades de uma lamina de microscopia codificada.

A amostra de medula 6ssea foi homogeneizada no soro, obtendo-se uma
suspensao de células, com a qual foi realizado esfregaco celular sobre a ldmina com
auxilio de uma outra lamina inclinada. Foram preparadas duas laminas para cada
animal. Apds secagem da preparacdo, a temperatura ambiente, as 1aminas foram tratadas
com metanol para fixacdo do material bioldgico. Posteriormente foi realizada a
coloragdo, utilizando corante de Giemsa (Merck) em tampao fosfato 0.2M, pH 5.8
(proporcao de 1:9). Apds sete minutos nessa solucao de coloragdo, as laminas foram
enxaguadas em agua destilada, secadas e guardadas em caixas de laminas até a analise.
Para contagem dos eritrocitos normocromaticos (ENC), eritrocitos policromaticos
(EPC) e micronucleos no EPC, foi utilizado microscopio 6tico com objetiva de imersao.
Pelo menos 2000 EPC foram analisados por animal. A relagio EPC/ENC também foi
determinada pela avaliacdo da frequéncia de EPC em 1000 eritrocitos 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 versdo alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, figado e
pulmao dos animais tratados e controles. Um pedaco de cada tecido foi colocado em
eppendorf contendo solugdo tamponada (PBS) pH 7.4, gelada, ¢ fragmentado com
auxilio de uma pinga para obtencdo de suspensao celular. O sangue foi coletado em
eppendorfs heparinizados. As amostras de tecido em suspensdo e o sangue foram
misturados com uma fina camada de agarose low melting 0,75% e colocadas sobre
laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; estas laminas foram mergulhadas em
uma solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adig¢ao de
1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por, no minimo, uma hora até, no

maximo, 72 horas, a 4°C, para o rompimento das membranas celulares. A lise celular
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permitiu a migracdo dos fragmentos de DNA que foi realizada apo6s a incubagdo das
laminas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) e subsequente
aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) as células lisadas
sobre as laminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As laminas
foram neutralizadas, logo apds a eletroforese, com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas
com solucdo de coloragdo com prata. Os resultados foram expressos em indice de danos
(ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliagdo visual das classes de
dano (de 0 — 4), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por uma
populacao de células; os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem dano), ja
nas células lesadas, o DNA livre migra do nucleo em dire¢do ao anodo, durante a
eletroforese, mostrando uma ‘“cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um
cometa os quais sdo classificados entre classes 1 (dano minimo) a 4 (dano maximo). A
FD foi calculada embaseada no numero 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 formolaldeido 10% e
apds a amostra de pulmiao foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os blocos de
parafina foram fixados ao Micrétomo (Leitz®1512) no qual se realizavam cortes com
trés micra (3p). Na fase de coloragdo, as laminas foram mergulhadas nos corantes
hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada uma, intermediadas por um banho de
agua corrente. Na fase de desidratagdo, as estruturas passaram por trés recipientes com
alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina utilizando-se
Balsamo do Canad4 ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparacdo. As
laminas foram analisadas por um patologista do Laboratorio de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre que desconhecia os grupos experimentais. Os capilares
selecionados foram avaliados morfometricamente em um microscopio equipado com

uma camera digital e conectado a um programa de captura de imagem (Image-Pro Plus

by Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

3.1.3.12 Analise Estatistica

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. A anélise estatistica

dos dados de ensaio cometa e micronucleos foram calculados com teste de Tukey. Post
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hoc de multiplas comparagdes foi executado com teste de Student Newman-Keuls.. Os
valores foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os célculos foram

realizados utilizando o programa estatistico SPSS versao 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

3.2 Experimento Il

3.2.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo. Para isso os
animais sofreram tanto a simulagdo da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum, como
a indugdo a cirrose biliar secundaria 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
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em
ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 = 2 °C. A
agua e a racdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos
livremente. O niimero de animais utilizados no estudo foi embasou-se em calculo
amostral, o qual referia que, para detectar uma diferenca entre as médias das varidveis
em estudo de 1,5 de desvio padrdo (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e

poder de confianga de 90%, seriam necessarios, no minimo, seis animais por grupo.

Os procedimentos com os animais ocorreram conforme o preconizado pela
Comissdo de Pesquisa e Etica em Salide do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao de

Clinicas 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 secundaria, 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:

e Grupo 1 - Sham Operated + Veiculo (Sham) - Grupo submetido a simulagao da
cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administracdo de Veiculo

(tampao fosfato pH 7,4) por via intragéstrica;

e Grupo 2 - Sham Operated + SNAC (Sham + SNAC) — Grupo submetido a
simulagdo da cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administragdo de

SNAC (1,14mg/Kg) por via intragastrica;

e Grupo 3 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + Veiculo (CBDL) - Grupo
submetido a cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administracdo de

Veiculo (tampao fosfato pH 7,4) por via intragastrica;

e Grupo 4 - Ligadura de Ducto Biliar Comum + SNAC (CBDL + SNAC) — Grupo
submetido a cirurgia de ligadura de ducto biliar comum e a administracdo de

SNAC (1,14mg/Kg) por via intragastrica.

3.2.3 Procedimentos Experimentais

3.2.3.1 Ligadura de ducto biliar comum

O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administracdo de
farmacos anestésicos, € 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 intervengdo cirdrgica iniciou com a
realizacdo de tricotomia e a desinfec¢do da regido abdominal, seguida de laparotomia
ventral média, seguida de dissecacdo do ducto biliar comum na altura da
desembocadura dos ductos pancreaticos, ligando-se por meio de dois nds para posterior
seccdo entre eles. A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no

plano cutdneo, e o peritonio e a camada muscular abdominal foram fechados com
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pontos continuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais,
forradas com maravalha em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de

serem devolvidos as condi¢des padrao da Unidade de Experimentagao.

Os animais dos grupos 1 (Sham) e 2 (Sham+SNAC) ndo foram submetidos a
ligadura de ducto biliar comum, sendo realizada somente a manipulagdo do ducto
mediante o estresse cirurgico. Apds 28 dias, os animais foram mortos por

exsanguinac¢do (American Veterinary Medical Association, 2007a; b).

3.2.3.2 Administracdo do Veiculo e da SNAC
O tratamento diario iniciou com veiculo ou SNAC a partir do 14° dia apds o
procedimento cirurgico, durante quatorze dias consecutivos. A SNAC foi administrada
por via intragastrica, na dose de 1,14mg/Kg (6,0 pmol/kg) diluidos em tampao fosfato,.
A SNAC foi sintetizada através da S-nitrosagdo da NAC (Sigma Chemical, St. Louis,
MO) em uma solugdo de acido nitroso diluido em tampao fosfato (pH 7,4) antes da
administragdo. Os animais Sham receberam o veiculo (tampdo fosfato pH 7,4) no

volume de 0,6 mL por via intragastrica.

3.2.3.3 Morte dos Animais e Obtencéo das amostras de tecido e sangue
Transcorridos os quatorze dias do desenvolvimento do modelo e mais quatorze

dias de administracdo de Veiculo 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 puncgdo de
plexo veno retro-orbital com tubo capilar de vidro (Halpern e Pacaud, 1951). Esse
material foi utilizado para avaliar integridade hepatica por meio das andlises das
aminotransferases aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT),

da fosfatase alcalina (FA).

Para a determinagdo 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 enzimatico
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica da AST e

ALT foi obtida através da medicao cinética a 567 nm.
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A atividade da fosfatase alcalina no plasma foi determinada através do método
enzimatico automatizado. Para isso, utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato

mais agua, que formou para-nitrofenol, com um maximo de absorbancia de 400nm.

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal,
seguida da intervengdo cirirgica, que iniciou com laparotomia ventral média e

exposicao das algas intestinais para retirada do figado.

1°) Um pequeno fragmento do figado foi imergido em solugdo de formolaldeido 10%

durante doze horas para posterior analise histologica;

2°) Um pequeno fragmento do figado foi imergidos em eppendorfs em nitrogénio

liquido para analises bioquimicas;

3°) O restante do figado foi congelado a -80°C para posteriores analises de
lipoperoxidacdo, enzima antioxidante, avaliacdo de nitritos e nitratos, rea¢do em cadeia

da polimerase em tempo real e Western Blot.

3.2.3.4 Avaliacéo da Histologia

O tecido hepatico permaneceu durante doze horas em formolaldeido 10% e,
depois disso, a amostra de figado foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os
blocos de parafina foram fixados ao Microtomo (Leitz®1512) no qual se realizavam
cortes com 3 micra (3p). Na fase de coloracdo, as ldminas foram mergulhadas nos
corantes hematoxilina-eosina e picrossirios vermelho durante cinco minutos cada uma,
intermediadas por banho de agua corrente. Na fase de desidratagdo, as estruturas
passaram por trés recipientes com alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a
laminula sobre a lamina, utilizando-se Balsamo do Canada ou Entellan, finalizando,
assim, o processo de preparagdo. A analise qualitativa foi realizada em microscopio
binocular Nikon Labophot (Tokyo, Japan). A porcentagem de fibrose no tecido hepatico
foi determinada por analise histomorfométrica em microscopio equipado com camera
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 razdes do tecido conjuntivo em relagdo a todo o figado foram calculadas. O
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exame histolégico foi executado por um patologista que desconhecia os grupos

experimentais.

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

e congelado em freezer, a temperatura de —80 °C, para posteriores dosagens.

3.2.3.6 Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas no homogeneizado de figado foi determinada,
utilizando, como padrao, uma solucdo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se
volumes de 50, 100 e 150 uL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em
780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de
NaHCOs, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,0O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sodio e potassio 2%). Apos a adigcdo do reativo C, foram aguardados dez minutos e
colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na propor¢do 1:3 em agua
destilada. Apos trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotometro a 625 nm

(Lowry, Rosebrough et al. 1951).

3.2.3.7 Determinacdo das Substancias que reagem ao Acido
Tiobarbiturico

Foi determinada a lipoperoxidacdo por meio do método de substancias reativas

ao acido tiobarbitirico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do
material homogeneizado na presencga de acido tiobarbitdrico e consequente formacao de
um produto de coloracdo résea, medido em espectrofotdmetro a 535nm. O aparecimento
de coloracdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras substincias
provenientes da peroxidacao lipidica no material bioldgico. Foram colocados em tubo
de ensaio, nesta ordem de adigdo, 0,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL
de 4gua destilada, 0,75mL de d4cido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do



Matérias e Métodos 52

homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxida¢cdo formando uma base
de Schiff, e o TCA teve funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar
o meio de reagdo. A seguir, agitaram-se os tubo, os quais foram aquecidos a temperatura
de 100° C durante 15 minutos. Apds, os tubos foram resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL
de alcool n-butilico, para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em
agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por dez minutos a 3000 rpm (1110
x g). Por ultimo, o produto corado foi retirado e realizada a leitura em espectrofotdmetro
(CARY 3E — UV — Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de
535nm. A concentracdo de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina (Buege &

Aust 1978).

3.2.3.8 Quimiluminescéncia

O método consistiu em adicionar um hidroperoxido organico de origem sintética
(hidroperoxido de tert-butil) ao homogeneizado de tecido. Avalia-se a capacidade de
resposta mediante a determinacdo da quimiluminescéncia (QL) produzida pela reacao.
Em tecidos expostos ao estresse oxidativo, o valor da QL iniciado por hidroperoxido de
tert-butila (t-BOOH) foi maior que o valor correspondente ao tecido em condigdes
basais. A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado,
utilizando-se o canal de tritio (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 didmetro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescéncia dos viais,
ativada pela luz fluorescente, foram conservados na obscuridade at¢é 0 momento do uso
e as mensuragdes foram realizadas em sala escura. As condi¢des da reacdo, consistiam
em solucgdo reguladora de KCI 120 mM; fosfato 40 mM, pH 7.4, cuja concentragdo de
proteinas do homogeneizado foi, aproximadamente, 1mg/mL, na concentracdo de t-
BOOH 3mM (30uL). Os resultados foram expressos em contas por segundo por mg de
proteina (cps/MG prot) (Gonzalez Flecha, Llesuy et al., 1991).

3.2.3.9 Atividade da Enzima Superdéxido Dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi definida por sua capacidade para inibir um sistema de
detecgdo que reage com 0 O,". A técnica de medida dessa enzima baseou-se na inibigdo
dessa reacdo. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em

adrenocromo, produzindo O®, que é o substrato da enzima. Antes de realizar a
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determinagdo com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reacdo (glicina-NaOH
50 mM, pH 9,6) com 50 pL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e
lida a 480 nm. Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e
mediu-se a inibicdo da reacdo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades SOD/g
de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redugdo da adrenalina)
(Misra e Fridovich, 1972).

3.2.3.10 Avaliacio dos Metabolitos do Oxido Nitrico

A concentra¢do de metabolitos de 6xido nitrico nos homogenizado de figado foi
medida através do método de quimiluminescéncia, utilizando-se o aparelho NO
analyzer (Model 280 NOA; Sievers Instruments, Boulder, Colorado, USA). Aliquotas
de homogenizado foram injetadas no frasco de purga do aparelho, contendo cloreto de
vanadio (IIT) em HCI 1 mol L-1 (97 °C), sob atmosfera de nitrogénio. Nessas condi¢des,
nitritos e nitratos sdo reduzidos a NO gasoso. Um fluxo de nitrogénio foi continuamente
borbulhado através do frasco de purga e o NO gasoso formado foi arrastado para a
camara de reagdo do aparelho, onde o NO reagiu com o 0zonio para produzir um sinal
quimiluminescente. A quantidade de luz produzida, proporcional a concentracdo de
NO, foi calculada através de uma curva de calibracdo obtida com concentragdes
conhecidas de nitrato de sédio (Yang, Troncy et al., 1997). Essa técnica foi realizada no

Laboratorio de Fisico-Quimica da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp.

3.2.3.11 Reacgdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR)

Primeiramente foi realizada a extragdo e purificagdo do RNA da amostra
mediante uso de um kit comercial (Promega Corporation, Madison, USA).
Posteriormente, 0 RNA foi quantificado por meio de espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Products, Wilmington, USA). O RNA foi eluido em agua tratada com
dietil pirocarbonato (DEPC). Para verificar a presenca de RNA de alta qualidade, 1uL
da amostra foi separada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Posteriormente
realizou-se a conversdo 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

seqliéncia 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 replicacio do DNA com amplificacao ciclica. O método
constou de trés etapas, sendo elas a desnaturagdo, anelamento e alongamento, efetuados
de forma sucessiva em condigdes controladas de temperatura e tempo (Mullis e

Faloona, 1987, Saiki, Gelfand et al., 1988).

Sondas da TagMan e sonda para os genes de TIMP-1 (GenBank L31883.1 e
Rn00587558 ml), TGF-B1 (GenBank X52498.1 ¢ Rn00572010 m1), colageno, tipo I,
alfa 2 (GenBank AF121217.1 e Rn01526721 ml), MMP-2 (GenBank U65656.1 ¢
Rn01538170 ml), a-SMA (GenBank X06801.1 e Rn01759928 g1), TNF-a (GenBank
AJ002278.1 ¢ Rn99999017 ml), gliceraldeido-3 fosfato dehidrogenase (GAPDH)
(GenBank X02231.1 ¢ Rn99999916 sl) foram obtidos da TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems). Mudancas relativas na expressao do niveis foram obtidos

usando método 2(-Delta Delta C(T)) (Livak, 2001).

Cada ensaio foi incluido um controle vazio e um controle negativo. O nimero de
ciclos em que a transcricao foi detectada (CT) normalizadas pelo numero de ciclos do
gene constitutivo GAPDH e referida como ACT. A amplificacdo 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 expressdo das proteinas
ERK1/2, AKT, p38, JNK nas suas formas totais e fosforiladas. Os homogenizados de
figado foram preparados em 0.25 mM sacarose, | mM EDTA, 10 mM Tris, e 1% de
inibidor de protease (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O
homogeneizado foi incubado durante trinta minutos, a 4°C, e centrifugado a 13.000 xg
durante trinta minutos, a 4°C, retirando o sobrenadante e alicotando a amostra. As
proteinas (25-50ug) 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 solugcdo de bloqueio

Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite em pd desnatado em tampao
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fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 30 minutos, a 37° C. A
membrana ficou incubada durante toda a noite a 4°C com anticorpo policlonal ERK1/2,
fosfo-ERK1/2, AKT, fosfo-AKT (1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), p38, fosfo-p38, IJNK1, 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 proteinas foram detectadas
mediante quimiluminescéncia, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas especificas foi quantificada com um

densitometro de imagen (Scion Image, Maryland, MA, USA).

3.2.3.13 Analise Estatistica
Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de

multiplas comparagoes foi executado com teste de Student Newman-Keuls.. Os valores
foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os célculos foram realizados

utilizando o programa estatistico SPSS versao 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Abstract: The aim of this study was to evaluate the potential antioxidant effects of N-acetylcysteine in hepatopulmonary
syndrome, a complication of cirrhosis, using an experimental model of common bile duct ligation in rats. Male Wistar rats
were divided into four experimental groups: CBDL (animals submitted to common bile duct ligation); Sham (animals
submitted to simulated common bile duct ligation); Sham + N-acetylcysteine, and CBDL + N-acetylcysteine. N-acetylcysteine
(10 mg/kg. intraperitoneally) was administered for 2 weeks starting on day 14 after surgery. Some alterations in the liver
integrity were investigated by evaluation of serum enzymes aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, alkaline
phosphatase, and arterial blood gases. Lipoperoxidation by thiobarbituric acid-reactive substances assay, superoxide dismutase
activity and total nitrates was measured as parameters of oxidative stress, performed on lung homogenates. Micronucleus
assay in bone marrow and comet assay in lung, liver and blood were performed to assess the genotoxic effects by oxidative
stress. The results showed an improvement in the enzymatic parameters and arterial blood gases, a reduction of lipoper-
oxidation and in the total nitrates after treatment with N-acetylcysteine. Histological analysis showed vasodilatation in the
lung, which was reversed by M-acetylcysteine. 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 results suggest protective effects after treatment with N-acetylcysteine in

cirrhotic rats with hepatopulmonary syndrome.

Changes in gas diffusion and gas exchanges are common in
patients with chronic liver diseases. The principal pulmonary
alteration is reduced arterial oxygenation seen in liver disease
and/or portal hypertension that characterize the hepato-
pulmonary syndrome (HPS) [1-3]. The mechanism of hypoxaemia
in HPS is described as a combination of the following
factors: intrapulmonary shunt. ventilation/perfusion ratio
imbalance and low oxygen diffusion due to disseminated
intrapulmonary vasodilatation, even in normal lung tissue [4.5].

Hepatopulmonary syndrome occurs in at least 15% of
patients with end-stage liver disease [2,5]. The anomalies found
in vascular and lung tissues usually are considered complica-
tions or consequences of hepatic dysfunctions in the HPS
[5]. Thus, new therapeutic approaches should be evaluated
with the aim of diminishing liver injury and increasing the
survival of patients with HPS.

Chang and Ohara [6] reported that biliary cirrhosis
induced by common bile duct ligation (CBDL) in rats
result in a decrease in pulmonary vascular resistance and gas
exchange abnormalities analogous to those found in human
disease. and thus provided a model system to study HPS [6].

Author for correspondence: Morma Possa Marroni, Laboratory of
Oxidative Stress, Lutheran University of Brazil. Av. Farroupilho,
8001, Canoas 92420-280, RS, Brazil (fax +55-51-34771313, e-mail
nmarronif@terra.com.br).

The pulmonary vasodilatation observed in the CBDL
model has been related to increased pulmonary nitric oxide.
a potent vasodilator. Bacterial translocation is found in 45—
75% of animals with CBDL, which favours the entry of
cytokines and endotoxins into the pulmonary circulation
[7]- In large amounts, cytokines and nitric oxide become
toxic and are major oxidative sources. Phagocytic cells that
generate the superoxide anion radical, a free radical that can
oxidize the plasma membrane, produce a large quantity of
reactive oxygen species (ROS) [8.9].

N-acetylcysteine is a thiolic compound that contains a
sulfhydryl group donor, serving as a precursor of glutathione
synthesis and inhibits the formation of ROS [10]. N-
acetylcysteine is currently investigated in clinical trials and
experimental models of various respiratory conditions, such
as chronic obstructive pulmonary disease, idiopathic pulmonary
fibrosis. It has also been used in acetaminophen poisoning
and in experimental models of cirrhosis and portal hyper-
tension [11].

In addition, N-acetyleysteine has been shown to be an
antigenotoxic agent. exhibiting protective effects against
DNA oxidative damage by its antioxidant properties [12—-14].
Furthermore, it may decrease cytogenetical damage produced
by exposure to cigarette smoke [15]. and mutagenic agents
as urethane and 2-acetylaminofluorene [16] in rodents,
suggesting chemopreventive effects.
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In a previous study, administration of N-acetylcysteine at
8.2 mg/kg in biliary-obstructed rats normalized glutathione
concentration to levels comparable to those in control
animals [17]. This study suggested that N-acetylcysteine
may be a useful agent to preserve liver function in patients
with biliary obstruction. However, the pulmonary anomalies
were not evaluated in that study.

The present study was undertaken to investigate whether
treatment with 10 mg/kg of N-acetyleysteine might improve
pulmonary and hepatic functions, preventing oxidative
stress in CBDL-induced cirrhosis in rats. The N-acetylcysteine—
antioxidant potential was evaluated by superoxide dismutase
(SOD) activity, lipoperoxidation and quantification of
nitrite and nitrate from cirrhotic and non-cirrhotic rats
14-day treated or untreated with N-acetylcysteine. Bone
marrow micronucleus assay and alkaline single-cell gel
electrophoresis assay (or comet assay) in blood. and in the
target tissues (lung and liver) were performed. in order to
investigate the effects of N-acetylcysteine on genotoxic
parameters in this model. Complementary assays were used
to evaluate the integrity of liver and lung tissues.

Materials and Methods

Animals. Twenty-four male Wistar rats (mean weight = 250 g) were
obtained from the Laboratory Animals Breeding Center, UFRGS,
Brazil. The animals were kept in plastic boxes (47 % 34 % 18 cm)
lined with wood shavings on a 12-hr light:dark cycle and at temperatures
between 20-25° Water and food were provided ad [ibitum. All
experimental procedures were performed in accordance with the
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and with the consent of the Ethics Committee
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil.

Experimental model. Secondary biliary cirrhosis was induced by
CBDL, according to recommendations described in Kountouras
et al. [18] and reviewed in Chang and Ohara [6]. The animals were
randomized and divided into four groups with six animals per
group. Group | (Sham). group 2 (CBDL), group 3 (Sham + N-
acetylcysteine) and group 4 (CBDL + N-acetylcysteine). The animals
of groups 1 and 3 were submitted to simulated CBDL and the
animals of groups 2 and 4 were submitted to CBDL. Briefly, after
the animals were anaesthetized (ketamine hydrochloride 100 mg/kg,
and xylazine 10 mg/kg, intraperitoneally). they underwent mid-
ventral laparotomy, dissection of the common bile duct at the exit
from the pancreatic ducts and ligation by means of two knots and
later sectioning between them.

Starting on the day 14 after surgery. 10 mg'kg of N-acetylcysteine
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA: CAS registry number
616-91-1) dissolved in 0.6 ml of 0.9% NaCl were administered once
a day, in animals of groups 3 and 4, by intraperitoneal injection.
The animals of groups 1 and 2 were treated with saline solution
(0.9% NaCl, by intraperitoneal injection). On day 28, the animals
were anaesthetized and killed by exsanguinations, due to the fact
that in prior experiments, after 28 days from CBDL. they had a
high mortality: thus, a 14-day treatment with N-acetylcysteine was
considered as the most suitable.

The mortality among cirrhotic animals treated with saline
increased after day 28. Thus, a 14-day treatment with N-acetylcysteine
was considered as the most suitable.

Liver enzymes and arterial gasses. On day 28, blood was collected
from the retro-ocular sinus for the analysis of serum enzymes:

aspartate aminotransferase (AST). alanine aminotransferase (ALT)
and alkaline phosphatase (ALP) [19]. Next, the abdominal region
was shaved for mid-ventral laparotomy, and blood was collected
from the abdominal aorta to measure arterial gases. An ABL 700
analyser (Radiometer, Copenhagen, Denmark) and the electrophoresis
method were used for the analyses.

Micronucleus assay. The micronucleus assay was performed according
to the US Environmental Protection Agency Gene-Tox Program
[20.21]. Bone marrow from both femurs was suspended in foetal
calf serum and smears on clean glass slides were made according to
MacGregor ef al. [22]. Slides were air-dried. fixed in methanol.
stained in 107 Giemsa and coded for a ‘blind’ analysis. To avoid
false negative results and as a measure of toxicity on bone marrow,
the polychromatic erythrocytes (PCE):normochromatic erythrocytes
(NCE) ratio was scored in 1000 cells. The incidence of micronuclei
(MN} was observed in 2000 PCE for each animal [23].

Comet assay. The alkaline comet assay was carried out as described
by Tice et al. [24] with minor modifications by Picada ef al. [23].
Each lung and liver specimen was placed in 0.5 ml of cold phosphate-
buffered saline solution, and minced into fine pieces in order to
obtain a cell suspension. The lung, liver and peripheral blood cell
suspensions (5 ul) were embedded in 95 pl low melting point agarose
at 0.75% (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) and spread on
agarose-precoated microscope slides. After solidification, slides
were placed in lysis buffer solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA
and 10mM Tris, pH 10.0), with freshly added 1% Triton X-100
(Sigma Chemical Co.) and 10% dimethyl sulfoxide for a minimum
of | hr and a maximum | week at 4°C. Subsequently, the slides were
incubated in freshly prepared alkaline buffer (300 mM NaOH and
| mM EDTA, pH > 13) for 20 min., at 4°C. An electric current of
300 mA and 25 V (0.90 Vicm) was applied for 15 min. to induce
DNA electrophoresis. The slides were then neutralized (0.4 M Tris,
pH 7.5). stained with silver as described by Nadin et al. [26] and
analysed using a microscope. Images of 100 randomly selected cells
(50 cells from each of two replicate slides) were analysed from each
animal. Cells were also visually scored according to tail size into five
classes ranging from undamaged (0). to maximally damaged (4), result-
ing in a single DNA damage score for each animal, and consequently
for each studied group. Therefore, the damage index could range from
0 (completely undamaged, 100 cells x0) to 400 (with maximum
damage, 100 x 4). The damage frequency () was calculated based
on number of cells with tail versus those with no tail [27].

Biochemical analysis. The lung and liver of the animals were removed
and weighed; the anterior portion of the lower right lobe of the
lung was reserved for histological analysis and the rest was immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at —80° for later analyses. The
frozen tissue was homogenized in Ultra-Turrax (IKA-WERK) in
phosphate buffer solution (KCI 140 mmol/l. phosphate 20 mm/l,
pH 7.4) and centrifuged at 2195 xg for 10 min. Lipoperoxidation was
measured using the thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)
assay and 3 mg of sample/protein [28]. Cytosolic SOD (EC 1.15.11)
was assayed by rate of epinephrine auto-oxidation. which is pro-
gressively inhibited by amounts of SOD in the homogenate [29].
The Griess reaction was used for the quantification of nitrite (NO3)
and mnitrate ( NO,) [30].

Histological analysis. Lung tissue was collected and kept for 12 hr
in 10% formaldehyde solution. After routine processing, tissue was
embedded in paraffin and haematoxylin and eosin staining slides
were obtained. The histological examination was performed in the
Laboratory of Pathology at Hospital de Clinicas de Porto Alegre by
a pathologist blinded to study groups. The alveolar capillaries were
selected for computed morphometric evaluation, which was conduced
with a microscope equipped with a digital camera and connected to an
image capture board of a computer running the Image-Pro Plus by
Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA.

D 2008 The Authors
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Table 1.

Serum enzymes and liver-to-body and lung-to-body weight ratios from rats cirrhotic and non-cirrhotic treated or untreated with N-acetylcysteine.

Serum enzymes

Weight ratios

AST (UM ALT (UM) ALP (UM) Liver-to-body Lung-to-body

Groups

1 98.4+13.5 56746 1388+ 184 28+0.1 0.4+0.02

2 674.8 £ 38.1 I58.0£88 407.0£34.0 6.0£0.5 0.6£0.04

3 859174 480£28 14632179 3.0x0.2 0.4£0.05

4 371.5+63.8 I038+£21.6 309.0+£753 315x03 0.4+0.04
P-values

2 versus 1 and 3 0.001 0.001 0.01 0.001 0.001

2 versus 4 0.001 0.01 - 0.001 0.001

4 versus 1 and 3 0.001 0.01 0.05 - -

Group 1: Sham: group 2: CBDL (common bile duct ligation): group 3: Sham + N-acetylcysteine: group 4: CBDL + N-acetylcysteine. Data
are expressed as mean £ S E.M. AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase.

Statistical analysis. Data were analysed using ANOVA. The statistical
evaluation of data from comet assay and micronucleus assay were
carried out using Tukey's test. Post fhoc comparisons were carried
out using the Student-Newman-Keuls test. In all comparisons,
P-value of <0.05 was considered as statistically significant.

Results

Table 1 shows the values of serum enzymes and liver-
to-body and lung-to-body weight ratios of the different
groups. There was a significant increase in AST, ALT and
ALP enzymes of animals in group 2 (CBDL) in the comparison
with group 1 (Sham). In group 4 (CBDL + N-acetylcysteine),
these enzymes decreased in comparison with group 2
(CBDL). The liver-to-body and lung-to-body weight ratios
were significantly increased in group 2 in comparison with
groups 1, 3 and 4.

Table 2 shows the values of arterial gasses. Partial
pressure of oxygen. partial pressure of carbon dioxide, and
haemoglobin saturation were evaluated in all groups. A
reduction in haemoglobin saturation was found in group 2
(CBDL): an increase was found in group 4 (CBDL + N-
acetylcysteine) in comparison with group 2.

The evaluation of lipoperoxidation in lung homogenates
using TBARS (table 2) revealed an increase in group 2
(CBDL) in comparison with the other groups. TBARS

values detected in group 4 (CBDL + N-acetylcysteine) were
close to those of groups | (Sham) and 3 (Sham + N-
acetyleysteine). The total nitrate values in lung tissue in
group 2 (CBDL) were higher than in the other groups (table 2).

Superoxide dismutase activity in lung homogenates
(fig. 1) was lower in group 2 (CBDL) than in the other
groups. SOD activity in group 4 (CBDL + N-acetylcysteing)
was greater than in group 2 (CBDL) but lower than in
groups 1 (Sham) and 3 (Sham + N-acetylcysteine).

As shown in table 3. a similar PCE/NCE ratio was
detected in all groups. indicating no toxicity in bone marrow
of the animals. The groups 1 (Sham) and 3 (Sham + N-
acetyleysteine) showed comparable frequency of micronucleus.
Besides. there was an increase in the frequency of micro-
nueleus in group 2 (CBDL) in comparison with group 1.
However, the frequency of micronucleus was not altered by
the treatment with N-acetylcysteine (group 4. CBDL + N-
acetyleysteine), showing value like CBDL-untreated animals
(group 2).

In the comet assay, data showed a significant increase in
baseline DNA damage in lung and liver, but not in blood
from group 2 (CBDL), as measured by damage index and
damage frequency, in comparison with group 1 (Sham) (table 4).
Measurement of DNA damages of blood, lung and liver
from group 3 (Sham + N-acetylcysteine) showed no significant

Table 2.
Blood gasses, TBARS and nitric oxide metabolites from rats cirrhotic and non-cirrhotic treated or untreated with N-acetylcysteine.
Blood gasses LPO Nitric oxide metabolites
PO; (mmHg) PCO; (mmHg) SatO./Hb (%) TBARS (nmol/mg protein) Total nitrate (pmol/l)

Groups

1 93389 45340 95808 0.56+0.12 92.6+69

2 475145 70.2+£3.2 54758 1.01£0.35 163.8+£7.0

3 94047 51.3+£7.3 92.5+3.0 0.62+0.19 104.5+9.3

4 764+33 55.5+£3.0 87.7%+1.3 0.63+0.07 109.2 £ 6.6
P-values

2 versus 1 and 3 0.001 0.01 0.05 0.001

2 versus 4 0.01 0.0 0.05 0.001

Group 1: Sham: group 2: CBDL (common bile duct ligation); group 3: Sham + N-acetylcysteine: group 4: CBDL + N-acetylcysteine. Data
are expressed as mean = 8.EM. PO,. partial pressure of oxygen; PCO,, partial pressure of carbon dioxide; SatO,/Hb, haemoglobin
saturation; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; LPO, lipoperoxidation.

@ 2008 The Authors
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l 4 I Table 4.
10 I * | Comet assay in the blood. lung. and liver from rats cirrhotic and
c s I £ 0] = i x | non-cirrhotic treated or untreated with N-acetylcysteine.
‘T T
g 6 T I Tissue Groups Damage index Damage frequency
-g' F Blood 1 6.1+£3.9 5935
@ 4 2 64+3.0 54£35
E 5 3 63+4.6 5.5+4.7
- 0 4 57423 54£21
' ' ' ' Lung 1 31.2%16.2 226+122
Sham CBDL Sham+NAC CBDL+NAC 2 931 + 30.0%+ 60.0 £ 20.64%+
Fig. 1. Superoxide dismutase (SOD) activity in lung homogenates 3 513+24.6 33.7+0.5
of the different groups. Results are expressed as mean = SE.M. 4 70.6+27.7 47.6 + 13.5%
(*P < 0.01, **P < 0.001). CBDL. common bile duct ligation; NAC, Liver 1 156+3.7 112428
N-acetylcysteine. 2 116.3 + 38.8##* 65.9 £ 2].4%%*
3 323243 19.0 £ 10.6
4 96.4 +45.6%* 48.4 £ 18.9**

difference in damage index or damage frequency in com-
parison with group 1 (Sham) (table 4). There was no
significant reduction on DNA damage by the treatment with
N-acetyleysteine (group 4), in comparison with the N-
acetyleysteine-untreated CBDL animals (group 2). However,
it may be observed that the DNA damage from group 4
were less pronounced than from group 2, when both were
compared to group 1 (table 4).

The histological analysis of lung tissues from animals in
group 1 (Sham) showed normal architecture of pulmonary
parenchyma, and vessels with normal diameters (fig. 2).
Figure 3 is a photomicrograph of a sample in group 2
(CBDL) showing increased diameter of vessels. Figure 4 is a
photomicrograph of a sample in group 4 (CBDL + N-
acetyleysteine) showing reduced vasodilatation.

Discussion

Hepatopulmonary syndrome is a complication caused by
cirrhosis, portal hypertension or both, and is characterized
by vascular dilatations that lead to changes in the arterial
diffusion of gases [4.5]. The ligation of the biliary duct in
rats leads to secondary biliary cirrhosis. This model repro-
duces the main characteristics of HPS, in which oxidative
stress may play the main role [31,32].

Group 1: Sham; group 2: CBDL (common bile duct ligation);
group 3: Sham + N-acetylcysteine; group 4: CBDL + N-acetylcysteine.
Damage index can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0)
to 400 (with maximum damaged 100 x 4); Damage frequency (%4)
was calculated based on number of cells with tail versus those with
no tail. Different from the group 1: significant difference: *P < 0.05:
**P < 0.01; ***P < 0.001 (aANOVA. Tukey's test).

The antioxidant properties of N-acetylcysteine interfere
with the oxidative stress at the genesis of’ chronic obstructive
pulmonary disease [33]. In animal models. it seems to
reduce the inflammatory response to antigens, and it has
been administered to animals with bronchial asthma [19].
N-Acetylcysteine has been shown to improve tissue oxygen-
ation in patients with fulminant hepatic failure [34] and in
animal model [35]. to exert a protective effect against
hepatic ischaemia-reperfusion injury [36] and to improve
hepatic microcirculation after orthotopic liver transplanta-
tion [37]. In this study, damage to liver tissue was similar to
that seen in other models of induced cirrhosis [17,38,39].
The activity of serum enzymes (AST. ALT and ALP) was
reduced in the animals that underwent CBDL and received
N-acetylcysteine, which demonstrates the hepatoprotective

Table 3.

Micronucleus test in bone marrow of cirrhotic and non-cirrhotic rats, treated or untreated with N-acetylcysteine.

Ratio (PCE/NCE)

Groups Individual values Per group (mean + S8.D.)
1 2.8 2.6 1.6 2.0 1.9 2.1 - 2105

2 25 22 1.7 1.7 1.5 2.6 25 21£0.5

3 1.9 1.5 1.4 1.9 1.6 1.3 2.8 1.8+0.5

4 1.4 2.6 24 24 14 1.8 - 20£0.5

Micronucleated polychromatic erythrocytes in 2000 PCE

Groups Individual values Per group (mean + 5.D.)
1 12 16 11 12 16 12 - 13.2+2.2

2 42 30 56 50 42 28 29 39.6x11.0%

3 16 13 13 12 24 18 23 17048

4 61 32 44 42 30 32 - 40.2+12.0*

Group 1: Sham: group 2: CBDL (common bile duct ligation): group 3: Sham + N-acetylcysteine; group 4: CBDL + N-acetylcysteine.
Different from the group 1. *P < 0.001 (ANOVA, Tukey’s test). NCE, normochromatic erythrocytes; PCE. polychromatic erythrocytes.
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Fig. 2. Photomicrograph of normal pulmonary tissue of animal in
group | (Sham). showing normal architecture of pulmonary
parenchyma and vessels of normal diameter (magnification »200).

effect of this drug (table 1). These findings are in agreement
with the results reported by Pastor ef @/. [17]. who used the
same experimental model. In models of liver cirrhosis
induced by CBDL or by carbon tetrachloride in association
with treatment with flavonoids. similar effects were observed
on the values of these enzymes [39-41].

A significant increase in liver-to-body and lung-to-body
weight ratios was found in the CBDL group in the comparison
with the other groups. The increased liver-to-body weight
ratio may be a response to acute hepatocellular damage and
to the progressive fibrogenesis in the interstitial space [6].
The reduced lung-to-body weight ratio after N-acetylcysteine
administration is conceivably related to a reduction in vascular
filtration and a reduced pressure in pulmonary vascular
filtration, although this explanation needs to be proven.

A significant reduction in partial pressure of oxygen and
haemoglobin saturation was observed in the CBDL group
(table 2). which demonstrates a change in gas diffusion in

Fig. 3. Photomicrograph of pulmonary tissue of animal in group 3
{CBDL), showing vessels of increased diameter (magnification »x200).

Fig. 4. Photomicrograph of pulmonary tissue of animal in group 4

(CBDL + N-acetylcysteine), reduced vasodilatation

(magnification »200).

showing

this model. This hypoxaemia may be related to the intrapul-
monary vasodilatation caused by the increased production
of vasodilating compounds in the pulmonary endothelium,
particularly nitric oxide [5.9].

In the CBDL + N-acetyleysteine group, lipoperoxidation
values remained close to those in the Sham group (table 2),
which may be related to the antioxidant and anti-inflammatory
actions of’ N-acetylcysteine. This action can inhibit the release
of the chemotactic factors of neutrophils, hence, decreasing
the formation of superoxide anion radicals [42.43].

Besides leading to lipoperoxidation, ROS may induce
oxidation of DNA and protein [24]. Oxidative DNA damage
is the most common threat to genomic stability. There is
strong evidence implicating the generation of ROS and the
corresponding responses to oxidative stress as key factors in
the pathogenesis of several human diseases. In this study, a
significant increase in the frequency of micronucleus in bone
marrow (table 3) and an increased DNA damage in target
lung and liver tissues (table 4) were observed in the cirrhotic
group (CBDL), suggesting increased genomic instability.
Probably, these effects were induced by ROS. which are
implicated in the pathogenesis of HPS. However, the
animals of CBDL + N-acetylcysteine group exhibited almost
the same frequency of micronuecleus as observed in CBDL
animals (group 2) (table 3), demonstrating that N-acetylcysteine
can not prevent cytogenetical damage in this model. The
DNA damage from the CBDL + N-acetyleysteine group
was lower than from the CBDL group, suggesting a tendency
for protective effects by N-acetylcysteine treatment of
cirrhotic animals, although the data were not statistically
significant (table 4). Other studies using comet assay have
shown an N-acetylcysteine protective role as scavenger of
ROS by decreasing DNA strand breaks and oxidized bases
[12-14].

Evaluation of the total nitrate production in lung
homogenates revealed greater production of these metabolites
in the CBDL group than in the other groups (table 2).

© 2008 The Authors
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Intrapulmonary vasodilatation (fig. 3) was noted in the
CBDL group, probably due to the high level of nitric oxide
in pulmonary tissue [44.45]. According to Nunes ef al. [9]
the excessive production of nitric oxide may be associated
with endotoxaemia, primarily caused by the activity of
pulmonary intravascular macrophages and inducible nitric
oxide synthase expression in lung tissue. The total nitrate
values in the CBDL + N-acetylcysteine group remained
close to those in the Sham group. demonstrating that N-
acetyleysteine may have an inhibitory effect on the production
of nitric oxide.

A reduction in SOD activity in the lung tissue was
observed in the cirrhotic group (CBDL) in comparison with
the other groups (fig. 1). Probably. this effect occurs by
increased inactivation of this enzyme due to the large
amount of superoxide anion radicals in that tissue. Several
studies relate to reduction in SOD activity due to the
increased oxidative stress [46,47]. The accumulation of
cytokines and defense cells in the pulmonary endothelium
increase the formation of ROS. Superoxide anion radical
(O7) in the lung tissue may associate with nitric oxide,
producing peroxinitrite (ONOO"), a potent oxidant, which may
denature protein [848]. In the CBDL + N-acetylcysteine
group the value of SOD activity in the lung remained close
to that in the Sham group (fig. 1). suggesting a protective
effect by N-acetylcysteine against lung damages in the
CBDL model. N-acetylcysteine can reduce the formation of
peroxinitrite by inhibiting production of nitric oxide
metabolites. The combination of the thiol component of N-
acetyleysteine with nitric oxide produces a compound called
nitrothiol [48]. This compound can preserve and accumulate
nitric oxide in its biologically active form. and. when it does.
may act as an antioxidant by inhibiting the action of ROS in
lung tissue. As an antioxidant. nitric oxide may react to the
metalloproteinases in cytosol, and thus prevent oxidative
reactions and limit cell damage mediated by oxidative stress
[33.48].

Lung histological examination revealed an increased
diameter of the vessels in the CBDL group (fig. 3). a
phenomenon that characterizes the HPS. This finding is in
agreement with those reported in other studies that used the
same model to investigate HPS [17,39.41]. The CBDL + N-
acetyleysteine group showed reduction of the pulmonary
vasodilatation (fig. 4) and hepatic injury, probably due to
the antioxidant potential of N-acetylcysteine, which reduces
oxidative damage in animals with CBDL, improves liver
function, and, consequently, reduces endotoxaemia and the
amount of nitric oxide and ROS in the lung tissue.

The present study is the first to report the use of N-
acetyleysteine in animals with common bile duct ligation to
reverse the harmful effects on lung tissue. Clearly, these
results warrant further studies to characterize the benefits of
this drug in the hypoxaemia found in cirrhosis.
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ABSTRACT

Background/aims: This study was aimed to investigate the molecular mechanisms underlying
prevention of hepatic fibrosis by S-nitroso-N-acetyleysteine (SNAC), a nitric oxide donor that
inhibits lipid peroxidation.

Methods: Secondary biliary cirthosis was induced by 4 weeks of common bile duct ligation
(CBDL). Both sham-operated and CBDL animals received SNAC (6.0 pmol/’kg/day) starting
2 weeks after surgery. Markers of liver injury. oxidative stress and key modulators of liver
fibrosis were assessed.

Results: SNAC treatment reduced the inerease in blood enzyme activities (ALT, AST and
alkaline phosphatase), and the histological changes induced by CBDL. The imncrease m
TBARS concentration and hydroperoxide-induced chemiluminescence were also reduced by
SNAC treatment. SNAC down-regulated expression of collagen la. alpha-smooth muscle
actin. tumour growth factor-p. metalloproteinase-2. metalloproteinase inhibitor 1, platelet-
derived growth factor and tumour necrosis factor-a in CBDL rats. These effects were
accompanied by mhibited activation of extracellular signal-regulated kinases, jun amino-
terminal kinases, p38 and Akt.

Conelusion: 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 mnteresting candidate for the treatment of human fibrosis and cirrhosis.

Keywords:

Fibrosis
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1. Introduction

Liver fibrosis is a common response to chronic liver mjury characterized by an
accumulation of extracellular matrix proteins that impairs normal liver function with
mereasing severity [1]. Although even acute injury will activate mechanisms of fibrogenesis,
the sustained signals associated with chromic liver disease caused by infection. drugs.
metabolic disorders. or immune attack are required for significant fibrosis to accumulate [2].
Without an effective treatment in the early stages. reversible hepatic fibrosis progresses to
ureversible curhosis. which i1s one of the lading causes of death worldwide [3]. Since the
therapeutic options for cirrhosis complications are often poorly effective. new approaches to
the prevention and treatment of hepatic fibrosis are clearly needed [4]. Hepatic fibrosis is
typically initiated by hepatocyte damage. leading to recruitment of inflammatory cells and
activation of hepatic stellate cells (HSC) [5]. It 1s widely accepted that the proliferation and
activation of HSCs is a key mechanism of fibrogenesis [6]. HSCs exist in the normal liver as
quiescent retinoid-storing cells which, in response to liver injury. imitially undergo a
phenotypic transformation and express a-smooth muscle actin (o-SMA). A hallmark of HSC
activation is altered collagen synthesis. with a marked inerease in type I collagen. associated
to changes in matrix-degrading metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) [1]. The most potent profibrogenic eytokine known for activated
HSCs is transforming growth factor-p (TGF-B). and blockade of TGF-B signaling by multiple
methods prevents progression of liver fibrosis in experimental animals [7]. TGF-p stimulates
collagen I synthesis and stimulation of extracellular matrix is further enhanced by its
mhibitory effect on matrix degradation. increasing the levels of proteases mhibitors [8]. It has

been recently shown that tumour necrosis factor-a (TNF-a) has a significant role in the

pathophysiological process in the BDL model through up-regulation of TGF-B [9]. Another
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key cytokine 1s platelet-derived growth factor (PDGF). PDGF is the most potent mitogen for
HSCs and is up-regulated in the fibrotic liver [10]. Its inhibition has been reported to attenuate
experimental liver fibrogenesis [11].

The activation and proliferation of HSCs may be regulated by wvarious signal
transduction pathways. Among them. recent research has shown that the mitogen-activated
protein kinases (MAPK) may play an important role in the development of hepatic
fibrogenesis and in mediating cytokine signaling. MAPKs are a family of serine/threonme
kinases with three major types in mammalian cells. extracellular signal-regulated protein
kinase (ERK1/2), p38 and c-Jun NH2-terminal kmnase (JNK), which represent a group of
proteins involved in the signal transduction of a variety of cellular stimuli [12]. It has been

demonstrated that TGF-B can activate p38 kinases and Jun amino-terminal kinases (JNK)

[13.14]. and p38 or ERK mnhibition significantly mhibit TGF-B mediated induction of la
collagen gene expression [8.15]. PDGF is also known to activate MAPK signaling [16.17].
The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt pathway is also activated following stimulation
of HSC [18]. PDGF-induced Akt phosphorylation has been reported to occur in CBDL rats
[17]. and a cross-talk appears to occur between the PI3K-Akt and MAPK pathways [2].
Reactive oxygen species (ROS) are oxygen-based molecules that can be generated in
damaged tissues. ROS production is counterbalanced by antioxidants such as superoxide
dismutase (SOD), glutathione (GSH) or glutathione peroxidase to maintain an appropriate
redox balance [19]. Oxidative stress, appearing when there 1s a loss of the equilibrium due to
mnereased production and/or decreased antioxidants. has been documented in cirthotic patients
and in amimals [5]. and an ncreasing volume of literature suggests that ROS are involved in
the development of hepatic fibrosis and that they induce HSC proliferation and collagen
synthesis [20] through complex processes mvolving modulation of the expression and activity

of different fibrogenic mediators and lipid peroxidation-derived reactions [21.22]. Moreover.



71

Resultados

there i1s an mteraction between TGF-p and ROS formation. with the first increasing the
production of ROS, which in turn mnduce the expression of al procollagen [23]. Dafferent
studies have shown that down-regulation of ROS and inhibition of oxidative stress could be a
potential and effective therapeutic strategy for treatment and prevention of liver fibrogenesis
[24-26]. It has been reported that the antioxidant thiol. N-acetyleysteine (NAC), decreases
nitrotyrosilation of proteins, increases expression of superoxide dismutase and inhibits over-
expression of type III procollagen m rats with biliary cirrhosis [27.28]. S-nitrosation of NAC
originates the S-nitrosothiol S-nitroso-N-acetyleysteine (SNAC). This molecule is a potent
nitric oxide donor [29]. which compared to the free thiol (NAC), can be a more powerful
terminator of radical chain propagation reactions by reacting with ROO radicals, vielding
nitro dertvatives and end-products as well as dimmers RS-SR [30]. Previous studies have
shown that SNAC prevents nonalcoholic fatty liver disease induced by a choline-deficient diet
mn rats [31] and promotes down regulation of several genes linked to glutathione synthesis and
fatty acid metabolism [32.33]. The aim of this research was to evaluate the effects of SNAC
administration on oxidative stress and fibrosis reduction in rats with biliary cirrhosis, a well-

described experimental model of liver cirrhosis [34].

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male Wistar rats (mean weight = 250 g) were obtamed from the Laboratory Animals
Breeding Center. UFRGS. Brazil. The animals were kept in plastic boxes (47%34x18 cm)
lined with wood shavings on a 12-hr light: dark cycle and at temperatures between 20-25°,

Water and food were provided ad libifum. The procedures with animals were performed
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according to National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

and with the consent of the Ethics Committee of the Porto Alegre Clinical Hospital, Brazil.

2.2. Experimental model

Secondary biliary cirrhosis was induced by common bile duct ligation (CDBL). according
to recommendations described in Kountouras et al. [34]. The animals were randomized and
divided into four groups with ten animals per group. Group 1 (Sham). group 2 (Sham +
SNAC), group 3 (CBDL) and group 4 (CBDL + SNAC). The animals of groups 1 and 2 were
submitted to simulated CBDL and the animals of groups 3 and 4 were submitted to CBDL.
Briefly. after the animals were anaesthetized (ketamine hydrochloride 100 mg/kg, and
xylazine 10 mg/kg, intraperitoneally). they underwent midventral laparotomy, dissection of
the common bile duct at the exit from the pancreatic ducts and ligation by means of two knots
and later sectioning between them. Starting on the day 14 after surgery. 6.0 pmol’kg of SNAC
were administered daily by gavage to animals of groups 2 and 4. The animals of groups 1 and
2 were treated with saline solution (0.9% NaCl by gavage). All animals were treated by 14
days after CDBL. On day 28, the animals were anaesthetized using ketamine (100 mg/'kg) and
xylazine {10 mg/kg) and blood was collected from the retro-ocular sinus for the analysis of
serum enzymes. The livers were removed, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at

-80° for later analyses.

2.3. SNAC synthesis

SNAC was synthesized as described elsewhere [29] from the S-nitrosation reaction of

NAC (Sigma Chemical. St. Louis, MO) with equimolar sodium nitrite solution. The final
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solution was stirred at room temperature for 15 min protected from light with aluminum foil.

Stock SNAC solutions were further diluted in PBS solution at pH 7.4, before administration.

2.4. Histological analysis

Liver samples from each rat, including sham-operated animals. were collected and kept
for 12 h in 10% formaldehyde solution. cleared with xylene and embedded in paraffin. In the
next stage. 3 pum sections were cut through the blocks of paraffin embedded tissue with a
microtome (Leitz® 1512, Emst Leitz, Vienna. Austria). After routine processing, the
histological cuts were stained with hematoxylin and eosin and picrosirius red stain. The cuts
were dehydrated with inereasing aleohol graduation and clarified in xilol. After the staining
procedure, slhides were covered with glass coverslips using Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany) as an adhesive. Qualitative analysis was carried out using a Nikon Labophot optical
microscope (Tokyo. Japan). Percentage of fibrosis in the liver tissue was determined by
histomorphometric analysis using a microscope equipped with a digital camera and connected
to an 1mage capture board of a computer running the Image-Plus software. After analyzing
twenty random fields per slide. the ratios of connective tissue to the whole liver area were
calculated. The histological examination was performed by a pathologist blinded to study

groups.

2.5. Biochemical analysis

Blood was collected into a heparinized glass capillary from the retro-ocular sinus for the

analysis of aspartate aminotransferase (AST). alanine aminotransferase (ALT), and alkaline

phosphatase (ALP). which were determined by commercial kits (Boehringer Mannheim,
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Mannheim, Germany). The hepatic frozen tissue from each rat was homogenized in ice-cold
phosphate buffer (KC1 140 mM. phosphate 20 mM. pH 7.4) and centrifuged at 3,000 rpm for
10 min. Cytosolic superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) was assayed according to Misra
and Fridovich [35] at 30° C. The rate of auto-oxidation of epinephrine, which is progressively
inhibited by increasing amounts of SOD in the homogenate. was monitored
spectrophotometrically at 560 nm. The amount of enzyme that mnhibits epinephrine auto-
oxidation at 50% of the maximum inhibition was defined as 1U of SOD activity. Oxidative
stress was determined by measuring the concentration of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) [36] and the hydroperoxide-initiated chemiluminescence (QL) [37]. The
amount of aldehydic products generated by lipid peroxidation was quantified by the
thiobarbituric acid reaction using 3 mg of protein per sample. Results were referred as
TBARS. The samples were incubated at 90 °C for 30 min after adding 500 ml of 0.37%
thiobarbituric acid m 15% trichloroacetic acid. then centrifuged at 4 © C at 2.000 g for 15 min.
Spectrophotometric absorbance was determined in the supernatant at 535 nm. For the QL
determination, 0.5 ml of homogenate were added to 120 mM KCI, 30 mM phosphate buffer
(pH 7.4). and 3 mM tert-butyl hydroperoxide at 30 °C and assayed for chemiluminescence in
a liquid scintillation counter in the out-of-coincidence mode.

Nitrite/nitrate concentrations (NOy ) in samples of liver homogenates were measured
using an ozone chemiluminescence-based NO analyzer (Model 280 - NOA - Sievers
Instruments. Boulder, Colorado, USA). Briefly. liver homogenates prepared as described in
“Western Blot analysis™ were deproteinized by adding zine sulphate and sodium hydroxide,
centrifuged at 10.000 g for 12 min and the supernatants were collected for analysis. Aliquots
of supematants were injected in a glass purge vessel containing vanadium (IIT) chloride in 1
molL™ HCI solution at 97 °C, under a nitrogen atmosphere. In these conditions. nitrites and

nitrates were chemically reduced to NO gas. A nitrogen stream was continuously bubbled
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through the purge vessel and the NO gas formed was carried mnto the NOA reaction chamber,
where it reacted with ozone to produce a chemiluminescent signal. The amount of emitted
light is proportional to the NO concentration which was calculated from a standard calibration
curve of nitrate solutions. The NO, concentrations were corrected for total the protein

contents.

2.6. Western blot analysis

For Western blot analysis of ERKI1/2. phospho-ERK1/2, Akt phospho Akt p38.
phospho-p38. INK. and phospho-INK. liver homogenates were prepared in 0.25 mM sucrose.
1 mM EDTA, 10 mM Tris. and 1% protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics GmbH.
Mannheim, Germany). The mixture was incubated for 30 min at 4° C and centrifuged 30 min
at 13.000 g and 4° C [38.39]. Protein concentration was measured by the Bradford assay.
Protein extracts (25-50 pg) were separated by 10-12% sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred electrically to polyvinyllidene difluoride
membranes (Millipore, Bedford. MA. USA). The membranes were then blocked with 5%
non-fat dry milk in Tris-buffered saline contaming 0.05% Tween 20 (TBST) for 30 min at
37° C and probed overnight at 4° C with polyeclonal anti-ERK1/2. phospho-ERK1/2. TGF-p
(1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz. CA. USA). p38. phospho-p38. INK1. and
phospho-TNK1 (1:1,000 Cell Signaling Technology, Danvers. MA. USA). After washing
with TBST. the membranes were mcubated for 1 h at room temperature with secondary HRP
conjugated antibody (Dako, Glostrup, Denmark). and wvisualized using ECL detection kit
(Amersham Pharmacia. Uppsala. Sweden). Polyclonal anti-B-actin antibody was used to

confirm equal loading of protein (1:1.000 Sigma, St Louis, MO, USA). The density of the



Resultados 76

specific bands was quantified with an imaging densitometer (Scion Image. Maryland, MA,

USA).

2.7. Real-time quanritative RT-PCR

Total RNA was extracted and reverse transcribed using High- Capacity ¢cDNA Archive
Kit (Applied Biosystems) [40]. ¢cDNA was amplified using TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems) on a Step One Plus (Applied Biosystems). TagMan primers and
probes for TIMP-1 (GenBank accession No L31883.1 and Rn00587558 ml). TGF-p 1
(GenBank accession no X52498.1 and Rn00572010 ml), collagen, type L. alpha 2 (GenBank
accession no AF121217.1 and Rn01526721 ml), MMP-2 (GenBank accession no U65656.1
and Rn01538170 ml). a-SMA (GenBank accession no X06801.1 and Rn01759928 ol1).
TNF-a (GenBank accession no AJ002278.1 and Rn99999017 ml). glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase {GenBank accession no X02231.1 and Rn99999916 s1) genes were
derived from the commercially available TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). Relative changes in expression levels were determined using the 285T method
[41]. The cycle number at which the transcripts were detectable (CT) was normalized to the

cycle number of GAPDH gene detection, referred to as ACT.

2.8. Statistical analysis

Results were expressed as means = standard error of the mean (SEM.) of the mean. Data
were analyzed using ANOVA. Post-hoe comparisons were carried out by the Newman-Keuls
test. A value of p<<0.05 was regarded as significant. All caleulations were performed by using

the SPSS 14.0 statistical software (SPSS Inc.. Chicago. IL).
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3. Results

3.1. SNAC treatment reduces the increase in blood enzyme activities and the histological

changes induced by CBDL

Table 1 shows that blood AST. ALT and ALP activities were similar in the untreated
sham-operated group and SNAC-treated sham-operated group. Values were significantly
higher in untreated CBDL animals. and significantly reduced in the SNAC-treated CBDL
group (Table 1). Histological findings demonstrated that the untreated CBDL group had
evidence of biliary cirrhosis and nodular liver with mntense ductular proliferation and fibrotic
bridges., whereas cirrhotic rats treated with SNAC showed a marked reduction in fibrosis and
ductular proliferation (Fig. 1). As expected CBDL operation induced a significant mcrease in

the area of liver fibrosis. This effect was markedly reduced in cirthotic animals receiving

SNAC (Table 1).

3.2. SNAC treatment ameliorates oxidative stress and SOD activity changes in the liver of

CBDL rats

TBARS concentration and hydroperoxide-induced chemiluminescence were
significantly increased in rats with cirrhosis when compared with sham-operated animals,
confirming the presence of oxidative stress in liver tissue associated to cirthosis. Values were
significantly reduced in the SNAC-treated CBDL group. The significant increase in SOD

activity observed in CBDL animals was partially abolished by SNAC treatment (Table 2).
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3.3. SNAC treatment does not significantly change nitrite/nitrate concentration in liver tissue

Table 2 shows the liver NO, concentrations in the different experimental groups.
Although there was a tendency of increase in the CBDL group, no significant differences
were observed among the four groups. Data indicate that SNAC administration does not lead

to a local increase of nitric oxide metabolites in the liver.

3.4. SNAC treatment influences HSC activation and down-regulates the expression of genes

involved in fibrogenesis in the liver of CBDL rats

To confirm the activation of HSCs, we assessed by RT-PCR gene expression of a-SMA
and collagen la. mRNA levels for both a-SMA and collagen al increased significantly in
CBDL rats when compared to sham-operated animals, and these effects were partially
prevented by SNAC treatment (Fig. 2). Expression of the profibrogenic cytokines TGF-p and
PDGF. and TNF-a was also significantly increased in rats with curhosis and inhibited by
SNAC treatment. with a significant decrease in comparison to untreated CBDL rats (Fig. 3).
Bile duct ligation resulted in a significant over-expression of the matrix-degrading

metalloprotemases MMP-2 and the tissue inhibitor of metalloprotemnases TIMP-1 which were

partially abolished by SNAC (Fig. 4).

3.5. SNAC treatment down-regulates the expression of MAPKs and Akt in the liver of CBDL
rats

Mitogen-activated protein kinases have been shown to be implicated in mediating TGF-
B signal transduction and in collagen ol expression. Western blotting demonstrated a

significant increase in phospho-JNK. phospho-p38. and phospho-ERK in the untreated



Resultados 79

cirthotic animals, compared to sham-operated rats. Administration of SNAC to cirrhotic rats
significantly decreased the expression of phosphorylated MAPKs when compared to the
CBDL untreated group (Fig. 5). Akt is another downstream kinase contributing to cell
proliferation. Data obtained indicate that Akt expression significantly increased mn the liver of
cirthotic rats, compared with sham-operated animals. Administration of SNAC resulted in a

significant decrease of Akt expression in comparison to the untreated CBDL animals (Fig. 5).

4. Discussion

Evidence that fibrosis and even cirrhosis are reversible has intensified the interest i
understanding the regulation of matrix degradation and fibrosis resolution. 1n hopes that
therapies might exploit those endogenous pathways that reverse this disease [1]. In this study.
the CBDL model [34] was used for evaluating the effect of SNAC on oxidative stress and
hepatic fibrosis in rats. Blood levels of liver enzymes (AST, ALT and ALP) were
significantly higher in CBDL rats than in sham-operated animals, similarly to previous studies
[19.24]. The reduction in enzyme activities observed in animals which underwent CBDL and
which received SNAC, suggest a hepatoprotective effect for this S-nitrosothiol molecule. Tt 1s
also important to note that no significant differences in enzyme levels were observed between
the sham and sham + SNAC groups. what indicates an absence of adverse effects due to
SNAC administration.

Increased ROS production and oxidative stress have an important role in the
pathogenesis of liver fibrosis by inducing HSC proliferation and collagen synthesis [20].
Previous studies have shown that hydroxyl radical and superoxide increase in the blood and
liver of CBDL rats [42] and that markers for lipid peroxidation and oxidative DNA damage

are also significantly elevated [43]. while antioxidant enzyme activities decrease [19]. In the
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present work. TBARS concentration and hydroperoxide-induced chemiluminescence
mdicated. in accordance with those previous studies, the presence of a marked oxidative stress
in animals with secondary biliary cirrhosis. This effect was partially abrogated by SNAC
treatment, confirming its antioxidant properties. Results are in accordance with the expected
ability of SNAC i directly inactivating lipid oxides/peroxides (LO/LOQ") species with the
formation of nitrated (LONO/LOONO) products [31]. Scavenging propertied of SNAC
further arise from the fact that there is a dimerization of thiyl radicals (RS") through the
formation of a thermodynamically stable disulphide bond. Therefore, no further propagating
radical species arises from the inactivation of oxyl and peroxyl radicals [30.31]. During acute
and chronic inflammations. superoxide radical 1s produced at high rates. The biological
reactivity of superoxide is tightly controlled by SOD enzyme. which plays an important role
in the cell redox balance, since it dismutates the generated free radicals in an attempt to
protect the tissue against injury [19]. In the present study. the activity of SOD was increased
in the CBDL group in response to oxidative damage. This effect was partially prevented in
SNAC-treated rats, which may be related to the antioxidant actions of SNAC. It is significant
that the SNAC protective effect was obtained without detectable increase in the levels of
nitric oxide, metabolites (NOy') as measured by chemiluninescence. This result indicates that
possible toxic side-effects associated with increased levels of NOy in tissues are absent at the
administered SNAC dose. It also reinforces the proposal that SNAC acts as an intact
molecule. inactivating radical species mn bimolecular reactions not associated with the
previous release of nitric oxide from the molecule. once nitrite and nitrate are formed after the
reaction of free nitric oxide with oxygen.

So far. the antifibrotic effects of oxygen free radical scavengers have been mainly
tound in vifro using mainly HSC, and very few studies have tested their application in vive in

animal models [5.44]. We here explored the potential effects of SNAC on different molecular
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pathways involved in the fibrogenic process. It was found that the lower accumulation of
histologically detectable fibrosis in SNAC-treated animals was accompanied by a down-
regulation of collagen la. This is the prototype constituent of the fibril-forming matrix m
fibrotic liver, and the synthesis of large amounts of type I collagen is the most prominent
teature of the transformation of activated HSCs [45]. In addition. we observed a decreased
expression of a-SMA, a characteristic cytoskeletal protein markedly expressed by activated
HSCs and myofibroblasts [46]. Results are similar to those very recently obtained for HSCs
mncubated with the nitric oxide donor SIN-1 [47]. Other report have also shown that
myocardial collagen deposit is prevented by SNAC in hypercholesterolemic LDL receptor
knockout mice [48].

The role of profibrogenic cytokines is central for the development of liver fibrosis,
with progression greatly depending on TGF-B production [49]. Previous studies hawve
demonstrated that the antifibibrotic effect of different drugs in CBDL rats 1s associated to
their capacity for substantially abrogating TGF-p up-regulation m the liver [4]. Of particular
mterest 1s the interaction between TGF-B and ROS formation. TGF-B is a redox-sensitive
gene whose expression is up-regulated by ROS and blocked by catalase [25]. In addition.
TGF-B mereases the production of hydrogen peroxide [50] which in turn has been reported to
have a direct profibrogenic effect in co-cultures of HSCs with HepG2 cells [51]. In the
present study. SNAC treatment inhibited both oxidative stress and TGF-B overexpression.
This was accompanied by down-regulation of TNF-a, which has been shown to increase n
response to oxidative stress and to lead to enhanced TGF-f expression in the BDL model [9].
The expression of PDGF i1s also influenced by extracellular redox changes [21] and mitric
oxide donors have been observed to efficiently inhibit PDGF-dependent proliferation and
chemotaxis in activated human HSCs [52]. Data here obtained confirm that SNAC also

inhibited the PDGF over-expression in rats with secondary biliary cirrhosis.
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Our study has shown that bile duct ligation resulted in a marked expression of MMP-
2. MMPs are a family of metalloendopeptidases which participate in the activations of HSCs,
but may also contribute to regression of liver fibrosis through cleavage of the fibrillar
extracellular matrix and promotion of apoptosis [53]. Thus. MMPs play dual roles in liver
fibrosis. depending on the timing. and MMP-2 over-expression may be important in the
remodeling of matrix during tissue repair process [54]. Different previous studies have
documented increased MMP-2 activity in the liver of CBDL rats [4]. Regulation of
extracellular matrix synthesis and degradation by MMPs and their inhibitors (TIMPs) is a
complex process, and we have found that TIMP-1 was also overexpressed in cirrhotic rats
whilst this effect was abolished by SNAC treatment. These results confirm previous data
demonstrating a significant MMP and TIMP over-expression after HSC activation and their
inhibition by antioxidant supplementation [6.20]. As TIMP-1 has antiapoptotic effects in
HSCs [55]. decreased expression can be beneficial for liver fibrosis resolution.

Although the exact role of MAPKSs in hepatic fibrosis has not been fully elucidated. it
is known that at least fifteen genes predominantly associated with the MAPK signal
transduction pathway are up-regulated in the fibrotic liver [56]. MAPK signaling by INK and
p38 has been implicated in mediating TGF-p signal transduction [13.14]. and there is
evidence for cross-talk between the ERK signaling pathway and TGF-p [8.15]. Increased
expression of MAPKs has been previously reported in the liver of CBDL rats [57]. a fact
confirmed in the present study. We also examined the influence of SNAC in MAPK
activation and demonstrated a significant down-regulation of ERK. JNK and p38. suggesting
that SNAC can inhibit cellular processes downstream of TGF-p signaling. In fact. there is a
recent report that in renal tubular epithelial cells ROS mediate TGF-p-induced extracellular
matrix deposition directly through activation of MAPKs and that this effect may be

effectively prevented by antioxidants such as NAC or catalase [58]. The PI3K-Akt pathway is
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also important for HSC proliferation in rats subjected to the fibrogenic stimulus. and
inhibition of Akt by adenoviral-mediated transduction with a dominant negative form of Akt
markedly reduces collagen .l mRNA and type I collagen protein levels [18]. Akt may be
induced by PDGF [17]. and a cross-talk appears to occur between the PI3K-Akt and MAPK
pathways are closely related [2]. The fact that SNAC treatment inhibited Akt phosphorylation
further reinforces its effect on fibrogenic signaling pathways.

Because SNAC shows marked antioxidant effects, ROS could be suggested as a
common signaling modulator explaining its antifibrotic properties. However. due to multiple
activities of SNAC and the possibility for direct modification of certain signals and signaling
proteins, caution is warranted in interpretation. In fact. beneficial effects of antioxidant
molecules are not necessarily associated to an antifibrogenic effects and to down-regulation of
pro-fibrogenic mediators. Thus. it has been recently shown that diphenyleneidonium, a potent
antioxidant able to capture free radicals and inhibit antiinflammatory gene expression, has a
slight effect on collagen la in experimental fibrosis. but no significant effect on TGF-p
expression [59]. The novel compound ME3738. derived from soyasapogenol A, prevents
oxidative stress and reduces areas of hepatic fibrosis in CBDL rats. but has no effect on the
expression of TGF-p and TIMP-1 in CBDL rats [43]. Moreover. although NAC has been
reported to decrease type III procollagen expression in rats with biliary cirrhosis [27]. recent
data also indicate that it does not atfect increased expression of TGF-p, TIMP-1. PDGF and
o-SAM 1in a rat model of steatohepatitis [60].

Summing up. results obtained revealed that SNAC blocks the elevation of serum
markers of hepatic injury and exerts antioxidant and antifibrotic effects in rats with secondary
biliary cirrhosis. Antifibrotic mechanisms include down-regulation of TGF-f. PDGF, TNF-a.,
MMP-2 and TIMP-1. Moreover. SNAC also down-regulates ERK. p38. JNK. and Akt

signaling activation induced by bile duct ligation. We conclude that SNAC could provide
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insight into new strategies aiming at the prevention of fibrosis. The results of our experiments
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 treatinent of human fibrosis and cirrhosis.
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Figure legends

Fig .1. Microscopic findings in rat livers. Rats underwent common bile duct ligation (CBDL)
or a sham operation and received SNAC (6.0 pmol/kg/day) starting 2 weeks after surgery. 4
weeks after the surgical procedure liver was obtained and fixed in 10% formaldehyde
solution. Left column (A, B and C): Paraffin embedded sections were prepared and stained
with H&E. Right column (D, E and F): Paraffin embedded sections were prepared and were
stained with Picrosirius Red for assessing the presence of collagen. Photomicrographs show
representative liver sections at 40 times magnification. A and D: Sham. without fibrosis (FO0);
B and E: CBDL, Secondary biliary cirrhosis with intense proliferation ductular what is
accompanied of fibrosis. There are some parenchymal nodules and diffuse proliferation

ductular (F4): C and F: Septal fine fibrosis with discreet proliferation ductular (F2).

Fig. 2. The effect of common bile duct ligation (CBDL) and SNAC treatment on a-SMA and
collagen lo expression as quantitated by real time polymerase chain reaction analysis. Sham-
operated and CBDL rats received SNAC (6.0 pmol/kg/day) starting 2 weeks after surgery.
Liver samples were obtained 4 weeks after the surgical procedure. Relative changes in mRNA

: - -AACT
levels were determined using the 2

method. Data, normalized against GADPH, are
presented as percentage change from the sham-operated group and expressed as means +

SEM from four separate experiments. * Statistically significant in comparison to sham, p <

0.05. % Statistically significant in comparison to CBDL, p < 0.05.

Fig. 3. The effect of common bile duct ligation (CBDL) and SNAC treatment on TGF-£.
PDGF and TNF-o expression as quantitated by real time polymerase chain reaction analysis.

Sham-operated and CBDL rats received SNAC (6.0 nmol/kg/day) starting 2 weeks after
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surgery. Liver samples were obtained 4 weeks after the surgical procedure. Relative changes
in mRNA levels were determined using the 22T method. Data. normalized against GAPDH.
are presented as percentage change from the sham-operated group and expressed as means =
SEM from four separate experiments. * Statistically significant in comparison to sham, p <

0.05.7 Statistically significant in comparison to CBDL, p < 0.05.

Fig. 4. The effect of common bile duet ligation (CBDL) and SNAC treatment on MMP-2 and
TIMP-1 expression as quantitated by real time polymerase chain reaction analysis. Sham-
operated and CBDL rats received SNAC (6.0 pmolkg/day) starting 2 weeks after surgery.
Liver samples were obtained 4 weeks after the surgical procedurs. Relative changes in mRNA
levels were determined using the 27%*“T method. Data. normalized against GAPDH. are
presented as percentage change from the sham-operated group and expressed as means =
SEM from four separate experiments. * Statistically significant in comparison to sham, p <

0.05.7 Statistically significant in comparison to CBDL. p < 0.05.

Fig. 5. The effect of common bile duct ligation (CBDL) and SNAC treatment on ERK1/2,
INK. p38 and Akt expression as quantitated by Western blot. Sham-operated and CBDL rats
received SNAC (6.0 pmolkg/day) starting 2 weeks after surgery. Liver samples were
obtained 4 weeks after the surgical procedure. Total cellular protein was separated on 9%
SDS-polyacrylamide gels followed by immunoblotting for the total amount and the
phosphorylated forms of the different proteins. (A) Representative Western blots. B)
Densitometric analysis of Western blots. Data, normalized against B-actin, are presented as
percentage change from the sham-operated group and expressed as means = SEM from four
"

separate experiments. * Statistically significant in comparison to sham, p < 0.05.

Statistically significant in comparison to CBDL, p < 0.05.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure5B
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5. DISCUSSAO

A ligadura de ducto biliar comum ¢ modelo experimental para o estudo de lesdo
hepatica por obstru¢do das vias biliares. A obstru¢do do ducto biliar comum produz
dano hepatocelular e resposta inflamatoria pelo acimulo de sais biliares no interior do
figado. Esse mecanismo favorece a producdo de citocinas, ativando cascatas
inflamatorias. Esses eventos, por sua vez, promovem o processo de lesdo e cicatrizagdo
hepatocelular, levando ao actimulo de colageno, desenvolvimento da fibrose e
consequente cirrose hepatica (Schmucker, Ohta et al., 1990). A obstrugdo biliar é
caracterizada por necrose, infiltragdo de linfocitos e fibrose hepatica, podendo evoluir
para cirrose, além de ser um modelo comum para o estudo das complicacdes da cirrose

hepatica (Lee, Kim et al., 2008; Zhang, Luo et al., 2009).

A cirrose ¢ o estagio mais avangado de fibrose hepatica, na qual, além do
acimulo de coldgeno, hé distor¢do do parénquima do figado pela formacao de septos e
noddulos, alteragdo do fluxo sanguineo e risco de faléncia do figado (Hui e Friedman,

2003; Friedman, 2008b).

Essa doenca pode apresentar diversas complicacdes sistémicas, como a sindrome
hepatopulmonar. A associagdo entre a doenca hepatica cronica e as anormalidades
vasculares pulmonares ¢ reconhecida ha mais de cem anos, no entanto, o interesse pela
pesquisa clinica e experimental da interagdo figado-pulmao ocorreu somente nos
ultimos quinze anos. A sindrome hepatopulmonar ¢ uma complicagdo da cirrose e ou
hipertensdo portal, que se caracteriza pela presenca de dilatagdes vasculares
intrapulmonares que levam a alteracdes na difusdo arterial de gases (Fallon e Abrams,

2000; Rodriguez-Roisin e Krowka, 2008).

Experimentalmente, o modelo de ligadura de ducto biliar comum desenvolve a
cirrose biliar secundaria, com areas focais de necrose centrolobular, necrose periportal,
proliferacao e dilatacdo dos ductos e canaliculos biliares dos espagos porta, colangite
estéril ou infecciosa, edema e fibrose dos espagos porta (Abdel-Aziz, Lebeau et al.,
1990). Também identifica as caracteristicas da sindrome hepatopulmonar por reduzir a

resisténcia vascular pulmonar e causar aleragdes 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 discussdao da tese, inicialmente, sera baseada no artigo I, referente ao
experimento I, e seguida da discussdo da segunda parte do trabalho, o artigo II,
referente ao experimento 1. Os dois experimentos foram desenvolvidos utilizando o

modelo de ligadura de ducto biliar comum.

No experimento | foi avaliado o efeito da N-acetilcisteina sobre o pulmao, para
verificar seu efeito sobre a sindrome hepatopulmonar. No experimento 11, avaliamos o
efeito da S-nitroso-N-acetilcisteina no figado no modelo de cirrose biliar secundaria e os

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da fibrose e cirrose instalada.

Ao desenvolver o modelo de ligadura de ducto biliar comum, avaliamos a
integridade hepatica 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 diminuido no grupo CBDL+NAC
(Tabela 1). As alteragdes que ocorrem devido ao dano hepatico estabelecido pelo
refluxo dos sais biliares para o interior do figado sdo toxicos ao tecido hepdtico e
elevam os niveis dessas enzimas, principalmente por estarem diretamente relacionadas a
lesdo e a necrose celular (Branddo e Marroni, 2001). Diversos trabalhos experimentais
demonstraram o elevado nivel das transaminases e da fosfatase alcalina no modelo de
cirrose biliar secundaria e sua corre¢do pelo uso de antioxidantes (Pastor, Collado et al.,
1997; Campos Maia, Botelho Guimaries et al., 2003; Tieppo, Vercelino et al., 2005;
Vercelino, Tieppo et al., 2008; Tieppo, Cuevas et al., 2009).

Os dados das enzimas de integridade hepatica correlacionaram-se com o
encontrado na histologia hepatica dos animais Sham, CBDL e CBDL+NAC,

demonstrando a cirrose instalada e sua atenuagdo pela administragdo da NAC (Anexo I).

Os dados de enzimas séricas também se correlacionam com os dados

encontrados na gasometria arterial (Tabela 2), que ¢ um sinal importante para o
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diagnoéstico da sindrome hepatopulmonar. Os animais do grupo CBDL mostraram
significativa diminui¢do da pressdo parcial de oxigénio (PO;), juntamente com aumento
significativo da pressdo parcial de dioxido de carbono (PCO,) e redugdo da saturacao da
hemoglobina (SatO,/0,), demonstrando a alteracdo na difusdo 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 acao na complicacdo pulmonar no modelo de ligadura de ducto biliar
comum (Tieppo, Vercelino et al., 2007; Tieppo, Cuevas et al., 2009), demonstrando a
efetividade de fA&rmacos com potencial antioxidantes agirem sobre essa complicacdo da

cirrose.

Na avaliagdo da relagdo hepatossomatica (Tabela 1), observamos aumento
significativo dessa relagdo. Isso se deve, provavelmente, ao acumulo de coldgeno
elevando o peso do figado. Esses dados coincidem com trabalhos nos quais foi
demonstrado que tais aumentos foram atenuados apds o uso da NAC e da quercetina no
modelo de ligadura de ducto biliar comum (Pastor, Collado et al., 1997; Peres, Tuion et

al., 2000).

Na relacdo pneumossomatica (Tabela 1), observamos aumento significativo no
grupo CBDL em relagdo aos demais grupos. Esse aumento poderia ser pela infiltragdo
do parénquima pulmonar por células inflamatdrias e proteinas plasmaticas. Tal edema
pulmonar pode resultar do aumento da permeabilidade vascular e da pressao de filtracao
vascular pulmonar e diminuicdo da pressdo oncotica (Chang e Ohara, 1993). A

administracao da NAC resultou em reducao da relacdo pneumossomatica.

O estresse oxidativo tem um importante papel na etiopatogenia de diversas
doengas, incluindo os mecanismos de fibrose hepatica via ativagdo das células
estreladas que estimula a transcri¢do de coldgeno e de outras citocinas inflamatorias
(Tahan, Tarcin et al., 2007; Friedman, 2008b). Dados referentes ao mecanismo de
estresse oxidativo (TBARS e SOD) de figado de ratos com CBDL e animais tratados e

ndo tratados com NAC sdo mostrados no Anexo II.
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Na sindrome hepatopulmonar também hé participagdo 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
lipoperoxidacdo (Tabela 2) acompanhada de diminui¢do da atividade da enzima SOD
(Figura 1) e aumento da producdo de nitratos totais (Tabela 2) no grupo CBDL. Esses
dados foram revertidos no grupo CBDL+NAC. Possivelmente a NAC poderia estar
inibindo translocagao bacteriana ou diminuindo a entrada de citocinas na circulagao
pulmonar, evitando, dessa forma, a formagio do O,", (Okay, Karadenizli et al., 2005),
reduzindo a lipoperoxidacdo e a formagdao de NO. Esse efeito também foi obervado no
estudo de Tiriit et al. (2009), em que animais que apresentavam lesdo pulmonar,

apresentaram reducdo da atividade da SOD e aumento da producdo de NO no pulmaio.

Além do dano aos lipidios, avaliado pelo aumento da lipoperoxidagao, as
espécies ativas de oxigénio podem causar prejuizos ao DNA. O dano oxidativo ao DNA
¢ situacdo comum e ¢ a principal causa de instabilidade gendmica (Tice, Agurell et al.,
2000). Observou-se um aumento na frequéncia de micronicleos na medula Ossea e
aumento de dano ao DNA no tecido pulmonar e hepatico dos animais do grupo CBDL,
sugerindo aumento da instabilidade gendmica desses animais. Os animais do grupo
CBDL+NAC apresentaram quase a mesma frequéncia de dano nos micronticleos que os
animais do grupo CBDL, denotando que a NAC, sob essa dose (10mg/Kg), ndo pdde

impedir danos citogénicos nesse modelo (Tabela 3).

No ensaio cometa, embora esses dados ndo sejam significativos, o indice de
dano a0 DNA nos animais CBDL tratados com NAC foi inferior ao grupo CBDL,
sugerindo tendéncia protetora da NAC (Tabela 4). Porém, outros estudos tém
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 vasodilatacdo no modelo de ligadura de ducto biliar da-se pelo aumento de
producdo de NO. Na histologia de pulmao do grupo CBDL, observamos aumento no
didmetro do vaso (Figura 3), fendmeno presente na sindrome hepatopulmonar,
juntamente com a altera¢do nas trocas gasosas. Esse achado estd de acordo com outros

estudos que utilizaram o mesmo modelo para investigacdo da sindrome hepatopulmonar
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(Chang ¢ 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 redu¢do da
vasodilatagdo intrapulmonar. Isso ocorre, provavelmente, devido ao potencial
antioxidante da NAC, que protege o figado dos animais com ligadura de ducto biliar,
acarretando melhora na funcdo hepatica e, consequentemente, reduzindo o estresse
oxidativo e de NO no tecido pulmonar, inibindo a lesdo oxidativa e a vasodilatacdo,

restabelecendo as alteracdes na difusdo de gases, como foi observado nesse trabalho.

A atividade diminuida da enzima SOD, observada nesse trabalho, pode estar
relacionada a grande quantidade de O," no tecido pulmonar. O," pode se associar ao

NO e, assim, formar um potente oxidante celular, o ONOO™ (Beckman e Koppenol,

1996; Szabo, Ischiropoulos et al., 2007).

O aumento de NO esta relacionado a deple¢dao da metionina-adenosil transferase,
o que leva a redugdo das enzimas antioxidantes (Rubbo e Radi, 2002), fato esse, que ¢
observado nos pulmdes do grupo CBDL, que apresentaram SOD diminuida e aumento

dos nitratos totais.

A NAC também poderia reduzir a formagcdo de ONOO', através da inibicao da
producdo de metabdlitos do NO. Esse efeito da-se pela combinag¢do do composto tiol da
NAC com o NO, produzindo, assim, um composto chamado de nitrosotiol, o qual pode
preservar ¢ acumular o NO na sua forma biologicamente ativa (Failli, Palmieri et al.,
2002). Uma vez em sua forma biologicamente ativa, o NO pode ter agdo antioxidante,
inibindo a agdo de espécies ativas de oxigénio no tecido pulmonar. Quando os
peroxidos entram nas células, eles podem reagir com metaloproteinas, formando
complexos, que podem levar ao aumento da lipoperoxidacao. O NO, como antioxidante,
pode reagir com essas metaloproteinas, prevenindo reagdes oxidativas e limitando o

dano celular mediado pelo estresse oxidativo (Rubbo e Radi, 2002).

As observacdes experimentais com a NAC no modelo de ligadura de ducto biliar
comum motivaram a investigacdo dos mecanismos dos nitrosotidis. Apos contatos com

o grupo de pesquisa da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, chefiada pelo



Discussio 109

Dr. Marcelo Ganzarolli, do Instituto de Fisico-Quimica, que hd mais de dez anos
investiga o papel dos nitrosotidis, entre eles a S-nitroso-N-Acetilcisteina (SNAC),
iniciamos uma parceria para avaliar os efeitos dessa droga no modelo experimental de

ligadura de ducto biliar comum.

Baseados na hipdtese de que a NAC favoreca a biodisponobilidade do NO
através da formacdo enddgena de nitrosotidis, avaliamos o efeito da SNAC sobre os
mecanismos envolvidos na cirrose do modelo de ligadura de ducto biliar comum no

figado desses animais.

A discussao que segue € pertinente ao experimento 11, apresentado no artigo I1.
Na avaliacdo das enzimas séricas transaminases ¢ fosfatase alcalina (Tabela 1),
observamos aumento significativo dessas enzimas nos animais CBDL em relagdo aos
grupos Sham. Nos animais CBDL+SNAC, observamos redug¢do dos niveis séricos
dessas enzimas, o que sugere efeito hepatoprotetor desse farmaco, 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). E também importante observar que nenhuma
modificacdo significante nos niveis dessas enzimas foi observada entre os animais do
grupo Sham que receberam SNAC, o que indica uma auséncia de efeitos adversos na
metabolizagdo hepatica desse farmaco (Tabela 1). Esse efeito hepatoprotetor da SNAC
foi semelhante aos achados de trabalhos anteriores do nosso grupo no tratamento de
animais cirréticos quando utilizados antioxidantes ou outros firmacos com potencial
antioxidante (Pavanato, Tufion et al., 2003; Amalia, Possa et al., 2007; Tahan, Tarcin et

al., 2007; Tieppo, Vercelino et al., 2007; Vercelino, Tieppo, Dias et al., 2008).

A resposta aos estimulos inflamatérios no modelo de cirrose biliar secundaria
conduz a cascata de eventos através da ativagdo de células estreladas presentes no
desenvolvimento da cirrose. Esses eventos favorecem a cicatrizagao celular através do
aumento da proliferacdo celular, contratilidade, fibrogénese, degrada¢do da matriz e
sinalizacdes pro-inflamatorias, favorecendo o acimulo de coldgenos e o

desenvolvimento da cirrose (Friedman, 2008b).

Na avaliagdo da histologia hepatica através das coloragdes hematoxilia eosina e

picrossirius, observamos intensa proliferagdo ductular acompanhada de fibrose,
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presen¢a de noédulos parenquimatosos e um valor F4 no escore Metavir de avaliagcdo da
fibrose, caracterizando, assim, a cirrose biliar secundaria (Figura 1). Obsevamos
também um aumento significativo no indice de fibrose do grupo CBDL em relagdo ao
grupo Sham no grupo CBDL respectivamente (Tabela 1). No grupo CBDL+SNAC
houve reduc¢do do indice de fibrose e discreta proliferacao ductular em relacdo ao grupo
CBDL (Tabela 1), mostrando a capacidade antifibrinogénica 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 expressao génica de colageno la e a-SMA no grupo CBDL. O colageno 1o
¢ o principal constituinte da matriz para formagao da fibrose hepatica (Wang, Batey et
al., 2006). A ativacdo das células estreladas em decorréncia do estimulo de citocinas
inflamatorias ou pelo estresse oxidativo desencadeia a producdo de coldgeno assim
como do aumento da contratilidade das células estreladas, que ocorre pelo aumento da
expressao de o-SMA, uma proteina citoesquelética (Friedman, 2008b). O grupo
CBDL+SNAC mostrou redugdo da expressdo génica de colageno la e a-SMA,
mostrando que a SNAC apresenta potencial efeito sobre a inibi¢do dessas proteinas,

justificando seu efeito antifibrinogénico.

O estresse oxidativo e a ativacdo de citocinas tém um importante papel na
etiopatogenia da fibrose hepatica, favorecendo a transcricdo de colageno e a
perpetuagdo da inflamagdo (Tahan, Tarcin et al., 2007; Friedman, 2008b). No nosso
estudo, observamos um aumento da lipoperoxidacao e da atividade da enzima SOD
hepatica nos animais do grupo CBDL (Tabela 2). Esses resultados podem ser uma
resposta ao dano oxidativo no tecido hepatico ocasionado pelo refluxo de sais biliares
para o interior do figado, ocasionando aumento da lipoperoxidacdo, como demonstrado
pelo aumento de TBARS e QL, e, dessa forma, provocando aumento da atividade da
enzima SOD, que faz um importante papel no balango redox celular, na tentativa de
dismutar radicais livres e proteger tecidos contra possiveis danos oxidativos (Halliwell,
2007; Filippin, Vercelino et al., 2008). Esses dados estdo de acordo com estudos que

avaliaram o estresse oxidativo em modelos de cirrose hepatica (Amalia, 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 redugdo significativa da lipoperoxidagdo nos animais CBDL + SNAC
demonstra um efetivo bloqueio no processo da lipoperoxidacdo, (Tabela 2). Esse
resultado esta de acordo com a capacidade esperada da SNAC em inativar diretamente
espécies LOO/LO’ com a formagdo de produtos nitrados (LONO/LOONO), observados
na seguinte reagdo: 2RSNO + LO/LOO" — LONO/LOONO + RS’, quando duas
moleculas de RSNO se decompdem formando um dimero. (De Oliveira, Simplicio et

al., 2006).

A eficacia do S-nitrosotiol nesse processo surge a partir do fato de que o radical
tiila (RS") é formado pela dimerizagdo através da formagido de uma ligagdo de um
disulfido estavel termodinamicamente. Por isso, nenhuma propagagao de espécie radical
surge a partir da inativagdo dos radicais oxil e peroxil nestas reagdes (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 eficacia em proteger o figado de espécies radicalares de

oxigénio.

Um fato muito importante em nosso experimento, foi o efeito protetor da SNAC
ocorre sem um aumento detectavel nos niveis dos metabolitos do NO (NOy) no tecido
hepatico (Tabela 2). Esse resultado indica que o possivel efeito adverso associado pelo
aumento dos niveis de nitritos e nitratos, deve estar ausente na dose administrada de
SNAC nesse modelo animal. Isso também refor¢a que a SNAC age como uma molécula
que inativa espécies radicalares em reacdes bimoleculares, de acordo com a reagao
citada anteriormente. Essa a¢cdo ndo esta associada a liberagdo prévia de NO da
molécula, uma vez que nitrito e nitrato sdo formados apds a reagdo de NO livre com o
oxigénio, formando a espécie ONOO", que apresenta grande potencial de lesdo tecidual,

propagando o estresse nitrosativo.

Diversos estudos demonstram a capacidade antifibrogénica de antioxidantes e
outros farmacos (Pavanato, Tufion et al., 2003; Pereira-Filho, Ferreira et al., 2008). No

entanto, os efeitos antifibroticos de varredores de radicais livres sdo principalmente
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observados in vitro, usando células estreladas, e poucos estudos testam suas aplicagdes

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 ¢ o
PDGF, e também ¢ o mais potente mitdgeno das células estreladas (Borkham-
Kamphorst et al., 2007). Durante a inflamag@o hepatica, as células estreladas aumentam
a produ¢do de PDGF, bem como fazem um up regulation da expressdo de seus
receptores (Lechuga et al., 2006). A expressdao de PDGF também ¢ influenciada pelas
mudancas no estado redox celular (Urtasun, Conde De La Rosa et al., 2008) ¢ doadores
de NO tém mostrado ser um eficiente inibidor da sua expressao (Failli, Defranco et al.,
2000). Isso se evidenciou em nosso experimento com a reducao da expressao génica de
PDGF no homogeneizado de figado dos animas do grupos CBDL+SNAC (Figura 3).
Também foi observado um aumento na expressdo de AKT nos animais cirrdticos. Esse
resultado esta relacionado ao aumento do PDGF, pois a AKT pode se mostrar elevada
quando hé ativagdo das células estreladas, devido estimulo pré-fibrogénico provocado
pelo PDGF (Reif, Lang et al., 2003). Nos animais CBDL+SNAC observamos redugo
na expressdo da AKT, cujo resultado ocorreu, provavelmente, devido a inibicdo da

expressdo do PDGF pela redugao da lesdo oxidativa.

O TGF-B ¢ a principal citocina fibrogénica no figado e ¢ influenciada pelo
estado redox intracelular (Seki, De Minicis et al., 2007). O mecanismo da fibrogénese
ocorre pela estimulagdo das células estreladas que favorecem a producdo dos
componentes da matriz extracelular, sendo a ativagdo do TGF-B o principal estimulo
para a producdo do colageno do tipo I, fibronectina e proteoglicanos que levam a
progressdo da fibrose (Inagaki e Okazaki, 2007; Friedman, 2008a). Na Figura 3
observamos um aumento significativo da expressdo génica dessa citocina em relagdo
aos grupos Sham. No grupo CBDL+SNAC, constatamos reducao na expressdo génica
do TGF-B (Figura 3). Esse resultado correlaciona-se ao aumento da expressao do TNF-
o, uma citocina pro-inflamatoria que medeia o dano hepatico em diversos modelos
animais (Kitamura, Nakamoto et al., 2002; Luo, Liu et al., 2004). O TGF-§ também
apresenta importante papel na proliferagdo das células estreladas in vitro (Hellerbrand,

Jobin et al., 1998; Friedman, 2008b).
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Em nosso estudo, observamos aumento do TNF-a, juntamente com ativagdo do
PDGF e do TGF-B (Figura 3) nos animais CBDL. Podemos inferir que esses parametros
aumentaram devido ao refluxo de sais biliares que iniciam a cascata de inflama¢do no
interior do figado, provocando o desenvolvimento da fibrose. Os animais cirroticos
tratados com SNAC tiveram os valores dessas citocinas reduzidas, possivelmente

devido ao potencial antioxidante e anti-iflamatorio da SNAC (Figura 4).

A fibrogénese ¢ contrabalangada na remocao do excesso de matriz extracelular
por enzimas proteoliticas, nesse caso, as metaloproteinases (MMPs). Durante o dano
hepatico cronico, ocorre um mecanismo em favor da fibrogénese em relacao a fibrolise,
com uma regulagdo positiva para os inibidores das metaloproteinases (TIMPs) (Benyon

e Arthur, 2001).

A MMP-2 ¢ expressada quando hé ativacdo das células estreladas devido a
presenga de um mecanismo de lesdo hepatica (Hemmann, Graf et al., 2007). Foi
observado aumento da expressdo da MMP-2 nos animais CBDL, juntamente com a
TIMP-1. Os animais cirréticos tratados com SNAC apresentaram redugdo dessas
proteinas (Figura 4). A regulacdo promovida pela relacdo MMPs X TIMPs ¢ um
mecanismo complexo, e a literatura apresenta dados controversos (Hemmann, Graf et
al., 2007). O aumento concomitante de MMPs e TIMPs, e sua reducdo com a
administracdo de farmacos com potencial antioxidante ja foi demonstrado previamente

(Galli, Svegliati-Baroni et al., 2005; Szuster-Ciesielska, Plewka et al., 2009).

A sinalizacdo das MAPKs ¢ crucial para a proliferacdo tecidual. Evidéncias
indicam que as citocinas também podem ativar cinases que estdo envolvidas na
sobrevivéncia celular (Talarmin, Rescan et al., 1999; Taub, 2004). As MAPKs sdo
proteinas-cinase especificas de serina/treonina que respondem a estimulos extracelulares
e regulam vérias atividades celulares, como expressdo génica, mitose, diferenciacao,
sobrevivéncia celular e apoptose (Sun e Oberley, 1996). Citocinas e radicais livres
podem sinalizar a ativacdo das MAPKs, favorecendo o mecanismo de fibrose (Qiang,
Lin et al., 2006; Matsuzawa ¢ Ichijo, 2008). Ja foi demonstrado que ha aumento da
expressdo 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 ativacdo das
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MAPKSs tem sido recentemente relacionada a expressao génica do TGF-f e do colageno
tipo I, o que também foi por nos observado (Furukawa, Matsuzaki et al., 2003; Tsukada,
Westwick et al., 2005). O aumento da expressdao génica de PDGF no grupo cirrdtico
correlaciona-se ao o aumento da ERK, fato que, quando o receptor de PDGF ¢ ativado,
recruta moléculas de sinalizagdo RAS, ativando a rota da ERK (Friedman, 1999;
Carloni, Defranco et al., 2002). Foi-nos possivel constatar que a ERK também se
correlaciona positivamente com a-SMA, dado ja observado anteriormente no mesmo
modelo de cirrose (Zhang, Liu et al., 2006). Da mesma forma, o TGF-f pode estimular
a cascata de sinalizagdo da JNK e p38 (Ihn, Yamane et al., 2005). Observamos por meio
de nossos experimentos que houve aumento da expressdo dessas proteinas no grupo

CBDL, o que foi inibido ap6s o tratamento com SNAC.

A SNAC apresenta um efeito abrangente nos mecanismos sinalizadores da
fibrose hepatica, inibindo a expressdo das MAPKs e da expressdo génica de citocinas

envolvidas, assim como a redugdo propriamente dita da fibrose hepatica.

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 concentragdes muito inferiores as da NAC, a concentracdo da SNAC
foi dez vezes inferior a da NAC, e para efeito comparativo, observamos resultados
similares na determinag¢do das transaminases, na lipoperoxidacdo e na avaliacdo dos
metabolitos do NO. Em outros estudos com modelos de lesdo hepatica, utilizaram-se
dosagens com maiores concentracdes de NAC para obtencao 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 terapéutico
da SNAC em eventuais beneficios socioecondmicos de custo-beneficio, pois sua
utilizagdo terapéutica poderia ser administrada com doses inferiores a da NAC e

alcangaria resultados semelhantes.
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6. CONCLUSOES

6.1 Experimento |

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 PO, e reduziu a PCO,, e também

restabeleceu a SatO,/Hb.

As relagOes hepatossomdtica e pneumossomatica, apresentaram aumento nos
animais do grupo CBDL. Reduziram-se quando do tratamento com NAC nos

animais CBDL.

Os pulmdes dos animais do grupo CBDL apresentaram aumento da
lipoperoxidacdo. No grupo CDBL+NAC, apresentou dados semelhantes aos

grupos Sham.

O grupo CBDL apresentou redu¢do da atividade da enzima SOD, a qual, no
grupo CBDL+NAC foi restabelecida.

Houve aumento dos nitratos totais no pulmao dos animais do grupo CBDL, o

qual, no grupo CBDL+NAC apresentou-se reduzido.

Os animais do grupo CBDL apresentaram instabilidade genomica, a qual, que
nao foi alterada pelo tratamento com NAC no grupo CBDL+NAC. No ensaio
cometa, o indice de dano ao DNA nos animais CBDL + NAC foi inferior aos

animais do grupo CBDL, sugerindo tendéncia protetora da NAC.

Os animais CBDL apresentaram aumento no didmetro dos capilares pulmonares,

o qual no grupo CBDL+NAC apresentou-se reduzido.
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6.2 Experimento 11

1. Observamos aumento significativo nas transaminases ¢ na fosfatase alcalina no
grupo CBDL. No grupo CBDL+ SNAC, esses valores apresentaram-se

reduzidos.

2. Observamos na histologia hepatica uma reducdo da proliferacdo ductular, com

finos septos de fibrose nos animais CBDL+SNAC.

3. O grupo CBDL apresentou aumento da lipoperoxidagdo no tecido hepatico
avaliados por TBARS e QL. Com o tratamento no grupo CBDL+SNAC, foi

reduzida a lipoperoxidagdo

4. Houve aumento da atividade da enzima SOD no grupo CBDL. No grupo
CBDL+SNAC, a atividade da enzima permaneceu proéxima aos indices

encontrados nos animais dos grupos Sham.

5. A administracdo da SNAC ndo apresentou diferencas estatisticas na avalia¢do

dos metabolitos do NO nos grupos estudados.

6. A SNAC mostrou ser efetiva na redugdo dos niveis de RNAm das proteinas o.-
SMA, colageno tipo I, TGF-B, TNF-a, PDGF, TIMP-1, MMP-2 no tecido

hepatico.

7. A SNAC inibiu a expressao das proteinas MAPKs (p38, ERK e JNK) e AKT no

tecido hepatico no modelo de cirrose biliar secundaria.

6.3 Conclusado Geral

Os farmacos utilizados nesses experimentos apresentam propriedades
antioxidantes eficazes na reduc¢do do estresse oxidativo no modelo de cirrose biliar
secundaria e suas complicacdes. A NAC se mostra muito eficaz no manejo da SHP,
melhorando a funcdo hepatica e prevenindo o desenvolvimento da SHP. Em

contrapartida, a SNAC, em doses muito inferiores, foi capaz de restabelecer a fungdo
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hepatica e inibir rotas moleculares envolvidas no processo de fibrose hepatica,
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

Ha um interesse crescente tanto da industria farmacéutica, como dos grandes
laboratdrios de investigagdao cientifica das principais Universidades do Brasil e do

exterior nos mecanismos fisioldgicos e fisiopatoldgicos do NO.

Ainda pouco se sabe sobre o papel do NO, principalmente por parecer muitas
vezes contraditorio. A utilizagdo da SNAC, um doador de NO, que apresenta também
funcdo antioxidante, mostra grande potencial terapéutico em diversas doencas e pode

auxiliar o entendimento dos mecanismos do NO em situagdes experimentais e clinicas.

A partir dos resultados obtidos, verificamos que a SNAC mostra efeitos
benéficos na corre¢ao das complicagdes provocadas pelo modelo de ligadura de ducto
biliar comum. Essas evidéncias despertam grande interesse e abre-nos perspectivas de
investigar de forma mais aprofundada seus efeitos sobre ativagdo de cascatas

moleculares, tanto no figado como no pulmao de ratos cirroticos.

Nossas perspectivas focam a continuidade do estudo investigado os mecanismos
que envolvem o estresse oxidativo, a ativacdo da rota do NFkB e a transcricdo de
proteinas inflamatdrias, como a iNOS, no pulmio de ratos cirrdticos. Esse objetivo ¢
condizente com a aplicabilidade da SNAC, pois ela se mostrou muito eficaz no
tratamento da cirrose hepatica. A avaliagdo da genotoxicidade da SNAC também se faz
muito importante nessa linha de pesquisa, visto que ¢ um farmaco recente e pouco se

sabe sobre os efeitos adversos desse farmaco.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo |
Histologia de figado dos animais do experimento | mostrando o grupo Sham
(Figura 15) CBDL (Figura 16) e CBDL + NAC (Figura 17).

Figura 14. Histologia de figado de animais do grupo Sham com coloragdo de (I)
hematoxilina-eosina com parénquima normal e (II) picrosirius, mostrando a estrutura

lobular hepética (100x).

Figura 15. Histologia de figado de animais do grupo CBDL com coloragdo de (I)
hematoxilina-eosina e (II) picrosirius, mostrando alteracdes no parénquima hepatico,

com presenca de nodulos regenerativos e fibrose (100x).
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Figura 16. Histologia de figado de animais do grupo CBDL+NAC com coloragao de (I)

hematoxilina-eosina e (II) picrosirius, mostrando redug¢do da fibrose e ndédulos (100x).

8.2 Anexo Il

Dados de TBARS e atividade da SOD nos grupos Sham e CBDL tratados e nao
tratados com SNAC.

nmol/mg proteina
o

ol [

L L

. [

Sham CBDL Sham+NAC CBDL + NAC

Figura 17. Valores médios de lipoperoxidacdo (TBA-RS) no figado dos diferentes
grupos estudados do experimento I. Os resultados acima sdo expressos como a média +
erro padrao da média (EPM), de seis animais em cada grupo. As notagdes sobrescritas
tém a seguinte significancia:

a — diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (p<0,05)
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U/ g detecido

Sham CBDL Sham+NAC CBDL+NAC

Figura 18. Valores médios de atividade antioxidante da enzima SOD no figado dos
diferentes grupos estudados do experimento I. Os resultados acima sdo expressos como
a média *+ erro padrdo da média (EPM), de seis animais em cada grupo. As notagdes
sobrescritas tém a seguinte significancia:

a — diferenca significativa em relacdo aos demais grupos (p<0,05)
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