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Dedicatoria

Esta dissertacdo marca o resultado mais visivel de um
processo de construcdo. Se o desafio era enorme, as
motivacdes eram grandiosas, somadas as espontaneas
generosidades que fizeram possivel a transformagao de
instantdneos momentos de angustia e sofrimento em uma
estrada larga, com flores, frutos e arvores! Uma estrada
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RESUMO

O uso de tetracloreto de carbono (CCls) em ratos € um modelo experimental de dano
ao tecido hepético, desencadeando fibrose e, a longo prazo, cirrose. Seu
metabolismo ocorre no figado pelo citocromo P450, resultando na producédo de
radicais livres e estimulacéo da lipoperoxidagéo, que induz um processo de necrose,
inflamacdo e maior progressdo da fibrose. Varios antioxidantes, entre eles os
flavonoides, tém sido referidos como eficazes para diminuir a fiborose em modelos
animais. Este estudo pretende avaliar a acao antioxidante da quercetina (Q) em um
modelo experimental de cirrose induzida por CCl, inalatério. Foram utilizados 25
ratos Wistar machos, com peso médio de 250g, divididos em 3 grupos: Controle
(CO), CCl4 e CCl4+Q. Os ratos foram submetidos a inalagées de CCl, (2x/semana),
durante 16 semanas, recebendo fenobarbital na agua de beber na dose de 0,3g/dI,
como indutor enzimatico. A Q (50mg/Kg) via intraperitoneal foi iniciada na 102
semana de inalacdo, perdurando até o final do experimento. A andlise estatistica foi
ANOVA, seguida de Student Newmann Keuls (MédiaztSEM), considerando-se
diferenca estatisticamente significativa quando p<0,05. Ap6s o tratamento com
quercetina, observamos uma melhora na integridade hepética, diminui¢éo da fibrose,
do conteudo de colageno e re-estabelecimento nos niveis dos metabdlitos do oxido
nitrico, comparado ao grupo CCl,. Constatou-se também reducéo do dano oxidativo,
verificada pela diminuicdo das substancias que reagem ao 4cido tiobarbitdrico (TBA-
RS), assim como aumento na atividade das enzimas antioxidantes e da relagcéo
GSH/GSSG. A partir desses dados, sugerimos que o emprego da quercetina possa

ser promissor como terapia antioxidante nas complicacdes hepaticas.

Palavras Chaves: Tetracloreto de carbono, estresse oxidativo e quercetina.




ABSTRACT

Carbon tetrachloride (CCl,) is a classic experimental model of oxidative damage to
liver tissue, causing long-term fibrosis and cirrhosis. Metabolism in the liver via
cytochrome Pysp results in the stimulation of lipid peroxidation and production of free
radicals, which induce a process of necrosis, inflammation and greater progression of
fibrogenesis. Various antioxidants and flavonoids have been identified as effective in
reducing fibrosis in animal models. This study aimed to assess the antioxidant activity
of quercetin (Q) in an experimental model of cirrhosis induced by CCl, inhalation. We
used 25 male Wistar rats (250g) that were divided into 3 groups: control (CO), CCl,
and CCl; + Q. The rats were subjected to CCl, inhalation (2x/week) for 16 weeks,
and they received phenobarbital in their drinking water at a dose of 0.3 g/dl as a
P450 enzyme inducer. Q (50 mg/Kg) was initiated intraperitoneally at 10 weeks of
inhalation and lasted until the end of the experiment. Statistical analysis was by
ANOVA Student-Newman Keuls (mean + SEM), and differences were considered
statistically significant when p <0.05. After treatment with quercetin, we observed an
improvement in liver integrity, decreased fibrosis, as analyzed by picrosirius for the
guantification of collagen, and restored levels of nitric oxide metabolites compared
with the CCl, group. It also reduced oxidative stress, as confirmed by the decrease of
substances reacting to thiobarbituric acid (TBARS), the increased activity of
antioxidant enzymes and the reduced glutathione ratio and glutathione disulfide
(GSH/GSSG). From these data, we suggest that the use of quercetin might be

promising as an antioxidant therapy in liver complications.

Keywords: Carbon tetrachloride, oxidative stress and quercetin.
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INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

As doencas hepéticas constituem um dos maiores problemas de saude no
mundo. Neste contexto, a fibrose hepética e a cirrose representam as manifestaces
patolégicas mais comuns e figuram entre as maiores causas de mortalidade humana
(Elsharkawy et al., 2005; Lotersztajn et al., 2005; Schuppan e Afdhal, 2008).

A cirrose hepatica caracteriza-se pela formacdo de nodulos hepaticos e
alteracdo da funcdo hepatica devido a morte dos hepatécitos e alteracbes
anatbmicas do figado. Tais alteracBes estruturais constituem-se nas principais
respostas do tecido hepatico as inUmeras agressdes de natureza inflamatdria, viral,
toxica, metabdlica ou congestiva (Friedman, 2003; Heidelbaugh e Sherbondy, 2006;
Tsukada et al., 2006).

As apresentacdes clinicas da doenca variam desde a auséncia de sintomas
até a faléncia total do 6rgédo, que sédo determinadas pela natureza e gravidade da
hepatopatia subjacente e da magnitude da fibrose estabelecida. Quando as
complicacbes decorrentes da cirrose surgem, a deterioracdo hepatica pode ser
irreversivel (Friedman, 2003; Tsukada et al., 2006).

Em virtude do grande problema mundial que a cirrose representa, muitas
pesquisas acerca desta doenca séo realizadas em todo mundo, objetivando testar
substéncias e técnicas que possam converter-se em tratamento e busca da cura, ou
ao menos aumentar a sobrevida do paciente, evitando a progresséao da doenca.

Consideracoes éticas limitam procedimentos em seres humanos, reforcando a
necessidade de modelos animais que reproduzem o quadro patolégico da cirrose
(Laleman et al., 2006).
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O modelo experimental de cirrose hepatica pela administracdo de tetracloreto
de carbono (CCl;) € amplamente utilizado para o estudo do desenvolvimento do
processo patologico e para pesquisas alternativas de tratamento. Nesse modelo, a
fibrose hepatica e nédulos regenerativos sdo proeminentes e o padréo histolégico é
semelhante a cirrose humana (Cameron, 1936; Perez Tamayo, 1983; Jimenez et al.,
1992; Cremonese et al., 2001; Pereira-Filho et al., 2008).

Este modelo é eficaz no desencadeamento da fibrose e, a longo prazo, da
cirrose. Seu mecanismo de acao envolve sua metabolizacdo pelo citocromo P450,
que estimula a producdo de radicais livres (RLs). Estes provocam necrose aos
hepatécitos, induzem inflamagdo e promovem uma maior progressao da fibrose
(Basu, 2003). Ligam-se a macromoléculas, aumentando a lipoperoxidacdo (LPO) e
alterando a homeostase do célcio intracelular (Recknagel et al., 1989).

Existem evidéncias crescentes de que alteragbes na homeostase redox
podem desempenhar um papel significativo na patogénese de muitas doencas
caracterizadas por inflamacdo cronica, ativacdo do processo de cicatrizacdo e
fibrogenese do tecido hepatico (Novo e Parola, 2008). Estudos experimentais e
estudos clinicos tém demonstrado que a LPO é frequentemente associada ao
desenvolvimento da fibrose hepatica (Tsukada et al., 2006; Fang e Lin, 2008).

A utlizacdo de plantas medicinais e seus componentes ativos estdo se
tornando uma abordagem cada vez mais atraente para o tratamento de véarias
doencas entre pacientes que nao respondem ao tratamento com medicamentos. As
plantas contém um grande numero de substancias de natureza polifenélica com
capacidade de reduzir processos inflamatérios, consequentemente aumentando a
resisténcia a determinadas enfermidades (Bengmark et al., 2009).

A quercetina (Q), um dos flavonoides mais encontrados, presente em grandes
guantidades em vegetais, frutas, chas, vinho tinto, etc., representa um dos
antioxidantes de origem vegetal com maior potencial antioxidante. Sua ingesta diaria
€ estimada em até 25mg/dia em uma dieta humana normal (Dajas et al., 2003). Em
sua estrutura quimica, possui grupos hidroxila fenélicos, o que Ihes conferem uma
acao antioxidante com importante potencial terapéutico, contra muitas doencas,

incluindo doencas isquémicas do coragdo, aterosclerose, fibrose hepatica, leséo
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renal e obstrucéo biliar cronica (Peres et al., 2000; Lee et al., 2003; Singh et al.,
2004; Morales et al., 2006; Tokyol et al., 2006).

O uso de flavonoides como a quercetina, que apresentam uma capacidade
antioxidante, pode impedir ou diminuir a progressao da fibrose, reduzindo a acgéo
dos radicais livres de oxigénio e nitrogénio que estédo relacionados com o estresse
oxidativo e nitrosativo, causando o dano hepético. A quercetina pode tornar-se, no
futuro, um elemento terapéutico de grande valia no tratamento de doencas

hepaticas.




1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 FIGADO

O figado, um dos maiores 6rgaos do corpo humano, esta situado na cavidade
abdominal, abaixo do diafragma. Suas unidades morfolégicas, os I6bulos hepéaticos
direito e esquerdo sédo separados por uma prega do peritbnio denominada ligamento
falciforme (Sherlock e Dooley, 2004). E um 6rgdo hematopoético com capacidade
regenerativa e que possui microambientes imunoldgicos exclusivos (Watanabe et al.,
2008).

A posicdo ocupada pelo figado na cavidade abdominal favorece a captura,
transformacdo, acumulo e neutralizacdo de substancias (Junqueira e Carneiro,
2004). Esse 6rgado desempenha importantes fun¢des para o organismo, tais como:
sintese de varias substancias (proteinas, aclcares); secrecdo de sais e acidos
biliares; armazenamento (lipidios, vitaminas); biotransformacao (substancias toxicas,
drogas, hormonios, medicamentos) e metabolismo (lipidios proteinas, carboidratos).
As fungdes do figado ainda incluem filtragem e armazenamento de sangue, ferro e
formacéo de fatores de coagulacdo (Guyton, 2002).

No processo de biotransformacao, muitos compostos sdo metabolizados pelo
figado que altera a sua toxicidade, reduz sua atividade e os elimina. A exposicéo
cronica a substancias toxicas geralmente resulta em alteracdo da fungéo organica,
diminuicdo do tamanho do érgédo e aumento do tecido conjuntivo, causando fibrose
intra-hepatica (Ramaiah et al., 2001; Friedman e Arthur, 2002).




Referencial teérico 17

Nos lébulos, as células hepaticas ou hepatdcitos dispdem-se em placas
orientadas radialmente a partir de uma veia central e entrelacadas de forma
ordenada por sinusoides. Os sinusotides sdo condutos de sangue, que ndo possuem
parede estruturada e séo revestidos por dois tipos celulares: a) células endoteliais
tipicas dos capilares sanguineos e b) os macréfagos que no figado sé&o
denominados como células de Kupffer. Entre os hepatécitos e os sinusdides,
encontra-se um espaco estreito, denominado espaco de Disse, onde se localizam as
células estreladas hepaticas (CEHs), (Figura 1) (Friedman e Arthur, 2002;
Friedman, 2003, 2008a).

- . — o . P LN N
Figura 1: Arquitetura hepética normal. Em (A) mostra o sinuséide hepatico e a presenca de corddes

de hepatdécitos cercados por epitélio fenestrado, em (B) desenho de alta resolugdo do espacgo
subendotelial com a presenca de células estreladas quiescentes (em azul) e células de Kupffer (em
roxo) (Friedman e Arthur, 2002).

As células de Kupffer sdo macrofagos altamente moveis inseridos no
revestimento do sinuséide, sobretudo na é&rea periportal. Apresentam intensa
atividade fagocitaria como a fagocitose de hemacias em via de desintegracéo, e a
consequente digestdo de hemoglobina e producdo de bilirrubina. Como todos os
macrofagos, apresentam grande quantidade de lisossomos, que em seu interior
contém enzimas necessarias para a digestdo intracelular das substancias
fagocitadas, remocado por endocitose de bactérias virus, parasitas e células tumorais
(Toth e Thomas, 1992; Sherlock e Dooley, 2004).

As CEHSs, também chamadas de células de Ito, estdo localizadas no espaco

de Disse. Possuem forma estrelada e sdo constituidas por longas extensdes
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citoplasmaticas, onde podem regular o fluxo sanguineo e a hipertenséo portal. Essas
células hepaticas possuem propriedades contrateis e fibrogénicas e representam o
principal local de producdo de matriz extracelular (MEC) (Bataller et al., 2000;
Friedman, 2008a). Constituem uma populacdo celular heterogénea que difere na
capacidade de armazenamento de lipideos, na expressdo e organizagdo de
filamentos do citoesqueleto e no potencial para a producdo de MEC. Este aspecto
reflete a capacidade de apresentar dois fenotipos: quiescente e ativado (Figura 2)
(Friedman e Arthur, 2002; Friedman, 2008a, 2008b).

Fibrocitos yra

—— - = Medula
ossea

N/

\ v / \(—\ Miofibroblastos
; \ (
/4 \ / / if\ <ol
Célula estrelada
quiescente Célula estrelada ‘ =
ativada S—

fibroblastos portais

al

Hepatocitos e
colangiocitos

Figura 2: Célula estrelada, forma quiescente e ativada, adaptada (Friedman, 2008b).

Atualmente € bem conhecido o papel das CEHs como as principais células
produtoras de coldgeno em casos de lesdo hepética crénica (entre outros tipos
celulares como fibrocitos derivados da medula 6ssea e fibroblastos portais e
septais), 0 que permite relaciona-las estritamente ao aparecimento da fibrose
hepatica (Li et al., 2008).
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1.2 CIRROSE HEPATICA

A cirrose € considerada o estagio mais avancado da fibrose, evidenciada pela
desestruturacdo do parénquima hepético. Estd associada ao aparecimento de
septos e nodulos fibroticos, alteracbes no fluxo sanguineo hepatico e risco de
faléncia hepatica (Friedman, 2008b).

A cirrose é a consequéncia de uma resposta cicatrizante a uma leséo
hepatica em resposta as inUmeras agressfes de natureza inflamatodria, toxica,
metabdlica ou congestiva. Mesmo considerando que a fisiopatologia e a
histopatologia da cirrose variam de acordo com o agente etiolégico, o padrao
histoldgico final € sempre o0 mesmo, um processo difuso caracterizado pela presenca
de fibrose e uma conversao da arquitetura normal do figado em nédulos estruturais.
Suas sequelas ocorrem em multiplos 6rgdos e sistemas do organismo,
principalmente nos sistemas cardiocirculatorio, renal, de coagulacdo, pulmonar,
neurolégico e metabdlico. As principais consequéncias sdo: cardiomiopatia cirrética,
varizes de es6fago (hipertensdo portal), ascite, sindrome hepatorrenal, sindrome
hepatopulmonar, encefalopatia hepatica, metabolismo de drogas alterado,
osteodistrofia hepatica e carcinoma hepatocelular (Sherlock e Dooley, 2004,
Schuppan e Afdhal, 2008).

Na lesdo hepética crbnica, uma matriz fibrilar, produzida pela ativacdo das
células estreladas, acumula-se no espaco subendotelial. Isso resulta em perda das
microvilosidades dos hepatocitos, reduz o tamanho e o niumero das fenestragbes. A
colagenizacéo do espaco de Disse resulta em menor acesso de substancias ligadas
as proteinas, ao hepatocito. Estas alteracdes podem ser acompanhadas pela
ativacdo das células de Kupffer dentro dos sinusoides (Figura 3) (Friedman e Arthur,
2002; Friedman, 2008a, 2008b).
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Figura 3: Arquitetura hepéatica com injuria crénica. Em (A) mostra o sinuséide hepético e a presenca
de cordbes de hepatocitos e o acumulo de MEC, em (B) desenho de alta resolugdo do espaco
subendotelial com a ativacdo das CEHs e células de Kupffer e perda das fenestracbes (Friedman e

Arthur, 2002).

As células estreladas hepéaticas quando ativadas, seja por qual for a etiologia,
apresentam maior capacidade de proliferacdo, motilidade, contratilidade, sintese de

colageno e componentes da matriz extracelular. Possuem processos citoplasmaticos
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aderidos aos sinusoides e podem afetar o fluxo sanguineo sinusoidal (Figura 4)
(Friedman, 2003; Schuppan e Afdhal, 2008).
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Figura 4: Ativacdo das células estreladas no processo de dano hepéatico, adaptada (Schuppan e
Afdhal, 2008).

O figado tem varios elementos celulares capazes de sintetizar e depositar os
componentes da matriz extracelular (fibroblastos, miofibroblastos e até os préprios
hepatdcitos). Todavia, varios estudos tém demonstrado que a célula chave na
producdo da fibrose no figado é a célula estrelada, sob a acdo de citocinas
fibrogénicas como do fator de crescimento tumoral beta (TGF-B), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e outras.
Diferencia-se em miofibroblasto e fibroblasto, engajando-se na ativa sintese dos
elementos da matriz (colagenos, elastina, proteoglicanos e proteinas de constituicao)
(Friedman, 2008b).

A ativacdo das células estreladas consiste em duas fases: iniciacdo e
perpetuacdo. A iniciacdo, também chamada de estagio pré-inflamatorio, refere-se a
alteracdes iniciais na expressao génica e no fendtipo, que tornardo as ceélulas aptas
a responder as citocinas e outros estimulos. A segunda fase resulta dos efeitos

desses estimulos sobre a manutengdo do fendtipo ativado e a producao de fibrose.
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A fase de perpetuagcdo compreende a proliferacdo, contratilidade, fibrogenese, perda
de retindides, infiltracdo de células inflamatdrias e degradacéo de MEC.

Neste ultimo caso, ocorre uma substituicio da MEC normal por tecido
cicatricial, com efeitos deletérios para a funcéo celular (Figura 5) (Friedman, 2008b).
Essa ativagdo é fonte de mediadores de moléculas da matriz, proteases e seus
inibidores que juntos levam a formacédo da cicatriz hepatica. As células estreladas,
bem como as de Kupffer e as plaquetas, secretam TGF-f3, o fator fibrogénico mais
potente para as células estreladas (Albanis e Friedman, 2006).

Produtos da lipoperoxidacdo e as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
estimulos importantes na ativacdo das CEHs, assim como no recrutamento de
células inflamatorias. Uma vez ativadas, as células estreladas secretam substancias
inflamatorias que levam a geracédo de um ciclo vicioso, no qual células fibrogénicas e
inflamatodrias estimulam-se umas as outras, fazendo perpetuar o processo hepatico

de dano e reparo (Figura 5) (Guimaraes et al., 2006).
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Figura 5: Processo de iniciacdo e progressao para fibrose, adaptada (Friedman, 2008b).
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Como causa de agressao toxica existem varias drogas capazes de reproduzir
a lesdo hepatica experimentalmente, entre elas o CCl,, (Cameron, 1936; Jimenez et
al., 1992; Cremonese et al., 2001; Pavanato et al., 2003; Pereira-Filho et al., 2008),
dimethylnitrosamine (Veal, et al., 2001) e a tioacetamida (Hori, et al., 1993).

1.3 TETRACLORETO DE CARBONO

Tetracloreto de carbono € uma hepatotoxina que causa lesdo ao figado,
mediada pelo aumento de RLs e, quando administrado repetidamente com uma
dose baixa, induz fibrose hepéatica e posteriormente cirrose (Muriel e Escobar, 2003;
Weber et al., 2003). Diversos estudos utilizaram o CCl, com objetivo de estabelecer
a cirrose experimental, sendo administrado por diversas vias como via inalatéria
(Jimenez et al., 1992; Cremonese et al., 2001; Pereira-Filho et al., 2008; da Rosa et
al., 2010), intraperitoneal (Pavanato et al., 2003; del Carmen Garciade Ledn et al.,
2006; Amalia et al., 2007), intragastrica (Goldani et al., 2007) e in vitro (Marumoto et
al., 2008).

E um modelo experimental de cirrose que se assemelha a presenca de
fiborose em figado humano causado por diferentes etiologias reproduz fielmente
alteracBes histologicas, bioguimicas, hemodinamicas, renais e neurohumorais. Este
modelo é eficaz no desencadeamento da fibrose e a longo prazo da cirrose, servindo
como um modelo de lesdo hepética crénica com consequéncias a nivel celular e
molecular (Figura 6) (Perez Tamayo, 1983; Jimenez et al., 1992; Weiler-Normann et
al., 2007).
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Figura 6: Estresse oxidativo oriundo da hepatotoxicidade do tetracloreto de carbono, levando a
ativagdo de células do sistema imune no figado. Adaptada (Weiler-Normann et al., 2007).

Conforme demonstrado na figura 6, o estresse oxidativo leva a ativacao de
células do sistema imune no figado como as células Kupffer, mondcitos e
trombdcitos. Estas células podem ser diretamente ativadas pelo tetracloreto de
carbono. Qualquer ativacdo dessas células leva a secre¢do de citocinas como o
TGF-B, entre outros. TGF-B conduzira para uma ativacdo de células estreladas
hepéticas que estavam quiescentes, desencadeando a ativacao de varias alteracdes
morfolégicas como a expresséo da alfa actina de muasculo liso (a-SMA) e perda de
vitamina A. Com as ceélulas estreladas ativadas, ocorre producdo de matriz
extracelular, contribuindo para o processo de fibrose hepatica. De maneira
independente, o PDGF pode levar a um aumento da matriz extracelular (Weiler-
Normann et al., 2007).

O mecanismo de toxicidade do CCl, (Figura 7) se da pela sua conversdo em
metabdlitos téxicos reativos, por um complexo enzimatico oxidativo, o citocromo
P450 presente no reticulo endoplasmatico liso do figado (Recknagel et al., 1989;
Jimenez et al., 1992; Sherlock e Dooley, 2004). O metabolismo do CCl, no figado,

pelo complexo enzimatico citocromo P450, resulta na producdo de radicais livres
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como triclorometil (*CCly) e triclorometil peroxil (OOCCI®) que provocam necrose nos
hepatécitos, induzem inflamagdo e promovem uma maior progressao da fibrose
(Jimenez et al., 1992; Basu, 2003).

Estes metabdlitos toxicos reativos danificam as células através da ligacéo
covalente direta as proteinas e aos lipidios de membrana, ou mais comumente pela
formacdo de RLs, os quais causam auto-oxidacdo dos &cidos graxos poliénicos
presentes dentro dos fosfolipidios da membrana (Cremonese et al., 2001). A seguir,
inicia-se uma série de processos bioquimicos e fisiologicos secundarios, que serao
as Ultimas causas para o desdobramento das consequéncias patoldgicas do
metabolismo do CCl,; (Cremonese et al., 2001; Lee et al., 2001). Essas alteragbes
lesam a célula, provocando sua morte e consequente fibrose tecidual que,

organizada em nodulos, caracterizara a cirrose hepéatica (Lee et al., 2001).
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Figura 7: Geragdo de radicais livres e a injdria hepéatica pela agédo do CCl, Citado por (Pavanato,
2004).

A lesé@o hepética induzida por um metabdlito téxico é dependente da mono-
oxigenase do citocromo P450, onde o efeito é exacerbado por indutores enzimaticos
como o fenobarbital e pela redugdo protéica, que deprime as enzimas

metabolizadoras de drogas (Calfee-Mason et al., 2002).
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Foi proposto que o fenobarbital medeia a lesdo hepatica pelo aumento do
estresse oxidativo como resultado da ativacdo cronica do citocromo P450 e do
citocromo NADPH redutase (Waxman e Azaroff, 1992). O fator de transcricdo
nuclear é o responsavel por alteracbes metabdlicas em resposta a inducdo de
isoformas do citocromo P450, o que resulta no aumento da producéo de radicais
livres e ERO (Torres et al., 1981; Calfee-Mason et al., 2002).

O citocromo P450 é o principal produtor de EROs nas células hepaticas.
Durante seu ciclo catalitico, ocorrem diferentes reacfes que podem gerar espécies
altamente reativas, como, por exemplo, o radical anion superoxido (O;7), formado
durante a primeira reducdo monoeletrébnica. O mesmo ocorre com 0 peroxido de
hidrogénio (H,0,), formado depois da protonacdo do oxi-P450 ou pela dismutacao
do O, (Bayol-Denizot et al., 2000).

A inducdo enzimética, ao aumentar a atividade das enzimas do citocromo
P450, provoca aumento da producdo de metabdlitos tdxicos, além de estimular
células estreladas hepaticas, gerando aumento na producédo de colageno, sendo que
ratos previamente tratados com fenobarbital apresentam necrose de zona 3 mais
intensa quando expostos ao tetracloreto de carbono, pois o principal mecanismo de
toxicidade do tetracloreto de carbono ocorre através de sua metabolizacdo pelo
sistema do citocromo P450 que biotransforma o tetracloreto de carbono em um
radical triclorometil. Esse radical pode combinar-se diretamente com distintas
moléculas biolégicas como sdo os lipidios da membrana, gerando a LPO
(Guengerich et al., 1991; Nieto et al., 2002).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

1.4.1 Radicais Livres e as Espécies Reativas de Oxigénio

As propriedades toxicas do oxigénio permaneceram obscuras até a
publicacdo do Gershman sobre a teoria da toxicidade dos RLs de oxigénio em 1954

qgue afirma que a toxicidade do oxigénio é parcial devido as formas reduzidas de
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oxigénio (Gerschman et al., 1954). A presenca de RLs em sistemas biologicos foi
explorada em 1956, por Denham Harman, que prop6s o conceito de que os radicais
livres participam no processo de envelhecimento (Harman, 1956).

A segunda fase de pesquisas sobre RLs em sistemas biolégicos foi explorada
em 1969 quando McCord e Fridovich descobriram a enzima superéxido dismutase
(SOD), surgindo evidéncias claras sobre a importancia dos radicais livres em
sistemas vivos (McCord e Fridovich, 1969). Uma terceira era de estudos sobre
radicais livres em sistemas biologicos, ocorreu em 1977, quando Mittal e Murad
apresentaram provas de que o radical hidroxila (OHe) estimula a ativacdo da
guanilato ciclase e a formacdo do segundo mensageiro a guanosina monofosfato
ciclico (cGMP) (Mittal e Murad, 1977).

Desde entdo, um grande conjunto de evidéncias acumulou-se de que 0s
sistemas vivos tém, ndo apenas uma adaptada convivéncia com os RLs, mas tém
desenvolvido varios mecanismos para o0 vantajoso uso dos RLs em varias funcdes
fisiolégicas (Valko et al., 2007).

Os radicais livres de oxigénio ou, mais genericamente, as ERO, bem como
espécies reativas de nitrogénio (ERNs), sdo produtos do metabolismo celular
normal. ERO e ERN sao bem conhecidas, pois desempenham um duplo papel, uma
vez que podem ser deletérias/nocivas ou benéficas para os sistemas vivos (Valko et
al., 2007).

Efeitos benéficos das EROs ocorrem em baixas concentracdes envolvendo
funcdes fisiolégicas como respostas celulares, por exemplo na defesa contra
agentes infecciosos e na sinalizagdo celular em diversos sistemas. O efeito nocivo
dos radicais livres que causam potencial dano biolégico em diversos sistemas é
denominado estresse oxidativo e ou estresse nitrosativo (Valko et al., 2007).

Isso ocorre em sistemas biolégicos quando ha de um lado uma
superproducdo de ERO/ERN e de outro uma deficiéncia de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Em outras palavras, o estresse oxidativo resulta de
reacoes metabdlicas que usam oxigénio e representa alteracdo no equilibrio entre
pré-oxidantes e antioxidantes em organismos vivos. O excesso de ERO pode causar
danos celulares a lipidios, proteinas, ou ao DNA, inibindo a sua funcdo normal.

Devido a isso, 0 estresse oxidativo tem implicado um grande nimero de doencas em
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humanos, assim como no processo de envelhecimento. O equilibrio entre efeitos
benéficos e nocivos dos radicais livres € um aspecto importante para 0s organismos
vivos. Este equilibrio se da através de mecanismos chamados de "regulacéo redox".
O processo de "regulacédo redox" protege do estresse oxidativo a vida de diversos
organismos e mantém a "homeostase redox" (Halliwell, 1994; Halliwell e Gutteridge,
1999; Halliwell, 2000; Droge, 2002).

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares contendo um ou mais elétrons ndo pareados em orbitais atbmicos ou
moleculares (Halliwell e Gutteridge, 1999). Esse elétron ndo pareado(s) geralmente
ocasiona um consideravel grau de reatividade aos radicais livres. Radicais derivados
do oxigénio representam a classe mais importante de espécies radicais geradas em
sistemas vivos (Miller et al., 1990).

Os radicais livres e as EROs sao consideradas hepatotoxicas em altas
concentracbes, devido ao seu potencial de reacdo com a maioria das
macromoléculas celulares e enzimas inativas, causando danos ao DNA, modificando
proteinas e induzindo reacdes de LPO (Bienert et al., 2006; Urtasun e Nieto, 2007).

A lipoperoxidacé@o consiste numa reagdo em cadeia, onde € necessario que
espécies reativas de oxigénio ataquem uma molécula organica, abstraindo um
atomo de hidrogénio de um agrupamento quimico (Halliwell e Gutteridge, 1999). As
reacoes de lipoperoxidacdo ocorrem numa série de etapas, das quais se destacam:

iniciacdo, propagacao e terminacao, conforme (Figura 8).
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Figura 8: Representacédo esquemaética da reacdo da LPO (modificada de Halliwell e Gutteridge,
1999).

Os hepatdcitos sdo uma potente fonte de RLs, quando lesados. As células de
Kupffer também geram RLs em resposta a lesdo hepatica. Estes RLs exercem
estimulacdo paracrina sobre as células estreladas. Além disso, sua atividade é
amplificada pelo esgotamento de antioxidantes como normalmente ocorre no figado

doente (Friedman e Arthur, 2002).
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1.4.2 Defesas Antioxidantes

A exposicéo aos RLs e ou as ERO tem levado os organismos a desenvolver
uma série de mecanismos de defesa (Cadenas, 1997). Os mecanismos de defesa
contra estresse oxidativo induzido por radicais livres envolvem: (i) mecanismos
preventivos, (ii) mecanismos de reparo, (iii) defesas fisicas, e (iv) as defesas
antioxidantes. As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas
(Masella et al., 2005).

1.4.2.1 Antioxidantes enziméaticos

O sistema enzimatico encarregado da detoxificagcdo das ERO é formado por
varias enzimas, das quais se pode destacar: superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel
especifico no controle do balanco oxidativo (Figura 9).

A SOD tem por principal funcdo atuar na dismutacdo do O,* em H,0, e Oy,
sendo que o primeiro € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas
(Reacédo 1) (Chance et al., 1979).

SOD
Q"+ Q"+ 2H* > H:0-+ O; (Reagao 1)

Os produtos finais da dismutacdo sdo o peroxido de hidrogénio e o oxigénio.
O H,0,, apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxil.
A remocéao dos peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT
mais afinidade ao perdxido de hidrogénio, peréxido de metila e etila, enquanto a GPx
catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos orgéanicos (Harris,

1992). A acéao da CAT sobre o peroxido € apresentada na Reacgéo 2.

CAT
2H,0; , 2H,0+ 0, (Reacéo 2)
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Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme sobressai-se a
atividade da GPy, que se localiza no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a
reducdo do peroxido de hidrogénio, através da oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH). Para reestabelecer a glutationa reduzida a oxidada (GSSG), € necessario
que a glutationa redutase (GR) promova a regeneragdo da GSSG, consumindo

NADPH, conforme demonstrado na Figura 9 (Halliwell, 1999).

&02‘
’/_H,o, + [0] GSH -~ NADPH
H,0 + 0,

" GR
NADP+

H,0 GSSG

Figura 9: Interacdo entre as enzimas antioxidantes a os radicais livres.

1.4.2.2 Defesas Antioxidantes Nao Enzimaticas

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou ERO
antes que esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como
antioxidantes, evitando reacdes em cadeia como a LPO. Elas sado conhecidas como
defesas antioxidantes ndo enzimaticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o
acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), p-carotenos e flavondides
(Halliwell, 1994, 2000; Masella et al., 2005).

Essas substancias, quando atuam, podem evitar a formacéo de radicais livres
ou ERO, inibem a cadeia de peroxidacdo na fase de propagacdo e reparam ou

reconstroem a membrana.




Referencial teérico 32

A Glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protecdo celular. Em particular, problemas na sintese e
metabolismo da glutationa estdo associados a algumas doencas, nas quais 0s niveis
de glutationa e das enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser bastante
significativos no diagndéstico de alguns tipos de cancer, bem como em outras
doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Logo, uma alta concentracdo de GSH
intracelular protege a célula contra a acdo de ERO, reagindo por via ndo enzimatica
com essas espécies. A sua acado deve-se a presenca de um grupamento sulfidrila,
gue atua como doador de elétrons (Halliwell, 2006).

A vitamina C é um composto hidrossolavel que atua como cossubstrato na
biossintese do colageno, catecolaminas e carnitina. Atua como scavenger de O," e
OH® com a formacgdo de um composto intermediario que é reduzido sucessivamente
pela GSH (Halliwell, 1994).

A forma da vitamina E com maior atividade quimica é o a-tocoferol, que é um
composto lipossoluvel, presente em altas concentracdes em muitos tecidos em nivel
intracelular e est4 presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas. Sua acéo,
como antioxidante, esta associada a inibicdo da peroxidacéo de lipidios. Apds reagir
com radicais peroxil, retorna a forma de a-tocoferol pela acdo do ascorbato (Landvik,
2004).

-carotenos tém sido considerados porque apresentam a capacidade de
neutralizar radicais. Eles agem principalmente com o oxigénio singlet, sendo que sua
utilizacdo ocorre em concentracdes baixas, tém afinidade a luz e absorvem a energia

de excitagdo do radical (Krinsky, 1989).

1.4.3 Flavonoides

Um grupo de antioxidantes que muitas vezes é sugerido em terapias devido
ao seu potencial papel no apoio a saude sao os flavonoides. Muitos trabalhos tém

mostrado a reducgdo da fibrose em diferentes modelos experimentais de cirrose apos




Referencial teérico 33

tratamento com flavonoides (Peres et al., 2000; Pavanato et al., 2003; Pereira-Filho
et al., 2008; da Rosa et al., 2010), assim como da reducdo da hipertensao portal,
uma das complicacdes da cirrose (Moreira et al., 2004).

Como o estresse oxidativo desempenha um papel central na patogénese e
progressdo de doencas hepaticas, o uso de antioxidantes tem sido proposto como
agente terapéutico, bem como de drogas coadjuvantes, para compensar 0s danos
ao figado (Moreira et al., 2004; Vitaglione et al., 2004; Pereira-Filho et al., 2008;
Tieppo et al., 2009; da Rosa et al., 2010).

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas e
pertencem ao grupo dos compostos fendlicos (Rice-Evans e Miller, 1996; Huber e
Rodriguez-Amaya, 2008). Atualmente, sdo descritos mais de 4000 tipos de
flavonoides com estruturas conhecidas (Silberberg et al., 2006). A hipdtese da
grande diversidade estrutural dos flavonoides é a quantidade de modificacdes que
estes compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagdo, metilacdo, glicosilagéo, entre
outras (Koes et al., 1994).

Sua estrutura é baseada no nucleo que consiste de dois anéis fendlicos A e B
e um anel C (Figura 10), que pode ser um pirano heterociclico, como no caso de
flavandis (catequinas) e antocianidinas, ou pirona, como nos flavonais, flavonas,
isoflavonas e flavanonas, que possuem um grupo carbonila na posi¢do C-4 do anel

C, compreendendo as principais classes dos flavonoides (Rice-Evans e Miller, 1996).

OH

Figura 10: Estrutura béasica dos flavonoides (Rice-Evans e Miller, 1996).

Com base em sua estrutura molecular, eles estao divididos em quatro grupos
fundamentais: flavonas, flavanonas, flavanoles e antocianinas. A quercetina, um dos

flavonoides mais estudados, pertence ao grupo das flavonas, juntamente com
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kaempferol, e & encontrada em abundancia em magas, cebolas, couves de Bruxelas
ou de frutos citricos (Nijveldt et al., 2001).

Os flavonoides (exceto as catequinas) sao encontrados em plantas
principalmente na forma glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de acucares, sendo
normalmente o-glicosideos, com a molécula de acgucar ligada ao grupo hidroxila na
posicdo C3 ou C7 (Hertog et al., 1997).

Os acucares mais comuns sédo D-glicose e L-ramnose; porém, pelo menos 8
monossacarideos diferentes ou combina¢cfes destes podem ligar-se aos diferentes
grupos hidroxilas do flavondide, resultando em um grande numero de glicosideos
conhecidos. As moléculas desprovidas de acucares sdo denominadas agliconas
(Huber e Rodriguez-Amaya, 2008) onde a presenca de aclUcar na estrutura
molecular dos flavonoides é determinante para o sitio de absorcdo destes
compostos (Tapiero et al., 2002).

A propriedade fundamental dessas moléculas, responsaveis por muitos dos
seus efeitos benéficos é a capacidade antioxidante, vinculada a presenca de uma
série de caracteristicas estruturais que possibilitam, entre outros, quelar ions
metélicos de transicdo tais como Fe?*, Cu?*, catalisar o transporte de elétrons e
depurar RLs como o anion superéxido, oxigénio singlet, ou para estabilizar ERO
(Martinez-Florez et al., 2002).

Para que um flavonoide apresente potente acdo antioxidante, ou seja, atue
como um varredor de radicais livres ou ERO, é necesséario que a molécula consiga
doar elétrons para estabilizar um radical livre e que, ao ceder esses elétrons,
rapidamente se estabilize (Carloni et al., 2002). Acredita-se que essa capacidade de
doar elétrons, com maior ou menor facilidade, potencializa ou reduz a agéo
antioxidante dos flavonoides e esta associada a relagdo estrutura-atividade de cada
molécula.

Para entender tal relagédo, é importante recordar a estrutura basica deles, pois
sdo compostos por quinze carbonos, distribuidos em dois anéis fendlicos,
conectados a unidade do carbono 3 e, normalmente, acoplados a uma molécula de
acucar, a qual incrementa sua solubilidade em agua (Carloni et al.,, 2002). A
capacidade antioxidante dos flavonoides confere-lhe um potencial terapéutico em

muitas doencas entre as quais doencas cardiovasculares (Yao et al.,, 2004),
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hipertensao portal (Moreira et al., 2004), diabetes mellitus (Dias et al., 2005), cancer
(Yang et al., 2000). Possuem também importantes efeitos antivirais e antialérgicos,
bem como acéo anti-trombética e anti-inflamatoéria (Nijveldt et al., 2001).

Sao capazes de inibir a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
inibir enzimas como as prostaglandinas, lipoxigenase e cicloxigenase, por quelar
ions metalicos divalentes, reduzindo, assim, a formacé&o de radicais livres produzidos
pela reacao de Fenton (Cook e Karmazyn, 1996; Rauha et al., 2000).

Sao referidos como eficazes para diminuir a fibrose em modelos
experimentais de cirrose biliar secundaria (Peres et al., 2000; Vercelino et al., 2008;
Tieppo et al., 2009), cirrose por alcool (Pastor et al., 1997) e lesdo hepética pela
administracdo de tetracloreto de carbono (Pavanato et al., 2003; Pereira-Filho et al.,
2008; da Rosa et al., 2010). Outros modos de acdo também tém sido atribuidos aos
flavonoides, como inibicdo da proliferagcdo celular, atividade estrogénica,
antiinflamatoria, anticoagulante, antibacteriana (Miksicek, 1995; Wenzel et al., 2000;
Orsolic et al., 2004; Gonzalez-Gallego et al., 2007).

Além da propriedade antioxidante, os flavonoides podem também agir como
pré-oxidante na presenca do acido nitrico ou quando administrado em altas doses
(Ferguson, 2001).

1.4.3.1 Quercetina

A quercetina (Q) é um flavonoide aglicona mais difundida na natureza,
presente em grandes quantidades em vegetais, frutas, chas, vinho tinto, etc.
Representa um dos antioxidantes de origem vegetal com maior potencial
antioxidante, protegendo as células contra as ERO (Hertog e Hollman, 1996). Sua
ingesta diaria é estimada de até 25mg/dia em uma dieta normal humana (Dajas et
al., 2003). Cientificamente a quercetina é classificada como um flavonol tipico, cuja
denominacéo é 2-(3,4-dihidrixifenil)-3,5,7-trihidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona, também
chamada de 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona pela Organizacdo Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (Rice-Evans e Miller, 1996).
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Em sua estrutura quimica (Figura 11), possui grupos hidroxila fendlicos, o
que |he conferem uma acdo antioxidante com importante potencial terapéutico
contra muitas doencas, incluindo doencas hepaticas, isquémicas do coracao,
aterosclerose, cancer e lesédo renal (Formica e Regelson, 1995; Singh et al., 2004;
Morales et al., 2006; Tokyol et al., 2006; Erdman et al., 2007).
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Figura 11: Estrutura quimica da quercetina (Chobot, 2010).

A quercetina possui cinco grupos hidroxilas e um grupo ceto. Os grupos o-
hidroxilas do anel B sdo geralmente a meta inicial de oxidantes, sendo que a
atividade antioxidante dos flavondides depende da sua propriedade redox e

guelacdo de metais de transicao (Figura 12) (Chobot, 2010).
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Figura 12: Propriedade de quelacéo da quercetina com ions de metais de transi¢do (Chobot, 2010).
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Muitos mecanismos antioxidantes tém sido propostos para os flavonoides.
Tais mecanismos incluem: a) opressdo da formacdo de ERO pela inibicdo do
sistema enzimatico responsavel pela geracdo de RLs; b) quelacédo de ions metalicos
gue podem iniciar a producéo de radicais hidroxil pela Reacédo de Fenton ou Harber-
Weis; c) sequestro de radicais livres; d) regulacédo positiva ou protecdo das defesas
antioxidantes por induzir a fase Il de enzimas como glutationa transferase que
aumenta a excrecdo de espécies oxidadas ou €) inducdo de enzimas antioxidantes
como a metalotioneina que é uma proteina queladora de metais, com propriedades
antioxidantes (Pietta, 2000).

A quercetina pode inibir o processo de formagdo de radicais livres em trés
etapas diferentes, na iniciacdo (pela interagcdo com ions superéxido), na formacédo de
radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na lipoperoxidacdo (por reagir com
radicais peroxil) (Afanas'ev et al., 1989; Kahraman et al., 2003).

Trabalhos experimentais, utilizando quercetina, obtiveram reducdo das lesdes
no tecido hepatico e verificaram que sua administracdo aumenta as defesas
antioxidantes, diminui o dano oxidativo no figado, a proliferacdo do ducto biliar e a
fibrose. Além disso, verificaram que a melhor resposta obtida com quercetina
ocorreu com a dose de 150 umol/Kg de peso corporal que corresponde a 50 mg/Kg
de peso corporal utilizado neste trabalho (Peres et al., 2000; Pavanato et al., 2003;
Moreira et al., 2004; Tieppo et al., 2005).

Tieppo e colaboradores em seus estudos, verificaram que o flavonéide
guercetina, através de seu potencial antioxidante, exerce uma acéo protetora sobre
o figado dos animais cirroticos, podendo atenuar as alteracdes pulmonares
presentes na sindrome hepatopulmonar, caracterizando qualidades de um agente
terapéutico promissor nesta doenca (Tieppo et al., 2007; Tieppo et al., 2009).

Indmeras pesquisas tém demonstrado, através de ensaio cometa, que a
quercetina e outros flavonodides sdo capazes de proteger contra o dano ao DNA,
induzido quimicamente em linfécitos humanos in vivo (Anderson et al., 1994; da Silva
et al., 2002; Wilms et al., 2005).




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos do flavonoide quercetina sobre o estresse oxidativo no
tecido hepético, utilizando o modelo experimental de cirrose por tetracloreto de

carbono inalatério.

2.20bjetivos Especificos

1) Verificar a integridade hepética através da analise das enzimas séricas,
aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FA) e bilirrubina total (BT);

2) Avaliar a histologia hepatica através da coloragao picrossirius;

3) Quantificar o conteudo de colageno hepatico por hidroxiprolina;

4) Avaliar os metabdlitos do oxido nitrico através da medida de nitritos e nitratos
no figado;

5) Avaliar a lipoperoxidacdo hepéatica através do método das substancias que
reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS);

6) Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx);

7) Quantificar a atividade hepatica da GSH e GSSG, bem como verificar a
relacdo GSH/GSSG.
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Abstract

Carbon tetrachloride (CCl,) is a classic experimental model of oxidative damage to liver
tissue, causing long-term fibrosis and cirrhosis. Metabolism in the liver via cytochrome P45
results in the stimulation of lipid peroxidation and production of free radicals, which induce a
process of necrosis, inflammation and greater progression of fibrogenesis. Various
antioxidants and flavonoids have been identified as effective in reducing fibrosis in animal
models. This study aimed to assess the antioxidant activity of quercetin (Q) in an
experimental model of cirrhosis induced by CCl, inhalation. We used 25 male Wistar rats
(2509g) that were divided into 3 groups: control (CO), CCl, and CCl; + Q. The rats were
subjected to CCl, inhalation (2x/week) for 16 weeks, and they received phenobarbital in their
drinking water at a dose of 0.3 g/dl as a P450 enzyme inducer. Q (50 mg/Kg) was initiated
intraperitoneally at 10 weeks of inhalation and lasted until the end of the experiment.
Statistical analysis was by ANOVA Student-Newman Keuls (mean + SEM), and differences
were considered statistically significant when p <0.05. After treatment with quercetin, we
observed an improvement in liver integrity, decreased fibrosis, as analyzed by picrosirius for
the quantification of collagen, and restored levels of nitric oxide metabolites compared with
the CCl, group. It also reduced oxidative stress, as confirmed by the decrease of substances
reacting to thiobarbituric acid (TBARS), the increased activity of antioxidant enzymes and the
reduced glutathione ratio and glutathione disulfide (GSH/GSSG). From these data, we
suggest that the use of quercetin might be promising as an antioxidant therapy in liver
complications.

Keywords: Carbon tetrachloride, oxidative stress and quercetin.
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Introduction

Cirrhosis is an advanced stage of liver fibrosis characterized by septae and
nodule formation and altered blood flow. It occurs because of the synthesis and
excessive deposition of extracellular matrix (ECM) in the space of Disse along with
insufficient ECM degradation, leading to a distortion of the architecture and a
progressive reduction of hepatic function *.

Wound healing is the normal response of tissue to an injury, and liver fibrosis
occurs as a result of repeated cycles of injury and repair. Moreover, chronic
persistent inflammation typically precedes fibrosis. Chronic liver injuries activate and
transform quiescent hepatic stellate cells (HSCs) into activated myofibroblasts, which
is the central pathogenic mechanism of fibrotic disorders 2.

The development of cirrhosis is usually associated with oxidative stress and
lipid peroxidation (LPO) 3. In this study, we used the carbon tetrachloride (CCl,)
inhalation model of cirrhosis in the rat because it has several similarities with human
cirrhosis *. CCls, a widely used solvent in chemical industries, is one of the main
pathways for the exposure and absorption of volatile chemicals that may be
environmental contaminants, and it is well-known for its hepatic and renal toxic
actions. The metabolism of CCl,; into trichloromethyl (CCI3+) and peroxy
trichloromethyl (*OOCCI;) free radicals has been reported to cause hepatotoxic
effects, like fibrosis, steatosis, necrosis and hepatocarcinoma 2.

Much effort has been devoted to developing new treatments for this disease.
The only treatment currently available for severe end-stage liver disease is orthotopic
liver transplantation .

Some compounds that have been studied as possible protectors against liver
cirrhosis are known for their anti-inflammatory and antioxidant properties. Plants
contain numerous polyphenols, which have been shown to reduce inflammation and
thereby to increase resistance to disease °. Quercetin (Q), a polyphenolic flavonoid
compound present in large amounts in vegetables, fruits and tea, exhibits its
therapeutic potential against many diseases, including hepatoprotection and the

inhibition of liver fibrosis . It contains a number of phenolic hydroxyl groups, which
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have strong antioxidant activity '>**. The average intake varies between countries but
is approximately 23 mg/day; quercetin is predominant at 16 mg/day *°.

By increasing the endogenous antioxidant defenses, flavonoids can modulate
the redox state of organisms. The major endogenous antioxidant systems include
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR), and
glutathione peroxidase (GPx), which is essential for the detoxification of lipid
peroxides & 12,

Therefore, using the carbon tetrachloride-induced liver injury model, we
investigated the protective actions of the flavonoid quercetin on the progression of

fibrosis and on parameters of oxidative stress.

Materials and methods
Animal experiments and drug treatment

Male Wistar rats weighing 250-300 g were used. The animals were caged at
22°C with 12-hour light-dark cycles and free access to food and water until the
experiments were performed. All experiments were performed according to the
Guiding Principles for Research Involving Animals (NAS) and the Committee of
Research and Ethics in Health of the Research and Postgraduate Group of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Experimental animals were randomly divided into a control group (n=5), a
cirrhotic group treated with CCl, for 16 weeks (n=10), and a CCl, + quercetin group
treated with CCl, for 16 weeks and with quercetin from the 10™ to 16" week (n=10).
A control group treated with quercetin was not necessary because previous studies
by our group had demonstrated that it does not produce a significant difference
compared to control animals *3.

For P450 enzymatic induction, phenobarbital (0.3 g/L) was added to the
animal's drinking water seven days before the first inhalation and throughout the
experiment. The CCl, group was exposed to inhaled CCl, twice a week (on Mondays

and Fridays) inside an inhalation chamber that measured 65x26x21 cm. CCl,; was
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placed in a glass container (humidifier) attached to an air compressor and released
into the chamber at a flow rate of 1 L/min. In the first three sessions, the length of gas
exposure was 30 s, and the animals remained inside the chamber for another 30 s
while the compressor was turned off (waiting time). In the fourth session, the length
of gas administration was increased to 1 minute, followed by another minute in the
waiting mode. Subsequently, the length of gas administration and the waiting period
in the chamber were increased by 30 s every three sessions, up to a peak of 5 min at

16 weeks, according to the method adapted from Cremonese et al. **.

Quercetin (Sigma ®) was administered i.p. at a dose of 50 mg/kg/day ° 3. It
was initiated at the 10™ week, when histological analyses and liver function tests
indicated that the animals were already cirrhotic, and was carried out until the date of
sacrifice.

After 24 hours from the last CCl, inhalation, the animals were anesthetized
with 1% xylasine and 10% cetamine, and then we collected blood samples from the
retro-orbital plexus. Later, the livers were removed, washed with saline, and divided
into sections. A portion was preserved in 4% formalin for histological examination.

The rest was frozen at -80°C for later analysis.

Serum biochemical analysis

Serum activites of aspartate aminotransferase  (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP) and total bilirubin (BT) were
measured with routine laboratory methods of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
Histological analysis
For histological examination, a piece of the liver from all animals was trimmed

and fixed by immersion in 10% buffered formalin for 24 hours. The blocks were

dehydrated in a graded series of ethanol and embedded in paraffin wax. Serial 3-mm
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sections were stained with hematoxylin and eosin or picrosirius. Five sections from
each sample were analyzed by two independent pathologists who had no prior
knowledge of the animal groups.

Collagen quantification

Collagen was determined by estimating the hydroxyproline content, an amino
acid characteristic of collagen. Liver sections of 100 mg were hydrolyzed in 6 mol/L
HCI for 16h at 110°C and evaporated to dryness to remove the acid. The residue,
dissolved in distilled water, was mixed with 50% isopropanol and chloramine-T
solution and left for 10 min at room temperature. Finally, p-
dimethylaminobenzaldehyde in 60% perchloric acid was added and heated to 60°C
for 25 min °. The absorbance was measured at 560 nm. Hydroxyproline levels were
calculated based on standard curves of 4-hydroxy-1-proline and expressed as pg/mg

protein.

Nitric oxide metabolites

Nitric oxide production in muscle tissue was measured indirectly using a
quantitative colorimetric assay based on a Greiss reaction '°. The method for NO
determination involves spectrophotometric measurement of its stable decomposition
products NO3 and then NO, as determined by the Griess reaction. The reaction was

measured at an absorbance of 546 nm using a sodium nitrate solution as a standard.

Oxidative damage determination

Frozen tissue from each rat was homogenized in ice-cold phosphate buffer

(140 mM KCI, 20 mM phosphate, pH 7.4) and centrifuged at 3,000 rpm for 10

minutes. Oxidative stress was determined by measuring the concentration of
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aldehydic products (MDA) by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) *'.
Spectrophotometric absorbance of the supernatant at 535 nm was determined.

Antioxidant enzyme activity

Superoxide dismutase (SOD)

Cytosolic superoxide dismutase (SOD) (EC 1.5.1.1) was assayed at 30°C
according to Misra and Fridovich 8. The auto-oxidation rate 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 inhibited

50% of epinephrine auto-oxidation was defined as 1 U of SOD activity.

Catalase (CAT)

Catalase activity was determined by measuring the decrease in absorption at
240 nm in a reaction medium containing 50 mM phosphate buffer saline (pH 7.2) and
0.3 M hydrogen peroxide °. The enzyme activity was assayed

spectrophotometrically at 240 nm.

Glutathione peroxidase (GPx)

The glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by the oxidation
rate of NADPH in the presence of reduced glutathione and glutathione reductase .
Sodium azide was added to inhibit catalase activity. The GPx activity was measured

with a spectrophotometer at 340 nm.
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Measurement of intracellular reduced glutathione/oxidized glutathione
(GSH/GSSG)

GSH and GSSG measurements were made according to the method adapted

method from Kolberg et al. 2.

Liver sections were rinsed twice with PBS and
disrupted in 200 ml of 5% (w/v) metaphosphoric acid on ice. After centrifugation
(16,000 x g, 2 min at room temperature), cell lysates were spectrophotometrically
(415 nm) assayed on a microplate reader by modification of the 5,50-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB)/GSSG reductase recycling method using the N-
ethylmaleimide conjugating technique for GSSG sample preparation. Samples (10
ml) for both GSH and GSSG determinations were assayed in a 105-pl final volume in
96-well polystyrene plates at 37°C in the presence of 10 mM DTNB, 0.17 mM (-
NADPH (dissolved in 0.5% (w/v) NaHCO3 as a stabilizing agent) and 0.5 U/ml GSSG

reductase.
Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM. The data were compared by
analysis of variance (ANOVA); when the analysis indicated the presence of a
significant difference, the means were compared with the Student Newmann Keuls
test. Significance was accepted at p<0.05.
Results
Serum biochemical analysis

After 16 weeks of CCl, exposure, the animals showed important alterations in

enzyme markers of hepatic injury (Table 1). The CCls-treated group showed a

significant increase in serum total bilirubin and hepatic marker enzymes. However,
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the intraperitoneal administration of quercetin at 50 mg/kg attenuated this elevation of
AST, ALT, ALP and BT.

Table 1 — Effect of quercetin on hepatic enzymes in CClz-induced hepatic injury.

Experimental

Parameters Groups
CO CCl, CCI,+Q
AST (U/L) 119.2+10.1 488.6 + 61.7 ° 256.5 + 34.3
ALT (U/L) 35.7+ 3.6 235.2+174°% 165.9 + 38.7°"
ALP (U/L) 66.7 + 5.0 237.6+185°% 167.6 +17.7°
BT (U/L) 0.3+0.0 0.8+0.1° 0.5+ 0.08

Results represent mean + S.E.
2 Significant difference between CCl, group and groups CO and CCl,+Q, considering p < 0.05.
b Significant difference between the CCl4+Q group and group CO, considering p < 0.05.

Histological analysis

The histological analysis of liver tissue from animals in the control group (CO)
showed a normal architecture of the parenchyma (Fig. 1A). Animals with CCl,4
exposure showed a loss of the normal architecture with the presence of regenerative
nodules, cellular necrosis and fibrosis (Fig. 1B). In contrast, necrosis and fibrosis
were minimal in animals from groups treated with quercetin (Fig. 1C).

©

Fig. 1: A. Control rat liver section (100x); B. Cirrhotic rat (CCly) liver section (100x); C. Cirrhotic rat
treated with Q (CCl, + Q) liver section (100x). Picrosirius red staining.
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Collagen

Fibrosis, which is the final result of prolonged liver injury, was quantified by
hydroxyproline analysis and expressed as liver collagen content (Figure 2). The
collagen content was significantly higher in the CCl, treated group. This effect was

partially but significantly reduced by quercetin.

Collagen

ug/mg de tecido

[99] col4 CCid+0

Figure 2. Medium values of collagen in the liver from different groups.
& Significant difference between the CCl, group and the CO and CCl,+Q groups (p<0.01).
bSignificant difference between the CCl,+Q group and the CO group (p<0.05).

Nitric oxide metabolite

Serum levels of NO3+NO, were found to be reduced in the livers of the
animals that had inhaled CCL, compared with healthy controls. Quercetin treatment

significantly increased these levels (Figure 3).
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Figure 3: Medium values of liver nitrites/nitrates (NO3+NO,) from the different studied groups.

? Significant difference between the CCl, group and the CO and CCl,+Q groups (p< 0.05).

Lipid peroxidation
Oxidative stress resulting from the metabolism of CCl, in the liver plays a

critical role in damaging the liver and promoting hepatic fiborogenesis. The MDA level
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was significantly higher in liver homogenates of CCls-intoxicated rats compared with
the control group (Table 2). Treatment with quercetin significantly reduced these

levels.

Table 2 - Effects of quercetin (Q) on lipid peroxidation
and on antioxidant enzyme activities in CCls-induced hepatic injury.

Experimental

Parameters Groups
CO CCl, CCl,+Q
TBARS (nmol/mg protein) 0,19+0,001 0,37+0,02 2 0,28+0,02 °
SOD (U SOD/mg protein) 3,86+0,28 1,4140,22 ° 3,36+0,29
CAT (p mol/mg protein) 0.62+0.04 0.27+0.02 2 0.55+0.02
GPx (mmol/min/mg protein) 0.27+0.02 0,19+0,01 2 0.23+0.01
GSH (mmol / mg protein) 362.1+46.63 230.66+35.09 2 371.6+33.8
GSSEG/{nmoll/img protein) 40.63 +1.87 84.46+3.45 ° 49.96+3,74
GSH/GSSG (Ratio) 8.91+1.06 2.74+0.42° 7.43+0.80

Results represent mean + S.E.
2 Significant difference between CCl, group and groups CO, CCl,+Q, considering p < 0,05.
b Significant difference between CCI,+Q group and groups CO, considering p < 0,05.

Antioxidant enzymes

CCl, toxicity resulted in a marked reduction of SOD, CAT and GPx activities
in liver tissues compared with the control group (Table 2). Treatment with quercetin
significantly reestablished the levels of these antioxidant enzymes.

The hepatic GSH concentration decreased significantly after CCl, treatment,
and this decrease was attenuated by quercetin. Concomitantly, the GSSG
concentration increased in the livers of CCl,-treated animals. The ratio of GSH to
GSSH decreased when compared with the control group after CCl, injection, and
guercetin significantly restored this decrease at a dose of 50 mg/kg for 16 weeks
(Table 2).
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Discussion

CCl, is widely used to induce hepatic fibrosis and cirrhosis in animal models.
Furthermore, the liver signs observed in rats due to chronic stimulation with CCl, are
similar to those found in cirrhotic patients *. Oxidative stress plays an important role
in the development of hepatic fibrosis acting on different cell types and in different
signaling pathways. Consequently, antioxidants, particularly those of plant origin,

have emerged as potent antifibrotic agents ®*

. In this study, hepatic fibrosis was
successfully induced by CCl, inhalation for 16 weeks. Through this hepatic fibrosis
model, the effects of quercetin on hepatic fibrosis induced by CCl, in rats were
examined, and the treatment was initiated 8 weeks after the initiation of CCl,
inhalation. The flavonoid was administered at a dose previously described to have

beneficial effects in rats with biliary obstruction * *3

. Quercetin spreads in the cell
membrane and acts as a scavenger or obstructs the chain reaction of free radicals
formed, thereby decreasing lipid peroxidation %. Similar effects were also obtained
after the use of the flavonoid quercetin in rats in models of cirrhosis induced by
intraperitoneal carbon tetrachloride * and by biliary obstruction 2.

AST and ALT are enzymes that are sensitive to hepatocellular injury. The
release of large quantities of these enzymes in the bloodstream is associated with
centrilobular necrosis, degeneration and reduced performance status of the liver %,
In this study, we observed a significant increase in the serum levels of AST, ALT,
ALP and BT after CCl, inhalation. The decrease of the serum enzymes AST, ALT,
ALP and BT after treatment with quercetin demonstrated its antioxidant potential and
its hepatoprotective effect.

The histological findings revealed severe liver cell damage in rats after the
inhalation of CCl,, supporting the observed changes in biochemical assays. The
presence of necrotic foci, fibrotic nodules, infiltration of lymphocytes, steatosis and
changes in liver cells are characteristics after intoxication with CCl, 2*. Treatment with
quercetin decreased necrosis and fibrosis. This can be considered an expression of
the functional improvement of hepatocytes. These data are consistent with other
13

studies of cirrhosis that used substances with antioxidant power, like quercetin =,

silmarim 2 and curcumin ©.
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In this study, traditional methods of assessing hepatic fibrosis, such as the
quantification of hydroxyproline content and histological analysis, were performed to
determine the effects of quercetin on liver cirrhosis induced by CCls. The
determination of hydroxyproline content in liver tissue is regarded as a good method
to quantify fibrosis and to evaluate the efficacy of new antifibrotic agents 2°. In this
study, the exposure to CCl, significantly increased the hydroxyproline content in the
liver. This increase in collagen deposition was reduced after treatment with quercetin,
demonstrating its effectiveness on liver fibrogenesis.

The reduction of nitric oxide (NO) has been implicated as a cause of
intrahepatic vasoconstriction in cirrhosis #’. In the evaluation of nitrates in the total
liver homogenate, we observed a significant decrease in the production of NO
metabolites in the cirrhotic group compared with the other groups. This result is
consistent with another study in which the nitrite accumulation decreased in cirrhotic
livers %, The dose-dependent decrease of total nitrates, end products of the oxidation
of NO, and NO has also been reported in a study of liver damage induced by different
doses of CCl, in mice %. Quercetin administration augmented the production of nitric
oxide metabolites, raising the levels similar to those in controls, suggesting a
reduction in peroxynitrite formation. Quercetin was cited as the most active flavonoid
in sequestering peroxynitrite *°. We can infer that the decrease in the total levels of
nitrate was related to the continued use of NO or other free radicals formed by the
reduction of its cofactor NADPH after injury caused by the inhalation of CCl,.

MDA is the main product of lipid peroxidation, and its concentration is
generally presented as the total level of lipid peroxidation products *. It has been
shown that MDA can activate stellate cells that produce collagen. MDA was analyzed
by the TBARS assay, and its level was significantly higher in the CCl-intoxicated
group compared with the others. The increase in LPO could have caused the loss of
structure and integrity of the cell membrane. Quercetin treatment significantly
reduced the TBARS levels in liver homogenates.

Several studies have found increased LPO in rats treated with CCl,, whereas

the activities of enzymes in the liver were decreased " *

similarly to those found in
this study. Free-radical scavenging enzymes, such as superoxide dismutase (SOD),

protect the biological systems from oxidative stress. The current study showed a
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significant decrease in SOD activity in rats with CCls.induced cirrhosis. On the other
hand, there was a significant increase in SOD activity in rats treated with quercetin.
Our results indicate that treatment with quercetin acts against free radicals formed
during the metabolism of CCl, by restoring the levels of the antioxidant enzymes
SOD, CAT and GPx and reducing LPO.

While there are several biochemical markers of oxidative stress, the ratio of
reduced GSH/GSSG has been widely used as a marker of the redox state because
of its sensitivity, reliability and abundance. GSH is the main endogenous antioxidant
and is responsible for the maintenance of the intracellular redox balance,
detoxification of xenobiotics and reactive oxygen species **. The reduction of GSH in
the liver, observed in this study, may be caused by the direct requisition of GSH by
GPx to scavenge the production of free radicals formed by the metabolism of CCl,. In
this study, the administration of quercetin not only increased the levels of total
hepatic GSH but also significantly improved the ratio of GSH/GSSG in the liver.
Several studies indicate that quercetin has the ability to increase the GSH/GSSG
and, consequently, decreases cellular oxidative damage **.

A possible explanation for these findings is that quercetin not only acts as a
direct scavenger of reactive oxygen species but may also exert actions on
endogenous antioxidant defenses by modulating the intracellular signaling systems.
This protection may be the result of a variety of mechanisms, including decreasing
oxidative stress due to the sequestration of free radicals, promoting cell survival by
modulating intracellular signals, and decreasing the toxicity of xenobiotics and
carcinogens by regulating gene expression or the activity of the cytochrome Pyso
enzymes *.

In summary, administration of quercetin seems to have a protective role in liver
of rats with experimentally induced cirrhosis, as demonstrated by the reduction of

fibrosis and oxidative stress.
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CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental de cirrose hepatica, pela inalacdo de tetracloreto de
carbono, € reconhecido como modelo experimental capaz de reproduzir as
alteracdes clinicas observadas na cirrose em humanos. A disponibilidade de um
modelo animal para estudo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
cirrose € de suma importancia para o entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos
da doenca, além do que, atualmente, ndo existem terapias eficazes para o
tratamento da cirrose hepatica, sendo o Unico tratamento de sucesso o transplante
de figado. Portanto, é essencial desenvolver novas estratégias terapéuticas e avaliar
provaveis mecanismos patogénicos nessa doenca.

Pelos dados obtidos, concluiu-se que a administracdo de quercetina:

1) diminui os niveis séricos das enzimas hepaticas marcadoras de leséo
no figado, a AST, ALT, FA, e BT, demonstrando a acdo hepatoprotetora da
quercetina.

2) diminui o dano causado pela inalacdo de CCL, aos hepatdcitos,
reduzindo a presenca de focos de necrose e de nédulos fibréticos, considerando-se
uma melhora funcional dos hepatdcitos.

3) diminui o colageno hepatico observado pela diminuicdo do contetudo de
hidroxiprolina, demonstrando sua eficacia sobre a reducao da fibrose hepatica.

4) aumenta a producdo dos metabolitos do NO, avaliada pela medida de
nitritos e nitratos no figado, sugerindo uma reducao na formacgéo de peroxinitrito.

5) diminui a LPO, consequientemente ocorrendo a diminuicdo da formagao
excessiva de radicais livres formados durante o metabolismo do CCl; , o que foi

avaliado pelo teste de TBARS.
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6) reestabelece os niveis das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx),
assemelhando-se aos niveis dos animais controles.

7) aumenta os niveis de GSH e diminui a GSSG.

Devido as evidéncias apresentadas nos resultados deste trabalho, podemos
sugerir que o modelo desenvolvido é realmente efetivo, onde a cirrose foi
estabelecida, e que a quercetina reverteu o dano hepatico, podendo ser uma terapia
de escolha em doencas hepéticas. Dessa forma, o fato nos estimula a maiores
investigacdes, havendo a necessidade do seguimento de estudos mais avancados
sobre a acdo da quercetina em doencas hepaticas, a fim de aproximar cada vez

mais nossos estudos a realidade clinica.




PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir das evidéncias apresentadas, o flavonoide quercetina desperta
grande interesse e abre-nos perspectivas de investigar, de forma mais aprofundada,
seus efeitos sobre as células estreladas hepaticas, as quais tém envolvimento vital
no desenvolvimento da cirrose e nas consequentes complicacdes sistémicas. Além
disso, viabilizando essas investigacbes, podemos prosseguir com estudos
envolvendo as modificacdes da matriz extracelular no processo cirrético e pesquisar
os efeitos da quercetina nesses parametros, adentrando, assim, no mundo das
metaloproteinases e seus inibidores. Tais estudos poderiam ser realizados em
modelo animal ou até mesmo em cultura de células estreladas, fazendo-se um
estudo comparativo e verificando-se os efeitos da quercetina nesses mediadores.

Do mesmo modo, poderiamos abordar também o envolvimento de outros
fatores de transcricao além do NFkB e outras citocinas envolvidas nos processos de
ativacdo e proliferacdo das células estreladas como o PDGF. Ele é um potente
mitdgeno para proliferacdo e ativacdo de uma variedade de sinalizadores
moleculares, pois o papel de demais fatores de transcricdo entre outros mediadores
na ativacdo e proliferacdo das células estreladas permanece ainda indefinido,
despertando-nos, portanto, imenso interesse quanto ao estudo de mecanismos e de
efeito terapéutico da quercetina nesses mediadores.

Como perspectivas futuras, objetivamos prosseguir com investigacdes sobre
os efeitos da quercetina em niveis moleculares, e aperfeicoar a forma de
administracao, e possivelmente associar a quercetina com outro antioxidante como a

melatonina.
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