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RESUMO

Este trabalho avaliou o potencial antioxidante da N-acetilcisteina (NAC) frente a
sindrome hepatopulmonar, uma complicagdo da cirrose, no modelo de cirrose
biliar secundaria através da ligadura de ducto biliar em ratos. Foi utilizado ratos
machos Wistar e investigou-se a integridade hepética através de enzimas séricas
e a gasometria arterial, juntamente com o dano oxidativo, enzimas antioxidantes,
nitratos totais, assim como a histologia através de hematoxilina e eosina do figado
e pulméo e picrosirius do figado desses animais. Os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais: CO — no qual foi simulado a cirurgia de ligadura de
ducto biliar principal; LDB — no qual foi realizada a cirurgia de ligadura de ducto
biliar principal; CO + NAC — no qual foi simulado a cirurgia de ligadura de ducto
biliar principal e recebeu tratamento com NAC ap0s o 14° dia da cirurgia; LDB +
NAC — no qual foi realizada a cirurgia de ligadura de ducto biliar principal e
recebeu tratamento com NAC ap0s o 14° dia da cirurgia. A NAC foi administrada
por via intraperitoneal, numa concentracdo de 10mg/Kg, durante 14 dias. Foi
observado melhora nos parametros enzimaticos e gasométricos apés o tratamento
com a NAC. Constatou-se reducdo do dano oxidativo, verificado pelas substancias
gue reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS), assim como as enzimas
antioxidantes, superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, que
mostram-se com valores proximos ao do grupo controle apds a administracdo da
NAC. Na avaliacdo de nitratos totais, observou-se aumento na producédo destes
metabdlitos no pulméo dos ratos cirrgticos apds o tratamento com NAC esses
valores se equipararam ao grupo controle. Através da analise histoldgica,
verificou-se nodulos de fibrose no tecido hepatico e vasodilatacdo do tecido
pulmonar, esses fendmenos foram revertidos apdés o uso da NAC. A partir desse
dados, constatamos que a NAC mostra-se promissora no estudo das

complicacdes hepaticas.



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 and picrosirius of the liver and lung of those
animals. Animals were divided in 4 exprimental groups: CO - in which the surgery of
the main biliary duct ligation was simulated; LDB - in which the surgery of the main
biliary duct ligation was realized; CO + NAC - in which the surgery of the main biliary
duct ligation was simulated and in which the animals were treated with NAC on day
14 after surgery; LDB + NAC - in which the surgery of the main biliary duct ligation
was realized 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, catalase and glutathione peroxidase,
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. The histological
analysis demonstrated necrosis nodules in the liver and vasodilatation in the lung,
which were reverted after the use of NAC. Based on the results we do conclude that

NAC is a promising drug for the investigation of hepatic complications.
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INTRODUCAO

As doencgas hepaticas cronicas séo de alta prevaléncia e incidéncia em todo o
mundo, e as causas mais frequientes relacionam-se ao virus da hepatite B e C, ao
alcoolismo, a doencas auto-imunes, a alteracdes metabdlicas, toxicas ou
colestaticas. As cirroses colestaticas compreendem aquelas nas quais um
impedimento funcional ou mecanico ao fluxo biliar e sdo chamadas cirroses

biliares.

A cirrose biliar € uma enfermidade crénica e difusa do figado com altera¢des
da estrutura e fungéo, seja intra ou extra-hepatica, da arvore biliar (GONZALEZ-

GALLEGO et al., 1998).

7

Essa doenca é acompanhada pela dificuldade de eliminacdo da bilis, da
destruicdo do parénquima hepatico e de fibrose progressiva (ROJKIND e
PONCENOYOLA, 1982). A cirrose biliar priméria se caracteriza pela inflamacao

cronica e pela obstrucao fibrética dos ductos biliares intra-hepaticos. A cirrose biliar



secundaria € consequéncia da obstrucdo mantida das vias biliares extra-hepéticas de

maior calibre (PODOLSKY e ISSELBACHER, 1991).

A obstrucéo crbnica da via biliar extra-hepéatica pode determinar a estase biliar
e areas focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferacdo e dilatacdo
dos ductos e canaliculos biliares dos espacos porta, colangite estéril ou infecciosa
com infiltracdo de polimorfonucleares, edema e fibrose dos espacos porta. Como em
outras formas de cirrose, a lesdo é acompanhada de fenbmenos degenerativos e
regenerativos do parénquima residual, com a formacao de nédulos (ABDEL-AZIZ et

al., 1990).

A cirrose biliar secundéaria ocorre em resposta a obstrucdo total ou parcial,
prolongada, da arvore biliar. Acredita-se que um periodo de obstrucdo de 6 meses
seja suficiente para induzir fibrose e cirrose. No entanto, geralmente ocorre apés 1

ano de obstrucédo (FRIEDMAN et al., 2004).

Em criangas, a atresia biliar e a fibrose cistica sdo as principais causas de
cirrose biliar secundéaria. Em adultos, as causas mais frequientes sédo coledocolitiase,
estenoses benignas ou malignas da via biliar, cistos de colédoco, trauma poés-
cirirgico da via biliar, pancreatite cronica, tumores pancreaticos e colangite

esclerosante primaria (FRIEDMAN et al., 2004; SANJAY et al., 2004)



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

hepéticas (PAROLA et al., 1996).

Estudos prévios demonstraram que a inducao de cirrose biliar secundéria, através
da ligadura de ducto biliar (LDB) (FIGURA 1), estabelecida por Kontouras e
colaboradores, em 1984, simula a doen¢ca humana pelas alteragbes decorrentes,
provenientes da reacdo inflamatéria causada pelo refluxo biliar, e a
desorganizacdo da arquitetura natural do parénquima, com areas inflamatérias e

de deposicdo de colageno e fibrose (PASTOR et al., 1997).

CIRROSE HEPATICA

PORTA

FIGURA 1: Esquema da cirurgia experimental de LDB (FERNADES e MIES, 1998).



1.1 CIRROSE BILIAR SECUNDARIA

A cirrose biliar secundaria é uma complicagéo tardia da obstrucdo prolongada
das vias biliares extra-hepaticas, ocorre em menos de 10% dos pacientes, mais
frequentemente em obstrucdo biliar benigna do que por neoplasia, pela curta
sobrevida dos pacientes neoplasicos. Por outro lado, ocorre mais em obstrucfes
benignas néo infectadas do que nas infectadas, pelo maior grau de obstrucdo no
primeiro caso. A infec¢ao das vias biliares, parece acelerar a formacao da cirrose. A
duracgdo da obstrucao para o desenvolvimento da cirrose é, em geral, superior a um
ano, embora, em circunstancias menos freqlientes, possa a mesma ser observada

apos 3 a 4 meses (SILVA e D’ALBUQUERQUE, 1986).

O extravasamento da bile dos canaliculos biliares intralobulares em zonas de
necrose periportal da lugar a formacdo de “lagos biliares” e de fendbmenos
regenerativos no parénquima residual, com a formacg&o de nddulos. A eliminagédo da
obstrucdo costuma ser acompanhada de melhoria bioquimica e morfoldgica

(ROJKIND et al., 1982).

O dano hepatico colestético € uma caracteristica da cirrose biliar secundaria e
se define com critérios histopatoldgicos especificos e bioquimicos bem
estabelecidos. A citotoxicidade dos acidos biliares é atribuida a diversos
mecanismos, incluindo as suas propriedades detergentes, a alteracdo da

homeostase do Ca'" intracelular, a deplecio de ATP e ao dano mitocondrial.



Trabalhos recentes sugerem que na patogénese do dano colestatico hepatico
participam as espécies ativas de oxigénio e reacfes de radicais livres (PAROLA et

al., 1996; PASTOR et al., 1997; ORELLANA et al., 2000).

1.2 SINDROME HEPATOPULMONAR

A SHP tem sido frequentemente definida como uma triade que consiste em
doenca hepética, aumento do gradiente alvelo-capilar no ar ambiente e dilatacdes
vasculares intrapulmonares na auséncia de doenca pulmonar ou cardiaca
coexistente, as quais podem resultar em concentracdes arteriais de oxigénio abaixo

da normalidade, levando a altera¢des sistémicas (KROWKA e CORTESE, 1990).

Doencas cronicas do figado podem levar a disfuncdes sobre o sistema
cardiovascular e pulmonar, com alteragbes hemodinamicas que incluem aumento do
débito cardiaco, baixa resisténcia vascular e vasodilatacdo (NELSON et al., 2001). A
hipertensdo portal, a encefalopatia hepéatica e o desenvolvimento de ascite sdo
complicacdes secundarias dos disturbios hemodinamicos que ocorrem na presenca

de hepatopatias (BIMBI et al., 1998).

As consequéncias hemodindmicas das doencas do figado, na circulacédo
sistémica e pulmonar, incluem ainda a insuficiéncia cardiaca causada por shunt
arteriovenoso hepético, hipertensdo pulmonar plexogénica, cardiomiopatia e

sindrome hepatopulmonar (NASCHITZ et al., 2000).



O primeiro relato de uma interacé@o entre doenca de figado e pulméao foi em 1884,
guando uma mulher jovem com cirrose apresentava cianose e hipocratismo digital,
na auséncia de doenca pulmonar ou cardiaca. Snell, em 1935, descreveu hipoxemia
em uma situacdo de hepatopatia. Rydell e Hoffbauer, em 1956, documentaram a
presenca de fistulas arteriovenosas e shunt em um paciente com cirrose juvenil.
Esses achados caracterizam o que atualmente é definido como SHP (ABOUSSOUN

e STOLLER, 2000).

Kennedy e Knudson, em 1977, relataram um caso de circulagdo hiperdinamica e
ortodedxia, agravados pelo exercicio associados a cirrose. Eles foram os primeiros a

utilizar o termo de SHP, em analogia a sindrome hepatorrenal.

Os pacientes com hepatite crbnica podem apresentar sinais e sintomas como
hemorragia digestiva, encefalopatia porto-sistémica, ascite, eritema palmar e
esplenomegalia (AUGUSTI et al., 1990) . Alguns deles, 10 a 20%, apresentam
dispnéia, platipnéia (dispnéia em ortostase), ortodeOxia (queda da saturagdo de

oxigénio em ortostase), hipocratismo digital e cianose (KROWKA et al., 1993).

A baixa resisténcia vascular pulmonar e a baixa pressao arterial pulmonar estao
presentes, devido as vasodilatacdes intrapulmonares, promovendo uma baixa tenséo

no leito vascular pulmonar (LEE, 1989).



Krowka e colaboradores, em 1993, propuseram dois padrdes radiograficos para
SHP, baseando-se nas caracteristica angiograficas: tipo 1, ou padrdo minimo,
caracterizado por microdilatacdes difusas, e tipo 2, que € caracterizado por
discretas e localizadas comunicagdes arteriovenosas. O padrao tipo 1 pode estar
associado a hipoxemia severa e a ortodoxia, porém tem boa resposta a

oxigenioterapia a 100%, e o tipo 2 responde pobremente a oxigenioterapia.

A fisiopatologia da hipoxemia na SHP ¢é multifatorial. Os mecanismos
predominantes incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relacéo
ventilacao-perfuséo, baixa difusdo, desequilibrio da difusdo-perfuséo ou do gradiente

de oxigencao alvéolo-capilar (ABOUSSOUN e STOLLER , 2000).

O desequilibro entre a difusdo-perfusdo € um mecanismo que pode explicar a
hipoxemia na SHP. Esse mecanismo pode ser responsavel pela alteracdo do
gradiente de oxigenacdo alvéolo-capilar ou efeito shunt e relaciona a hipoxemia
com as dilatagBes vasculares pulmonares. No capilar dilatado, e com um diametro
maior, a molécula de oxigénio vinda do alvéolo ndo pode difundir-se até o centro
do vaso. Essa anormalidade na difusdo-perfusédo traduz a dificuldade do oxigénio
em saturar as hemacias em um capilar pulmonar anormalmente dilatado,
evidenciando o efeito shunt funcional. O shunt funcional ocorre devido a
diminuicdo da difusdo do oxigénio através da membrana alvéolo-capilar, uma
consequéncia da anormalidade de perfusdo que acomete o pulmédo de pacientes

cirroticos (GARCIA et al., 1998).



O mecanismo da vasodilatacdo intrapulmonar ndo € bem definido. Muitas
hipéteses tém sido consideradas, tais como um desequilibrio entre substancias

vasodilatadoras e vasoconstritoras no pulméo (ABOUSSOUN e STOLLER, 2000).

Véarios mediadores humorais tém sido propostos como os vasodilatadores
circulantes responséaveis pela SHP. Entre eles, estdo incluidos prostaglandinas,
glucagon, substancia P, peptidio atrial natriurético, fator de ativacdo plaquetario,

oxido nitrico (NO) (PANOS e BAKER, 1996).

Atualmente, a atencéo € focada sobre a funcdo vasodilatadora do NO, como fator
vasoativo responséavel pela vasodilatacdo pulmonar. Muitas pesquisas reforcam essa
idéia, e muitos estudos tém demonstrado a acdo do NO na interacdo figado-pulméo

(MATSUMOTO et al., 1995; ROLLA et al., 1997; BRUSSINO et al., 2003).

Em modelos experimentais foi demonstrada a acao vasodilatadora do NO, e o
aumento da NO sintase endotelial (eNOS) e pulmonar estaria relacionado a
hipoxemia (FALLON et al., 1997; ROLLA et al., 2003; DINH-XUAN e NAEJIE; 2005).
Eles sugerem a acdo do NO como o responsavel pela vasodilatacdo intrapulmonar
encontrada na SHP. Novos estudos devem ser realizados para uma melhor

compreensédo dos mediadores causadores da SHP.



1.3 SHP EXPERIMENTAL

Devido ao desenvolvimento da ciéncia e da pesquisa experimental, é possivel,
atualmente reproduzir as alteracdes histolégicas, as bioquimicas, as renais e as
neurohumorais de diversas doencas, sem trazer riscos de manipulacdo ao

investigador (CLARIA e JIMENEZ , 1992).

A obstrucdo prolongada do ducto biliar em ratos € um modelo experimental
para induzir cirrose biliar secundaria em torno de vinte e oito dias (KOUNTOURAS,
1984). Nesse periodo, a obstrucdo provoca dilatacdo do ducto biliar, edema e
reacOes inflamatérias agudas pelo refluxo biliar. A fibrose periportal, devida a
alteracbes na sintese e degradacdo de proteinas matriciais como colageno,
glicoproteinas e proteoglicanos, causa desorganizacdo da arquitetura natural do

parénquima (ROJKIND, 1982).

Em ratos com cirrose biliar secundaria, provocada pela obstrucdo do ducto
biliar, observam-se hepatomegalia e esplenomegalia, que acontecem principalmente
pelo aumento do tecido conjuntivo e do epitélio biliar. Paralelamente pode ocorrer a
hipertensdo portal que se manifesta pela dilatacdo das veias esplécnicas. (YAARI et

al., 1992).

Em 1992, Chang e O"Hara demonstraram que animais submetidos a ligadura

de ducto biliar apresentavam desenvolvimento progressivo de anormalidades nas



trocas gasosas similares aquelas encontradas em humanos com SHP. Esses
mesmos autores ,em 1993, encontraram aumento do nivel de glucagon circulante em
animais com cirrose biliar secundaria experimental e sugeriram que esses animais
apresentavam estado circulatorio hiperdindmico devido a acdo vasoativa deste

horménio (CHANG e OHARA, 1992; CHANG e OHORA, 1993).

A pesquisa sobre o modelo de ligadura de ducto biliar foi se aprofundando, e,
em 1997, Fallon e colaboradores estabelecem a ligadura de ducto biliar como um
modelo para o estudo da SHP, com o0s animais cirrticos de 5 semanas
apresentando hipoxemia e vasodilatacdo intrapulmonar. O gradiente alvéolo-capilar
apresenta diferenca superior a 100% e é acompanhado de hipoxemia, com valores
inferiores a 85 mmHg, quando comparados ao grupo controle. Esses achados foram
associados a vasodilatacao intrapulmonar, atribuida aos elevados valores de eNOS

no homogeneizado de pulméo (FALLON et al., 1997).

Os estudos que envolvem o modelo de ligadura de ducto biliar como modelo
de SHP identificaram uma sequéncia de alteragcbes moleculares na vasculatura
pulmonar que influenciaria o ténus vascular durante a progressdo dessa doenca
(FIGURA 2). Tem-se dado grande importancia ao papel da endotelina 1 (ET-1),
devido sua elevada producdo pelas células estreladas do figado e grande
concentracdo plasmatica, como um mediador das alteracbes endoteliais e a
progressdo da vasodilacdo intrapulmonar. O aumento da producdo hepética e

circulante de ET-1 esta relacionado a produgdo de eNOS que poderia estar



relacionada a gravidade das anormalidades nas trocas gasosas e a vasodilatacao

(LUO et al., 1998; LUO et al., 2004).

Um grupo de pesquisadores franceses relacionam o aumento de NO
com a translocacdo bacteriana, que ocorre em 45-75% dos animais cirréticos
induzidos experimentalmente. Essa translocacdo bacteriana favorece a entrada de
bactérias e endotoxinas na circulagdo pulmonar, gerando acumulo de macréfagos no
endotélio, os quais secretam produtos para o meio extracelular, incluindo citocinas e
NO, que, em altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente téxica e oxidante

(THANNICKAL e FANBURG, 2000; RABILLER et al., 2002).
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FIGURA 2: Fisiopatologia da SHP (FALLON, 2005).



As células fagocitarias geram anion superéxido (O2") que é capaz de oxidar a
membrana plasmatica, produzindo grande quantidade de espécies ativas do oxigénio
(EAO), e quando combinado com NO pode formar peroxinitritos, um potente e
versatil oxidante que pode atacar tecidos bioldgicos, promovendo danos por estresse

oxidativo (THANNICKAL e FANBURG, 2000).

Foi demonstrado que animais cirréticos por ligadura de ducto biliar
apresentavam hipoxemia e aumento da lipoperoxidagdo em homogeneizado de
pulméo, provavelmente devido a acdo oxidativa de radicais livres e do NO em altas

concentragdes na circulagéo pulmonar (TIEPPO e VERCELINO, 2003).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

A molécula de oxigénio, em seu estado natural é um birradical, possui dois
elétrons desemparelhados e, dessa forma age como um bom agente oxidante e pode

oxidar outros atomos ou moléculas (LLESUY, 2002).

O oxigénio é elemento indispensavel para a vida, no entanto, é portador de um
paradoxo, pois age como oxidante e, por ser toxico quando exposto em
concentracdes elevadas maiores que as da atmosfera, pode gerar danos reversiveis

ou irreversiveis, levando até a morte celular (LLESUY, 2002).



Esse efeito lesivo do oxigénio sobre organismos aerdbios varia
consideravelmente, com a espécie do organismo, de idade, do estado fisiolégico e
da dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal podem ser afetados de
formas diferentes (FARBER et al.,, 1990). A lesdo ocorre devido a elevada

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

O radical livre € uma espécie capaz de existir de forma independente e contém um
ou mais elétrons desemparelhados, conferindo a esta espécie uma grande
reatividade (PRYOR, 1976; DEL MAESTRO, 1980). Tais radicais podem ser
formados em situacdes fisioldgicas ou patolégicas e sdo danosos as ceélulas do

organismo quando produzidos em grandes quantidades (PERES, 1994).

Os radicais livres podem ser pequenos como a hidroxila, ou grandes e complexos,
com atomos de carbono e cadeias laterais. Nem todas as formas que reagem para
formar radicais livres tém numero desemparelhado de elétrons. Esse grupo
denomina-se EAO, e sdo formados pelo anion superéxido (O,"), radical hidroxil
(OH®), radical peroxil (ROOQO), peréxido de hidrogénio (H.O.), anion hipoclorito

(OCI" e oxigénio singlet (*0,) (PERES, 1994; YUNGSON, 1995; LESSUY, 2002).

As EAO podem ser formadas durante o metabolismo normal de qualquer
célula através da perda de elétrons de um nédo-radical ou pelo ganho de um elétron

por ndo-radical (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).



As EAO sao moléculas intermediarias, parcialmente reduzidas, que participam
do mecanismo de oxi-redugdo do oxigénio no metabolismo celular. A geragédo das
EAO ocorre durante os processos de oxidacdo bioldgica, dentre os quais, podemos
destacar a respiracdo celular acoplada a fosforilagdo oxidativa, para formacédo de
ATP na mitocondria. O oxigénio (O2) é reduzido até agua (H.0), recebe quatro
elétrons de uma sO vez pela citocromo oxidase, e devido a sua configuracdo
eletrdnica, tem forte tendéncia a receber um elétron de cada vez, gerando compostos
intermediarios altamente reativos (FIGURA 3). Desses compostos intermediarios,
destacam-se o anion radical superoxido (O;"), o peréxido de hidrogénio (H.0;) e o
radical hidroxil (OH®). A formacdo dessas moléculas ocorre em 5% de todo o
processo de reducdo do oxigénio até agua. Algumas das EAO sao fortemente
oxidantes e apresentam pelo menos um elétron desemparelhado, geralmente no
orbital mais externo, e sdo denominadas de radicais livres. Ainda se deve relatar o
estado excitado do oxigénio denominado de "singlet", que também pode causar
danos a célula (DEL MAESTRO, 1980; MENEGHINI, 1987; YU, 1994, LESSUY,

2002).

A formacdo desses compostos é estabelecida pela perda ou ganho de um
elétron como, por exemplo, na fissdo homolitica de uma ligagdo covalente, em que
cada um dos atomos fica com um elétron desemparelhado. Cabe ressaltar que o

oxigénio molecular é um birradical, embora sua reatividade seja baixa porque seus



dois elétrons desemparelhados tem “spins” paralelos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

1999; YU, 1994).

0, —e>02i> H,0, %, oH —2 H,0
H,O

FIGURA 3: Formacéo das EAO, a partir da reducao do Os.

O anion superoéxido (O,") é o primeiro intermediario da reducdo monovalente
do oxigénio a agua e, a partir dele, sdo formadas as demais EAO. A sua dismutacdo

é catalisada pela enzima superoxido dismutase (YU, 1994).

O peroxido de hidrogénio (H,0O,) é o segundo intermediario do processo
oxidativo, pode ser produzido, indiretamente, pela reducdo univalente do oxigénio,
seguida da dismutacdo do anion radical superéxido e/ou diretamente, pela reducéo
bivalente do oxigénio molecular. Apesar de ndo ser um radical livre, essa espécie
ativa pode originar o radical hidroxil (OH"), o que é bastante prejudicial a célula (DEL

MAESTRO,1980).

O radical hidroxil (OH"), por sua vez, € um dos mais potentes oxidantes em
sistemas biologicos. Esse radical livre possui a capacidade de atravessar as
membranas e reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados e DNA, apesar de
seu baixo tempo de meia vida (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Sua formacgao

pode se dar de acordo com a reacdo de Fenton (1894) (Reac&o 1), reacdo do



peroxido de hidrogénio com ions de ferro ou de cobre, e a reacdo de Haber-Weiss
(1934) (Reacao 2), reacdo do perdxido de hidrogénio com o anion radical superéxido

na presenca de ions metalicos (YU, 1994).

H,0, + Fe*/Cu" — 5 Fe*®*/Cu™+OH +OH" (Reagéo 1)
. Fe'?/cu’
H0, + 0 ——— > OH"+OH" (Reacio 2)

Os radicais livres podem desencadear o processo de lipoperoxidacdo (LPO) e
conduzir ao dano celular (KANNER e HAREL, 1985). A LPO consiste em reacdes em
cadeia, nas quais as EAO atacam moléculas organicas (HALLIWEL e GUTTERIDGE,

1999).

A LPO é a autoxidacdo das cadeias laterais dos acidos graxos polinsaturados
mediante a abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno (Fase de
Iniciagdo). ApoOs essa fase, forma-se um radical lipidio-carbono que reage com a
cadeia lateral do &cido graxo polinsaturado adjacente (Fase de propagacédo). Dessa
forma, um evento inicial pode desencadear varios ciclos de auto-oxidacao,
suficientes para alterar a funcdo da membrana, interrompendo a acdo sobre a
permeabilidade seletiva, causando descontrole na entrada e saida de anios,

comprovado pela perda de fluidez (LLESUY, 2002).



1.5 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Na vida aerdbica, o oxigénio € tdo essencial quanto deletério para fungéo
celular, por isso tem ampla variedade de mecanismos de defesa antioxidante para
proteger o organismo (MARRONI, 2002). A palavra antioxidante pode ser definida
como qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracbes —
comparadas aquelas de um substrato oxidavel — atrasa significativamente ou impede
a oxidacdo daquele substrato (o termo oxidavel, inclui macromoléculas tais como
proteinas, lipidios, hidrato de carbono e DNA). A fungéo dos antioxidantes € manter
os niveis intracelulares de EAO em concentracdes de estado estacionario baixos.
Define-se como estado estacionario a situacdo em que a velocidade de formacéo de
uma EAO é igual a velocidade de decaimento da mesma (HALLIWELL, 1999).

O sistema antioxidante € constituido por componentes enzimaticos e nao-
enzimaticos, que atuam conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico &
considerado a linha de defesa primaria, uma vez que evita 0 acimulo do anion
superéxido e do peroxido de hidrogénio. Existem, também, as defesas secundarias
que impedem a propagacéo da lipoperoxidacao e as terciarias, enzimas de reparo de

danos ja instalados (YU, 1994).

Quando a substancia neutraliza as EAO na fase de iniciagdo ou propagacdo da
LPO e forma um composto menos reativo, € chamada de "scavenger". Ao passo

qgue, se a substancia antioxidante tiver a propriedade de absorver a energia de



excitacdo dos radicais, neutralizando-os, € denominada de "quencher" (SIES e

MURPHY, 1991; HALLIWELL, 1997).

Os antioxidantes podem atuar em distintos niveis:

- prevenindo a formacdo de EAO, impedindo, inibindo ou
interrompendo as reacgdes que geram radicais livres porque podem
unir-se aos metais ibnicos necessarios para catalisar 0S mesmos;

- interceptando as EAO ou seus precursores;

- reparando as macromoléculas danificadas;

- regulando a producéo de defesas antioxidantes enddgenos.

A acdo protetora ou 0 mecanismo de acao dos antioxidantes depende de qual
espécie ativa foi gerada, de que forma essa espécie foi gerada e onde a espécie

ativa foi gerada (HALLIWELL, 1999).

1.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO

O sistema antioxidante enzimatico é formado pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e elas

desempenham papel especifico no controle do balango oxidativo.



A SOD forma um grupo de enzimas que catalisa a reacdo de dois anions
superoéxido (0O2*) com consegliente formacdo de peréxido de hidrogénio (Reacéo 3),

que € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas.

SOD
2H" +20," ——— > 0, + Hy,0, (Reagao 3)

A SOD é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco (CuZnSOD),
presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés (MnSOD),
localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD) que ocorre em bactérias

(YU, 1994).

Outra enzima importante é a CAT, no qual o peroxido de hidrogénio, formado na
dismutacdo do anion superéxido, € transformado em 4gua e oxigénio por acao
desta enzima (Reacdo 4). Esta, por sua vez, tem uma acdo muito especifica, ja

gue atua em reacdes com peréxidos de hidrogénio, metila e etila.

CAT
2H, 0, — > 0, + H,0, (Reacio 4)

A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima que catalisa a decomposicéo de

péroxido inorganico e perdxidos organicos (FLOHE, 1973) (Reacéo 5)

ROOH(H,0;) + 2 GSH ———> ROH (H;0) + GSSG + H,0  (Reagéo 5)



A atividade catalitica da GPx emprega a glutationa (GSH) como co-substrato.
A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida por acdo das enzima glutationa redutase
que utiliza fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) como cofator

(Reacéo 6).

GSSG + NADPH + HY —————> 2 GSH + NADP” (Reacéo 6)

A GPx catalisa a decomposicdo de uma variedade de peroxidos e

hidroperodxidos, desde o H,O, até os hidroperdxidos derivados dos acidos graxos.

A figura 4 ilustra 0 mecanismo de geracao de EAO e a atuacao das enzimas

antioxidantes enddgenas.
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FIGURA 4: Esquema da interacdo entre enzimas antioxidantes.



1.7 SISTEMA ANTIOXIDANTE NAO-ENZIMATICO

Os antioxidantes ndo-enzimaticos atuam da mesma forma que os
enzimaticos, evitam a cascata de perpetuacdo da LPO, protegem a célula contra o
dano oxidativo. Os principais defesas ndo-enziméticas sdo a glutationa (GSH), o
acidos ascorbico (vitamina C), a - tocoferol (vitamina E), o B - caroteno e 0s

flavonoides.

A GSH é um tripeptideo de acido a-glutaminico, cisteina e glicina e atua como
co-substrato para GPx. Uma alta concentracdo de GSH intracelular protege a célula
contra a acdo de EAO. A sua acdo mais importante € a protecdo que exerce frente
as EAO, geradas durante o metabolismo normal da célula. O GSH pode reagir por

via ndo-enzimatica com estas espécies.

O a - tocoferol é uma vitamina lipossolivel que possui propriedades
antioxidantes. Essa vitamina protege as moléculas contra o ataque de oxidantes,
mantendo as proteinas sulfidril na sua forma reduzida e também atuando como um
“scavenger” de radicais peroxil. O a - tocoferol encontra-se em altas concentracdes
em muitos tecidos, em nivel intracelular esta associado as membranas ricas em

lipidios, como as membranas mitocondriais e do reticulo endoplasmatico. Pode reagir



tanto com lipoperéxidos como com radicais alcohoxilo, sendo protetor efetivo da
peroxidacgdo lipidica de mebranas bioldgicas (BURTON e TRABER, 1990).

Temos também o B - caroteno que € um precursor da vitamina A e se
acumula na membrana de certos tecidos. E um “scavenger” eficaz de 'O, e reage
diretamente com radicais peroxido (BUETTNER, 1993). In vivo apresentam uma
atividade antioxidante eficiente porque podem inibir a peroxidacdo lipidica induzida

pelo sistema da xantina oxidase (KRINSKI, 1982).

A vitamina C é um composto hidrossolivel que atua como substrato na
biossintese do colageno, de catecolaminas e de carnitina. Atua como “scavenger” de
0," e OH" com a formacdo de um composto intermediario que vem reduzindo

sucessivamente pela GSH (HALLIWELL, 1996)

O &cido arico é o produto final do metabolismo das purinas em humanos.
HIWELL e WYNGARDE, em 1960, descobriram a atividade antioxidante do acido
arico frente EAO. O papel in vivo do urato, preserva os niveis de ascorbato
plasmatico, provavelmente através da formacdo de complexos com metais de

transi¢cdo com Fe* e o Cu’ (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Sugere-se que os flavondides possuam atividade antioxidante por protegerem
os tecidos do dano oxidativo. Eles sdo um grupo de moléculas formadas pelo

metabolismo secundario dos vegetais e sdo encontrados na macga, laranja, péra, uva,



meldo e outros alimentos da dieta humana. Muitos trabalhos tém demonstrado a
reducdo da fibrose em situagdes de cirrose biliar e hepatica através da administracao
de flavondides (PERES et al., 2000; PAVANATO et al.,, 2003) assim como da

reducédo da hipertenséo portal (MOREIRA et al., 2004).

1.8 N-ACETILCISTEINA

A N-acetilcisteina (NAC) € um composto tidlico em que contém um grupo
sulfidril formado pela seguinte férmula quimica CsHgNO3S (figura 5), seu peso
molecular é igual a 163,2 (ZIMENT, 1988) e € amplamente usado na clinica médica.

FIGURA 5: Formula quimica da N-acetilcisteina.
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A NAC é um mucolitico que teve suas primeiras aplicacdes no tratamento de
doencas congestivas e obstrutivas pulmonares associadas a hipersecrecdo. A NAC
também é usada no tratamento de intoxicagdo aguda por acetoaminofen e
atualmente é utilizada no tratamento da sindrome da angustia respiratoria no adulto e
em casos de imunodeficiéncia adquirida na infeccdo por HIV (SARNSTRAND et al.,

1995).



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

antioxidantes e antiinflamatérias (COTGREAVE, 1997).

Sua atividade antioxidante é dada principalmente por dois mecanismos:

1 — reduzir diretamente o H,O, e 0 O," a espécies menos reativas formando

radicais sulfuricos ou cisteina;

2 — promover a biossintese de GSH que funciona como “scavenger” de

radicais livres ou como substrato no ciclo redox da glutationa (ARUOMA et al., 1989)

A NAC oferece protecado contra endotoxemia mediada pela administracdo de
lipossacarideo (LPS), observando diminuicdo de H;0O,, e isso estaria diretamente
relacionado a sua capacidade de reduzir espécies ativas de oxigénio, mais do que a

sua funcao de promover a biossintese de glutationa (SPRONG et al., 1998).

Muitos trabalhos tém demonstrado os efeitos da NAC, principalmente
modulando a atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (BERGAMINI et al.,
2001), reduzindo a formacdo de citocinas inflamatérias e inibindo a acdo de

neutrofilos (BAKKER, 1994 e CUZZOCREA, 2000).



O fator de necrose tumoral a (TNF-a) e outras citocinas, assim como algumas
EAOQO, alteram a atividade da NO sintase (NOS), o que provocaria as alteracfes
hemodinamicas em modelo de hipertensdo portal pelo aumento da producdo de NO.
Antioxidantes contendo grupo tiol, como a NAC, inibem a inducdo de NOS através do
TNF-a, prevenindo o desenvolvimento da circulacdo hiperdindmica provocada pelo

aumento da producdo NO mediada por citocinas (BIMBI et al., 1998).

As EAO também estédo envolvidas nos processos de apoptose em muitos tipos
celulares. Estudos tém demonstrado que o radical O," inicia a apoptose nas células
hepG2 e que nessas situacgdes, a NAC atua como “scavenger” de radicais livres,

inibindo o estresse oxidativo e evitando a morte celular (KIM et al., 2004).

A intoxicacdo por acetoaminofen leva a hepatotoxicidade através de ativacao
de varios mediadores, como as interleucinas 1 e 6, estresse oxidativo pela acdo de
peroxinitritos, que se da pela combinacdo do NO e o radical O,*, um composto
altamente lesivo das membranas celulares, e através da ativagcdo outras citocinas.
Quando a NAC é administrada, observa-se aumento da sobrevivéncia e reducédo do

dano hepatico (JAMES et al., 2003).

O uso da NAC foi eficaz no tratamento de ratos cirroticos induzidos por

ligadura de ducto biliar, na redugéo da presséo portal e fibrose hepatica (BRAVO et



al., 1997) mostrando ser uma forma eficaz para minimizar os efeitos secundarios das
doencas hepéaticas em modelos animais, como nas situagbes de mudancas
hemodinamicas (HARRINSON et al.,, 1991), funcionando igualmente como
"scavenger" de radicais livres, bem como ocorreu no mesmo modelo, utilizando a
quercetina e a rutina, que sao dois flavonodides, na avaliacdo do tecido hepético, no
qual foi observado diminuicdo estresse oxidativo e no dano hepético (BRAVO et al.,

1997; PERES et al., 2000; DA SILVA et al., 2002).

Tendo em vista essas consideracdes, temos como objetivo avaliar o tecido
pulmonar de ratos cirréticos por ligadura de ducto biliar frente ao uso de uma droga
antioxidante, a NAC, na tentativa de proteger o tecido hepéatico e observar as

alteracdes no tecido pulmonar nesse modelo animal.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o possivel potencial antioxidante da N-acetilcisteina sobre as
alteracbes hepaticas e pulmonares no modelo de Sindrome

Hepatopulmonar por ligadura do ducto biliar principal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir cirrose biliar secundéria por ligadura do ducto biliar principal em ratos.

e Verificar da integridade hepatica através da andlise das transaminases (AST e
ALT), gama glutamil transferase (yGT) e fosfatase alcalina (FA).

e Estabelecer as alteracdes hepatossométicas e pneumossomaticas dos
animais estudados.

e Medir a gasometria arterial.

e Auvaliar a lipoperoxidacao do tecido hepatico e pulmonar através do método de

substancias que reagem ao acido tiobarbiturico.



Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) em homogeneizado de pulméao
e figado.

Medir os Nitritos e Nitratos em tecido hepético e pulmonar.

Avaliar as alteracBes anatomopatologicas do tecido hepatico e pulmonar por

hematoxilina e eosina e picrossirios.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

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

realizada a simulagéo da cirrose biliar secundaria por ligadura de ducto biliar.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas,
provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os
animais foram mantidos no Biotério de Farmacologia durante o experimento, em
caixas plasticas de 47x34x18cm forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas
claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C. A 4gua e a racao fordo administradas ad

libitum.



3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL:

O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundaria através de ligadura de ducto
biliar principal, e dividido em quatro grupos:

l. Controle (CO+NaCl) - Grupo submetido a cirurgia simulada, sem a ligadura
do ducto biliar principal;

I. Controle + NAC (CO + NAC) - Grupo submetido a cirurgia simulada, sem a
ligadura do ducto biliar principal e, apés o 14° dia de pds-operatorio, recebeu
N-acetilcisteina;

[I. Inducdo de cirrose por ligadura de ducto biliar (LDB+NaCl) - Grupo
submetido a cirurgia, tendo o seu ducto biliar ligado;

V. Inducdo de cirrose por ligadura de ducto biliar tratado com a N-
acetilcisteina (LDB+NAC) - Grupo submetido a cirurgia, tendo o seu ducto

biliar ligado e, apds o 14° dia de pds-operatdrio, recebeu N-acetilcisteina.

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Sindrome Hepatopulmonar por

Ligadura de Ducto Biliar

O processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administracdo de
farmacos anestésicos e posicionamento do mesmo 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 uma laparotomia ventral média, seguida de uma dissecac¢do do ducto
biliar na altura da desembocadura dos ductos pancreaticos, ligando-se por meio de
dois nos para posterior secgdo entre eles. A cavidade abdominal foi fechada com
pontos individuais em “U” no plano cutaneo, e o peritbnio e a camada muscular
abdominal foram fechadas com pontos continuos. Os animais se recuperaram da
anestesia sob lampada para aquecimento corporal, antes de serem devolvidos as
condicbes padrdao do experimento. Os animais do grupo controle sofreram a

simulagdo da ligadura de ducto biliar. Ap6s 28 dias os animais foram sacrificados.

3.4.2 Administracdo da droga

No 14° dia de LDB, os animais comecaram a receber a N-acetilcisteina
diariamente, em dose de 10mg/Kg por via intraperitoneal. A N-acetilcisteina foi
previamente dissolvida em Cloreto de Sddio e administrada nos animais CO + NAC e
LDB + NAC. Os animais do grupo CO e LDB recebiam Cloreto de Sodio ho mesmo

volume.

3.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E ANALISES DO SANGUE

Transcorridos os vinte oito dias do desenvolvimento do modelo e do
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma mistura

de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg).



O sangue foi coletado pela técnica da punc¢éo de plexo veno retro-orbital com
tubo capilar de vidro. Esse sangue foi utilizado para avaliar integridade hepatica por
meio das andlises de aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase

(ALT), gama glutamil transferase (yGT) e fosfatase alcalina (FA).

Para a determinacdo 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 do AST e ALT sera obtida através da medicdo cinética a 567 nm.

A AST catalisa a reacdo do a-cetoglutarato e do acido alanin sulfinico a
piruvato e glutamato. A ALT catalisa a reacdo do a-cetoglutarato e alanina a piruvato
e glutamato. O piruvato se hidrolisa a acetilfosfato, apds a acdo do piruvato oxidase
(POD), anidrase carbonica e peréxido de hidrogénio (H,O,). Em presenca de POD, o

H,O, oxida a forma reduzida incolor do indicador a forma azul.

A y-glutamil-transferase catalisa a transferéncia do grupamento glutamil do substrato L-glutamil p-
nitroanilida para a glicilglicina com a formacéao de p-nitroanilina, uma substancia cromogénica que pode ser
medida espectrofotometricamente. A atividade da enzima foi obtida pela determinagdo da média das
diferencas de extincao, calculada através de um fator, o qual varia de acordo com os reagentes utilizados. O

método utilizado para o exame foi o cinético automatizado.



A atividade da fosfatase alcalina no plasma foi determinada através do método enzimatico automatizado. Para
isto utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais agua, que formou para-nitrofenol, composto

intensamente amarelo, com um méaximo de absorbancia de 400nm.

Posteriormente, realizou-se tricotomia manual da regido abdominal, seguida de intervencéo cirdrgica, que
iniciou com laparotomia ventral média, exposicao das alcas intestinais para visualizagdo da aorta abdominal,
da qual foi coletado sangue para realizacdo da gasometria arterial. A analise dos gases arteriais foi feita

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

Apoés a coleta de sangue, a retirada do figado e dos pulmdes, os animais

anestesiados foram sacrificados por exanguinacao.
O figado e os pulmdes foram pesados, sendo, posteriormente, separados em
duas partes. Uma parte foi congelada a -70°C, e a outra parte colocada em bouin

para posterior analise histologica. Com o0s pesos do figado realizou-se a relacdo

hepatossomatica, e, com os pesos do pulméo, a relacdo pneumossomaética.

3.6 AVALIACAO DA LIPOPEROXIDAGCAO (LPO)

3.6.1 Preparo dos homogeneizados

Para homogeneizar o figado e o pulméo, foram colocados 9 mL de tampé&o fosfato (KCL 140

mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A homogeneizagéo foi realizada em um aparelho



Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante 40 segundos, a temperatura de 0 a 4° C. Posteriormente, o
homogeneizado foi centrifugado em uma centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge) por 10 min a 3000 rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e 0

sobrenadante retirado e congelado em freezer a temperatura de —70 °C para posteriores dosagens.

3.6.2 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de pulméo e figado
foram determinadas utilizando, como padrdo, uma solugdo de albumina bovina
Img/mL (utilizaram-se volumes de 50, 100 e 150 pL). Colocou-se uma aliquota
do homogeneizado (20uL) em 780 uL de a4gua destilada e 2,0 mL do reativo C
qgue era preparado com 50 ml de NaHCOg3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,0 1%)
e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de so6dio e potassio 2%). Apos a adicdo do
reativo C, aguardaram-se 10 minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-
Ciocalteau diluido na proporcdo 1:3 em &gua destilada. Apos 30 minutos,

realizou-se a medida em espectrofotdmetro a 625 nm (LOWRY et al. 1951).

3.6.3 Determinacdo das Substancias que reagem ao Acido Tiobarbitdrico

(TBARS)

Foi determinada a lipoperoxidacdo 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 tiobarbitarico e



consequente formacdo de um produto de coloracdo rosea, medido em
espectrofotdmetro a 535nm. O aparecimento de coloracdo ocorre devido a
presenca do malondialdeido e outras substancias proveniente da peroxidacéo

lipidica no material biolégico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adi¢cédo, 0,5 mL de
acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL de agua destilada, 0,75mL de acido
tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do homogeneizado. O TBA reagiu com
produtos da lipoperoxidacdo formando uma base de Schiff, e o TCA teve
funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio de
reacdo. A seguir, agitava-se cada tubo, os quais foram aquecidos a
temperatura de 100° C durante 15 minutos. Apés, os tubos eram resfriados, e
acrescentava-se 1,5 mL de alcool n-butilico, para extrair o pigmento formado.
Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por dltimo, o produto
corado foi retirado e realizada a leitura em espectrofotometro (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 e

AUST, 1978).

3.6.4 Determinacédo de Super6xido Dismutase (SOD)



A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um sistema
de deteccdo que reage com 0 O%,.

A reacao catalisada é a seguinte:

SOD
20,+2H" — H,0,+ O,

A técnica de medida da SOD foi baseada na inibicdo dessa reacédo. Para
isto, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo O*, que é o substrato da enzima (MISRA e
FRIDOVICH, 1972). Antes de realizar a determinacdo com o homogeneizado,
faz-se a medida do meio de reacéo (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6) com 50 uL
de adrenalina (60 mM, pH 2,0), esta corresponde a 100% da reacdo. Essa
mistura foi agitada e lida a 480 nm. Posteriormente, adicionam-se diferentes
volumes do homogeneizado e mede-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 reducéo da adrenalina).

3.6.5 Determinacéao de Catalase

A enzima catalase catalisa a decomposicéo do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio,

segundo a seguinte reagao.



CAT

2H202 — 2H20 + 02

A velocidade de decomposicao do peroxido de hidrogénio é diretamente proporcional a
atividade enziméatica e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem com respeito ao peroxido de
hidrogénio O ensaio consiste em medir a diminui¢cdo da absorcédo a 240 nm (longitude de onda pela

qual absorve o perdxido de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consistiu em colocar nas cubetas o meio de reacéo (solucéo
reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da amostra. Depois, fez-se um grafico com uma
linha de base. Em seguida, adicionaram-se 20 uL de H,O, 300 mM. A concentracao foi expressa em

pmol/g de tecido (BOVERIS e CHANCE, 1973).

3.6.6 Determinacao da Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima catalisa a redugédo do H,O,, utilizando o GSH como um doador de

hidrogénio.

GPx
ROOH (H,0,) + GSH —— ROH (H,0) + GSSG + H,0

A atividade da GPx pode ser estudada, medindo a velocidade de consumo

de NADPH em um sistema que contenha GSH.

GSH + NADPH —» GSSG + NADP" + 2H"



A técnica consistiu em determinar a atividade da enzima
espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de oxidacdo de NADPH em uma
mistura de reacdo. Em uma cubeta, foram colocados 500 uL de solucéo reguladora
de fosfatos de potassio (100 mM, pH 7,0), 100uL de H,O bidestilada, 50 uL de Azida
Sodica 20mM, com 50 pL de glutationa reduzida (GSH) 40mM, 50uL de glutationa
redutase (GR) e 50 uL NADPH. Essa mistura foi encubada durante 3 minutos, e logo
apos se adicionaram 100 uL de amostra diluida e 100 uL de H,O,. As amostras
foram lidas a 340 nm . A atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteina (FLOHE

e GUNZLER, 1984).

3.7. MEDIDA DE NITRITOS E NITRATOS

O NO é uma substancia extremamente labil, com uma meia vida de

apenas alguns segundos em sistemas bioldgicos. Desta forma a medida do NO

faz-se de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos.

Esse método consiste na transformacdo de nitratos e nitritos por meio da

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

Para realizar a técnica foram necessarios 500 pl de amostra, 100 pl

NADPH (0,2 mM), 70 ul Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 pl de uma mistura formada



por 6P (50 mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/ml), 100 ul de nitrato
redutase (10/ml), essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 30

minutos.

Posteriormente utilizaram-se 750 ul dessa mistura e adicionaram-se 750
pl do reativo de Griess, incubando-a novamente, a temperatura ambiente,

durante 10 minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padréo

para a determinacgao de nitritos e nitratos (GRANGER et al., 1999).

3.8 AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA DOS TECIDOS

O teste anatomopatologico foi realizado no laboratorio de patologia da
Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre por um

patologista.

Para a dissecacdo anatbmica do figado e do pulméo direito,
seccionaram-se todas as demais estruturas, obtendo-se pulméao e figado que

foram incluidos em blocos de parafina.

Na etapa seguinte, os blocos de parafina eram fixados ao Micr6tomo
(Leitz®1512) onde se realizavam cortes com 3 micra (3p). Na fase de coloracao,
as laminas eram mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina durante 5

minutos cada uma, intermediadas por um banho de agua corrente. Somente o



figado foi recebeu coloracdo de picrossirios. Na fase de desidratacdo, as
estruturas passaram por 3 recipientes com alcool absoluto e por 2 de xilol.
Colocou-se a laminula sobre a lamina utilizando-se Balsamo do Canad& ou
Entellan, finalizando, assim, o processo de preparacdo. As laminas foram
analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot nos diferentes

aumentos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrdes das
medias de cada grupo foram calculadas, utilizando para andlise estatistica o
software GraphPad Instat, versdo 3.0 para Windows 95 (GraphPad Software,
San Diego, California, EUA). Foi realizado analise de variancia (ANOVA)
seguido de teste de Student-Newman-Keuls, sendo o nivel de significancia

adotado de 5% (p<0,05).



4 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados segue a seguinte ordem no modelo

experimental utilizado nesta pesquisa:

1°) Avaliacdo da integridade hepatica através dos niveis séricos de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST), gama glutamil-transferase

(yGT), fosfatase alcalina (FA).

2°) Determinacdo do peso hepatico e pulmonar em relacdo ao peso corporal total

(relacdo pneumossomatica e hepatossomaética) dos animais controles e cirréticos.

3°) Determinacdo das alteragBes na difusdo dos gases pulmonares através de

Gasometria Arterial.

4°) Medida da lipoperoxidac&o no tecido hepatico e pulmonar pelo uso da técnica de

determinacdo das substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBA-RS).



59 Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) presente no tecido hepatico e

pulmonar dos animais controle e cirréticos.

6°) Avaliar a presenca metabolitos do NO nos homogeneizados de figado e pulm&o.

7°) Andlise histologica do tecido hepatico e pulmonar dos animais controle e cirrotico.

4.1 Avaliacao da integridade hepatica

Na tabela 1, observamos os resultados da enzimas séricas aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST), gama glutamil-

transferase (yGT), fosfatase alcalina (FA) e estdo expressas em U/L (TABELA 1).

TABELA 1. Valores médios de enzimas plasmaticas: aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (yGT) e fosfatase

alcalina (FA).

Enzimas Plasmaticas Grupos Experimentais

CO+NaCl LDB+NaCl CO+NAC LDB+NAC
AST (UIL) 98,35+ 1353  674,83+38,09° 859+74 37150+63,8°"
ALT (U/L) 56,71+455  158,00+8,80%  480+28  103,80+21,6 %"
yGT (UIL) 1,38 + 0,95 60,43 + 5,78 01+01  3333+115%"

FA (U/L) 138,83 +18,38 407,00 + 33,94 146,3+17,9 309,00+75,3°




Os resultados acima sé@o expressos como a média + erro padrao da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacgdes sobrescritas tém a seguinte significAncia:
& _ diferenca significativa em relagio aos grupos controles (p<0,05)

b_ diferenca significativa em relagéo ao grupo cirrético (p<0,05)

Observamos aumento significativo das enzimas AST, ALT, yGT e FA nos
animais cirroticos por ligadura de ducto biliar em relacdo ao grupo controle
(CO+NaCl), e, quando os animais cirrgticos receberam tratamento com NAC
(LDB+NAC), houve diminuicdo dessas enzimas em relacdo ao grupo cirrotico

(LDB+NacCl).

4.2 Relagcdo Hepatossomatica e Pneumossomatica

Na tabela 2, observamos os valores do peso do figado, a relacao
hepatossomética, o peso do pulméo e a relagdo pneumossomética nos animais
controle e nos animais cirréticos com e sem tratamento com NAC. Observamos
aumento significativo tanto no peso do pulméao quanto do figado, quando

comparados com o grupo controle (CO+NaCl).

Observamos aumento de 110% e 32% nos figados dos animais LDB+NaCl e
LDB+NAC respectivamente, quando comparados aos animais do grupo CO+NacCl.
A relacao hepatossomatica apresentou aumento de 113% no grupo LDB+NaCl e

24% no grupo LDB+NAC comparados ao grupo CO+NacCl.



O peso do pulméo dos animais do grupo LDB+NaCl teve aumento significativo
de 40%; e do grupo LDB+NAC, 4% em comparacdo ao grupo CO+NaCl. Na
relacdo pneumossomatica, no grupo LDB+NacCl, houve aumento significativo de
41% em relacdo ao grupo CO+NaCl. O grupo LDB+NAC nédo apresentou diferenca

significativa quando comparado aos grupos controle.

TABELA 2. Valores médios do peso do figado, da relacdo hepatossomatica, do peso

do pulméo e da relacdo pneumossomatica.

Grupos Experimentais

CO+NaCl LDB+NaCl CO+NAC LDB+NAC
Peso do figado (g) 8,75+0,448 18,48+1,85%° 9,14+0,56 11,58 +2,14%°
Relacdo hepatossomatica (%) 2,83+0,11 6,04+047% 297+020 3,51+0,30%
Peso do pulméo (g) 1,25+0,05 1,76+0,04% 1,22+0,05 1,30+0,10°"

Relacdo pneumossomatica (%) 1,25+0,05 1,77+0,04% 1,22+0,05 1,24 +0,07°

Os resultados acima sé@o expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:
& _ diferenca significativa em rela¢do aos grupos controles (p<0,05)

b _ diferenca significativa em relacéo ao grupo cirrético (p<0,05)

4.3 Gasometria Arterial

Na tabela 3, verificamos os valores referentes a difusdo de gases, quando foi
avaliado a pressdo parcial de oxigénio (PO;), a pressao parcial de diéxido de

carbono (PCO,) e o potencial de hidrogénio (pH). Na figura 6, pode-se observar a



saturacdo da hemoglobina (SatO,/Hb). Esses resultados sdo mostrados nos

animas dos grupos controles e cirréticos com e sem tratamento com NAC.

Foi observado diferenca significativa tanto na PO, quanto na PCO, dos
animais cirréticos (LDB+NaCl) em relacdo ao grupo controle (CO+NaCl) e controle
gue receberam tratamento com NAC (CO+NAC), e da mesma forma dos animais
cirroticos tratados com NAC (LDB+NAC) apresentaram diferenca significativa

guando comparados aos animais do grupo LDB+NacCl.

Houve diminuicdo de 50% e 20% na PO, nos animais dos grupos LDB+NacCl e
LDB+NAC, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. E quanto a PCO,,
apresentou-se aumento, igualmente de 50% e 20% nos animais dos grupos
LDB+NaCl e LDB+NAC respectivamente, em relagdo ao grupo controle. O
potencial de hidrogénio ndo apresentou diferencas significativas nos grupos

comparados.

TABELA 3. Valores médios da pressao parcial de oxigénio (PO.), pressao parcial de

diéxido de carbono (PCO.) e potencial de hidrogénio (pH)

Grupos Experimentais
Co+NacCl LDB+NaCl Co+NAC LDB+NAC
PO, (mmHQ) 93,33£8,92 47,46 +4,51° 94,00 + 4,67 76,42 +3,34°%"
PCO, (mmHg) 4533+4,00 70,17+3,18% 51,33+7,32 55,48 +3,022°
pH 7,35+ 0,02 7,23+0,03 7,34 £0,05 7,32 +£0,03




Os resultados acima sé@o expressos como a média + erro padrao da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significAncia:
& _ diferenca significativa em relagio ao grupo controle (p<0,05)

® _ diferenca significativa em relagdo ao grupo cirrético (p<0,05)

Na saturacdo da hemoglobina (SatO,/Hb), observamos diminuicdo altamente
significativa (p<0,001) no grupo LDB+NaCl em relacdo ao grupo CO + NacCl,
CO+NAC e LDB + NAC, com uma diminuicdo de 42% quando comparado

somente com o grupo CO+NacCl.
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FIGURA 6. valores médios da saturacdo da hemoglobina, nos diferentes grupos estudados.

Os resultados acima sé@o expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significAncia:

& _ diferenca significativa em relacdo aos demais grupos (p<0,001)

4.4 Determinacdo da lipoperoxidagcdo hepéatica e pulmonar

Nos dados de lipoperoxidagdo hepatica, vistos na figura 7, que foram avaliados

através das substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBA-RS),



observamos aumento significativo no grupo cirrotico (LDB+NaCl) em relacédo aos
demais grupos (CO+NaCl, CO+NAC e LDB+NAC). N&o houve diferenca
significativa entre o grupo LDB+NAC quando comparados aos grupos controle
(CO+NaCl e CO+NAC). Observaram-se aumento da lipoperoxidacdo superior a 3
vezes no grupo LDB+NaCl, quando comparado ao grupo CO+NacCl, e, quando os
animais cirréticos sao tratados com NAC, observou-se reducdo de 50% na

lipoperoxidacao hepatica.
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FIGURA 7. Valores médios de TBA-RS no figado dos diferentes grupos estudados Os resultados
acima séo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em cada grupo.

As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& _ diferenca significativa em relagéo aos demais grupos (p<0,05)

Na avaliacdo da lipoperoxidagéo do tecido pulmonar, observado na figura 8,

encontrou-se aumento de 80% no grupo cirrético (LDB+NaCl) em relacao ao



grupo controle, e quando tratado com NAC, observa-se reducédo de TBA-RS,

sendo comparavel aos demais grupos.

g
g 12 a
o
o T
> 17 L
£
© ]
c

O ,

CO + NacCl LDB + NacCl CO + NAC LDB + NAC

FIGURA 8. Valores médios de TBA-RS no pulmé&o dos diferentes grupos estudados

Os resultados acima sédo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo.

& _ diferenca significativa em relacio aos demais grupos (p<0,05)

4.5 Atividade da enzima antioxidante superdoxido dismutase (SOD)

Na figura 9, sdo apresentados os resultados da atividade da enzima superéxido
dismutase (SOD) no homogeneizado de figado e observamos diminui¢do de 50%
da atividade da enzima quando comparados com o grupo controle (LDB+NacCl).
Os animais cirréticos que receberam tratamento com NAC (LDB+NAC)
apresentaram aumento de 87% na atividade da enzima SOD quando comparados

com o grupo LDB+NacCl.



Na avaliagéo da atividade SOD em homogeneizado de pulméo, apresentados
na figura 10, observa-se diferenca significativa do grupo cirrético (LDB+NaCl) em
relacdo aos demais grupos, com diminuicdo de 63% da atividade da enzima neste
grupo em relacdo ao grupo controle (CO+NaCl). O grupo cirrético com NAC
(LDB+NAC) apresentou aumento de 80% na atividade da enzima quando
comparado com o grupo LDB+NaCl, apresentando diferenca significativa também

guando comparado com os grupos controles (CO+NaCl e CO+NAC).
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FIGURA 9. Valores médios da atividade da SOD no figado dos diferentes grupos estudados. Os
resultados acima sao expressos como a media + erro padrao da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& _ diferenca significativa em relacéo aos grupos controles (p<0,001)

P _ diferenca significativa em relacéo ao grupo cirrético com NAC (p<0,05)
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FIGURA 10. Valores médios da atividade da SOD no pulmé&o dos diferentes grupos estudados. Os
resultados acima séo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& _ diferenca significativa em relacéo aos grupos controles (p<0,001)
b_ diferenca significativa em relagéo ao grupo cirrético com NAC (p<0,01)

¢ — diferenca significativa em relag&do aos grupos controle (p<0,01)

4.6 Atividade da enzima antioxidante catalase (CAT)

Na figura 11, sédo observados os valores da atividade da enzima catalase no
homogeneizado de figado de ratos controles e cirréticos, com e sem tratamento
com NAC. A catalase apresenta atividade aumentada nos grupos cirréticos e
cirréticos com NAC (LDB+NaCl e LDB+NAC), mostrando diferenca altamente
significativa quando comprada aos grupos controle (CO+NaCl e CO+NAC). O
grupo LDB+NaCl apresenta atividade aumentada CAT, quando comparada com o
grupo cirrético com NAC (LDB+NAC), mostrando diferenca significativa. Na figura
12, sdo apresentados os valores resultantes da enzima catalase (CAT) no
homogeneizado de pulméao de ratos controles e cirrGticos com e sem tratamento

com NAC. Nao foi observado diferenca significativa nos grupos avaliados.
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FIGURA 11. Valores médios da atividade da CAT no figado dos diferentes grupos estudados. Os
resultados acima séo expressos como a média + erro padréo da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa em relago aos grupos controle (p<0,001)

b_ diferenca significativa em relacé@o ao grupo cirrético com NAC (p<0,05)
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FIGURA 12. Valores médios da atividade da CAT no pulméo dos diferentes grupos estudados. Os
resultados acima sao expressos como a média + erro padrao da média (EPM), de 6 animais em
cada grupo. N&o houve diferenca significativa nos grupos comparados.



4.7 Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx)

Na figura 13, sdo apresentados os valores resultantes da enzima glutationa
peroxidase (GPx) no homogeneizado de figado de ratos controle e cirréticos com
e sem tratamento com NAC. N&o foi observada diferenca significativa nos grupos

avaliados.

Observamos na figura 14 os valores resultantes da atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx) no homogeneizado de pulmé&o de ratos controles e
cirréticos com e sem tratamento com NAC. N&o foi observado diferenca
significativa nos grupos avaliados, possivelmente devido ao erro padrdo nos

diferentes grupos.
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FIGURA 13. Valores médios da atividade da enzima GPx no figado dos diferentes modelos
estudados Os resultados acima sao expressos como a média * erro padrdo da média (EPM), de 4

animais em cada grupo. N&o houve diferenga significativa nos grupos comparados.
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FIGURA 14. Valores médios da atividade da enzima GPx no pulmdo dos diferentes grupos
estudados. Os resultados acima séo expressos como a média + erro padrédo da média (EPM), de 4

animais em cada grupo. Nao houve diferenga significativa nos grupos comparados.

4.8 Avaliacdo da producéao de oxido nitrico (NO) atraves de nitratos totais

Na figura 15, observamos os valores referentes aos nitratos totais no
homogeneizado de figado dos animais controles e cirréticos com e sem
tratamento com NAC. Observa-se diminuicdo significativa (p<0,05) dos nitratos

totais nos grupos cirrotico (LDB+NaCl) e cirrotico tratado com NAC (LDB+NAC).

Observamos, na figura 16, os valores resultantes de nitratos totais no
homogeneizado de pulmao de ratos controles e cirréticos com e sem tratamento
com NAC. Observamos diferenca altamente significativa (p<0,001) no grupo

cirrotico em relacdo aos demais grupos.
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FIGURA 15. Valores de nitratos totais no homogeneizado de figado dos diferentes grupos estudados. Os

resultados acima séo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em cada grupo. As
notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa em relacdo aos grupos controles (p<0,05)
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FIGURA 16. Valores de nitratos totais no homogeneizado de pulméo dos diferentes modelos estudados . Os

resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), de 6 animais em cada grupo. As
notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

& — diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (p<0,001)



4.9 Avaliagdo Histopatoldgica

A histopatologia foi realizada por meio de coloragdo de hematoxilina-eosina e
picrosirius dos animais controle (CO+NacCl), animais com cirrose biliar secundaria
(LDB+NacCl) e animais com cirrose biliar secundaria tratados com NAC

(LDB+NAC).

Na figura 17, a fotomicrografia do figado do grupo controle, mostra a estrutura

lobular hepatica normal.

Na figura 18, a fotomicrografia do pulmd@o de animais controle avaliado por

hematoxilina-eosina, evidenciou uma arquitetura normal do parénquima pulmonar

e o diametro normal dos vasos.

FIGURA 17. Fotomicrografia de figado de animais do grupo controle (CO+NaCl) com coloracéo de
(A) hematoxilina-eosina e (B) picrosirius, mostra a estrutura lobular hepatica (100x).



FIGURA 18. Fotomicrografia de pulméo de animais do grupo controle (CO+NaCl) com coloragéo

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

Na figura 19, observa-se a fotomicrografia do figado do grupo cirrético (LDB+NacCl)
mostrando alteragcbes no parénquima hepéatico com presenca de nddulos

regenerativos, necrose celular e presenca de fibrose.

FIGURA 19. Fotomicrografia de figado de animais do grupo cirrético (LDB+NaCl) com coloracado de
(A) hematoxilina-eosina (100x) e (B) picrosirius (40x) mostrando altera¢ges no parénquima
hepético, com presenca de nédulos regenerativos, necrose e fibrose



A figura 20 mostra a fotomicrografia do pulméo dos ratos cirréticos

(LDB+NaCl) por hematoxilina eosina. Observam-se aumento do diametro do vaso

e estase sangulinea no seu interior.

FIGURA 20. Fotomicrografia de pulmao de animais do grupo cirrético (LDB+NaCl) com coloracéo
de hematoxilina-eosina mostrando alteragbes no parénquima mostrando vasodilatagcdo e estase
sangiinea (A. 40x; B. 200x).

Na figura 21, a fotomicrografia do figado do grupo cirrético tratado com NAC
(LDB+NacCl), observou-se reducdo dos nédulos de fibrose. A figura 22 mostra a
fotomicrografia do pulméo de ratos cirréticos tratados com NAC, nota-se uma

reducdo da vasodilatacéo e da estase sanglinea.




FIGURA 21. Fotomicrografia de figado de animais do grupo cirrdtico tratado com NAC (LDB+NAC) com coloracéo de (A)

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

FIGURA 22. Fotomicrografia de pulmao de animais do grupo cirrético tratado com NAC
(LDB+NAC) com coloragéo de hematoxilina-eosina mostrando reducéo da vasodilatagéo e da

estase sanglinea (200x).



DISCUSSAO

A associagdo entre a doenca hepatica e as anormalidades vasculares
pulmonares € reconhecida hd mais de 100 anos. No entanto, o interesse pela
pesquisa clinica e experimental da interacdo figado-pulmédo ocorreu somente nos
altimos 15 anos. A sindrome hepatopulmonar é uma complicacdo da cirrose e ou
hipertensdo portal, que se caracteriza pela presenca de dilatacdes vasculares
intrapulmonares que levam a alteracdes na difusdo arterial de gases (FALLON,

2005).

Experimentalmente, o modelo de ligadura de ducto biliar, o qual desenvolve
cirrose biliar secundaria, € o Unico modelo que identifica as caracteristicas da
sindrome hepatopulmonar (FALLON et al.,, 1997; TIEPPO e VERCELINO, 2003;

RODRIGUEZ-ROISIN et al., 2004; LEE et al., 2004).

Neste trabalho foi utilizado o modelo de ligadura de ducto biliar (LDB) para

avaliar o potencial antioxidante da N-acetilicisteina sobre as alteracbes hepaticas e



pulmonares na cirrose biliar. Foram analisados a integridade hepatica, o peso
corporal, a lipoperoxidagdo, as enzimas antioxidantes, nitritos e nitratos e histologia

em figado e pulmao de ratos cirréticos.

Na avaliacdo da integridade hepatica, através das enzimas séricas,
observamos aumento das transaminases (aspartato aminotransferase , AST, alanino
amino transferase, ALT) no grupo cirrGtico por LDB. Isto decorre das alteracdes
hepéticas estabelecidas que elevam os niveis de AST e ALT, por estarem
diretamente relacionadas a lesdo e a necrose celular em tecidos ricos dessas

enzimas (BRANDAO e MARRONI, 2001).

A fosfatase alcalina (FA) apresentou-se elevada no grupo cirrético por LDB, e
sua elevacdo é indicativo de colestase e pode estar diretamente relacionada a

doenca hepatobiliar ocasionada pela obstrucéo do fluxo biliar (SANTOS et al., 1998).

Em pacientes com doenca hepatobiliar, o aumento da gama glutamil-
transferase (yGT) correlaciona-se com a fosfatase alcalina, constituindo-se num teste
bastante sensivel para indicar doenca da arvore biliar (MARRONI e BRANDAO,
2001). Neste trabalho observou-se grande aumento da yGT no animais com cirrose

biliar secundaria, comprovando comprometimento da arvore biliar.



Nossos achados de integridade hepética e obstrucdo do fluxo biliar estdo de
acordo com trabalhos de outros autores que fizeram uso do modelo de LDB,
indicando o comprometimento hepatico e a fidelidade deste modelo animal (PASTOR

et al., 1997; PERES et al., 2000; ZHANG et al., 2003; MONTERO et al., 2005).

Os animais cirrGticos que receberam a N-acetilcisteina tiveram diminui¢do da
atividade de todas as enzimas séricas avaliadas, mostrando o efeito hepatoprotetor
desta droga. Este dado também foi mostrado por PASTOR et al., 1997, no mesmo
modelo animal utilizando a NAC. Em outros estudos, utilizando modelos de cirrose
induzida por LDB ou por uso de tetracloreto de carbono (CCls), mas tratados com
flavonoides, observaram-se efeitos similares na avaliacdo destas enzimas, (PERES

et al., 2000; PAVANATO et al., 2003).

Na avaliacdo do peso do figado e da relagdo hepatossomatica, observamos
aumento significativo, tanto do peso do 6rgdo quanto da relacdo hepatossomatica.
Esses dados coincidem com os trabalhos de PASTOR et al. (1997) e PERES et al.
(2000), nos quais foi mostrado que tais aumentos foram atenuados apés o uso da
NAC e da quercetina, um flavondide de acdo antioxidante, no modelo de LDB. Tal
efeito também ocorreu nesse trabalho, cujos animais cirréticos que receberam
tratamento com NAC tiveram o peso do figado e da relagdo hepatossomatica

proximos aos do grupo controle.



Em relacdo ao peso do pulméo e a relacdo pneumossomatica, observamos
um aumento significativo no grupo cirrético em relacdo aos demais grupos. Esse
aumento poderia ser pela infitracdo do parénquima pulmonar por células
inflamatdrias e proteinas plasmaticas. Tal edema pulmonar pode resultar do aumento
da permeabilidade vascular e da presséo de filtracdo vascular pulmonar e diminuicdo

da presséo oncotica (CHANG e OHARA, 1993).

Um aspecto importante no diagndstico da sindrome hepatopulmonar é a
alteracdo na difusdo de gases. Todos os estudos apontam para um consideravel
desarranjo estrutural na microcirculacdo pulmonar, suficiente para permitir a
passagem de sangue venoso misto para as veias pulmonares, que € representado
pela disseminada vasodilatacdo pré-capilar no leito vascular pulmonar proximo as
areas de trocas gasosas, permitindo diminuicdo nas concentracdes de gases

arteriais (LIMA et al., 2004).

Na avaliacdo da gasometria, observamos diminuicdo significativa da pressao
parcial de oxigénio (PO;) e um aumento significativo da pressao parcial de didxido de
carbono (PCO;) nos ratos cirréticos, demonstrando a alteracdo na difusédo de gases
neste modelo. Os valores de pH ndo mostraram diferencas significativas nos grupos,
apesar de apresentar-se diminuido no grupo cirrético. Tais dados confirmam os
achados de diversos autores que utilizaram o mesmo modelo para avaliar as

alteracbes pulmonares associadas a cirrose, e que esta hipoxemia pode estar



relacionada a vasodilatac&do intrapulmonar ocasionada por um aumento da producao
de substancias vasodilatadoras no endotélio pulmonar, principalmente o oxido nitrico
(NO) (FALLON et al., 1997; NUNES et al., 2001; ZHANG et al., 2003; FALLON,

2005).

A saturacdo da hemoglobina (SatO,/O;) mostrou-se diminuida nos ratos
cirréticos em relagcdo ao grupo controle. Isso se deve provavelmente ao aumento do
PCO; juntamente com a diminuicdo do pH, mesmo nao sendo significativo. Essas
duas variaveis proporcionam alteraces no desvio da curva de dissociacdo da
hemoglobina para direita, diminuindo a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, e

favorecendo a dessaturacao (WEST, 2001).

Os animais cirréticos que receberam tratamento com NAC tiveram melhora da
PO, juntamente com aumento do pH e da SatO,/Hb a valores proximos ao controle.
Isto nos leva a pensar que a NAC pode apresentar um possivel efeito sobre o pH
arterial, favorecendo melhor afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, melhorando a

saturagdo, mesmo com a PO, inferior a 80 mmHg.

Na avaliacdo da lipoperoxidacdo, observamos aumento das substancias que
reagem ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) no figado dos animais cirréticos em relagdo
ao grupo controle. Sugere-se que 0 aumento da lipoperoxidacéo esteja relacionada

ao aumento do estresse oxidativo. Esse aumento no modelo de LDB pode ser



explicado pela endotoxemia e pelo aumento de &cidos biliares, que poderiam
desequilibrar a atividade da cadeia de transporte de elétrons na mitocondria hepatica
e assim, favorecer o aumento da producédo de espécies ativas de oxigénio. (PASTOR

et al., 1997, ORELLANA et al., 2000).

Os animais cirréticos que foram tratados com NAC apresentaram valores de
TBARS préximos ao do grupo controle, indicando o potencial antioxidante desta
droga. A diminuicdo da lipoperoxidacdo também foi demonstrada utilizando outras
substancias com a¢do antioxidante, como a quercetina, a rutina e a melatonina no
modelo de cirrose biliar secundaria (PASTOR et al.,, 1997; PERES et al., 2000;

ESREFLOGLU et al., 2005).

A obstrucéo biliar no modelo de LDB causa dano hepatocelular agudo e leva a
fiborogénese progressiva. J4 esta bem esclarecido o envolvimento do estresse
oxidativo nestes eventos e da acdo das enzimas antioxidantes na tentativa de
proteger o figado da ac¢éo lesiva dos radicais livres (PERES et al., 2000; ORELLANA

et al., 2000).

Na avaliagdo da lipoperoxidagdo no tecido pulmonar, observamos um
aumento significativo no grupo cirrético em relacdo ao grupo controle. Esse aumento
pode ser justificado pela endotoxemia presente no modelo de cirrose biliar

secundaria através da LDB (CHANG e OHARA, 1994) .



Um estudo realizado por RABILLER et al., 2003, demonstrou que animais
cirroticos por LDB, apos serem tratados com norfloxacina, um antibiotico ativo contra
bactérias gran-negativas intersticiais, mostrou resultados com melhora na difusdo de
gases, com diminuicdo da diferenca alvéolo-arterial de oxigénio. Dessa maneira,
acredita-se que a dilatacdo vascular intrapulmonar pode estar relacionada com a
translocacéo bacteriana do trato gastrointestinal, um fendmeno que expde o pulmao
ao efeito de endotoxinas e citocinas inflamatodrias (CHU et al., 1997). Esse aumento
de endotoxinas na circulagdo pulmonar promove 0 acumulo de macrofagos
intravasculares na microcirculagdo pulmonar e se correlaciona com o aumento da

expressao de 6xido nitrico induzivel (iNOS) (NUNES et al., 2001).

A presenca de citocinas na circulagdo pulmonar promove o estresse oxidativo
pela geracdo de radical superéxido e o aumento da lipoperoxidacdo, o que é
observado neste trabalho. Nos animais cirréticos que receberam tratamento com
NAC, observamos que os valores de lipoperoxidacdo permaneceram proximos aos
do grupo controle. Esse dado esta de acordo com outros estudos, em que a NAC
inibe a liberacdo de fatores quimiotaticos por neutrofilos, reduzindo a infiltracdo de
neutrofilos nos pulmdes de ratos intoxicados com paraquat (HOFFER et al., 1993).
TSUJI et al. (1999), também mostraram efeitos anti-inflamatérios da NAC, suprimindo

a liberacéo de citocinas.



A NAC protegeu o tecido pulmonar contra o aumento da lipoperoxidacao,
provavelmente por atenuar a translocacao bacteriana do trato gastrointestinal apds a
hepatectomia parcial em ratos. Isso ocorre, possivelmente, devido papel da NAC em

inibir as células inflamatérias ativas na translocacdo bacteriana (OKAY, 2005).

A enzima superoxido dismutase (SOD) tem a funcdo de dismutar o radical
superoxido (O*) formando peréxido de hidrogénio (H.0,) (YU, 1994). Varios estudos
relacionam a diminuicdo da atividade da enzima SOD com o aumento do estresse
oxidativo (HODGSON e FRIDOVICH, 1975; SANTIARD et al., 1995). Neste trabalho,
houve diminuicdo da atividade da enzima SOD no figado no grupo cirrético, o que
pode estar relacionado com a inativacéo do radical superoxido. Os animais cirroticos
que foram tratados com NAC mantiveram os valores da atividade da enzima SOD
proximos aos do grupo controle. Tais dados foram também observados por PERES
et al.(2000) ao utilizar o flavondide quercetina e por PASTOR et al. (1997) ao utilizar

NAC em modelo de cirrose por LDB.

Na avaliacdo da atividade da enzima SOD no pulméo, observamos uma
diminui¢cdo no grupo cirrético em relagdo aos demais grupos. Sugerimos que, se ha
aumento de citocinas no endotélio pulmonar devido a translocacdo bacteriana e
endotoxemia, o que eleva a formacdo de espécies ativas de oxigénio (WARNER e
BRAIN, 1990), a diminuicdo da atividade da SOD seria pelo consumo desta enzima

pela grande quantidade de radical superoxido. Nos animais que receberam NAC,



observamos que os valores da atividade da SOD no pulmdo mantiveram-se proximas
aos do grupo controle, provavelmente porque a NAC inibiu a translocagéo bacteriana
neste modelo, diminuindo a entrada de citocinas na circulagéo pulmonar e evitando a

formacéo de radical superoxido (OKAY et al., 2005).

A enzima SOD, ao dismutar o radical superédxido, forma a espécie ativa de
oxigénio H,O,, que é o0 substrato para a atividade da enzima catalase (CAT)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Observamos neste trabalho o aumento da
atividade da enzima CAT no figado do grupo cirrético, que ocorreu provavelmente
pela dismutacdo do radical superoxido e a consequente formacdo de H,O,,
estimulando a atividade desta enzima. No grupo de animais cirréticos tratados com
NAC, a atividade da enzima CAT diminuiu a sua atividade, com uma tendéncia a
permanecer prOxima a do grupo controle. Esses dados sado confirmados pela

diminuicdo do TBARS no grupo cirrético tratado com NAC, provavelmente pela

protecdo antioxidante desta droga.

A atividade da catalase no homogeneizado pulmonar ndo apresentou

diferencas significativas entre os grupos.

A glutationa peroxidase (GPx) em figados cirréticos tem uma especial
importancia fisiopatolégica porque catalisa a decomposicao de peréxido inorganico e

peroxido organicos, empregando as glutationa (GSH) como co-substrato. Esta bem



descrita na literatura a diminuicdo da atividade da GPx em animais cirréticos com
LDB, o que também é demonstrado neste trabalho. Essa reducdo da atividade da
GPx nos animais cirréticos é bloqueada ap6s a administracdo do antioxidante, fato
este observado, neste trabalho, no figado e no pulmdo dos animais cirréticos. Em
trabalhos anteriores do grupo, o uso de antioxidantes em animais controle nao
apresentou nenhuma alteracdo, mantendo-se semelhantes aos controles, fato este
observado neste trabalho (PASTOR et al., 1997; PERES et al., 2000; ORELLANA et

al., 2000; MOREIRA et al., 2004).

Na avaliacdo de nitratos totais no homogeneizado de figado, observamos
diminuicdo significativa na producdo destes metabdlitos nos grupos cirréticos

tratados e ndo-tratados com NAC, em relagédo aos grupos controles.

No figado cirrético, ocorre desequilibrio entre as substancias vasoconstritoras,
como a endotelina-1, e vasodilatadoras, como o NO. Este fato caracteriza a
endoteliopatia presente no figado cirrético, o qual apresenta maior sintese de
endotelina-1. Este fendbmeno promove vasoconstricdo e 0 aumento da resisténcia
intra-hepatica ao fluxo sangliineo, o que comprovaria a baixa quantidade de nitratos

totais neste trabalho (SHAH et al., 1999).

Na avaliacdo da producao de nitratos totais no homogeneizado de pulmé&o dos
grupos estudados, observamos grande aumento na producéo desses metabdlitos no

grupo cirrético em relacdo aos demais grupos. Esse dado esta de acordo com 0s



altimos estudos, que correlacionam a vasodilatacéo intrapulmonar de ratos cirroticos
por LDB a grande presenca de 6xido nitrico (NO) no tecido pulmonar (NUNES et al.,

2001; ZHANG et al., 2004; XUAN e NAEIJE, 2004).

A excessiva producdo de NO esta associada a patogénese da endotoxemia
(TITHERADGE, 1999), que relaciona-se ao desenvolvimento da SHP no modelo de
LDB, pela atividade de macrofagos intravasculares pulmonares e expressao de iINOS

no tecido pulmonar (NUNES et al., 2001).

Os valores de nitratos totais dos animais que receberam tratamento com NAC
permaneceram proximos aos do grupo controle, mostrando que a NAC apresentou
um efeito inibitério sobre a producdo de NO, provavelmente por diminuir a
translocacdo bacteriana, assim minimizando o acumulo de citocinas e células de
defesa no endotélio pulmonar. Esse acumulo acarreta aumento na producao de EAO
e promove a lipoperoxidagéo. Devido a sua acdo antioxidante, a NAC, também inibiu

a presenca de lipoperoxidacao no tecido pulmonar.

A atividade diminuida da enzima superéxido dismutase, observada neste
trabalho, pode estar relacionada a grande quantidade de radical superéxido (O*) no
tecido pulmonar. O O* pode se associar ao NO e, assim, formar um potente oxidante
celular, o peroxinitrito (ONOO") (BECKMAN e KOPPENOL, 1996). Imagina-se que

esta enzima estaria diminuida na tentativa de proteger a célula do oxidante.



O aumento de NO estd relacionado a deplecdo da metionina-adenosil
transferase (RUIZ et al., 1998), o que leva a deplecdo da glutationa, fato este, que é
observado neste trabalho nos pulm&es dos animais cirréticos, que apresentam GPx

diminuida e aumento dos nitratos totais.

A NAC também pode reduzir a formacao de peroxinitritos (ONOQ"), através da
inibicdo da producédo de metabolitos do NO. Esse efeito se da pela combinacdo do
composto tiol da NAC com o NO, produzindo, assim, um composto chamado de
nitrotiol. Esse composto pode preservar e acumular o NO na sua forma
biologicamente ativa (FAILLI et al., 2002). Uma vez em sua forma biologicamente
ativa, o NO pode ter acdo antioxidante, inibindo a acdo de EAO no tecido pulmonar.
Quando os perodxidos entram nas células, eles podem reagir com metaloproteinas,
formando complexos, que levariam ao aumento da lipoperoxidagdo. O NO, como
antioxidante, pode reagir com estas metaloproteinas, prevenindo reacdes oxidativas
e limitando, assim, o dano celular mediado pelo estresse oxidativo (RUBBO e RADI,

2002).

Na avaliacdo da histologia hepatica por meio de hematoxilina-eosina, confirma-se
o desenvolvimento de cirrose no grupo com ligadura de ducto biliar (LDB+NaCl),
através do aparecimento de nodulos regenerativos e focos de necrose. Os animais
cirréticos tratados com NAC (LDB+NAC) apresentaram uma atenuacao desse
fendbmeno. Esses achados estdo de acordo com outros estudos que utilizarama

NAC e também outras substancias antioxidantes, como a quercetina e a rutina, em



que, se observa a reducao da fibrose hepética (PASTOR et al., 1997; PERES et
al., 2000; PAVANATO et al., 2003). Esta melhora no parénquima hepatico, foi
observada nos parametros enzimaticos, bioquimicos, assim como na integridade

da membrana plasmética, observada na redugéo na lipoperoxidagao.

Na histologia do pulméo, observamos aumento do didmetro dos vasos dos ratos
cirrdticos (LDB+NaCl), fendmeno que caracteriza a sindrome hepatopulmonar.
Esse achado esta de acordo com outros autores que utilizaram o mesmo modelo
para investigacdo da sindrome hepatopulmonar (CHANG e OHARA, 1993;

FALLON et al., 1997; NUNES et al., 2001; ZHANG et al., 2003).

Os animais cirroticos, quando tratados com a NAC, reduziram vasodilatacao,
fenbmeno este acompanhado pela reducdo da fibrose hepatica, citado
anteriormente. Isso ocorre, provavelmente, devido o potencial antioxidante da
NAC, que reduz a lesédo oxidativa no figado dos animais com ligadura de ducto
biliar, acarretando melhora na funcdo hepética e consequientemente levando a
reducdo da endotoxemia e a diminuicdo de NO e EAO no tecido pulmonar,
reduzindo a lesé@o oxidativa, a vasodilatagdo e restabelecendo as alteragbes na

difusdo de gases.

O entendimento da acdo da N-acetilcisteina no modelo de sindrome

hepatopulmonar promete ser promissor para investigacoes futuras.



CONCLUSAO

Em relacdo ao modelo experimental de cirrose biliar secundaria por lidadura de ducto biliar

principal e a acdo da NAC podemos concluir que :

A administragdo da NAC em ratos cirréticos por LDB melhorou as
enzimas relacionadas a intergridade do parénquima hepatico, bem como

restabeleceu as relacdes hepatossomatica e pneumossomatica.

A NAC restabeleceu os valores de gasometria nos animais cirroticos

permanecendo os valores semelhantes aos animais normais.

A administracdo da NAC em ratos cirroticos diminuiu o dano sobre os
lipidios das membranas tanto no figado como no pulméo, resultado
observado pela diminuicdo das substancias que reagem ao &cido

tiobarbitdrico.



A NAC administrada aos animais cirrGticos mantém os valores da SOD,
tanto do figado como do pulmédo semelhantes aos dos controles. A CAT no
pulmdo manteve-se inalterada. A GPx n&o mostrou alteragdo significativa

nos grupos estudados.

Nos animais submetidos a ligadura de ducto biliar notou-se diminuicdo no
nitratos totais no figado, mas quando avaliado o tecido pulmonar este
encontra-se aumentados significativamente. O uso da NAC reverteu

somente a situacdo do pulméo nos animais com ligadura de ducto biliar.

Os ratos cirréticos com ligadura de ducto biliar desenvolveram as
alteracdes pulmonares semelhantes a SHP e que foram revertidas com o

uso da N-acetilcisteina.

Os aspectos histolégicos do figado apresentam sinas de necrose no
modelo de cirrose biliar secundaria, efeito esse que é minimizado apés o

uso da N-acetilcisteina.

A N-acetilcisteina minimiza a vasodilatagdo e a estase sanglinea

observada nos animais com ligadura de ducto biliar.
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