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RESUMO

A colite ulcerativa (CUI) é uma doenca inflamatoria intestinal (DIl) que acomete o
intestino grosso. Pode desencadear dano hepético. A inflamagdo e o estresse oxidativo (EO)
sdo os principais mediadores desse dano. A N-acetilcisteina (NAC) apresenta acgédo
antioxidante, principalmente pela capacidade de estimular a sintese de glutationa reduzida
(GSH), e acdo anti-inflamatoria, por meio de seu efeito inibitorio sobre o fator nuclear kB
(NF-xB). No entanto, h& controvérsias em relacdo a sua eficacia farmacoldgica no dano
hepatico. Diante disso, 0 presente trabalho teve como proposta avaliar as repercussfes da
administracdo da NAC em camundongos com CUI grave, induzida por sulfato de sodio
dextrano (SSD). Para tanto, camundongos machos Swiss (n=18), 8 semanas de idade, foram
acondicionados aleatoriamente, segundo o grupo de tratamento: Controle (C) (n=6); Colite
(CUI) (n=6) (SSD (5% (m/v), via oral, nos altimos 7 dias do total de 37 dias de periodo
experimental) e Colite tratados com NAC (NACc) (n=6) (150 mg/kg/dia, via oral, agua de
beber, durante 37 dias, e induzida a colite nos ultimos 7 dias). A analise da ingestéo dietética
e a pesagem dos animais foram realizadas semanalmente. Os niveis glicémicos foram dosados
antes do periodo experimental, ap6s 30 dias e no dia da eutanasia. Apos a eutandsia, foram
verificados 0s pesos absoluto (PA) e relativo (PR) do figado e bago e, em seguida foram feitas
as seguintes analises no tecido hepatico: histolégica (incluindo a do intestino grosso), de dano
oxidativo e defesa antioxidante e de inflamacdo. Foram usados ANOVA e teste de Tukey para
varidveis paramétricas, e teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn para variaveis nao-
paramétricas. Adotou-se até 5% de significancia. Foi observada perda da arquitetura hepética
no grupo CUI, no entanto a NAC ndo melhorou o dano. Ndo houve alteracdo da massa
corporal dos animais decorrente da colite e do tratamento com a NAC (p>0,05), mesmo com
0 aumento da ingestdo alimentar do grupo CUI em relacdo ao grupo C, durante a fase de
inducdo da colite (p<0,05). O tratamento com a NAC e a colite ndo alterou PA e PR do figado
(p>0,05), no entanto foi observado aumento do PA e PR do baco nos animais do grupo NACc
(p<0,01 entre C e NACc). Em relacdo aos dados bioquimicos, foi visto que a colite elevou a
glicemia (p<0,001, CUI em relacdo ao C), e que o tratamento com a NAC nao teve efeito
hipoglicemiante (p<0,001, NACc em relacdo ao C). Niveis de MDA dos grupos CUI
diferiram do grupo C (p<0,001), apresentando um aumento, no entanto, a NAC ndo atenuou a
peroxidacdo lipidica (p>0,05 em relacdo ao CUI). Quando a NAC foi fornecida aos
camundongos do grupo NACc, houve aumento dos niveis de GSH (diminuida no grupo CUI),
semelhante ao apresentado pelo grupo C (p<0,05, CUI vs NACc; C vs CUI). Adicionalmente,
a NAC elevou a razdo GSH/GSSG do grupo tratado, em comparacdo com o grupo CUI
(p<0,05). Por outro lado, observou-se uma diminuicdo significativamente da atividade da
SOD nos grupos CUI e NACc em relagdo ao controle (p<0,05), devido, possivelmente, a
diminuicéo estatisticamente da atividade de MPO hepatica entre os grupos CUI e NACc em
relacdo ao grupo C, (p<0,05, C vs CUI e NACc). Baixos niveis de IL-10 foram encontrados
no grupo CUI e NACc (p<0,05, CUI e NACc vs C). Sobre os niveis de TNF-a, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). Conclui-se que a NAC ndo foi eficaz na
atenuacédo do dano hepatico.

Palavras-chaves: Antioxidantes. Estresse oxidativo. Dano hepatico. N-acetilcisteina.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease (IBD) that affects the large
intestine. It can trigger liver damage. Inflammation and oxidative stress (OS) are the main
mediators of this damage. N-acetylcysteine (NAC) has an antioxidant action, mainly for the
ability to stimulate the synthesis of reduced glutathione (GSH), and anti-inflammatory action,
through its inhibitory effect on nuclear factor kB (NF-kB). However, there is controversy
regarding its pharmacological efficacy in liver damage. Therefore, the present study aimed to
evaluate the repercussions of NAC administration in mice with severe UC, induced by
dextran sulfate sodium (DSS). For this, Swiss male mice (n=18), 8 weeks old, were randomly
conditioned according to the treatment group: Control (C) (n=6); Colitis (UC) (n=6) (DSS)
(5% (m/v), orally, in the last 7 days of the total of 37 days of the experimental period); Colitis
treated with NAC (NACc) (n=6) (150 mg/kg/day, orally, drinking water for 37 days, and
induced colitis in the last 7 days). The analysis of dietary intake and weighing of the animals
were carried out weekly. The glycemic levels were measured before the experimental period,
after 30 days and on the day of euthanasia. After the euthanasia, the absolute (PA) and
relative (PR) weights of the liver and spleen were verified and, then the following analyzes
were performed on hepatic tissue: histological (including large intestine), oxidative damage
and antioxidant defense and inflammation. ANOVA and Tukey test were used for parametric
variables, and Kruskal-Wallis test and Dunn test for non-parametric variables. Up to 5%
significance was adopted. Loss of hepatic architecture was observed in the UC group,
however the NAC did not improve the damage. There was no change in body mass of the
animals due to colitis and treatment with NAC (p>0.05), even with increased dietary intake of
the UC group in relation to group C, during the colitis induction phase (p<0.05). Treatment
with NAC and colitis did not alter PA and PR of the liver (p>0.05), however an increase of
PA and PR of the spleen was observed in the animals of the NACc group (p<0.01 between C
and NACc). Regarding the biochemical data, it was observed that colitis increased blood
glucose (p<0.001, UC in relation to C), and that treatment with NAC had no hypoglycemic
effect (p<0.001, NACc in relation to C). MDA levels of the UC groups differed from the C
group (p<0.001), showing an increase, however, the NAC did not attenuate the lipid
peroxidation (p>0.05 in relation to the UC). When NAC was given to the mice in the NACc
group, there was an increase in GSH levels (decreased in the UC group), similar to that
presented by group C (p<0.05, UC vs NACc, C vs UC). In addition, NAC elevated the
GSH/GSSG ratio of the treated group compared to the UC group (p<0.05). On the other hand,
there was a significant decrease in SOD activity in the UC and NACc groups in relation to the
control (p<0.05), possibly due to the statistically decreased hepatic MPO activity between the
UC and NACc groups in (P<0.05, C vs UC and NACc). Low IL-10 levels were found in the
UC and NACc group (p<0.05, CUI and NACc vs C). On TNF-a levels, there was no
significant difference between the groups (p>0.05). We conclude that NAC was not effective
in attenuating liver damage.

Key-words: Antioxidants. Oxidative stress. Hepatic damage. N-acetylcysteine.
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa (CUI) e a doenca de Crohn (DC) fazem parte de um grupo de
desordens inflamatdrias gastrointestinais (DII) com respostas imunolégicas e desfechos
clinicos adversos de carater recidivante (TRIVEDI; JENA, 2013). A CUI acomete
predominantemente o colon e o reto, enquanto que a DC compromete qualquer regido do trato
gastrointestinal (SUNG; PARK, 2013). A etiologia de ambas as doencas € multifatorial,
podendo ser decorrente de uma resposta imunoldgica inadequada a um fator ambiental, como
um micro-organismo intestinal, como pode ser causada por predisposicdo genética, fatores
alimentares e alteracGes na permeabilidade intestinal (PEARL et al., 2013).

Propbe-se que a inflamacdo da mucosa intestinal provoca alteragdo na defesa
antioxidante e torna o tecido mais susceptivel a danos oxidativos (TUZUNA et al., 2002),
levando a um estado de estresse oxidativo (EO), definido como uma perturbacdo do equilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e defesas antioxidantes, que resulta
em danos a proteinas, carboidratos e lipidios e alteracdo na sinalizacdo celular e controle
redox. Por sua vez, ao longo do processo fisiopatolégico, 0 EO pode desencadear alteracdes
estruturais da mucosa intestinal elevando, consideravelmente, o risco de translocagédo
bacteriana (QUIGLEY; STANTON; MURPHY, 2013), definida como o deslocamento de
bactérias e/ou produtos bacterianos (lipopolissacarideos, peptidoglicanos, &cido
desoxirribonucleico — DNA bacteriano, etc.) a partir do intestino para outros 6rgaos,
circulagdo sistémica e nddulos linfaticos mesentéricos (WIEST; LAWSON; GEUKING,
2014).

O figado é um érgdo intimamente ligado ao intestino através da veia porta, e, portanto,
passa a ser alvo direto do processo inflamatério cronico intestinal, o que leva a inducgdo e a
progressao de lesdo hepéatica (CESARO et al., 2011), podendo gerar um quadro de doenca
hepéatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), caracterizada por esteatose, esteato-hepatite,
cirrose e com risco de hepatocarcinoma (TRIVEDI; JENA, 2013). O excesso de gordura
hepatica e frequentemente encontrado em 38-49% dos pacientes com DC ou CUI,
apresentando algumas vezes elevacdes das transaminases. Esse fato vem sendo evidenciado
em publicagdes de relatos de casos e séries (SOURIANARAYANANE et al., 2013).

O grupo de pesquisa Estresse Oxidativo do Laboratdrio de Eletroquimica e Estresse
Oxidativo (LEEO) (IQB/UFAL), coordenado pela Prof.® Dra. Marilia Oliveira Fonseca
Goulart, vem trabalhando com a fisiopatologia e terapéutica do dano hepatico desde 2012.

Dentre os trabalhos realizados e publicados pelo grupo, foi observado, em estudo de Moura et
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al. (2016) que a colite ulcerativa aguda leve, induzida por sulfato de sodio dextrana (SSD)
(2% m/v), ndo ocasionou lesdo hepatica, avaliada pelos niveis de malondialdeido (MDA), um
marcador de dano oxidativo lipidico, e pelos niveis plasmaticos de transaminases (MOURA et
al., 2016). Os resultados deste ultimo sugeriram que as manifestacdes extra-intestinais das DI
poderiam ser mais prevalentes s6 em pacientes com grau de severidade moderada a grave,
corroborando com as informagdes descritas em guias internacionais, como o Ulcerative
Colitis Practice Guidelines in Adults: American College of Gastroenterology, Practice
Parameters Committee, 2010 (KORNBLUTH et al., 2010).

Sugere-se que 0 mecanismo fisiopatolégico do comprometimento hepatico decorrente
da CUI ocorra mediante efeitos diretos de bactérias ou de seus produtos, como a endotoxina
lipopolissacarideo (LPS), que é um potente ativador do receptor Toll-like-4 (Toll-like receptor
4 - TLR-4), levando a producdo de citocinas pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose
tumoral - a (TNF-a), e enzimas envolvidas com o EO, como a 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS), ocasionando um quadro de inflamacdo e desequilibrio redox no figado (KOPPE,
2014). Sabe-se que 0 TNF-a tem um papel central no desenvolvimento da esteatose hepatica
(acimulo de gordura no figado superior a 5-10% em peso) (FELDSTEIN et al., 2004,
HENAO-MEJIA et al.,, 2012; SOURIANARAYANANE et al.,, 2013). Além disso, a
endotoxemia metabolica pode afetar a via de sinalizacdo da insulina, contribuindo para a
resisténcia a insulina, e assim colaborar com o desenvolvimento e evolucgdo da lesdo hepética
(MOSCHEN; KASER; TILG, 2013).

O manejo terapéutico utilizando compostos antioxidantes vem sendo testado em
diversas doengas que apresentam atividade inflamatdria e EO como parte do seu processo
fisiopatolégico. Dentre essas substancias, a N-acetilcisteina (NAC) (Figura 1) tem sido
investigada para o tratamento de algumas enfermidades, tais como a insuficiéncia hepaética,
inflamacéo, nefropatia e distdrbios cerebrais. O papel da NAC resulta no aumento do pool de
glutationa reduzida (GSH) (Figura 1), que apresenta grupo sulfidrila (-SH) sendo assim, capaz
de eliminar diretamente as EROs, incluindo o anion radical superéxido (O,"), o peréxido de
hidrogénio (H,O;), o acido hipocloroso (HCIO) e o radical hidroxila (HO"), através da
formacéo de glutationa oxidada (GSSG) e &gua (MOREIRA et al., 2016; SZKUDLINSKA et
al., 2016). Alem disso, a NAC tem funcdo anti-inflamatoria através da inibicdo do fator
nuclear potencializador da cadeia leve kappa das células B ativadas (NF-kB) e diminuigdo de
algumas citocinas pré-inflamatorias, tais como TNF-a e interleucina-6 (IL-6) (ARRANZ et
al., 2008; DHOUIB et al., 2016; KASPERCZYK et al., 2014).
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Figura 1: Estruturas quimicas da N-acetilcisteina e glutationa reduzida

o
I\ %
N-acetilcisteina Glutationa reduzida

Fonte: ANDRADE, K. Q.

Muitos estudos mostraram que a NAC inibe a expressdo do TNF-a e da NF-kB, ambos
envolvidos na fisiopatologia da lesdo hepatica (WANG et al., 2006). No entanto, ha
controvérsia na literatura quanto a sua eficacia farmacoldgica, devido ao fato da NAC ter
apresentado acdo pré-oxidante, toxicidade por acimulo de amo6nia em agravos hepaticos e
efeitos adversos, como vomito e diarreia, além de ter falhado em apresentar acdo antioxidante
e anti-inflamatoria in vivo (AITIO, 2005; KHAYYAT et al., 2016; PENUGONDA, ERCAL,
2011).

Por apresentar a funcao de precursora de GSH, a capacidade hepatoprotetora da NAC
tem sido associada a prevencdo de doencas hepaticas caracterizadas pela diminui¢do de GSH
e/ou aumento do EO (LASRAM et al., 2014). Uma revisao sistematica, realizada por Andrade
et al. (2015), sobre o efeito antioxidante e anti-inflamatorio da NAC nas lesdes hepaticas,
demonstrou que esse composto em qualquer forma de administracdo (intraperitoneal — i.p. —
intramuscular — i.m. —, intravascular — i.v. —, oral ou subcutanea — s.c.) e tipo de estudo (em
humanos, in vivo e in vitro) foi satisfatorio em 86,30% (nimero de estudos=63) dos casos
avaliados (numero de estudos=73, 100%), ou seja dentre os marcadores de estresse oxidativo
e inflamacéo analisados no tecido hepatico e/ou no plasma/soro, a NAC melhorou ao menos
um marcador de defesa antioxidante e/ou anti-inflamatorio.

Diante disso, sabendo que a CUI é de carater recidivante, e que o grau de severidade
grave leva a varios processos metabolicos, incluindo EO e inflamag&o, que desencadeiam o
dano hepatico, para a interrupcdo desses processos de dano, é necessdria uma eficaz
capacidade antioxidante e anti-inflamatéria. Considerando que na literatura ndo existem
estudos, até a presente data, sobre os efeitos hepéaticos da administracdo da NAC em animais

com CUI aguda grave e que a acdo farmacologica desse composto vem levando a resultados
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contraditorios na literatura, investigacdes que avaliem a sua eficacia farmacoldgica, do ponto
de vista antioxidante e anti-inflamatério, sdo de fundamental importancia, contribuindo para o
estabelecimento de intervengdes seguras. Portanto, este trabalho visa avaliar as manifestacoes
hepéticas, no contexto do estresse oxidativo e da inflamacdo, a partir da administracdo
subcrénica da N-acetilcisteina, em camundongos com colite ulcerativa grave induzida por

sulfato de sédio dextrana, a 5%.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doenca inflamatoria intestinal

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) compreendem duas enfermidades que
afetam os intestinos cronicamente: a CUl e a DC (GARN et al., 2013). Ambas se caracterizam
pela recorréncia e por serem imunologicamente mediadas, tendo como principal evento, o
processo inflamatorio crénico (WALSH et al., 2013).

A etiologia das DIl é multifatorial e envolve fatores genéticos, imunes, ambientais,
alimentares e alteragdes na permeabilidade intestinal (CAMILLERI, 2009). A CUI ¢
delimitada ao comprometimento da mucosa do célon, e, com maior frequéncia, o colon
sigmoide e reto; ocorre de forma ininterrupta com resposta inflamatoria confinada, em grande
parte, a mucosa e submucosa, tendo como manifestacdo clinica mais comum a diarreia
sanguinolenta (MELGAR; SHANAHAN, 2010). Em contraste, a DC pode afetar qualquer
parte do trato gastrointestinal, é de carater segmentar com padrdo transmural, acometendo
desde a mucosa até a serosa, com sintomas de dor abdominal, diarreia e perda ponderal
(CARTER et al., 2004).

As DIl sdo diagnosticadas com base na apresentacado clinica, exames bioquimicos e da
mucosa, usando endoscopia, bidpsia e exames imagiolégicos (GARN et al., 2013). A terapia
medicamentosa para as DIl utiliza aminossalicilatos, antibidticos, corticosteroides, agentes
biol6gicos, imunomoduladores e imunossupressores. Atualmente ndo ha cura para DC e,
portanto, a terapéutica tem como objetivo, manter o individuo acometido em fase de remissao
por longo periodo e com boa qualidade de vida. A mesma abordagem é realizada para a CUI.
O procedimento cirdrgico é geralmente reservado para pacientes com intratabilidade
medicamentosa, cancer colorretal, megac6lon toxico, hemorragia, estenose e fistulas (NASIM
etal., 2016).

H& algum tempo atras, as DIl ocorriam, principalmente, em populacbes brancas da
Europa, América do Norte e Austrélia; no entanto, tem sido observado um aumento na sua
incidéncia em paises em desenvolvimento, pertencentes aos continentes da Asia, Africa e
América Latina. Os dados de prevaléncia e incidéncia das DIl no mundo variam segundo a
regido geografica e grupos étnicos. Sabe-se que o pico de inicio da DC ocorre em individuos
com idade entre 20 e 30 anos, enquanto que em CUI, entre 30 e 40 anos de idade (MALIK,
2015). No mundo, a incidéncia de DC varia de 0,7 a 14,6 individuos por 100.000 habitantes,
ao passo que para CUI, varia de 1,5 a 24,5 individuos por 100.000 habitantes, a depender da
regido (NEUMAN; NANAU, 2012). No Brasil, existem relatos regionais das DI,
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descrevendo um aumento no nimero de casos novos, no entanto ndo se dispde de dados
epidemioldgicos do pais, como um todo (ZALTMAN, 2007; CAMBUI; NATALI, 2015).

Modelos animais de colite induzida sdo muito utilizados para a compreensdo da
fisiopatologia, planejamento e avaliacdo de tratamentos. O modelo experimental proposto por
Okayasu et al. (1990) utiliza o SSD, um polissacarideo semelhante a heparina, constituido de
porcdes de D-glicose anidra (ligagdo a-1,6-glicosidica) e sulfato. Este modelo é considerado
de facil execucdo, por ser o SSD administrado na dgua de beber dos animais, proporciona alta
reprodutibilidade e mimetiza as caracteristicas clinicas da CUI em humanos, tais como perda
de massa corporal, diarreia, sangue oculto nas fezes e sangramento retal, além de provocar a
ruptura da arquitetura da mucosa intestinal (ARAKI et al., 2012; TRIVEDI; JENA, 2013).

A concentracdo de SSD numa variacdo de 1% — 5% (m/v), administrada durante 7
dias, é utilizada para a inducdo de CUI aguda (CLAPPER et al., 2007). No presente estudo,
optou-se por utilizar a dose de 5% de SSD, baseado no trabalho de Farombi et al. (2016), que
observou hepatoxicidade em ratos Wistar com CUI induzida por 5% SSD, administrada
durante 5 dias. SSD é uma molécula de alta massa molecular e carregada negativamente que
ndo atravessa as membranas celulares facilmente, sendo fracamente absorvida quando
administrada por via oral. Dessa forma, € geralmente aceito que o SSD exerce seus efeitos
diretos sobre a superficie luminal da mucosa do colon, tornando-se toxico para as células
epiteliais colonicas, e assim, provocando defeitos na integridade da barreira epitelial
(MASUBUCHI; HORIE, 2004).

Apesar das DIl envolverem principalmente o intestino, podem ocasionar
manifestacdes em outros sistemas do organismo, cuja atividade clinica pode ou ndo esta
correlacionada com a atividade das Dlls (BROWN; COVIELLO, 2015), sendo a artrite, a
complicacdo extra-intestinal mais comum (PEYRIN-BIROULET et al., 2016).

As manifestacbes hepatobiliares também sdo manifestacBes extra-intestinais
prevalentes entre os pacientes com DII, com destaque para a DHGNA, pericolangite, hepatite
granulomatosa, colangite esclerosante primaria, colelitiase e amiloidose hepatica. A
pericolangite é a complicacdo hepéatica mais comum da DII, ocorrendo elevagdes dos niveis
séricos de fosfatase alcalina e das bilirrubinas. A hepatoxicidade também pode ocorrer devido
ao uso de medicamentos usados no tratamento da DII, tais como os aminossalicilatos, o
metrotexato e a ciclosporina. Em até 20% dos pacientes com DII, tém sido observadas
alteracbes em testes de fungdo hepética. No entanto, a prevaléncia do dano hepéatico na DIl
ndo esta clara, devido as diferencas no método diagnostico, sele¢do de individuos e tipos de
estudos (WIESER et al., 2013).
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2.2 Colite ulcerativa na inducdo do dano hepatico: envolvimento do estresse oxidativo e

inflamacéo

Estudos demonstraram que em portadores de CUI ocorre um excesso de H,0,
produzido no interior das células colénicas e/ou de macrofagos, e que essa molécula, ao se
deslocar (devido sua alta permeabilidade a membrana plasmética) para outros ambientes, é
convertida em HO', através da reacdo de Haber-Weiss e/ou Fenton (Esquema 1). O radical
HO, por sua vez, lesa a membrana basal e a juncdo intercelular da mucosa col6nica,
permitindo a entrada de antigenos bacterianos (FIOCCHI, 1998) e, em consequéncia, a
infiltracdo de leucdcitos (neutrofilos, eosindfilos e linfdcitos) e o processo inflamatério
caracteristico da CUI, bem como seu tipico quadro clinico (PRAVDA, 2005).

Esquema 1: Reacdo de Fenton e Reacdo de Haber-Weiss

Fe?* + H,0, DFe* + HO + OH (Reag&o de Fenton)

0,"+ H;0,> O, + HO+ OH™  (Reacdo de Haber-Weiss)

Com niveis aumentados de células do sistema imune no local do dano intestinal, ha
uma exacerbacdo da respiracdo celular, devido ao aumento do consumo de oxigénio com
elevacdo na liberacdo e acumulo de EROs. Adicionalmente, a atuagdo dessas células no
combate a lesdo leva a producdo de EROs, o que gera um quadro de EO, definido como um
estado em que ha desequilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes em favor dos
oxidantes, com aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), causando a
disfuncdo da sinalizacdo redox e dos mecanismos de controle e danos a biomoléculas
(REUTER et al., 2010; SITI et al., 2015).

O termo EROs € genérico e descreve uma ampla variedade de moléculas e radicais
livres (espécies quimicas com um elétron desemparelhado) derivados do oxigénio molecular,
dentre os quais, 0 oxigénio singlete (*O,), 0 O,", 0 H,0, e 0 HO". Enquanto que as espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs) correspondem a uma familia de oxidantes derivados do
nitrogénio, incluindo o 6xido nitrico ('NO) e o peroxinitrito (ONOQ"). Tais espécies possuem
propriedades bioldgicas distintas, diferindo quanto a reatividade quimica, meia vida e
solubilidade lipidica. A toxicidade e a alta reatividade das EROs resultam da meia vida curta,
que, por sua vez, limita sua difusdo (ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012).

As EROs podem atacar os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) e iniciar a

peroxidacdo lipidica nas membranas de células e organelas, o que resulta na formacéo de
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subprodutos: aldeidos, tais como o MDA e o 4-hidroxinonenal (4-HNE). Estes dois
compostos tém tempos de meia-vida maiores que as EROs e, assim, um potencial de se
difundirem a partir do local de origem para atingirem alvos intra- e extracelulares distantes,
amplificando os efeitos do EO (COSTA SILVA et al., 2011).

Existem mecanismos abrangentes para a eliminagdo de EROs, tanto enzimaticos
quanto ndo enzimaticos, constituindo o sistema antioxidante, o qual inclui a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a NADPH ubiquinona
oxidorredutase (NQO1), paraoxonases (PON), e moléculas como a GSH, o acido ascorbico
(vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), os carotenoides, os flavonoides e polifenois, entre
outros (LEPETSOS; PAPAVASSILIOU, 2016).

A SOD esta envolvida na dismutacdo do O, a H,O,, e a CAT ou a GPx reduz o H,0,
a agua e oxigénio livre ou parcialmente em HO" (MACHADO et al., 2016).

As principais formas de SOD encontradas em humanos sé&o a Cobre/Zinco-SOD
(Cu/znSOD - forma dimérica) localizada no citosol e a Manganés-SOD (MnSOD — forma
tetramérica) localizada na mitocondria (VASCONCELOS et al.,, 2007). A CAT esta
localizada em maior abundancia em peroxissomos, ja a GPx esta relacionada a funcgéo
antioxidante da GSH, com atividade peroxidasica contra H,O, e perdxidos organicos
(HALLIWELL, 2007).

A GSH é um tripeptideo presente em todas as células de mamiferos, considerada o tiol
de baixa massa molecular mais abundante em nivel celular (0,1 — 10 mM) (ATKURI et al.,
2007; HUBER et al., 2008), que mantém um ambiente redox intracelular para o bom
funcionamento das biomoléculas e, por isso é considerada a referéncia da capacidade
antioxidante no ambiente celular (ATKURI et al., 2007; CIRCU; AW, 2010). Sua capacidade
redutora € atribuida ao seu grupamento —SH, sendo considerada um dos mais importantes
antioxidantes endogenos, agindo, dentre outras acdes, na detoxificacdo de agentes quimicos e
na eliminacdo de produtos da peroxidacdo lipidica e, indiretamente, mantém o estado
reduzido (formas funcionais) das vitaminas C e E (GARAIOVA et al., 2004). Por
conseguinte, a atenuacdo dos niveis de GSH pode refletir uma resposta diminuida contra a
lesdo oxidativa (BASKOL et al., 2007). Diante disso, a avaliagdo dos niveis de GSH se torna
um parametro importante para varias condic6es patoldgicas (ALTINOZ et al., 2015).

Os biomarcadores do EO podem ser utilizados como indicadores de processos
biologicamente normais e patogénicos ou respostas farmacologicas a intervencédo terapéutica,
podendo ser utilizados em diagnosticos, prognosticos e terapia individualizada (HO et al.,

2013). Os marcadores de dano oxidativo e de defesa antioxidante, descritos anteriormente, so
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bem utilizados pelos estudos que avaliam o EO hepatico (ANDRADE et al., 2015), devido a
importancia funcional deles e do que eles representam, tornando-se, portanto, validos como
biomarcadores e, foram os escolhidos no presente estudo.

Como foi visto no topico anterior, o processo inflamatdrio intestinal cronico esta
associado com o desenvolvimento de varias manifestacfes extra-intestinais, entre as quais, as
alteracdes hepatobiliares sdo uma das mais prevalentes das DIl (TRIVEDI; JENA, 2013),
sendo mais comumente observadas em pacientes com CUI. Cerca de 5% dos adultos com DIl
desenvolvem desordens hepatobiliares, associado ou ndo com a normalidade nos testes
bioquimicos hepaticos (RESTELLINI et al., 2016). Ha uma grande variabilidade nos dados de
prevaléncia da disfuncdo hepatica nas DII, mas segundo Trivedi et al. (2013),
aproximadamente 5 — 10% dos individuos com DIl desenvolvem lesdo hepatobiliar.

O figado pode ser alvo direto de danos durante a resposta inflamatoria exacerbada do
célon nas DIl (CESARO et al., 2011; TRIVEDI; JENA, 2013), visto que este 6rgdo esta
intimamente ligado ao intestino através da drenagem venosa mesentérica ascendente, que se
une a veia esplénica para formar a veia porta hepatica (COMPARE et al., 2012).

Com a alteracdo da integridade da mucosa intestinal na CUI, através da expansao das
juncdes gap e destruicdo do citoesqueleto, decorrentes do processo inflamatorio, distdrbios na
homeostase redox, bem como entre bactéria e sinais derivados das células do hospedeiro
(COMPARE et al.,, 2012), os portadores dessa doenca apresentam risco elevado para
translocacéo bacteriana (TRIVEDI; JENA, 2013). Esse fendmeno € definido como a migragédo
das bactérias ou dos seus produtos a partir do intestino para os linfonodos mesentéricos,
circulacdo sistémica ou outros érgdos (WIEST et al., 2014). Isso eleva os niveis de LPS, um
padrdo molecular associado ao patégeno (pathogen-associated molecular pattern - PAMPS) e
considerado uma endotoxina, que esta presente na membrana externa de bactérias gram-
negativas (EDWARDS; WANLESS, 2013), relatado por promover respostas inflamatdrias,
fibrose, genotoxicidade e dano hepatocelular (TRIVEDI; JENA, 2013).

O LPS é transportado na circulacao sistémica a partir do intestino para tecidos-alvo e,
dessa forma, correlaciona-se diretamente com a gravidade da doenga hepatica, cooperando
com o inicio de uma série de eventos inter-relacionados, que conduzem ao desenvolvimento
da cirrose e suas complicagdes (CESARO et al., 2011). Sugere-se que a endotoxemia seja a
responsavel pelo inicio do dano hepatico através da interacdo de endotoxinas com 0S
receptores semelhantes ao Toll (Toll-like receptors - TLRs) (HENAO-MEJIA et al., 2013).
Estes compreendem uma familia de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que

reconhecem componentes bacterianos, virais e fungicos. Desses, 0 TLR4 possui papel central
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na ativacdo das células de Kupffer, um macréfago do figado, através da resposta ao LPS
(BAFFY, 2009).

Cada populacéo de células no figado envolvida com o sistema imune inato, tais como
células de Kupffer, células natural killer, células T natural killer, células dendriticas
hepaticas, células endoteliais sinusoidais (SECs) e células estreladas hepéticas, apresenta uma
diferente expressdo de TLR. A ativacdo deste sistema no figado pode ser associada com
aumento de transaminases e colestase. A interacdo dos PAMPSs com seus receptores
especificos resulta na sintese de mediadores pro-inflamatorios, que recrutam células do
sistema imune, favorecendo o processo inflamatério (EDWARDS; WANLESS, 2013). O
reconhecimento da LPS inicia um conjunto complexo de sinalizagcdo do TLR4, permitindo a
ativacdo e localizacdo nuclear dos fatores de transcricdo NF-«kB e proteina ativadora 1 (AP-1)
(BAFFY, 2009).

Os dimeros (p50/p65) de NF-kxB estdo ligados de forma ndo covalente a uma proteina
inibidora do NF-kB (IkB) que impede sua translocagdo nuclear. Apos fosforilagao pela kB
cinase (IKK) e poli-ubiquitinacdo, hd a degradacdo proteolitica pelo proteossoma 26S e,
subsequentemente, o transporte da NF-xB para o ntcleo (HADDAD, 2002), permitindo assim
a expressdo de genes envolvidos com a transcrigdo de citocinas inflamatorias, dentre estas, 0
TNF-0, que ¢ central no desenvolvimento da esteatose hepatica, através do aumentos de
proteinas de ligacdo ao elemento de regulacdo de esterol (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein - SREBP), sendo a SREBP-1c a principal forma expressa no figado (CARTER-
KENT; ZEIN; FELDSTEIN, 2008). Essas proteinas sdo uma familia de fatores de transcri¢éo
ligados a membrana, que ativam genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de
lipidios.

Além de estimular a esteatose, 0 TNF-a induz a producdo de outras citocinas
inflamatdrias (IL-1 e I1L-6) e de quimiocinas (moléculas capazes de atrair leucdcitos), provoca
a geracdo de EROs (COMPARE et al., 2012), estimula a indugdo do iNOS nas SECs para
catalisar a reacdo envolvida na producédo de "NO, e aumenta a expressao de integrinas e outras
moléculas de adesdo necessarias para a translocagdo de neutrofilos (KOWALEWSKA et al.,
2011; NOLAN, 2010; SZABO et al., 2002). Todos esses processos desempenham um papel
no recrutamento de neutréfilos ativados e subsequente dano a hepatocitos e SECs (SZABO et
al., 2002).

A endotoxemia além de ativar a imunidade inata, pode contribuir com a resisténcia a
insulina, sendo esta também um mecanismo importante para o desenvolvimento da lesdo

hepatica. Outro fator que pode levar a alteraces do metabolismo glicémico € o estado
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hipermetabdlico da CUI, desencadeando, dentre outras alteracdes, a hiperglicemia. Esta
condigdo pode favorecer o EO e, assim, contribuir também para o dano hepético
(MOSCHEN; KASER; TILG, 2013).

Dessa forma, torna-se claro o envolvimento do EO e da inflamagdo como mediadores
do dano hepético desencadeado pela CUI.

A tabela 1 descreve as principais citocinas envolvidas na fisiopatogenia da leséo

hepatica, independente de sua etiologia.

Tabela 1: Citocinas envolvidas na patogénese da lesdo hepatica

Citocinas Relagdo com a lesdo hepatica

TNF-a Estimula o recrutamento de neutréfilos e macréfagos; induz macréfagos a

produzirem citocinas; induz apoptose e necrose.

IL-6 Estimula a producdo de mediadores de respostas inflamatorias e a regeneracdo
hepatica.
IL-1 Implicada na proliferacdo de células estreladas hepéaticas, bem como na

ativacdo miofibroblastica dessas células. Regula a expressdo de
metaloproteinases (que destroem componentes da matriz extracelular), bem
como o turnover e a deposi¢do da matriz.

TGF-p Estimula a producéo de proteinas da matriz extracelular e seus receptores

IL-8 Ativa e recruta neutrdfilos para o local do dano; induz resposta do perfil imune
T helper 1 (Th1), levando a produgéo de citocinas pro-inflamatorias.

IL-10 Inibe ativacdo do NF-«xB e o perfil de citocinas pré-inflamatérias, oriundas de
células T helper 1 (Thl), promove a secrecdo de anticorpos, apresenta efeito

protetor na fibrogénese hepatica.

Adaptado de Mannaa e Abdel-Wahhab (2016); Schmidt-Arras e Rose-John (2016)

2.3 Possibilidades terapéuticas da N-acetilcisteina no dano hepatico

A doenca hepética é considerada um problema social nos paises ocidentais e vem
aumentando, rapidamente, devido a elevagdo de diversos fatores de risco. Dada a sua
localizagdo central dentro da circulacdo sistémica, o figado desempenha um papel critico na
manutencdo da homeostase energética (ROLO et al., 2012). Portanto, lesdes no figado devem
ser rapidamente e eficientemente tratadas. O tratamento atual das doencas hepéticas visa

remover os fatores patogénicos, proteger a estrutura e a funcéo hepatica, corrigir os danos e 0s
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mecanismos fisiopatologicos e diretamente melhorar os sintomas clinicos. Pesquisadores vém
buscando farmacos hepatoprotetores de baixo custo e mais eficazes para a prevencgdo e
tratamento do dano hepatico (HAN et al., 2016; LU et al., 2016).

A administracdo de antioxidantes tem sido estudada extensivamente como um método
para combater doengas associadas ao EO e inflamagdo (ATKURI et al., 2007). Dentre essas
substancias destaca-se a NAC (SAMUNI et al., 2013), que apresenta resultados positivos
tanto em modelos animais (CETINKAYA et al., 2005), quanto em ensaios clinicos
(GUIJARRO et al.,, 2008), tendo sido utilizada no tratamento de diversos disturbios
caracterizados por EO, tais como intoxicacdo (SAMUNI et al., 2013), lesdo cardiaca por
isquemia-reperfusdo (BAKER et al., 2009), doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
(SADOWSKA, 2012), bronquite (ATKURI et al., 2007), HIV/AIDS (DROGE et al., 1992),
transtornos psiquiatricos (BERK et al., 2013), diabetes (CHEN et al., 2012), dentre outros.

Qumicamente, a NAC € um derivado da cisteina com um grupo acetil ligado a um
atomo de nitrogénio, que age como precursor da GSH, por meio do fornecimento de cisteina
(ATKURI et al., 2007; SAMUNI et al., 2013). Por ser um tiol (R-SH), pode ser oxidado
por varios radicais e também servir como um nucledfilo (doador de pares de
elétrons) (SAMUNI et al., 2013). A GSH é fonte de tiol no organismo e um importante
antioxidante envolvido em inumeros processos fisioldgicos. Estes incluem a desintoxicagédo
de xenobioticos eletrofilicos, modulacdo da regulacdo redox na transducédo de sinal, regulacéo
da resposta imunologica, metabolismo de prostaglandinas e leucotrienos, defesa antioxidante,
sinalizacdo de neurotransmissores, modulacdo da proliferacdo celular, entre outros (SIES,
1999).

Quanto a capacidade de eliminacdo direta das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONs), a NAC reage com os radicais altamente oxidantes, tais como o HO',
‘NO; e radical carbonato (CO3™) (SAMUNI et al., 2013). Além disso, é capaz de quelar ions
de metais de transicdo, tais como cobre (Cu*?) e Fe* e fons de metais pesados, tais como
cadmio (Cd*"), mercirio (Hg*) e Chumbo (Pb*?) (KASPERCZYK et al., 2014),
principalmente através de sua cadeia lateral tidlica, formando estruturas complexas, as quais
sdo facilmante excretadas do corpo, sendo removidas assim do meio intra e extracelular
(SAMUNI et al., 2013). A atividade anti-inflamatoria da NAC vem sendo estudada também
através do seu efeito inibitério sobre o NF-kB, que ¢ central na regulagdo da expressdo de
genes envolvidos na resposta ao EO e inflamagdo (HADDAD, 2002).

Sabendo que a hiperglicemia e a resisténcia a insulina podem levar ao dano hepatico
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(KAWAGUCHI et al., 2011), mediante envolvimento do EO e inflamacdo, estudos vém
demonstrando um efeito protetor da NAC sobre esses dois parametros, devido ao seu papel
antioxidante e anti-inflamatério (HABER et al., 2003; DINIZ et al., 2006; SOUZA et al.,
2008), além de afetar varias vias de sinalizacdo, tais como a fosfatidilinositol-3-quinase (P13-
quinase)/proteina quinase B (AKT) e AP-1, que resultam no aumento dos efeitos metabolicos
da insulina nas células alvo, bem como na agdo mitogénica da insulina nas células f
pancreaticas (LASRAM et al., 2015).

A superioridade da NAC em relagdo a outros antioxidantes, tais como a vitamina C,
vitamina E e &cido lipoico (DENEKE, 2000; HALLIWELL, 1996), foi descrita devido a sua
eficacia na sintese e reabastecimento de GSH, além de atuar como varredor de radical. A
NAC apresenta diversas acfes farmacologicas chave, o que a coloca como um importante
antioxidante em vaérias patologias associadas ao EO (SUNITHA et al., 2013). Esses
mecanismos, bem como seu metabolismo encontram-se na revisdo sistematica escrita pela
autora e colaboradores (ANDRADE et al., 2015).

A NAC pode ser administrada oralmente, por via i.v., topicamente ou por inalagdo. A
maioria das condutas terapéuticas adota a administracdo da NAC por via oral, por questdes de
conveniéncia, seguranca e menor custo, apesar de existirem situagdes clinicas que demandem
administragdo intravenosa (ATKURI et al., 2007). N&o sdo reconhecidos efeitos clinicos
adversos com a administragdo oral da NAC, em doses de até 8000 mg/dia (ROSA et al.,
2000).

Trabalhos anteriores demonstraram que a NAC fornecida na dieta a longo prazo € bem
tolerada em humanos (SERIAL et al., 2003) e que, segundo Johnston et al. (1983), a DLsy
(dose letal mediana necessaria para matar 50% de uma populacdo em teste) ¢é
aproximadamente 10g/kg, em roedores. No presente estudo, utilizamos uma dose de 150
mg/kg/dia, devido ao trabalho prévio de Moura et al. (2016), que usou uma dose de 100
mg/kg/dia fornecida na dieta de ratos com colite aguda leve induzida com SSD 2% (m/v), e
apresentou atenuacdo do dano oxidativo e melhora da defesa antioxidante. No entanto, ao se
trabalhar com colite grave, a ideia do estudo atual foi aumentar a dose em 50 mg para se
observar uma resposta terapéutica deste antioxidante no dano hepéatico. Além disso, 0s
trabalhos apresentados na revisdo sistematica elaborada por Andrade et al. (2015) que usaram
a dose de 150 mg/kg/dia em roedores, independente da via de administracéo e tempo de uso,
demonstroram melhora em quase 100% dos marcadores da defesa antioxidante e atenuacao
dos marcadores de dano oxidativo e inflamatorios nas doencas hepaticas. Devido a limitacéo

de animais cedidos pelo biotério e em face das recomendages do Comité de Etica da UFAL,
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ndo foi possivel realizar estudos com doses alternativas.

Apesar de a NAC apresentar beneficios em estudos experimentais e ensaios clinicos,
algumas revisdes sistematicas e metanalises, ndo necessariamente voltados para o contexto do
estresse oxidativo e inflamacéo, mas em outras condigdes fisioldgicas ou clinicas, incluindo
desempenho fisico (RHODES; BRAAKHUIS, 2017), colocam em duvida sua aplicacdo
farmacolodgica/terapéutica (AITIO et al., 2006; GIUSTARINI et al., 2012; SUNITHA et al.,
2013). Assim, novas pesquisas com objetivos e desenhos experimentais bem delineados sao
de fundamental importancia, para se identificar as reais acdes terapéuticas da NAC e assim,
assegurar a sua prescrigao.

Diante do exposto, a hipétese do estudo se baseia na administracdo subcrbnica da
NAC, por via oral em camundongos, buscando verificar o controle do estresse oxidativo e da
inflamacéo no figado dos animais com colite ulcerativa aguda grave induzida por sulfato de

sodio dextrana, considerando o caréater recidivante dessa doenca inflamatoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Investigar o efeito hepatico da administracdo de N-acetilcisteina sobre o estresse oxidativo e a

inflamacédo causada pela colite ulcerativa grave, em camundongos.
3.2 Especificos:

- Realizar uma revisdo sistematica sobre os efeitos da administracdo da N-acetilcisteina sobre
0 estresse oxidativo e a inflamacéo nas lesdes hepaticas;

- Verificar a repercussdo da administracdo da N-acetilcisteina sobre a histologia do tecido
hepatico, em camundongos saudaveis e com colite ulcerativa grave;

- Conferir a consequéncia da administracdo da N-acetilcisteina sobre a glicemia em
camundongos saudaveis e com colite ulcerativa grave;

- Determinar a influéncia da administracdo da N-acetilcisteina sobre o dano oxidativo (MDA,
proteinas carboniladas e H,0,) e a defesa antioxidante (SOD, CAT, GSH e GSH/GSSG)
hepéatica em camundongos saudaveis e com colite ulcerativa grave;

- Avaliar o efeito da administracdo da N-acetilcisteina sobre a inflamacdo (TNF-a e
mieloperoxidase) e anti-inflamacao (IL-10) hepatica em camundongos saudaveis e com colite

ulcerativa grave



32

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material e equipamentos
Reagentes

SSD (MW 36,000-40,000 Da) foi adquirido da MP Biomedicals®. LiChrolut®, RP-18
P foi obtido da Merck®, comprimidos do cocktail de inibidor de protease foram adquiridos da
Roche®. O tampdo RIPA (10X) foi obtido da Cell Signaling® e os kits de Citocinas (TNF-a,
IL-6 e IL-10) foram da PeproTech® Brasil, FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP, BR. Todos os
outros produtos quimicos, enzimas, albumina de soro bovino (BSA) e a NAC foram

adquiridos da Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, EUA) e utilizados como recebidos.
Equipamentos

Agitador magnético AP 55, Phoenix; Biofreezer VIP Serie Sanyo; espectrofotdmetro
UV/vis Thermo Scientific; microscopio éptico Olympus BX51 ligado a um sistema de camera
DP70 Digital, Toquio, Japdo; HPLC acoplado a deteccdo UV (Shimatzu, Serial n°. L201550).

4.2 Animais de experimentacao

Camundongos machos Swiss (n=18), com 8 semanas de idade (média de massa
corporal: 31 @), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas
(BIOCEN/UFAL), tiveram seus pesos registrados para acondicionamento, aleatoriamente, em
gaiolas conjuntas de polietileno, durante sete dias para adaptacdo ao Biotério Setorial da
Faculdade de Nutricdo da UFAL (24+1°C; ciclo claro/escuro de 12 h). A fase experimental
foi realizada ap6s a aprovacéo da proposta deste estudo pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da UFAL, sob o0 nimero do processo 45/2016. Durante todas as etapas do
estudo foram seguidos os cuidados propostos pelo Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratdrio (1996) e a quantidade de animais foi baseada no nUmero minimo necessario para

demonstrar, de forma sélida, o efeito do tratamento.
4.3 Desenho experimental

Os camundongos ficaram em gaiolas conjuntas de polietileno, conforme o grupo de
tratamento: Controle (C - 6 animais); Colite (CUI - 6 animais) e, animais com colite tratados

com NAC (NACc - 6 animais). Apos o periodo de adaptacdo ao biotério setorial, o protocolo
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experimental foi dividido em duas etapas: na 1% etapa, os animais do grupo NACc receberam
150 mg/kg de peso corporal/dia de NAC na agua de beber, durante 30 dias (AMROUCHE-
MEKKIOUI; DJERDJOURI, 2012). A 2% etapa constituiu na inducdo da colite ulcerativa
grave nos animais do grupo CUI e NACc, usando sulfato de sddio dextrana (SSD), na
concentracdo de 5% (m/v) (FAROMBI et al., 2016), na agua de beber dos animais do 31° ao
37° dia do experimento, e os camundongos do grupo NACc continuaram recebendo a NAC,

totalizando 37 dias de periodo experimental (Figura 2).

e Grupo controle (C) (n=6): Veiculo (via oral — 4gua de beber). Sem tratamento com
NAC e sem inducdo de colite ulcerativa grave;

e Grupo colite (CUI) (n=6): Veiculo (via oral — a4gua de beber). Sem tratamento com
NAC e inducdo de colite ulcerativa grave, usando SSD na concentracdo de 5% (m/v),
via oral — 4gua de beber;

e Grupo colite recebendo NACc (n=6): Tratamento com NAC (150 mg/kg de peso
corporal/dia, via oral — &gua de beber) e inducdo de colite ulcerativa grave, usando
sulfato de sddio dextrana (SSD) na concentracdo de 5% (m/v), na &gua de beber.

A possibilidade de fornecer a NAC juntamente com o SSD na agua de beber dos
animais foi baseada no trabalho de Amrouche-Mekkioui e Djerdjouri (2012), que induziram a
colite grave com 5% de SSD (m/v), em camundongos, durante 5 dias por trés ciclos, com
periodo de remissdo (agua sem SSD) de 10 dias entre cada ciclo, e objetivaram avaliar o
efeito protetor da NAC (150 mg/kg/dia) sobre os marcadores oxidativos nesses animais,
sendo fornecida por 45 dias. Segundo esses autores, a interacdo entre essas duas substancias,
bem como a administracdo conjunta, ndo interferiram nos resultados do estudo, a partir de

testes preliminares.

Figura 2: Desenho experimental

SSD - 5% (m/v)
NAC- 150 mg/kg/dia | 7
/
0 3031 37 (dias)
| 11 |
Grupo C (n=6)
—> SSD <«
NAC —> SSD + NAC<—

Fonte: ANDRADE, K. Q.
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As solugbes de NAC e/ou SSD foram preparadas imediatamente antes da
administracdo. Os animais receberam a dieta Comercial RHOSTER® Industria e Comércio
Ltda (Séo Paulo, Brasil) (Quadro 1) e tiveram livre acesso a ela e a agua durante todo o
experimento. A agua contendo SSD e/ou NAC foi mudada diariamente. A ingestdo e a

pesagem dos animais foram avaliadas semanalmente.

Quadro 1: Composicéo da dieta comercial RHOSTER®

COMPOSICAO

Total de energia (kcal/kg) 0,003 kcal/kg
Proteina (%) 25,14 kcal%
Carboidratos (%0) 61,93 kcal%
Lipidios (%) 12,93 kcal%
Umidade (méax) 10,29%
Proteina Bruta (min) 21,25%
Extrato Etéreo (min) 6,57%
Matéria Mineral (min) 8,35%
Calcio (méax) 1,23%
Fosforo (min) 1,01%
Saédio 29
Lisina 0,82 ¢
Metionina 039
Cistina 0,29 g

Fonte: RHOSTER®

4.4 Estimativa da ingestdo alimentar

Para o célculo da ingestdo alimentar estimada, o consumo foi medido uma vez por
semana, durante todo o periodo experimental.
O consumo alimentar semanal foi calculado pela diferenca de peso entre a dieta

ofertada e a sobra desta dieta.

Consumo alimentar (g) = dieta ofertada (g) — sobra da dieta ofertada (g)

4.5 Determinacao do ganho de massa corporal

A massa corporal dos animais foi registrada semanalmente até o 372 dia do periodo

experimental. Para o calculo do ganho de massa corporal semanal foi utilizada a formula:
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massa semana atual — massa semana anterior, em gramas.

4.6 Determinacéo da glicemia de jejum

Apols o periodo de jejum de 12 horas, foi obtido o sangue da veia da cauda do
camundongo e a glicose foi mensurada, utilizando-se um glicosimetro portatil G-TECH®
Free, de acordo com as especifica¢des do fabricante. Essa dosagem foi realizada no 1° dia da
fase de tratamento com a NAC, no 1° dia da fase de inducdo a colite e no 37° dia do periodo

experimental, antes da eutanasia dos animais.
4.7 Eutanasia, coleta de 6rgéos e andlises bioquimicas

Ao final do periodo experimental, no 37° dia, apds jejum noturno de 12 horas, os
animais foram pesados e anestesiados (tiopental, 40 mg/kg a 2,5% e diazepan, 5 mg/kg, via
intraperitoneal no quadrante inferior direito do camundongo) e submetidos a coleta de sangue
por puncéo cardiaca (Figura 3 A). Apds a realizagdo da perfusdo ventricular com solugdo de
heparina a 2% (Figura 3 B), houve a retirada do figado, bago e intestino grosso (Figura 3 C) e,
em seguida, os orgaos foram imersos em solucdo salina 0,9% para retirada de residuos (Figura
3 D) e, posteriormente, foram pesados para registro de peso absoluto e relativo (peso absoluto
do érgdo/peso final do animal). O peso do baco é utilizado como marcador de inflamacéo,
sendo retirado do animal para tal objetivo. Os 6rgdos foram colocados em vidros de reldgio
(Figura 3 E) previamente tarados e pesados em balanca analitica (Shimadzu, Brazil).
Posteriormente, o figado foi subdividido e cada nova fracdo foi pesada. Essas fracbes foram
acondicionadas, separadamente, em eppendorfs (Figura 3 F) e armazenados em biofreezer a —
80 °C. Cada 0rgdo, exceto 0 bago, teve um fragmento imerso em solucdo de Bouin, para
fixacdo e andlise histologica posterior (Figura 3 G).
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Figura 3: Eutandsia dos animais no trigésimo sétimo dia (37°) do experimento, em que foram
anestesiados com tiopental, 40 mg/kg a 2,5% (via i.p.) e diazepam, 5 mg/kg (i.p.), para
realizacdo da puncdo cardiaca (A), seguida de perfusdo ventricular (B), retirada dos 6rgéos
(C), imersdo em solucdo salina 0,9% (D), postos em vidros de relégio para pesagem (E), e

posterior acondicionamento em eppendorfs (F), com um fragmento separado para imersédo em

solucéo de Bouin (G).

Fonte: ANDRADE, K. Q.

A morfologia microscopica do intestino foi realizada com o objetivo de avaliar lesdo
por SSD. A regido do figado (Figura 4 A) utilizada para a histologia é a comumente afetada
pela CUI , enquanto, para a avalia¢do histoldgica do intestino grosso, foi retirada a regido do

reto, sendo a mais comprometida e onde geralmente se inicia o dano (Figura 4 B).



37

Figura 4: Fragmento do figado (A) e intestino grosso (B) (seta preta) utilizado para analise
histoldgica.

Fonte: ANDRADE, K. Q.

As carcacas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas em
bombonas para recolhimento durante a coleta de lixo de material bioldgico e quimico na
UFAL. Os residuos perfuro-cortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados até
o0 hospital universitario (HUPAA).

Homogeneizados do figado foram preparados com tampdo RIPA (do inglés
Radioimmunoprecipitation assay buffer) (pH 7,4) (em um volume de nove vezes a massa do
tecido) e cocktail de inibidor de protease (um comprimido para 50 mL de tampdo RIPA),
visando preservar o tecido da acdo de proteases, solubilizar proteinas e manter um ambiente
ibnico favoravel a manutencdo das estruturas celulares, e, em seguida, centrifugados a 12.000
rpm, durante 20 min, a 4 °C (Figura 5). As aliquotas (sobrenadantes) foram armazenados a -

80 °C, para posteriores analises bioquimicas.
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Figura 5: Fluxograma experimental do tratamento dado ao tecido hepético para obtengdo do

homogeneizado

CT:) 1*) Adicionado
:g ) A Tampiio RIPA (pH: 7,4)
‘ 2%) Maceragdo + Inibidor de protease

Solugado de
tecido hepatico

3% Centrifugacio

Homogeneizados

do figado

Fonte: ANDRADE, K. Q.
4.7.1 Anédlise histologica dos 6rgdos

Depois de fixados, os fragmentos dos érgdos foram submetidos ao processamento:
inclusdo em parafina, e posteriormente foram feitos cortes de Spum e coloragdo pelo método
hematoxilina-eosina (HE), para proporcionar uma visdo geral de todo o tecido, de modo a
permitir a identificagdo dos elementos teciduais e avaliar as alteragfes das microestruturas dos
orgdos. Os cortes foram fotografados em microscopio optico ligado a um sistema de camera
DP70 Digital e avaliados pela professora de Histologia da UFAL (Profa. Salete
Smaniotto/ICBS).

4.7.2 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Para a preparacdo do homogeneizado, foi feita uma dilui¢do de 1:20 do figado com
tampdo fosfato (PBS) (50mM, pH 7,4). Em seguida, o preparado foi agitado em vértex para
homogeneizar. Posteriormente, foram pipetados, em duplicata, 20 uL da amostra/ponto da
curva (BSA) nos pocos da placa (Visivel), e foram adicionados 200 uL de reagente de
Bradford, aguardando 5 min (protegido da luz). Apds, foi feita a leitura a 595 nm
(BRADFORD, 1976).



39

4.7.3 Determinagéo dos marcadores de dano oxidativo
- Determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram medidos por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) de fase reversa de par ibnico, acoplada a deteccdo por UV a 270 nm, com um
protocolo adaptado de Vickie et al. (1990). Os parametros para o sistema de HPLC usados
foram as seguintes: coluna C18 ultraesfera 150 mm x 4,6 mm e coluna de protegéo 45 mm x
4,6 mm, fase movel composta por acetonitrila HPLC/UV e tampdo Trizma (pH 7,4) (1:9).
Resumidamente, cerca de 50 mg de tecido hepéatico foram homogeneizados com 400 pL de
tampé&o Trizma-Base (pH 7,4), 40 uL de solugdo antioxidante de butil-hidroxitolueno (BHT) e
440 pL de acetonitrila. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 4.000 rpm, por 10
min, a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado através de unidade filtrante com membrana durapore
de 0,22 um de poro, e homogeneizado com auxilio de vortex. O volume de 20 pL do filtrado
foi injetado no HPLC e a leitura realizada a 270 nm. O tempo de retencdo € em torno de
2°48>. O MDA foi calculado a partir da curva padrdo gerada, utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) (precursor de MDA\) e expresso em nM MDA.mg de tecido™ e
corrigidos para o peso em miligrama (mg) do tecido avaliado, obedecendo o fator de correcéo,

de acordo com a equagéo:

MDA encontrado x 1000

MDA tecidual real =
tecidual rea Peso do tecido (mg)

- Determinacéo dos niveis de proteinas carboniladas

A oxidacdo da proteina por EROs leva a formacdo de derivados carbonilicos. Estes
podem ser mensurados, baseando-se na reacdo com 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH) (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA). O DNPH reage com grupos carbonilicos, em meio acido (ex: acido
tricloroacético — TCA), gerando a hidrazona correspondente (Esquema 2), a qual pode ser

analisada espectrofotometricamente a 370 nm (LEVINE et al., 1994).
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Esquema 2: Reacdo entre a proteina carbonilada e a 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH)

NHNH, NHNCR,
0 NO, NO,
JJ\ + TCA + H20
R” "R >
R=HouC NO, NO,
TCA

Proteina carbonilada + 2,4-dinitrofenilidrazina =——————> 2 4-dinitrofenilidrazona + agua

O homogeneizado hepatico foi preparado para se ter 1 mg de proteina presente na
solucdo, tanto no eppendorf com 100 uL de DNPH 10 mM (2,4-dinitrofenilhidrazina) como
no eppendorf com o 100 pL de HCI 2 M (considerado o branco). Em seguida, foram
adicionados a solucgdo, 100 pL de TCA 20%, para precipitacdo das proteinas, de modo que, ao
final do preparo, a solugdo contivesse 10% de TCA presente no meio. Em seguida, as
misturas foram agitadas em voértex e mantidas em banho de gelo, por 5 min, para entdo
centrifugar, por 5 min, a 3.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado,
ressuspenso com 100 pL de NaOH a 0,2 M, em vortex. Ap6s, as misturas foram incubadas
por 1 h, agitando-se em vortex a cada 15 min. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de
TCA 20%, seguido de centrifugacdo por 10 min a 12.000 rpm. Os péletes formados foram
lavados 3 vezes, com 500 pL de etanol/acetato de etila (1:1), centrifugando-se a 12.000 rpm,
por 10 min, para entdo se descartar o sobrenadante. Os péletes foram ressuspensos com 1mL
de ureia 8 M, em pH 2,3, centrifugando-se por 10 minutos a 12.000 rpm, para remocao de
qualquer material insolGvel. Por fim, 200 puL do sobrenadante foram plaqueados; todas as
amostras foram feitas em duplicata, com leitura em comprimento de onda de 370 nm. O
contetdo de proteina carbonilada foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar de 22
mM™ cm™ e expresso por nmol de carbonila por mg de proteina.

Célculo para a concentracdo de carbonilas proteicas:

(ABS) x 0,2 x5x 1000
22x0,67xm

ABS = (Absorvancia Tubo DNPH - Absorvancia Tubo Branco);
Coeficiente de extincdo (DNPH) = 22 mM™*cm™;

nmol de carbonil/mg de PTn =

0,67 = distancia do caminho optico da placa (cm);

0,2 = volume (mL) usado na leitura da placa;

1000 = conversdo em nmol de carbonila;

5 = razdo do volume de proteina em ureia (1000 pL) e o usado para ler na cubeta (200 uL), ou
seja, 1000/200 =5
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mg = miligrama de proteina usada no poco da placa de leitura

- Determinacéo dos niveis de perdxido de hidrogénio (H,0,)

A concentracdo de H,O, do homogeneizado hepatico foi medida pelo método
colorimétrico de vermelho de fenol, descrito por Pick e Keisari (1980), com modificacdes.
Este método se baseia na oxidacdo do vermelho de fenol pelo H,O, mediada pela peroxidase
de rabanete (Esquema 3). Resumidamente, 150 uL. do homogeneizado hepatico foi adicionado
no microtubo contendo 340,9 uL de tampdo de analise (tampao fosfato, NaCl (140 mM) e
dextrose (5,5 mM) (pH 7,0). Em seguida, foram adicionados 5 pL de vermelho de fenol
(0,028 M) e 4,25 uL de peroxidase de rabanete (PR) (1 KU/mL). Os microtubos com a
mistura foram incubados a 37°C, por 30 min. Transferiram-se, entdo, 200 pL para uma
microplaca de leitura contendo 25 uL de hidréxido de sddio (1M). A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 610 nm (PICK; KEISARI, 1980). A
concentracdo de H,O, foi expressa em nmol.mg de proteina™, de acordo com a curva de

calibracdo previamente estabelecida.

Esquema 3: Reacdo entre o peroxido de hidrogénio e o vermelho de fenol

HO OH

+ H,0, PR VERMELHO DE FENOLoy + H,0

OX= OXIDADO

4.7.4 Determinacdo dos marcadores de defesa antioxidante

- Determinacédo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida segundo Paton et al. (2009), como descrito
previamente por Aebi (1984). A taxa de reducdo na absorvancia, a 240 nm, foi utilizada como
indice de decomposicdo do H,O, pela CAT. Uma unidade de CAT foi considerada como a
quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol/min de H,O,, a 37 °C. Foram
adicionados 7,5 pL de homogeneizado hepatico (diluido inicialmente, 1:30, com tampédo PBS
20 mM, pH 7,0), e 187,5 pL de tampédo PBS (pH 7,0) em cada poco. Posteriormente, foi
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realizada a leitura no espectrofotobmetro a cada 15 s, durante 5 min, a um comprimento de
onda de 240 nm, sendo o resultado considerado o branco. Em seguida, 5 pL de H,0, (1 mol
L) foram adicionados aos pocos da placa, com a leitura realizada a cada 15 s, durante 5 min.

Todas as amostras foram plaqueadas em duplicata e os resultados foram expressos em U/mg.

Calculo para a concentracdo de catalase:

2,361 x 0,67 x (ABSi — ABSf)
(ABSi) x mg de PTn

Catalase U/mg de PTn =

ABS i = Absorvancia inicial;

ABS f = Absorvancia final;
0,67 = fator de correcdo do método da cubeta em relacdo a placa, caminho Optico;

mg proteina = quantidade de proteina (em mg) pipetada no poco.
- Determinacéo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

O homogeneizado hepatico foi diluido inicialmente (1:80) com tampdo PBS 50 mM,
pH 7,4. A atividade da SOD foi avaliada usando um kit disponivel comercialmente (“19160,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), baseando-se na inibi¢cdo em 50% da redugdo do WST-1
formazan (Esquema 4), sendo esta monitorada em 440 nm, conforme recomendacdes do

fabricante. A atividade da SOD foi expressa como taxa de inibicdo (%).mg proteina™.
Esquema 4: Reacdo entre o anion radical superéxido e 0 WST-1

Na
SO,

.
_ Na ! !
. 3
"Na N_y Na Ny
20, *+ 0.8 7 —— > 05 7/ H + 20,
- =N
i “NO,

N
WST-1 WST-1FORMAZAN

- Determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG)

O contetido de GSH total e GSSG foi avaliado a partir da técnica descrita por Tipple &
Rogers (2012), com algumas modificacdes. Inicialmente, a proteina total foi precipitada, apds
centrifugacdo de 40 uL do homogeneizado hepatico com 80 uL de &cido metafosférico 5%

(m/v) e 80 uL tampdo de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5 mM, pH 7,4) na proporcao de 1:2,5
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(80:80:40) (1.400 rpm por 10 min a 4 °C). Na sequéncia, a GSH total e a GSSG foram
medidas. Para obter GSH total, o sobrenadante do homogeneizado sem proteinas foi diluido
(1:5) em tampdo de ensaio. Em seguida, 30 uL foram transferidos para a microplaca de
leitura. A reacdo foi entdo iniciada, adicionando-se 50 ulL da mistura de reacdo 1 (5,5'-
ditiobis-(4cido 2-nitrobenzoico) — DTNB — 10 mM e GR — 4,2 U.mL™) e 50 pL da mistura de
reacdo 2 (NADPH 1% m/v).

Para medida da GSSG, 50 uL do homogeneizado hepatico desproteinizado foi diluido
em 445 uL tampao de ensaio (1:10), contendo 5 uL de N-etilmaleimida (NEM) e centrifugado
a 12.000 rpm por 20 min (4 °C). Essa solugéo foi entdo incubada em gelo por 50 min, para
completa complexacdo da NEM com a GSH. Para excluir esse complexo (NEM-GSH),
evitando assim a inativacdo da GR a ser adicionada na reacdo, utilizou-se uma coluna de
filtracdo LiChrolut®, RP-18 E. Em seguida, 200 pL desse eluente foram transferidos para
microplaca de leitura, sendo entdo adicionados 50 pL da mistura de reagdo 1 e 50 uL da
mistura de reacéo 2.

Em ambas as andlises, a absorvancia foi medida em espectrofotdmetro, comprimento
de onda de 412 nm, em uma cinética de 3 min, com leituras a cada 30 seg. As concentracfes
foram entdo obtidas apds comparacgdo dos resultados obtidos com curva de calibracdo padrao
com concentracdes conhecidas de GSSG (1nM a 10 nM). Para determinacdo da GSH,
utilizou-se o seguinte calculo (TIPPLE;ROGERS, 2012): GSH = GSH total — (2x GSSG). Os

resultados foram expressos em pmol.mg proteina™.

Esquema 5: Reacdo de oxidagdo da GSH e da reducéo da GSSG

NO NO
o 2 2
S. OH OH
2GSH + HO s ———> 2HS + GSSG
o 0
O,N

DTNB TNDB

2GSH + DTNB —> GSSG + 2TNB (Reacéo de oxidacdo da GSH e redugéo do DTNB)
GR

GSSG + NADPH + H* ——>2GSH + NADP" (Reac4o de reducéo enzimatica do GSSG)

4.7.5 Determinacéo dos marcadores de inflamacgéo

- Determinacéo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO, um marcador de invasdo de leucdcitos para o tecido, foi medida
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de acordo com Bradley et al. (1982), com modifica¢cdes. Resumidamente, 25 mg do tecido
hepéatico foi homogeneizado utilizando tampdo de ensaio, pH 6,0 (tampdo de fosfato de
potassio - 50 mM, 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e EDTA - 5 mM) e
centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min, a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e
centrifugado novamente a 12.000 rpm, por 15 min (4 °C). Posteriormente, 50 uL do
sobrenadante foram transferidos em duplicada para uma microplaca e 50 uL de solucdo de
orto-dianisidina foram adicionados (0,68 mg/mL). A microplaca foi incubada a 37 °C durante
15 min e logo em seguida, foram adicionados 50 uL de solu¢do de H,0O, (0,3%). Uma nova
incubacéo foi realizada (37 °C/10 min) e a leitura foi feita a 460 nm. Uma unidade de MPO
foi definida como a quantidade de H,O, (em umol) decomposta por minuto. O esquema 6
descreve a decomposicao do perdxido de hidrogénio através da reacdo com a orto-dianisidina.
Os resultados foram expressos em U.mg de proteina’ (BRADLEY; CHRISTENSEN:;
ROTHSTEIN, 1982).

Esquema 6: Reacdo entre o perdxido de hidrogénio e a orto-dianisidina

H,CO H,CO H,CO
2H,0, + H;NNHZ — HZNNNNH2 + 4HO
OCH, OCH, OCH,
orto-dianisidina dianisidina oxidada

- Determinagéo dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 10
(IL-10)

O homogeneizado hepético foi diluido inicialmente (1:10) com tampédo PBS 50 mM,
pH 7,4. Os niveis das citocinas foram dosados por ELISA, com kit da PeproTech®
(PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP, BR.), conforme as instru¢des do fabricante.
As citocinas foram quantificadas através da leitura da absorvancia a 450 nm, em leitor de

placa de ELISA e os resultados foram expressos em pg.mg™ de proteina.
4.8 Andlise estatistica

Para todas as varidveis consideradas, a normalidade foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Variaveis paramétricas foram avaliadas usando a andlise unidirecional
emparelhado de varidancia (ANOVA), seguida pelo teste t ou o teste de Tukey/teste de

Bonferroni para as comparagfes entre dois grupos. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado
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para avaliar as varidveis ndo-paramétricas e andlise post hoc correspondente. Os resultados
foram apresentados como média + erro padrdao (SEM) para aqueles com distribuicdo normal e
os valores como mediana e intervalo interquartil para os ndo-paramétricos. Valor p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Foi utilizado GraphPad®Prism versdo 5.0 para

Windows (San Diego, CA, EUA) foi utilizado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O figado desempenha um papel importante no metabolismo corporal, atuando na
detoxificacdo e excrecdo de varios compostos de origem enddgena e exdgena. Muitos agentes
patogénicos podem causar lesdes agudas e cronicas, visto que o figado € o principal 6rgéo
atingido por tais agentes e seus metabolitos, levando a inflamacéo, fibrose, apoptose, necrose,
carcinogénese e outras mudangas morfoldgicas e funcionais. Mesmo diante de diferentes
etiologias, a lesdo hepatica estd associada frequentemente ao EO. Nas ultimas décadas, a
aplicacdo farmacéutica de compostos com atividade antioxidante e anti-inflamatéria tem
atraido o interesse de muitos pesquisadores no tratamento do dano hepético, incluindo a
utilizacdo da NAC (CAl et al., 2015; LU et al., 2016). Neste trabalho, utilizamos o modelo de
colite ulcerativa grave aguda induzida por SSD para averiguar o efeito hepatico da
administracdo de NAC, no contexto da inflamacdo e estresse oxidativo. Foi observada, no
presente estudo, semelhanca estatistica na ingestdo de agua entre os animais do grupo CUI e
NACc (Figura 6 D), ndo interferindo, assim, na compreensdo dos resultados das analises de

marcadores de EO e inflamacéo.

5.1 Estimativa da ingestdo de agua e efeito da NAC sobre a massa corporal, ingestao

alimentar e glicemia

No presente estudo, a indugdo a colite ulcerativa ndo alterou a massa corporal dos
animais (p>0,05), bem como o tratamento com a NAC (p>0,05) (Figura 6 A), mesmo com 0
aumento significativo da ingestdo alimentar dos camundongos do grupo CUI em relacdo ao

grupo C, apo6s os 7 dias de inducdo a colite (p<0,05) (Figura 6 B).
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Figura 6: Avaliacdo da ingestdo de agua, ganho ponderal, ingestdo alimentar e glicemia,

segundo o grupo experimental: Controle (C), Colite (CUI) (colite grave induzida por sulfato de

sodio dextrana — SSD), Animais com colite tratados com NAC (NACc)
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Legenda: Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05;
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** = p <0,01; *** = p <0,001. Pos-
teste de Boniferroni foi aplicado nos dados. FO = Antes do tratamento com NAC; F1 = Apds 30 dias

de tratamento com NAC (30 dias); F2 = Ap6s o periodo de inducéo a colite ulcerativa grave (7 dias) e

fase de tratamento com NAC para o grupo NACc.

Esses resultados sugerem que 0s animais apresentaram esse comportamento alimentar

como uma forma de compensar a diarreia sanguinolenta (dados ndo mostrados) e a lesdo na

mucosa intestinal (dados histologicos, Figura 9 D), bem como na regido anal (dados nédo

mostrados), permitindo, assim, a manutencdo da massa corporal (sem diferenca estatistica

entre 0s grupos), mesmo diante de sinais ndo favoraveis a manutencédo do estado nutricional.
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A DIl afeta o trato gastrointestinal e desencadeia sintomas, tais como febre, dor,
nausea e diarreia, que resulta na perda do apetite, reducéo da absorcao e ingestao de nutrientes
e alteracdo do metabolismo nutricional, causando, consequentemente, comprometimento do
estado nutricional (MIJAC et al., 2010). Durante a fase aguda da colite (5 — 7 dias de
inducdo), no modelo experimental de Okayasu et al. (1990), os camundongos desenvolveram
inflamacdo da mucosa do célon, perda de massa corporal e diarreia sanguinolenta.

Parmar et al. (2014) ao usarem a mesma concentracao (5% m/v) e tempo de uso do
SSD (7 dias) em camundongos, ndo observaram perda da massa corporal dos animais e nem a
alteracéo da ingestdo alimentar, mas foi visto perda da consisténcia das fezes e sangramento
retal. Por outro lado, nos estudos de Kwon et al. (2005) (SSD 5% m/v, 7 dias, em
camundongos) e Araki et al. (2012) (SSD 5% m/v, 8 dias, em camundongos), foi observada
uma reducdo da massa corporal, condizente com os sinais caracteristicos da colite ulcerativa.

Em camundongos com colite moderada aguda induzida com SSD (3% m/v, via oral),
no mesmo periodo de indugdo (7 dias), avaliados por Trivedi e Jena et al. (2013), foi
observada uma diminuic¢éo significativa da massa corporal, quando comparados com 0 grupo
controle saudavel. Resultado semelhante foi visto nos trabalhos de Dong et al. (2013) e
Masubuchi e Horie (2004), usando a mesma concentracdo de SSD e tempo de uso, em
camundongos e ratos, respectivamente, embora, no estudo de Dong et al.(2013), a ingestao
alimentar dos animais ndo tenha sido alterada.

Ja, em Moura et al. (2016), ao induzir a colite aguda leve em ratos, com SSD (2%
m/v), durante 5 dias, ndo foi observada alteracdo da massa corporal e nem da ingestdo
alimentar ou glicemia, inclusive nos animais do grupo que recebeu a NAC (100 mg/kg/dia).
Ao contrario, no trabalho de Melgar et al. (2005), ao induzir a colite moderada aguda em
camundongos no mesmo periodo, mas com 3% de SSD (m/v), verificou-se a atenuacdo da
massa corporal.

Diante disso, observam-se divergéncias nos resultados destes estudos no que diz
respeito a influéncia da colite sobre a massa corporal e a ingestdo alimentar, independente do
tempo de uso do SSD, bem como da concentracdo fornecida aos animais, demonstrando
assim, que a interferéncia da colite sobre o estado nutricional é individual, e depende, dentre
outros fatores, da genética e do sistema imunologico dos animais.

Ja em relacdo a influéncia da NAC sobre aqueles mesmos parametros, foi conferido
no trabalho de Lasram et al. (2015), porém ndo em modelo de colite e sim em ratos tratados
com o pesticida malation, que com uma dose de 2 g de NAC/L administrada por via oral na

agua de beber durante 28 dias, os animais tiveram baixa ingesta alimentar, quando



49

comparados com o controle saudavel, e perda da massa corporal em relagdo aos grupos
controle saudavel e tratado com malation. Semelhantemente ao estudo anterior, realizado em
ratos diabéticos, a NAC (300 mg/kg/dia, via oral, gavagem) administrada por 20 semanas,
diminuiu a massa corporal dos animais comparados com o controle saudavel, mas se
assemelhou ao controle diabético (LEE et al., 2016).

No que diz respeito a influéncia da colite grave e da NAC sobre a glicemia, foi
observado, no presente estudo, que a colite grave elevou a glicemia dos animais do grupo CUI
(p<0,001) e o tratamento com a NAC nao teve efeito hipoglicemiante (Figura 6 C). Nossos
resultados assemelham-se aos reportados por Gongalves et al. (2012), que avaliou a NAC (50
ou 200 mg/kg), durante 45 dias, em ratos com diabetes induzida com aloxano, néo tendo sido
observada atividade hipoglicemiante. O mesmo foi encontrado por Wang et al. (2016) em
camundongos com diabetes induzida por estreptozotocina, em que a administracdo da NAC
(326 mg/L na &gua de beber) por 3 semanas, ndo diminuiu a glicemia aumentada pela
estreptozotocina. Esses dados demonstram que independente do periodo e duracdo da
administracdo da NAC, os resultados dos estudos ndo atestam sua eficacia hipoglicemiante,
divergindo com outros dados da literatura sobre o efeito protetor da NAC na resisténcia a

insulina e hiperglicemia.
5.2 Efeito da NAC sobre 0s pesos absoluto e relativo do figado e bago

A colite e o tratamento com a NAC néo alteraram os pesos absoluto (Figura 7 A) e
relativo (Figura 7 B) do figado (p>0,05), no entanto foi observado aumento do peso do bacgo
(Figura 7 C e D) nos camundongos do grupo NACc (p<0,01) quando comparado com o0 grupo
C, sugerindo um aumento da inflamacdo do 6rgdo. Em estudos de Masubuchi e Horie (2004),
ao induzirem a colite moderada com SSD (3% m/v) em camundongos, durante 7 dias, ndo foi
observada alteracdo do peso absoluto do figado, se assemelhando com os dados de Moura et
al. (2016), que estudaram ratos com colite aguda leve induzida com SSD (2% m/v), durante 5
dias, onde também ndo foi observada alteracdo do peso relativo do figado; a ingestdo da NAC
(100 mg/kg/dia, via oral, dieta), também verificada pela autora, ndo interferiu nesses

parametros.
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Figura 7: Pesos absoluto e relativo do baco e figado, segundo o grupo experimental: Controle
(C), Colite (CUI) (colite grave induzida por sulfato de sodio dextrana — SSD), Animais com colite
tratados com NAC (NACc)
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Legenda: Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05;  ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste
de Dunn foi aplicado para o dado do peso absoluto do figado; e para os demais dados foi aplicado o

Teste de Tukey.
5.3 Observacoes histoldgicas no figado e c6lon

Foi observado no figado dos animais do grupo C, uma microarquitetura epitelial
normal com aparéncia comum da veia central, hepatdcitos e sinusoides hepaticos. Verificou-
se que os corddes de hepatdcitos cuboides, com nucleos arredondados, estavam separados um
dos outros por sinusoides, ou seja, no seu aspecto habitual. Por outro lado, nos animais do
grupo CUI foi observada desestruturacdo dos corddes hepaticos (Figura 8 D, seta preta), com
perda da arquitetura anastomosada das placas de hepatdcitos, demonstrando uma discreta
massa celular (Figura 8 E, seta verde) com coloracdo nuclear palida e fraca (Figura 8 F,
circulo), além de espacamentos proeminentes entre os corddes hepaticos que delimitam os
espagos sinusoides (Figura 8 F, seta vermelha). No entanto, o tratamento com a NAC
melhorou tal lesdo, demonstrando aspectos morfoldgicos semelhantes ao grupo CUI (Figura 8
G,Hel).

No trabalho de Trivedi et al. (2013), os camundongos com colite moderada aguda
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induzida com SSD (3% m/v), apresentaram, apos 7 dias de inducdo, aumento significativo de
infiltracdo de gordura nos hepatdcitos em relacdo aos animais saudaveis, no entanto nao foi
observado outra alteracdo histoldgica. Este outro fato so foi visto no grupo induzido a colite
moderada cronica (3% SSD m/v), durante 7 dias por trés ciclos, com periodo de remissao
(sem SSD) de 14 dias entre cada ciclo, apresentando aumento de infiltracdo de células
inflamatorias, além da gordura nos hepatocitos. Em estudo de Farombi et al. (2016), ao
induzir a colite aguda grave (SSD 5% m/v), durante 5 dias, em ratos, observou-se extensa
infiltracdo de ceélulas inflamatdrias e presenca de vacuolos citoplasmaticos de pequeno

tamanho nos hepatdcitos.
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Figura 8: Aspectos morfoldgicos do figado de camundongos

Legenda: Fotomicrografias representativas de sec¢des do figado de camundongos advindos dos
animais do grupo controle (A, B, C); do grupo colite (D, E, F) e do grupo com colite tratados com
NAC (G, H, ). As fotomicrografias A, D e G apresentam aumento de 10x, as fotomicrografias B, E e
H apresentam aumento de 20x e as fotomicrografias C, F e | apresentam aumento de 40x. Coloragédo
hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: ANDRADE, K. Q.

No intestino grosso, com o objetivo de averiguar lesdo no segmento do célon causado
pelo SSD, foi verificado que os camundongos do grupo C apresentaram estrutura intestinal
normal, isto €, apresentaram as camadas: mucos, submucosa, muscular e serosa (Figura 9 A).
Foi observado um epitélio glandular criptal adequado, de formato simples cilindrico (Figura 9
B, retangulo) e presenca de células caliciformes (Figura 9 C, seta vermelha). Ainda, observou-
se as criptas de Lieberkuhn orientadas perpendicularmente em relacdo ao longo do eixo do
célon. J4, nos animais do grupo CUI, observou-se extensa destruicdo tecidual da camada
mucosa, comprometendo a morfologia da cripta, a organizacao epitelial, onde foi observado
perda das células caliciformes (Figura 9 E, retangulo), presenca de Ulceras (Figura 9 F, seta
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verde), bem como presenca grave de infiltrado inflamatdrio na mucosa e submucosa (Figura 9

F, seta preta).

Figura 9: Aspectos morfoldgicos do célon de camundongos

Legenda: Fotomicrografias representativas de se¢des do célon de camundongos dos animais do grupo
controle (A, B, C) e do grupo colite (D, E, F). As fotomicrografias A e D apresentam aumento de 10x,
as fotomicrografias B e E apresentam aumento de 20x e as fotomicrografias C e F apresentam
aumento de 40x. Coloracdo hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: ANDRADE, K. Q.

5.4 Efeito da NAC sobre os marcadores do estresse oxidativo no tecido hepatico

A lesdo na membrana por peroxidacdo lipidica também é uma das consequéncias do
EO (KOEK et al., 2011). Nessa avaliacdo, foi demonstrado que os niveis de MDA nos grupos
CUI diferiram significativamente do grupo C (p<0,001) (Figura 10 A), apresentando aumento,
sendo, entdo, o indicador mais sensivel do EO hepatico nesse modelo. A NAC néo foi
eficiente em reduzir a peroxidacéo lipidica (p>0,05 em relagdo ao CUI) (Figura 10 A).
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Além dos agravos do dano oxidativo lipidico, sabe-se que a deteccdo de grupos
carbonila é amplamente utilizada como um indicador de oxidagdo proteica severa, tanto in
vitro como in vivo (DALLE-DONNE et al., 2006; URSO; CLARKSON, 2003). No presente
estudo, foi observado que a colite ndo elevou significativamente a lesdo sobre as proteinas no
figado (p>0,05, CUI vs C), bem como a NAC n&o teve efeito sobre esse marcador (p>0,05,
NACc vs CUI e C) (Figura 10 B). A modificacdo oxidativa dos aminoacidos geralmente afeta
a atividade funcional da propria proteina, devido a modificacdo estrutural de aminoacidos.
Com isso, pode ativar o sistema imune, induzindo a formacdo de anticorpos e doencas
autoimunes, e ainda causar dano nos receptores, enzimas e na transducgéo de sinais (COLAK,
2008; POSSAMAII et al., 2005).

Sobre 0 H,0,, um produto secundario do O,” oriundo das NADPH oxidases e
subproduto da respiracdo mitocondrial e de outros processos metabélicos (WINTERBOURN;
HAMPTON, 2008), a colite aguda grave nédo alterou seus niveis (p>0,05, CUI vs C), e 0
tratamento com a NAC ndo apresentou efeito (p>0,05, NACc vs C e CUI) (Figura 10 C).

Figura 10: Efeito da CUI e da NAC sobre os marcadores de dano oxidativo hepatico (A, B,

C), segundo o grupo experimental: Controle (C), Colite (CUI) (colite grave induzida por sulfato de
sodio dextrana — SSD), Animais com colite tratados com NAC (NACc)
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Legenda: Resultados expressos em média + EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de
Dunn foi aplicado para os dados de peroxido de hidrogénio e, para os demais dados foi aplicado o

Teste de Tukey.
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A ordem de preferéncia do ataque das ERONs sobre as macromoléculas, incluindo
proteinas e lipidios, é dependente de vérios fatores, tais como o sitio de geracdo da espécie
reativa, suas concentracfes, a susceptibilidade da biomolécula a ser oxidada e a
disponibilidade de ions metalicos (BARREIROS et al., 2006; BERRA et al., 2006). Apesar de
a NAC ter a capacidade de eliminar diretamente os radicais livres, as constantes de velocidade
na reagdo com as EROs sdo menores do que as das enzimas antioxidantes, como a SOD, a
CAT e a GPx (JONES et al., 2003). Assim, a eliminacéo direta dos radicais nao se torna tao
importante como atividade antioxidante da NAC.

Niveis elevados de MDA refletem o aumento da peroxidacdo lipidica, tornando-se
danoso ao tecido hepatico por apresentar atividades genotdxicas e comprometer 0s
mecanismos da defesa antioxidante, sendo considerado o parametro mais estudado como um
indicador de peroxidacéo lipidica em varias doencas (ALTINOZ et al., 2015).

Em um modelo animal de fibrose hepética avaliado por Vendemiale et al., (2001), a
NAC (8,2 mg/kg/d, via i.m., durante 2 semanas) foi eficaz na atenuagdo dos niveis de MDA e
proteinas carboniladas, semelhantemente ao encontrado por Acharya et al. (2010), porém a
NAC (0,78 mg/kg/2 mL dose, via i.p.) foi administrada 30 min antes da inducdo da lesdo
hepética por acetaminofeno, e foi avaliado apenas a atenuacéo dos niveis de MDA por aquele
antioxidante. No entanto, em ratos com EHNA que receberam NAC (20 mg/kg/d, via oral)
por 6 semanas e 500 mg/kg/d por 4 semanas, via oral, respectivamente, estudados por Thong-
Ngam et al. (2007) e Samuhasaneeto et al. (2007), os niveis de MDA estavam aumentados
nos animais com EHNA que ndo foram tratados com NAC e ndo foram diminuidos, em
presenca de NAC, apresentando similaridades entre esses dois ultimos estudos com o0s
achados do presente trabalho.

Quanto a capacidade antioxidante do figado, em nosso modelo, ndo foi observada
diferenga estatistica da atividade da CAT entre os grupos (p>0,05) (Figura 11 A). Por outro
lado, observou-se uma reducéo significativa da atividade da SOD nos grupos CUl e NACc em
relacdo ao controle (p<0,05) (Figura 11 B). Pode-se inferir que, nesses animais, a atividade da
SOD ndo tenha sido requerida, visto que a infiltracho de neutréfilos foi menor
estatisticamente, avaliada pela atividade de MPO hepatica, entre 0s grupos CUI e NACc em
relagdo ao grupo C, (p<0,05, CUI e NACc vs C) (Figura 12 A). Sabe-se que a NADPH
oxidase de fagocitos ¢ uma importante fonte de O, para combate as infecgdes microbianas, e
a SOD tem o papel de dismutar esse radical em H,O, e O, (BHATTACHARYYA et al,,
2014).
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Figura 11: Efeito da CUI e da NAC sobre os marcadores de defesa antioxidante hepético (A,

B, C, D), segundo o grupo experimental: Controle (C), Colite (CUI) (colite grave induzida por

sulfato de sodio dextrana — SSD), Animais com colite tratados com NAC (NACc)
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Legenda: Resultados expressos em média £ EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de

Dunn foi aplicado para os dados da razdo GSH/GSSG e, para 0s demais dados foi aplicado o Teste de

Tukey.

Ratos submetidos a lesdo hepatica por rifampicina, no estudo de Rana et al. (2006), e

tratados com NAC (100 mg/kg/d, via i.p.) por trés semanas, ndo apresentaram alteragdes nas

atividades enzimaticas da CAT e SOD quando comparados com 0s animais doentes. Esses

dados entram em acordo com o trabalho de Modi et al. (2006), que nédo verificou alteracéo da

atividade da CAT em ratos com lesdo hepatica causada por arsénio recebendo 10 mg de

NAC/kg/d,via i.p., durante 3 semanas. Em estudo de Seif el-Din et al. (2011) também néo foi

observada mudanca na atividade da SOD hepatica em camundongos com esquistossomose
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recebendo 300 mg de NAC/kg em 5 dias da semana/4 semanas. Além disso, nesse trabalho,
foi observado aumento significativo da atividade da SOD nos animais com esquistossomose,
em comparacdo com o controle saudavel. Esses dados demonstram, assim como 0 nosso, que
independente da dose, via e tempo de administracdo, a NAC pode ndo apresentar eficacia ao
se analisar a defesa antioxidante enzimatica.

Em se tratando da defesa antioxidante ndo enzimética, foi verificada, em nosso
trabalho, uma deplecéo estatisticamente significante dos niveis de GSH hepatico dos animais
do grupo CUI quando comparado com o saudavel (p<0,05) (Figura 11 C), demonstrando que
a colite causou um desequilibrio oxidante/antioxidante em favor do oxidante, gerando um
dano oxidativo celular. Quando a NAC foi fornecida aos camundongos do grupo NACc,
houve aumento dos niveis de GSH, semelhante ao apresentado pelo grupo C (p<0,05, CUI vs
NACc; C vs CUI) (Figura 11 C). Adicionalmente, a NAC elevou a razdo GSH/GSSG dos
grupos tratados em comparagdo com o grupo CUI (p<0,05) (Figura 11 E).

A maioria dos efeitos benéficos da NAC se deve ao fato de ser uma fonte de tiol,
sendo transportada para 0s hepatdcitos e convertida em cisteina necessaria para a sintese de
GSH (CAl et al., 2015). No presente estudo, o aumento de GSH pela NAC (Figura 11 C) nédo
foi suficiente para evitar a peroxidacdo lipidica, avaliada pelos niveis de MDA (p>0,05, CUI
vs NACc) (Figura 10 A). Este resultado pode ser devido ao fato que o dano oxidativo lipidico
é desencadeado também por ERNSs, sendo estas moléculas ndo minimizadas pela acdo da
GSH.

Diniz et al. (2006), ao avaliar o dano hepatico induzido por dieta rica em sacarose, em
ratos, observaram que a administracdo oral de 2 mg de NAC/L/dia na agua de beber, por 30
dias, aumentou 0s niveis hepaticos de GSH, bem como da razdo GSH/GSSG, aumentando
assim a capacidade redutora do tecido hepético. Esses resultados se assemelham ao
encontrado pelo presente estudo.

Os 6rgdos mais importantes que asseguram a permanéncia da GSH circulante séo o
figado e o rim, e sua deplecdo nos hepatdcitos pode colocar em risco o sistema de defesa
antioxidante hepatico. A GSH, ao reagir com um composto oxidante, é convertida em GSSG,
sua forma oxidada, sendo, posteriormente, regenerada a sua forma reduzida pela acdo da
enzima GR. No presente trabalho, ndo foi observada alteracdo em niveis de GSSG entre 0s
grupos (Figura 11 D).

Em estudo de Terneus et al. (2008), ao induzir a lesdo hepatica em camundongos por
acetaminofeno, os resultados mostraram diminuigdo dos niveis de GSH, bem como de GSSG

nos animais doentes, quando comparados com os saudaveis. Com a administracdo da NAC
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(204 mg/kg i.p.) uma hora apés a indugdo com acetaminofeno, esses niveis aumentaram
significativamente em relagdo ao grupo doente. Esses resultados se assemelham ao
encontrado por Acharya et al. (2010), porém a NAC (0,78 mg/kg/2 mL dose) foi administrada
30 min antes da inducdo por acetaminofeno em ratos, provocando aumento de glutationa,
tanto na forma reduzida, quanto na forma oxidada. Estes fatos demonstram que a NAC
independente do tempo de administragédo, nessa situacéo, apresenta o mesmo efeito, enquanto
gue no nosso estudo, ndo foi observada diferenca estatistica nos niveis de GSSG entre os

grupos.

5.5 Efeito da NAC sobre os marcadores de inflamacéao no tecido hepatico

A MPO é uma enzima fundamental para o funcionamento normal dos neutréfilos, e
guando estas células sao estimuladas, ela é liberada, atuando na producdo de oxidantes, sendo
por isso, considerada uma fonte de EROs (TAKHTFOOLADI et al., 2014). Por esse motivo,
essa enzima e reportada como um marcador tecidual de infiltracdo de granuldcitos. No
presente estudo, foi observada diminuicdo da atividade da MPO hepatica nos grupos CUI e
NACc, quando comparados com o0s animais saudaveis (p<0,05) (Figura 12 A). Em relacéo as
citocinas avaliadas, a 1L-10 apresenta a¢do imunossupressora chave da imunidade inata,
atuando como anti-inflamatdria através, dentre outras acGes, na inibicdo da sintese de
citocinas pré-inflamatorias, tais como TNF-a ¢ IL-6 (CIANCIARULLO et al., 2008). Foi
observada, no presente estudo, que assim como a MPO, os niveis de IL-10 estavam baixos
nos grupos CUI e NACc (p<0,05) (Figura 12 C). Quanto aos niveis de TNF-a, principal
citocina pro-inflamatéria que medeia a inflamacdo aguda, a colite induzida e o tratamento
com a NAC néo tiverem efeito sobre esse marcador (p>0,05) (Figura 12 C).
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Figura 12: Efeito da CUI e NACc sobre os marcadores de inflamagdo, segundo o grupo
experimental, Controle (C), Colite (CUI) (colite grave induzida por sulfato de sodio dextrana — SSD),
Animais com colite tratados com NAC (NACc)
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Legenda: Resultados expressos em média £ EP. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Teste de

Dunn foi aplicado para os dados de MPO; e para os demais dados foi aplicado o Teste de Tukey.

Diante desses resultados, ndo foi observada inflamacgdo nos grupos CUI e NAC, bem
como a NAC néo teve efeito sobre qualquer dos parametros inflamatorios avaliados. Embora
esses resultados ndo tenham sido bem compreendidos, ha uma hipotese para explicar essa
ocorréncia: o tempo de exposicdo dos animais ao SSD ndo foi suficiente para provocar a
inflamacéo no figado, nesses animais. No trabalho de Trivedi et al. (2013), camundongos com
colite moderada aguda induzida por SSD (3% m/v), durante 7 dias, ndo foi observada
elevagéo significativa de MPO e TNF-a, em comparagdo com os animais saudaveis. Esta
elevacdo soO foi observada, nos camundongos induzidos a colite moderada crénica (SSD 3%
m/v, durante 7 dias, por trés ciclos, com periodo de remissdo de 14 dias entre cada ciclo).

No entando, apesar da discussdo acima, a analise de mais marcadores inflamatorios,
sejam bioquimicos e/ou histologicos com meétodos de coloracdo mais especificos para
avaliacdo da infiltracdo e diferenciagdo de leucdcitos, sdo necessarios para obter uma
conclusdo mais exata a respeito da presenca ou auséncia da inflamacdo hepatica na colite
aguda grave induzida.

Ja é bem evidenciado que o EO além de ocasionar alteracbes na estrutura e



60

funcionalidade das células, pode ainda induzir respostas imunes (RIBEIRO et al., 2008). O
MDA pode contribuir para a inflamacdo através da ativacdo do NF-xB, a qual regula a
expressao de varias citocinas pré-inflamatorias e moléculas de adesédo, incluindo TNF-a, a
ICAM-1 e a IL-8, uma quimiocina pro-inflamatdria que ativa e recruta neutrofilos para o local
da infeccdo (DAY; JAMES, 1998; ROLO et al., 2012). Diante disso, infere-se que o aumento
dos niveis de MDA, no presente estudo, observados no grupo CUI em relagdo ao grupo C
(Figura 10 A), ndo foi suficiente para estimular a cascata inflamatoria hepatica (Figuras 13 A
e C).
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi observado que a colite ulcerativa induzida com SSD (5% m/v),
por 7 dias, gerou dano hepatico demonstrado pela morfologia microscépica e pelos altos
niveis de MDA no tecido hepético. Diferentemente ao encontrado em alguns pacientes com
colite, bem como em alguns estudos experimentais descritos em nosso trabalho, a indugdo a
colite ndo alterou a massa corporal dos animais, no entanto houve aumento da ingestdo
alimentar e foi observado elevacdo dos niveis glicémicos desses animais. O tratamento com a
NAC ndo afetou nenhum desses parametros, embora, tenha ocorrido 0 aumento do peso
absoluto e relativo do bago, indicando inflamacdo nesse 6rgdo. Em se tratando da defesa
antioxidante hepatica, a NAC aumentou os niveis de GSH e a razdo GSH/GSSG, em
concordancia com os dados na literatura, embora o tratamento ndo tenha sido suficiente para
diminuir o dano oxidativo lipidico e a alteragdo morfoldgica do figado.

Estes achados sugerem que a administracdo subcronica da NAC, em camundongos,
ndo foi suficiente para reverter o impacto negativo da colite sobre o figado, na abrangéncia do
estresse oxidativo.

Os resultados do presente estudo estimulam a realizacdo de pesquisas futuras que
utilizem diferentes dosagens e periodo de administracdo da NAC numa situacdo de colite
aguda grave, bem como de colite grave cronica, na perspectiva de uma resposta terapéutica
positiva, no contexto da inflamacdo e estresse oxidativo hepatico. Com isso, espera-se que
estes dados reunidos possibilite encontrar, finalmente, a melhor dose, via, periodo e tempo de

administragdo da NAC, para pacientes com dano hepético decorrente da colite ulcerativa.
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APENDICE

ARTIGO DE REVISAO

Artigo de revisao publicada no periédico International Journal of Molecular Sciences, v. 16,

n. 12, p. 30269-30308, 2015 (Qualis B1, pela Medicina Il)

Foi feita uma nova busca na literatura inserindo no mecanismo de filtragem a data
em que o artigo foi enviado para a revista International Journal of Molecular Sciences e o
més de dezembro do ano de 2016, com o objetivo de atualizar os resultados da Revisdao. No
artigo de revisdo publicado, sessenta e nove trabalhos foram encontrados, entre eles,
apenas 1 (1,4%) artigo foi conduzido em humanos, 54 (78,2%) artigos com testes in vivo e 14
(20,1%) artigos envolvendo estudos in vitro. Apds a atualizagdo, a Revisdao conta, como
resultado setenta e trés trabalhos, entre eles, apenas 1 (1,37%) artigo relacionado ao teste
realizado em humanos e 58 (79,45%) artigos relacionados a testes in vivo e 14 (19,18%)

artigos a testes in vitro.
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Resumo: A doenca hepatica é altamente prevalente no mundo. O estresse oxidativo (EO) e a
inflamacdo sdo o0s eventos patogénicos mais importantes nas doencas hepaticas,
independentemente da etiologia e curso natural. A N-acetil-L-cisteina (a forma ativa) (NAC)
estd sendo estudada em doencas caracterizadas por aumento do EO ou diminui¢éo do nivel
de glutationa (GSH). A NAC atua principalmente no fornecimento de cisteina para a sintese
de GSH. O objetivo desta revisdo foi examinar estudos experimentais e clinicos que avaliem
0 papel antioxidante e anti-inflamatorio da NAC na atenuacdo de marcadores de inflamacéo


mailto:jcfs_nut@yahoo.com.br
mailto:john-sk8@hotmail.com
mailto:orlando_rpa@hotmail.com
mailto:mariliaofg@gmail.com

76

e EO em danos hepaticos. Os resultados relacionados a suplementacdo de NAC em qualquer
forma de administracdo e tipo de estudo sdo satisfatorios em 86,30% (n=63) dos casos
avaliados (n=73, 100%). Dentro desta percentagem, a dosagem de NAC utilizada em estudos
in vivo variou de 0,204 a 2 g/kg/dia. E necessario um desenho experimental padrio de
protecdo e tratamento, bem como a escolha da via de administracdo, com uma avaliacdo
mais ampla de EO e marcadores de inflamag&o no soro ou em outras matrizes bioldgicas, em
modelos animais. Estudos clinicos sdo urgentemente necessarios, para ter uma visao clara,
para que os profissionais possam ter certeza sobre a eficacia e seguranca da prescri¢do da
NAC, no que se refere ao seu papel no mecanismo de inflamacéo e estresse oxidativo na
fisiopatologia do dano hepético.

Palavras-chave: N-acetilcisteina; figado; lesdo hepatica; antioxidante; anti-inflamatorio;
biomarcadores

1. Introducéo

O figado tem mudltiplas fungdes e é o principal érgdo desintoxicante, atuando na
remocdo de agentes patogénicos, produtos quimicos téxicos e residuos metabdlicos do
organismo, contribuindo também para a funcdo adequada de outros 6rgdos. Ele afeta
fortemente quase todos os sistemas fisioldgicos para manter a homeostase (CHATTERJEE;
MITRA, 2015; INVERNIZZI, 2013; RASCHZOK et al., 2015). A exposi¢do continua do
figado a alguns fatores, como virus, alcool, gordura, metabdlitos biotransformados, entre
outros, pode causar lesdo hepética, com risco para inflamacdo e degeneracdo hepatica.
Quando a lesdo é mantida por muito tempo, pode causar doencas hepaticas crénicas (CLDs),
que ocorrem em processos de multietapas de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular
(CHC) (CHATTERJEE; MITRA, 2015). A doenca hepética tem uma alta prevaléncia no
mundo. Em alguns pacientes, podem ocorrer complicacBes, incluindo hipertensao
hepatopulmonar, sindromes hepatorrenais e hepatopulmonares (LEUNG; YOUNG, 2015).

A fibrose hepética é um processo de cicatrizacdo de feridas que é reversivel e resulta
de lesdes hepaticas cronicas, incluindo aquelas causadas pelo consumo de alcool, hepatite
viral cronica, doencgas autoimunes, parasitas, doencas metabdlicas, lipopolissacarideo (LPS)
(MEHAL, 2013) e outras toxinas ou drogas (CHEN et al., 2015; DUVAL et al., 2014).
Nestes casos, geralmente, a inflamacdo € a primeira fase, e desenvolve a fibrose apos o
estresse oxidativo (EO) cronico (DIESEN; KUO, 2011). Quando a fibrose nédo é controlada,
pode evoluir para cirrose e depois para CHC (DUVAL et al., 2014; SANTOS et al., 2013). A
doenca hepatica alcodlica (DHA), a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) e a
hepatite viral cronica (B e C) sdo as trés causas mais comuns da cirrose hepéatica (DUVAL et
al., 2014).
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Com a progressdo para 0 estagio crénico, hd ativacdo do sistema imunoldgico
adaptativo e continua ativagdo da imunidade inata, com infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), upregulation da Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
recrutamento de linfocitos atraveés do trato portal, veia hepatica e sinusoides. Os leucdcitos e
as células de Kupffer (KCs) produzem grandes quantidades de 6xido nitrico (NO") e citocinas,
particularmente o fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), potentes citocinas profibrogénicas e moduladores da inflamacao,
respectivamente (MORMONE et al., 2011).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) liberadas pelas KCs ativam as células
estreladas hepéticas (HSCs), levando a um aumento da proliferacdo e sintese da matriz
extracelular (ECM), contribuindo para a fibrose e cirrose (DIESEN; KUO, 2011). O EO
associado a inflamacdo causa necrose focal ou zonal, destruicdo de hepatocitos e desarranjo
da arquitetura hepatica (CHATTERJEE; MITRA, 2015).

Os antioxidantes (AO) sdo compostos naturais ou sintéticos, produzidos in vivo ou
derivados de dietas, cuja funcao principal € combater o EO (MUSACCO-SEBIO et al., 2014),
podendo assim retardar ou impedir a oxidacdo de substratos, tais como proteinas, acido
desoxirribonucleico (DNA), lipidos, diminuindo o EO, muta¢cdes do DNA, transformacGes
malignas, bem como outros parametros de danos celulares (PISOSCHI; POP, 2015). Devido
ao papel dos hepatocitos no metabolismo de farmacos, xenobi6ticos e compostos enddgenos,
essas células tornam-se alvo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), gerando
também metabdlitos reativos oxigenados (MRO), exigindo, portanto, um importante sistema
de defesa antioxidante (CHEN et al., 2010). Entre estes sistemas antioxidantes, destaca-se a
glutationa reduzida (GSH) (Figura 1), considerada o tiol de baixa massa molecular mais
abundante a nivel celular, que exibe numerosas e versateis funcdes e, portanto, protege as
células contra a toxicidade (CHEN et al., 2013).
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Figura 2: Estruturas quimicas da L-cisteina, N-acetil-L-cisteina e glutationa.
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Vaérios estudos sobre doencas hepaticas indicam que uma superproducdo de ERONs
e/ou reducdo de GSH hepética sdo perfis comuns nestas doengas, independentemente da sua
etiologia (OKANOUE; MITSUYOSHI, 2006).

A N-acetil-L-cisteina (NAC) (Figura 1) é conhecida como um antioxidante que atua
diretamente e/ou por aumento da GSH intracelular, especialmente no tecido hepatico
(RIBEIRO et al., 2011). A NAC tem um estado tiol redox 6timo, que é de grande importancia
para otimizar a capacidade de protecdo da célula para conter o EO e a inflamacdo
(KERKSICK; WILLOUGHBY, 2005). A administracdo da NAC foi descrita como sendo
benéfica em outras condicGes clinicas cronicas, tais como a doenca inflamatoria intestinal
(MOURA et al., 2015), doenca pulmonar obstrutiva cronica e outras doencas pulmonares,
esclerose sistémica, fibrose cistica, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
choque séptico, diabetes, entre outras (LI et al., 2010).

Diante disso, como o figado é um 6rgéao suscetivel ao dano oxidativo e inflamacéo e
considerando a importancia da NAC como um antioxidante em varias condigdes onde EO e
inflamacédo estdo envolvidas, o objetivo desta revisao foi examinar estudos experimentais e
clinicos que avaliaram o papel antioxidante e anti-inflamatorio da NAC, na atenuacdo dos
respectivos marcadores de inflamagdo e EO no dano hepatico. Varios resultados positivos
foram relatados para o uso da NAC, principalmente em relagdo a modelos animais. No
entanto, um desenho experimental padréo de protecdo e de tratamento e 0 aumento de estudos
em humanos sdo necessarios para que os profissionais possam ter certeza sobre a eficacia e a

seguranca da prescricdo da NAC.



79

2. Métodos

Realizamos uma revisdo sistematica de artigos publicados no PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Periddicos CAPES

(http://www.periodicos.capes.gov.br/) € Science Direct (http://www.sciencedirect.com/), usando
as seguintes palavras-chave: N-acetilcisteina/N-acetil cisteina; figado; dano hepético ou lesdo
hepatica, agrupados de varias maneiras para otimizar a busca.

Foram também utilizadas referéncias citadas em publicacGes encontradas. Artigos
em que a suplementacdo/administracdo da NAC foi utilizada sozinha por via oral (gavagem,
dietas ou liquidos); via intramuscular (i.m.); intraperitoneal (i.p.); subcutanea (s.c.) e
intravascular (i.v.), em estudos in vivo (ratos ou camundongos, para minimizar as diferencas
entre as espécies), in vitro (hepatocitos de ratos, camundongos e humanos) e em seres
humanos que avaliaram o papel protetor e/ou o tratamento na lesdo hepética por atenuacao
dos marcadores de EO e de inflamacgéo (Tabela 1) em amostras de tecido e plasma, foram os
escolhidos. Para minimizar os erros, a pesquisa foi conduzida por dois pesquisadores,
independentemente. Os desacordos sobre os fatores de inclusdo/exclusdo do estudo foram
resolvidos atraves do consenso.

Inicialmente, os titulos dos artigos foram lidos para selecdo inicial e exclusdo de
artigos duplicados. Posteriormente, foram lidos os resumos e, em seguida, 0s artigos que nao
se enguadravam nos critérios de inclusdo ou ndo esclareceram o0 modelo de pré-tratamento ou
tratamento utilizando a NAC e sua forma e via de administracdo, foram excluidos. N&o
contatamos o0s investigadores e ndo tentamos identificar dados ndo publicados. Os artigos
foram agrupados nas seguintes categorias: doencas, drogas, alcool, pesticidas, radiacdo

ionizante e outros.

3. Resultados

Setenta e trés artigos foram encontrados, entre eles, apenas 1 (1,37%) artigo
relacionado ao teste realizado em humanos, 58 (79,45%) artigos relacionados a testes in vivo e
14 (19,18%) artigos a testes in vitro (Tabela 2). Em comum, esses trabalhos mostraram
estresse oxidativo e inflamacéo envolvidos na patogénese do dano hepético. Os resultados
relacionados a suplementacdo de NAC apresentando papel antioxidante e anti-inflamatorio

em qualquer forma de administragdo e tipo de estudo sdo satisfatorios em 86,30% (n=63),
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considerando-se alguns marcadores de estresse oxidativo e inflamagdo dos casos avaliados

como dano ao figado.

Tabela 1. Marcadores de defesa antioxidante, dano oxidativo e inflamacéo

Sintese de ERONSs ou dano por Sintese e niveis de
eles, formando metabdlitos Aumento da defesa AO citocinas e
reativos do oxigénio (MROs) interleucinas

Niveis de: O, ,I\'I'C|)z.02, HO, HOCL £ imas antioxidantes: GPx,
ONOO", ONOOH, NO;", ROS; ST e ar
NO(x) ’ ’
Niveis de enzimas
: (atividade/ exprgs_sao) Niveis de defesa ndo enzimética:
relacionados a ERONSs: iNOS, XO, GSH. GSH/GSSG TNF-a, IL-1p,
COX, LPO, ’ INF-y, IL-6, 1L-10,
MPO; cytochrome P450 2E1, PGE, IL-1,
Niveis de producdo de enzimas P-SH. Vit E. Vit C. Zn. Se: IL-5, IL-12, IL-16,
. (anwdade/gxpr(_assao) ) Niveis da capacidade antioxiante IL-2,
relacionados a pro-oxidantes: NF- (TAS, TAC) IL-4, IL-17, TGF-
kB, IkB-a. ’ p

Niveis de danos oxidativos
causados por ERON:S:
formacdo de AGE, 8-OXOdG, LP,
MDA,
4-HNE, TBARS, GSSG, protein

carbonyls

Legenda: AO: antioxidantes; AGE: produtos de glicagdo avancada; CAT: catalase; COX:
clicloxigenase; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada;
GSH/GSSG: razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; GST: glutationa
S-transferase; IL: interleucina; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel; INF-y: Interferon gamma; 1xB-a::
inibidor do fator nuclear kappa-B; LPO: lipoxigenase; LP: peroxido lipidico; MPO: Mieloperoxidase;
MDA: malondialdeido; NO(X): nitrato/nitrito total; NF-xB: fator nuclear potenciador da cadeia leve
kappa das células ativadas B; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; PGE,:
prostaglandina E2; P-SH: proteina tiol; MROs: metabolitos reativos de oxigénio; EROs: espécies
reativas de oxigénio; ERONSs: espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; SOD: superdxido dismutase;
TAC: capacidade antioxidante; TAS: status antioxidante total; TGF-B: fator de crescimento
transformador beta; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitlrico; XO: xantina oxidase; 4-
HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; 8-OHdG: 8-ox0-7,8-di-hidro-2 desoxiguanosina

Niveis de producdo de enzimas
antioxidantes
(atividade/expressdo): Nrf2.

4. Discussao

4.1. Estresse Oxidativo e Inflamacéo na Lesdo Hepatica
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O figado é o principal 6rgdo do metabolismo e desintoxicante de substancias
derivadas da ingestdo e também produzidas a partir do sangue. Estd equipado com uma
populacdo de células imunes inatas incluindo KCs, células dendriticas, natural killer (NK) e
natural killer T (NKT), todas contribuindo para numerosas patologias hepaticas (MOORE et
al., 2013). Em circunstancias normais, o metabolismo aerdbico do figado leva a produgéo, em
estado estacionario dinamico, de pro-oxidantes, de EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNS), que sdo equilibradas pelo seu sequestro por antioxidantes (VIDELA et al., 2004). Em
niveis fisiologicos, EROs tém um importante papel bioldgico, e sdo considerados mediadores
celulares vitais em vérias vias metabdlicas e de sinalizagdo (D'’AUTREAUX; TOLEDANO,
2007; MITTLER et al., 2011).

O EO, desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes, esta
envolvido na patogénese de doencas hepaticas (TELL et al., 2013), independentemente da sua
etiologia e curso da doenga. Uma base comum em todos os tipos de lesdo hepatica é o
aumento da geracdo de EROs (CENTER, 2004) e, para isso, 0s biomarcadores do EO podem
ser uteis como indicadores de processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a
intervencdo terapéutica, podendo ser utilizados no diagnostico, prognostico e terapia
individualizada (HO et al., 2013).

O termo EROs é genérico e descreve uma grande variedade de moléculas, radicais
livres (espécies quimicas com elétrons desemparelhados) ou ions derivados de oxigénio
molecular, por exemplo, oxigénio singleto (Oy), anion radical superéxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H,0O,) e radical hidroxilo (HO") (LIOCHEV; FRIDOVICH, 1999), entre outros.
As principais fontes de EROs séo as mitocondrias e o citocromo P450 nos hepatécitos, KCs e
neutréfilos (CENTER, 2004). Essas espécies tém reatividade quimica, meia-vida e
solubilidade lipidica diferentes. A toxicidade e alta reatividade de EROs resultam de sua
meia-vida curta, que por sua vez limita a sua difusdo. Contrariamente as EROSs, os produtos
aldeidicos, tais como malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE) tém meias-vidas
mais longas e, assim, sdo capazes de se difundir a partir de seu local de origem para outros
lugares (intra e extracelular), amplificando os efeitos do EO (ROLO et al., 2012). Estes
produtos sdo gerados por peroxidacao lipidica em membranas celulares e organelas devido a
danos causados por EROs em acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (GIAVAROTTI, 2001,
POSSAMAI, 2005; SILVA et al., 2011).

As EROs e ERNs podem ser removidos pelo figado por antioxidantes, tais como
GSH, vitaminas C, A e E e enzimas como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina (MARI et al., 2010; SERVIDDIO et al., 2013).
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SOD esta envolvido na dismutacdo do O," para H,0,, e CAT ou GPx transforma H,0, em
agua e oxigénio livre. O radical HO" é formado por reacdes de Fenton e/ou Haber-Weiss, com
metais de transicdo como catalisadores (VASCONCELOS et al., 2007).

O EO pode ser observado em varias etiologias de doencas hepéticas, tais como
DHGNA, DHA, intoxicacdo por drogas e pesticidas, radiacdo ionizante, toxinas e outros
produtos quimicos (CHEN et al., 2013). Além disso, o figado pode ser lesionado durante o
curso de muitas doencas que sdo sistémicas ou que envolvem predominantemente outros
Orgdos, como sepse, doencas cardiovasculares (DCV), obesidade, doenca renal cronica (DRC)
e diabetes (EDWARDS; WANLESS, 2013). Apesar do grande nimero e variedade de fatores
iniciadores, derivados de ambientes extra- ou intra-hepaticos (CENTER, 2004; EDWARDS;
WANLESS, 2013; SANTOS et al., 2015), os resultados finais sdo restritos, incluindo a morte
de hepatdcitos ou colangiocitos levando, em casos graves, aos padrdes estereotipados
anatémicos e clinicos de hipertensao portal, com ou sem cirrose (EDWARDS; WANLESS,
2013).

Uma fonte comum de EO em doencas hepaticas emana de fagocitos hepaticos
ativados, os KCs (CENTER, 2004), também conhecido como células Browicz-Kupffer e
macrofagos estelares (ZHOU et al., 2014), uma das populacBes de células imunes inatas
(MOORE et al., 2013). Eles participam de todas as formas de doencas inflamatdrias cronicas
do figado e o seu envolvimento nestas doencas pode representar o seu recrutamento como
uma resposta tecidual ao EO (CENTER, 2004; BAFFY, 2009; ZHOU et al., 2014).

Os KCs ativados produzem um repertério complexo e altamente interativo de
mediadores e citocinas inflamatorias, mediado por NF-kB (CENTER, 2004), tais como TNF-
a, IL-1B, I1L-6, IL-12, IL-18 e INOS (NAKAMOTO; KANAI, 2014), onde alguns deles
estimulam a liberacdo de oxidantes, incluindo O, derivado da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato-oxidase (NADPH-oxidase) e de bactérias endociticas transportadas
através da circulacdo portal (MOORE et al., 2013). O NF-xB representa uma familia de
proteinas que compartilna o dominio de ligagdo ao DNA conhecido como o dominio de
homologia Rel (RHD) na forma de homo- ou hetero-dimeros (p50/p65) e ativa muitos genes
envolvidos na resposta celular ao EO, incluindo genes para citocinas, fatores de crescimento,
moléculas de adesao, e proteinas de fase aguda positivas (SAMUNI et al., 2013). Os dimeros
de NF-«xB sdo covalentemente ligados a uma proteina inibitdria IxB que evita a translocagéo
do NF-xB para o nucleo. Apos a fosforilagdo do IxB por proteina kinase especifica, 1B
kinase (IKK), e poliubiquitinagdo, e degradacdo proteolitica por proteossoma 26S, ocorre 0
transporte do NF-«xB para o nucleo (HADDAD, 2002).
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NADPH oxidase pode estimular, em hepatdcitos, a producédo de EROs (BHOGAL et
al., 2010) que causa dano ao DNA, induz apoptose, e expressdo de genes envolvidos na
sintese de citocinas pro-inflamatdrias, desencadeando, no pior desfecho, sua transformacéo
em células malignas. A iINOS pode estimular a toxicidade hepatica por aumento da producao
de NO" (CZAJA, 2014). Algumas daquelas citocinas podem ativar vias intracelulares
especificas, como por exemplo, sinais pro-apoptoticos via caspase (CENTER, 2004,
COMPARE et al., 2012). Em alguns disturbios hepaticos, a apoptose elimina um nimero
critico de hepatdcitos, levando ao comprometimento da funcéo hepatica (CENTER, 2004). Os
hepatdcitos lesados podem libertar corpos apoptoticos e ativar KCs, e estas células ativadas
podem promover respostas inflamatdrias e fibrogénicas, levando a um ciclo vicioso de lesdo
hepéatica (CZAJA, 2014).

Durante a inflamacao, as células do sistema imunolégico, entre as quais mastocitos e
outros leucdcitos, sdo recrutados para o local da lesdo, o que leva a uma exacerbagdo da
respiracdo celular devido ao aumento do consumo de oxigénio causando um aumento na
liberacdo e acumulo de EROs no local do dano (REUTER et al., 2010).

A ativacdo de KCs amplifica as respostas inflamatorias dos tecidos também através
da atracdo e adesdo de neutréfilos e mastécitos e pela liberacdo de compostos que provocam a
aglomeracéo de plaquetas, obstruindo a microcirculagdo local, levando a isquemia reperfuséo
(CENTER, 2004). A geracdo destes mediadores inflamatdrios, EROs, superexpressdo de
proteinas pré-apoptoticas, esgotamento de antioxidantes e danos mitocondriais estdo
associadas a alteracBes morfoldgicas e funcionais que induzem uma resposta inflamatoria
aguda que leva a diversas complicacdes clinicas (COMPARE et al., 2012; CZAJA, 2014).
Exemplos disso séo: fibrose, definida como a acumulacdo de ECM excessiva; e posterior
cirrose, caracterizada pela perda da arquitetura hepéatica normal e formacdo de septos e
nodulos, hipertensdo portal e progressdo para carcinoma hepatocelular e insuficiéncia hepatica
(CHEN et al., 2015; MORMONE et al., 2011).

As citocinas e quimiocinas derivadas de KCs, tais como TGF-B1, fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TNF-a e IL-1, bem como o dano aos hepatdcitos,
podem induzir a ativagdo das HSCs, anteriormente conhecidas como células de
armazenamento de gordura, células de Ito, lipdcitos, células perisinusoidais ou células ricas
em vitamina A (ZHOU et al., 2014), para se transformarem em miofibroblastos, promovendo
fibrogénese hepatica (CZAJA, 2014; DUVAL et al., 2014; MORMONE et al; 2011). A
ativagdo progressiva de HSCs leva a alteragdes nas fungdes celulares, gerando subpopulagoes

de células estreladas com diferentes perfis fenotipicos. Além disso, a ativacdo de HSCs esta
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associada com aumento da expressdo de o-actina no musculo liso (aSMA) (DUVAL et al.,
2014; GIRAUDI et al., 2015) e producdo de componentes da ECM, tais como col&genos tipo
1,3 e4 (NAKAMOTO; KANAI, 2014; PELZ et al., 2012; ZHOU et al., 2014).

Os mediadores liberados apds dano dos hepatdcitos, tais como MDA/4-HNE,
citocinas, ERONSs e hepatotoxinas sdo ativadores importantes de HSCs (MORMONE et al.,
2011). Com a persisténcia desses estimulos e a manutengdo das lesdes, cria-se uma fase de
perpetuacdo regulada pela estimulacdo autdcrina e paracrina. Esta fase promove alteracdes no
comportamento das HSCs, incluindo proliferacdo, contratilidade e fibrogénese (COHEN-
NAFTALY, M.; FRIEDMAN, 2011).

As EROs também causam a reticulacdo das citoqueratinas para formar corpusculos
de Mallory e estimular a quimiotaxia dos neutrofilos (ROLO et al., 2012). Além disso, essas
espécies reativas promovem a regulacdo positiva da expressdo de genes envolvidos na
fibrogénese, como pré-colageno tipo I, proteina quimioatraente monocitaria 1 (MCP-1) e
inibidor tecidual de metaloproteinase-1 (TIMP1), possivelmente via ativacdo de fatores de
transcricao, incluindo c-jun N-terminais quinases (JNKSs), proteina ativadora 1 (AP-1) e NF-
kB (MORMONE et al., 2011). O MDA também contribui para a inflamacdo através da
ativacdo de NF-«xB, e 0 4-HNE por si s6 é um estimulo prd-fibrético que up-regulates o pro-
colageno e a expressdo génica do (TIMP1 (DIESEN; KUO, 2011).

A ativacdo de HSCs estimula a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, causando
inflamacdo que inicia a fibrogénese, apoptose e necrose do hepatocito (NAKAMOTO;
KANAI, 2014). Além disso, esta inflamacdo hepatica favorece o recrutamento de células
imunes e inflamatdrias. Quando as HSCs sdo desativadas, isto facilita a conclusdo da
fibrogénese e regressdo da matriz extracelular (CENTER, 2004; CZAJA, 2014).

Neste contexto, todas essas interaces moleculares e celulares e sua perpetuacao,

podem levar a fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (CZAJA, 2014).

4.2. N-acetilcisteina e suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias

Muitos estudos atuais sobre o tratamento de doencas hepaticas sdo contraditérios e
ndo suficientemente claros. No entanto, uma &rea indiscutivel de beneficio terapéutico
envolve a atenuacdo do dano oxidativo hepatico. Conforme relatado, os mecanismos de lesao
hepatica sdo multifatoriais, mas quase todos envolvem lesbes oxidativas na membrana celular
e organelas, proteinas, enzimas e lipidios, e o tratamento, em parte, envolve a protecdo contra
lesGes oxidativas e abordagens capazes de manter um adequado balango redox (CENTER,

2004). Antioxidantes, naturais ou sintéticos, tém sido de uso especial para este controle e
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alguns deles devem prolongar a sobrevivéncia e reduzir a ocorréncia de HCC (CZAJA, 2014).
Assim, a atividade antioxidante desempenha um papel chave na terapéutica alternativa,
envolvendo o figado (CENTER, 2004).

Os tiois, os antioxidantes enddgenos sistémicos e intracelulares mais importantes,
tém sido o foco de interesse particular da comunidade cientifica (ATKURI et al., 2007;
CENTER, 2004; TIROUVANZIAM et al., 2006). Os tiois podem ser encontrados em
proteinas (P-SH) ou em metabdlitos de baixa massa molecular, incluindo GSH (Figura 1)
(MARI et al., 2010). O estado de tiol alterado tem efeitos sobre os hepatdcitos e outras células
residentes e transitorias dentro do figado (CENTER, 2004). O aumento dos niveis de tiol da
célula, pela administracdo direta de GSH, ndo é recomendado, uma vez que a GSH néo
atravessa facilmente a célula, e sim é sintetizado dentro da célula (RUSHWORTH;
MEGSON, 2014). Portanto, sdo necessarias alternativas para induzir a sintese de glutationa,
através do fornecimento de aminoécidos precursores e/ou outros agentes indutores (ARRANZ
et al., 2008).

Como uma fonte de grupos -SH, a N-acetil-L-cisteina (NAC) (forma ativa), esta
sendo estudada em doencas caracterizadas por aumento do EO e/ou diminuicdo da GSH
(BAUMGARDNER et al., 2008). A baixa capacidade antioxidante em um ambiente celular
com EO é principalmente devido & diminui¢do da GSH e/ou aumento da glutationa oxidada
(GSSG), uma vez que a GSH é o tiol de baixo peso molecular mais abundante, presente em
concentracdes milimolares em muitos tipos de células, incluindo o figado (ATKURI et al.,
2007; MARI et al., 2010; TIROUVANZIAM et al., 2006). A GSH esta diretamente envolvido
na remocao de aldeidos e perdxidos toxicos e mantém indiretamente o estado reduzido (forma
ativa) das vitaminas C e E (GARAIOVA et al., 2004). Além disso, a GSH atua na
desintoxicacdo de compostos xenobidticos eletrofilicos, na modulacdo da regulacdo redox na
transducdo de sinal, na resposta imune, no metabolismo de prostaglandinas e leucotrienos, na
sinalizacdo de neurotransmissores, na modulacdo da proliferagdo celular, entre outros
(SAMUNI et al., 2013). Portanto, a NAC poderia conferir beneficios em distdrbios causados
pelo EO (ATKINSON, 2002). Foi relatado pela primeira vez que a NAC tem beneficios
clinicos no inicio dos anos 60, quando se observou que a NAC tinha um efeito de agente
mucolitico em pacientes com fibrose cistica (RUSHWORTH; MEGSON, 2014). No entanto,
evidéncias conclusivas de sua eficicia ainda esta faltando (AITIO, 2005).

Sendo um tiol (R-SH), a NAC pode ser oxidado por varios radicais e serve como um
nucledfilo (SAMUNI et al., 2013). Em comparagdo com a cisteina (Cys), a NAC tem menor

toxicidade e susceptibilidade a oxidacdo (e dimerizacdo), alem de possuir maior solubilidade
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em agua (ATKURI et al., 2007). O aminoécido Cys é facilmente oxidado, gerando o
dissulfeto inativo, a cistina, relativamente instavel (Cys-Cys). A NAC pode ter a capacidade
de entrar na célula via membranas sem transportadores de aminoacidos, no entanto, ndo é bem
absorvida, e a atividade de transporte em células e tecidos é baixa (RUSHWORTH;
MEGSON, 2014).

A NAC é um agente redutor mais forte do que a cisteina e 0 GSH, mostrando um
potencial redox do par NAC tiol/dissulfeto maior em 63 e 106 mV (vs. eletrodo de
combinacdo semi-micro de Orion 9103BN) do que a dupla redox GSH/GSSG e Cys/Cys-Cys,
respectivamente (NOSZAL et al., 2000). Quanto & capacidade de eliminacéo direta de ERONs
(SADOWSKA et al., 2007), a NAC reage rapidamente com radicais altamente oxidantes, em
pH 7 e em temperatura ambiente, por exemplo com HO™ (1.36 x 10'° M t.s%), diéxido de
nitrogénio (NO,") (1.0 x 10" M™*.s™) e radical carbonato (COs7) (=1.0 x 10" M *.s™})
(SAMUNI et al., 2013). Assim, a NAC atua na desintoxicacdo de EROs produzidos por
leucécitos (AKCA et al., 2005) e é capaz de quelar metais de transicdo, tais como Cu®*, Fe**,
e metais pesados, tais como Cd**, Hg** e Pb?* (KASPERCZYK et al., 2014), principalmente
através da sua cadeia lateral tiol para formar complexos, que sdo facilmente excretados do
corpo, sendo removidos dos meios intra e extracelular (SAMUNI et al., 2013). No pH
fisioldgico, a NAC pode quelar Hg”* e assim atuar como um antidoto contra envenenamento
por HgCl, (OLIVEIRA et al., 2015). Embora a NAC tenha a capacidade de eliminar
diretamente os radicais livres, as constantes de velocidade na reacdo com as EROs é menor do
gue em relacdo as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPx (JONES et al., 2003).
Assim, a eliminacdo direta de radicais ndo é tdo importante como atividade antioxidante.

Ha& vérias vias para fornecer este antioxidante: oralmente, i.v., topicamente ou por
inalacdo. A administracdo de NAC oralmente é preferido, apesar de algumas situacdes
clinicas que requerem administracdo i.v. (SARNSTRAND et al., 1999). A NAC oralmente é
geralmente bem aceito e sua indicagdo como "nutracéutica” tem um impacto positivo nos
pacientes (DODD et al., 2008). Na Europa, a NAC é produzida e empacotada em capsulas e
tablets, bem como em formulagGes efervescentes, que podem ser dissolvidos em agua e sucos
para criar um sabor agradavel, sendo facilmente tolerado (ATKURI et al., 2007), e na forma
de colirios (ZHANG et al., 2008). N&o existem recomendacfes para a dosagem oral com
NAC e consequentemente uma vasta gama de doses tem sido utilizada em ensaios clinicos e
experimentais. Leves nauseas, vomitos e diarreia tém sido relatados como efeitos colaterais
dose-dependentes da NAC via oral ((ATKURI et al., 2007; DODD et al., 2008).
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NAC consumida por via oral € absorvido no intestino e é entregue ao figado através
da veia porta. No figado, a NAC, rapidamente, integra peptidios para a geracdo de proteinas e
uma diversidade de metabodlitos (GRIFFITH; MEISTER, 1979; LASRAM et al., 2015;
NOSZAL et al., 2000). No plasma, a NAC pode estar presente na sua forma reduzida e em
varias formas oxidadas. Pode ser oxidado a um dissulfeto, a N, N'-diacetilcistina, e pode
reagir com outros tiois de baixo peso molecular, tais como Cys e GSH, formando dissulfetos
mistos. Além disso, a NAC pode sofrer reacdes redox com grupos tiol das proteinas
plasmaticas e tornar-se oxidado (DODD et al., 2008).

Segundo Bonanomi e Gazzaniga (1980), a NAC é quase completamente absorvida,
quando administrada oralmente em ratos, somente 3% da radioatividade da *S-NAC foi
encontrada em fezes (BONANOMI; GAZZANIGA, 1980), sugerindo que a absorcdo da NAC
e seus metabdlitos € quase completamente absorvida (LASRAM et al., 2015). Um estudo
metabélico com **S-NAC em ratos demonstrou que Cys e Cys-Cys foram os principais
metabolitos no figado e o sulfato inorganico foi o principal produto de excregdo urinaria
(SHEFFNER et al., 1966). Entre 13 e 38% de uma dose oral de NAC radioativo foram
detectados na urina ap6s 24 h (BORGSTROM et al., 1986). Além disso, pequenas
quantidades de taurina (Figura 2) e sulfatos também sdo detectadas na urina (LASRAM et al.,
2015).

Figura 2: Estrutura quimica da taurina.
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Por desacetilacdo extracelular de NAC, Cys é liberada e introduzida em células
através de transportadores de aminoacidos (ARRANZ et al., 2008). O processo de
desacetilacdo da NAC permanece incerto. A hipotese é que a Cys livre é necessaria para a
sintese de GSH. A NAC atravessa a membrana celular intacta antes de sofrer hidrolise para
cisteina dentro da célula com a acéo de N-desacetilases. Para os efeitos mucoliticos da NAC,
a desacetilacdo pode ndo ser uma condigdo prévia, uma vez que o grupo sulfidrila esta livre
para interagir com as ligacOes dissulfeto da proteina (Figura 3) (RUSHWORTH; MEGSON,
2014). Segundo Borgstrom et al. (1986), a biodisponibilidade oral de NAC em humanos,
calculada como a &rea sob curva de concentracdo plasmatica vs. tempo (AUC) (oral)/AUC

(i.v.), variou entre 6% e 10%, provavelmente devido a absorcéo intestinal e alto metabolismo
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de primeira passagem; e no plasma, o nivel de NAC é baixo, uma vez que é rapidamente
introduzido nas células e convertido em GSH, mantendo um gradiente de concentragdo
constante através da membrana (BORGSTROM et al., 1986).

Os niveis plasmaticos de NAC, apds administracdo oral de 600 mg, atingem o seu
maximo ap6s 60 min (4,6 uM), diminuindo rapidamente para 2,5 uM, ap6s 90 min. Outros
estudos descreveram valores de 16 e 35 uM, apos administracao oral de 600 a 1200 mg/dia,
respectivamente. Sugere-se que a meia vida plasmatica seja de cerca de 2,5 h e a NAC néo
seja detectavel 10-12 h apo6s a administracdo. Apds administracdo intravenosa, observam-se
elevadas concentragcdes de NAC no plasma. Para inibir a inflamagdo em estudos in vitro, a
concentracdo de NAC deve ser maior do que a necessaria para inibir EO. J& em estudos in
vivo, doses mais elevadas sdo necessarias para provocar efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios agudos. Mas para realizar estudos crénicos in vivo, doses menores Sao
necessarias para 0 mesmo efeito (SADOWSKA et al., 2007).
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Figura 4. Transporte de N-acetil-L-cisteina e vias para a geracdo de estresse oxidativo e
inflamagdo em hepatdcitos.
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Legenda: CAT: catalase; Cys: cisteina; Cys-Cys: cistina; Cit c: citocromo c; De-Acase:
deacetilases; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; GPx: glutationa peroxidase;
GR: glutationa redutase; HNE: 4-hidroxinonenal; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel; IKKp:
inibidor da B kinase; IxB: inibidor do NF-xB; IL: interleucina; IL-1R: receptor de interleucina-
1; MDA: malondialdeido; NADP*: Nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato oxidado;
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzido; NIK: quinase indutora de NF-kB;
NO': éxido nitrico; NAC: N-acetilcisteina; NF-xB: fator nuclear potenciador da cadeia leve kappa
das células ativadas B; p65: subunidade proteica p65 do fator nuclear NF-xB; p50: subunidade
proteica p50 do fator nuclear NF-xB; Rel A: v-rel reticuloendoteliose aviaria oncogene homdlogo
A; ROOH: hidroperoxido organico; ROH: alcool; SOD: superoxido dismutase; TGFB1: fator de
crescimento transformador beta 1; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TNF-R1: receptor 1 de
TNF-a; AY: potencial da membrana mitocondrial; 1: NADH-ubiquinona redutase; 2: succinato-
ubiquinona redutase; 3: ubiquinol-citocromo c redutase; 4: citocromo ¢ oxidase.

Fonte: ANDRADE, K. Q.
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Como qualquer droga, a NAC tem efeitos colaterais e reacdes adversas. Devido a sua
elevada osmolalidade, uma dose terapéutica elevada de NAC pode conduzir a confuséo e
perturbacdes eletroliticas (ATKINSON, 2002). As reacGes adversas ndo sdo clinicamente
reconhecidas com a administracdo oral de NAC em doses de até 8000 mg/dia (ROSA et al.,
2000). E evidente que niveis elevados de antioxidantes podem ter um efeito pro-oxidante,
possivelmente mediado por reducdo de metais de transicdo e pelo aprimoramento da Quimica
de Fenton (RUSHWORTH; MEGSON, 2014).

Os resultados de estudos toxicoldgicos com NAC foram revisados por Bonanomi e
Gazzaniga (1980) De acordo com esta revisdo, estudos de toxicidade aguda, sub-aguda e sub-
cronica foram realizados em ratos e caes, estudos teratoldgicos e de reproducdo em ratos e
coelhos e um teste de mutagenicidade in vitro. Numa toxicidade aguda, a DLsy oral em
camundongos e ratos foi determinada como sendo superior a 6000 mg/kg de peso corporal
(p.c.). Nos estudos que observaram a toxicidade sub-aguda e cronica, a administragéo oral de
2000 mg/kg p.c./dia durante 4 semanas em ratos machos e fémeas Sprague-Dawley e 1000
mg/kg p.c./dia durante 28 semanas em ratos machos e fémeas Sprague-Dawley ndo afetaram o
comportamento, ganho de peso corporal, hematologia, funcdo hepatica e renal, tempo de
protrombina e de hemorragia. As descobertas da necropsia e dos exames histoldgicos ndo
forneceram evidéncias de lesbes patolégicas. Um teste de Ames utilizando Salmonella
typhimurium com e sem microssomas hepaticos ndo mostrou efeito mutagénico
(BONANOMI; GAZZANIGA, 1980).

Resultados positivos foram observados com o uso de NAC em modelos animais
(CETINKAYA et al., 2005) e em ensaios clinicos (GUIJARRO et al.,2008) e tem sido
utilizado no tratamento de varias doencas, tais como intoxicacdo (SAMUNI et al., 2013),
lesdo cardiaca por isquemia-reperfusdo (I/R) (BAKER et al., 2009), doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) (SADOWSKA et al., 2007), bronquite (ATKURI et al., 2007),
HIV (DROGE et al., 1992), desordens psiquiatricas (BERK et al., 2013), e outros.

Em muitos estudos, a NAC demonstrou aumentar os niveis de GSH nas células
hepéticas, tendo, por sua vez, efeitos antioxidantes nas células. Aumenta a capacidade de
protecdo da célula hepatica, uma vez que a exaustdo de GSH é frequentemente vista como
uma consequéncia do aumento do EO e da inflamagio (CAGLIKULEKCI et al., 2004). Além
disso, a NAC estimula também a atividade das enzimas citosdlicas envolvidas na requisi¢cdo
de GSH, como glutationa redutase (GR) (ARRANZ et al., 2008).

Outros efeitos benéficos da NAC sdo: (1) reducédo de ligacBes dissulfeto da proteina,

interrompendo as suas ligacOes e alterando as suas estruturas, 0 que pode explicar a sua
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atividade no blogueio do TNF-a reduzindo a afinidade pelo receptor (HAYAKAWA et al.,
2003; HOU et al., 2013); (2) regulagéo do ciclo celular e apoptose (PARK et al., 2014); (3)
atividade anti-neoplésica e anti-mutagénica (PARASASSI et al., 2005); (4) modulacdo da
expressao génica e transducdo de sinal; (5) modulacdo do sistema imune e funcdes
mitocondriais (SAMUNI et al., 2013).

Quanto a apoptose, Lin et al. (1997) demonstrou o efeito protetor da NAC contra a
apoptose induzida por peroxinitrito (ONOO ) por modulacdo dos niveis de O,- e H20,.
Zaragoza et al. (2000) reportou que a NAC tem sido usada para proteger contra a apoptose
induzida por cocaina através da upregulation de enzimas antioxidantes, tais como SOD (Mn-
SOD e Cu/zZn-SOD), GPx e CAT. Em adicdo, NAC é valiosa para células imunes, e
influencia varias vias do processo fagocitico (MAHAPATRA et al., 2011). NAC demonstrou
atividade imunomoduladora, melhorando as func¢@es imunitarias, tais como a quimiotaxia dos
leucdcitos e reduzindo os niveis de TNF-o e IL-8 (SAMUNI et al., 2013), e citocinas que
atraem as células inflamatdrias e aumentam a producéo de oxidantes por estas células (HAFIZ
etal., 2013).

Alterando a solubilidade intracelular de tiol, a NAC pode influenciar o equilibrio das
células Thl e Th2, ajudando na estimulacdo de perfis especificos de citocinas. As células Thl
secretam principalmente TNF-o e IL-12, ambas citocinas pré-inflamatorias, enquanto que as
células Th2 liberam principalmente IL-10, citocina anti-inflamatéria (MAHAPATRA et al.,
2011). Como certas propriedades imunitarias sdo muito sensiveis ao EO, mesmo uma
diminuicdo moderada nos niveis intracelulares de GSH, ha consequéncias importantes para
uma variedade de funcbes de leucdcitos, especialmente a mais sensivel, tal como a
proliferacdo de linfdcitos T e a atividade de NK, dependentes de IL-2 (ARRANZ et al., 2008).

A NAC inibe a expressao da molécula de adesdo de células vasculares 1 (VCAM-1),
um membro da superfamilia de imunoglobulinas, inibindo a ligacdo de NF-xB ao VCAM-1
kB motif (ZAFARULLAH et al., 2003). VCAM-1 regula o recrutamento de células T e
permite que a inflamacdo persista, dando um sinal de sobrevivéncia para linfocitos (AFFORD
et al., 2014). A atividade anti-inflamatoria da NAC tem sido estudada através do seu efeito
sobre NF-kB, que ¢ central na regulacdo da expressdo de genes envolvidos na resposta ao EO
e inflamacdo (CSONTOS et al., 2012; HADDAD, 2012; MAHAPATRA et al., 2011;
SADOWSKA et al., 2007) e em vias de transcricdo, tais como p38 e quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK1/2), quinase de proteina ativada por estresse/quinase c-Jun
(SAPK/JNK), c-Jun e c-Fos, entre outras (SADOWSKA et al., 2007). Juntamente com estes
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fatos, a NAC afeta outras vias de transdugdo, expressdo genética e modula a atividade dos
fatores de transcrigéo tanto in vivo como in vitro (SAMUNI et al., 2013).

O tratamento de células em cultura in vitro ou em doentes com sepse utilizando NAC
houve a supressdo da ativacdo de NF-kB e subsequente produgdo de citocinas (KIM et al.,
2006; PATERSON et al., 2003). Com a liberacdo de NF-xB, a transcri¢do de genes que
codificam TNF-a, IL-1 e IL-6 pode aumentar, o que resulta em um ciclo de feedback positivo.
O TNF-a provoca ubiquitinacdo de IkB e subsequente degradacao por proteases. NAC
blogueia 0 TNF-a impedindo a ativagcdo de NF-kB, independentemente da sua atividade
antioxidante, provocando alteragOes estruturais no receptor de TNF-o que reduz a sua
afinidade com seu receptor (HOU et al., 2013).

Segundo o estudo de Pajonk et al. (2002), a administracdo de NAC suprime a
subunidade catalitica 19S, inibindo assim a ativacdo de NF-kB, e segundo Oka et al. (2000),
NAC inibe IKK. NAC também inibe a producdo de NO® (HOU et al., 2013). Efeitos
patofisiol6gicos sdo observados quando os niveis de NO® estdo elevados, devido a sua
interacdo com O, (INGARAMO et al., 2011). Além disso, estudos em figados de ratos e
células humanas tém sugerido que o NO’ tem a capacidade de induzir a apoptose (RONCO et
al., 2004) e que a expressdo génica da caspase-8 induzida por NO™ poderia contribuir para a
morte celular (RABKIN; KLASSEN, 2007).

Diante disso, fica claro o potencial da NAC como um farmaco terapéutico em varias
doencas em que o EO e inflamacéo estdo envolvidos no processo patogénico.

Nesta secdo, descrevemos brevemente o impacto do EO e da inflamacgéo nas doencas

hepaticas e as possibilidades do uso da NAC como agente terapéutico (Figura 4).
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Figura 4: Possiveis mecanismos moleculares de agcdo da N-acetilcisteina (NAC) na atenuagédo

da lesdo hepatica envolvendo estresse oxidativo e inflamacéo.
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Legenda: CAT: catalase; ECM: matriz extracelular; FFA: &cidos graxos livres; GPx: glutationa
peroxidase; HSCs: células estreladas hepaticas; iINOS: Oxido nitrico sintase induzivel; IL:
interleucina; INFy: interferon gamma; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1;
MDA/HNE: malondialdeido/4-hidroxinonenal; NF-kB: fator nuclear potenciador da cadeia leve
kappa das células ativadas B; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; ROS: espécies
reativas de oxigénio; SOD: superoxido dismutase; TGFpB1: fator de crescimento transformador
beta 1; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TNF-R: receptor do TNF-o; VEGF: fator de
crescimento do endotélio vascular.

— inibicdo; ™ estimulagcso.
Fonte: ANDRADE, K. Q. Adaptado de Cohen-Naftaly; Scott L. Friedman, 2011

4.3. Doencas Hepéticas e Possibilidades do Efeito Terapéutica da N-acetilcisteina
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Os principais marcadores de defesa antioxidante, de dano oxidativo e inflamagéo estéo
representados na Tabela 1.

4.3.1. Hepatite viral cronica
Hepatite C viral

A principal causa de doenca hepética cronica € o virus da hepatite C (HCV). Os
resultados epidemioldgicos, relatados recentemente, mostram um aumento da incidéncia nos
ultimos 15 anos em 2,8%, atingindo > 185 milhdes de infec¢bes em todo 0 mundo (MOHD et
al., 2013). Em tal situacdo, existe um risco crescente de evolucdo para cirrose e HCC. 23%
dos pacientes com HCV desenvolvem HCC (PISANI et al., 1997). Apesar da compreensao
completa dos mecanismos pelos quais o HCV causa danos celulares, varias evidéncias
confirmam que a producdo de EROs aumenta enquanto a defesa antioxidante diminui
significativamente em todos os tipos de danos no figado (FARIAS et al., 2012; POLI, 2000).
Portanto, o EO esta envolvido na patogénese da hepatite C crdnica, bem como na indugdo e
progressao da doenca hepatica (KO et al., 2005) e hepatocarcinogénese na HCC
(MIYANISHI et al., 2015).

Uma das consequéncias da expressdao génica do HCV é o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). Este estresse provoca a diminuicdo dos estoques de célcio no RE e o
aumento da captacdao de célcio nas mitocondrias (GONG et al., 2001) e consequentemente
estimula a geracdo de EROs que esta envolvida na alteracdo das propriedades das proteinas,
bem como levam a peroxidacdo lipidica, influenciando, negativamente vias importantes na
célula hospedeira, incluindo a oxidacdo de acidos graxos e sua exportacdo (TARDIF et al.,
2005). A EROs ativa a tirosina celular e a serina/treonina quinases, que ativam, entdo, o NF-
kB e o transdutor de sinais e ativador de transcricdo 3 (STAT-3). Como foi falado
anteriormente, o NF-xB provoca a ativacdo de genes pro-inflamatérios e pré-oxidantes
(MOURA et al., 2015).

Outro mecanismo devido a infeccdo pelo HCV que parece estar intimamente
envolvido com EO e a sobrecarga de ferro (SHEDLOFSKY, 1998). Alguns dados na
literatura mostram um aumento dos teores de Fe*® tanto no figado como no soro desses
pacientes (METWALLY et al., 2004; ROJAS et al., 2001), mas o mecanismo pelo qual o
VHC regula o metabolismo do ferro € mal compreendido. Como consequéncia do acimulo de
ferro no figado, a reacdo de Fenton e a geracdo de HO" aumentam (VASCONCELOS et al.,
2007). HO® Reage com as membranas lipidicas, proteinas e DNA, e causa dano hepatico

observado pelo aumento da alanina aminotransferase (ALT) sérica (SHAN et al., 2005).
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Além desses aspectos, o desequilibrio redox em pacientes com HCV também pode
ser causado pelo polimorfismo do gene CAT, que reduz a defesa antioxidante enddgena
(BULATOVA et al., 2015). Adicionalmente, os doentes com HCV apresentam deficiéncia de
vitamina A e isto esta correlacionado com a falta de resposta ao inteferon (terapia antiviral)
(BITETTO, 2013). Deve-se notar que a vitamina A é considerada um importante antioxidante
exogeno e mais de 90% da vitamina A total do corpo é armazenado no figado. Além disso,
EROs ativa a HSCs, que levam a fibrose hepatica e a progressao da doenca em pacientes com
HCV (MASRI et al., 2015). Outra alteracdo redox observada em pacientes com HCV é o
aumento dos niveis de MDA (KHADEM et al., 2015) e diminuicdo da SOD e status
antioxidante total (TAS) (GABR; ALGHADIR, 2014). A inflamagdo, intimamente associada
ao EO, pode também ser identificada na progressdo HCV, especialmente necrose e apoptose e
a persisténcia desta inflamacdo estd associada com a progressdo da fibrose hepatica e o
desenvolvimento de cirrose (GABR; ALGHADIR, 2014).

Alguns nutrientes com propriedades antioxidantes e/ou anti-inflamatérios foram
testados com sucesso no tratamento do HCV, por exemplo, vitamina E
(BUNCHORNTAVAKUL et al., 2014; VONGHIA et al., 2013).

Até agora, a NAC ndo tem sido utilizado no tratamento do HCV, no contexto do
estresse oxidativo e da inflamacdo, e a sua acdo anti-fibrética em diferentes modelos animais
de doenca hepética pode sugerir efeitos positivos, sendo necessarios estudos in vivo que
avaliam o efeito antioxidante e anti-inflamatério da NAC, mas os ensaios clinicos séo

necessarios para apoiar a sua utilizacao.
Hepatite B Viral

Um dos problemas de saude publica mais prevalentes em todo o0 mundo € a infeccédo
pelo virus da hepatite B (HBV). Esse virus afeta 30% da populacdo mundial (TREPO et al.,
2014). Estima-se que aproximadamente 350-400 milhGes de pessoas Sdo cronicamente
infectadas com HBV no mundo e esta infeccdo pode levar a fibrose hepatica e progredir para
carcinoma hepatocellular (MCMAHON, 2010). Embora a maioria dos pacientes com infecgédo
crénica pelo HBV ndo desenvolve complicacfes hepaticas, pode causar doencas mais tarde na
vida (FERREIRA et al., 2009).

A infeccdo pelo HBV pode alterar o metabolismo das células hospedeiras para
sustentar a sua replicacdo e expressdo, incluindo a regulacdo positiva da glutamato

desidrogenase 1 e isocitrato desidrogenase (TONG et al., 2008), a up- regulation
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transcricional dos genes envolvidos na biossintese lipidica (HAJIJOU et al., 2005) e a
promocdo da biossintese de hexosamina e fosfatidilcolina (LI et al., 2015). Juntamente com
estas alteracfes metabdlicas, 0 EO também apresenta uma acdo importante na replicacao
viral. Quatro fases de leitura aberta: designados por Cp (proteina de ndcleo), Sp (proteina de
superficie), Pol (polimerase) e HBx (proteina X) fazem parte do genoma de DNA de cadeia
dupla do HBV e estdo associados ao EO, particularmente com o aumento do H,0O, e
diminuicdo dos niveis de GSH (KIM et al., 2015).

As alteracGes metabolicas causadas pelo HBV estdo associadas a gordura no figado,
inflamacdo e especialmente ao EOQ. Em termos de EO, é observado pelo consumo de GSH (LI
et al., 2015), diminuicdo da atividade de GPx e aumento de MDA (ACAR et al., 2009) e
niveis de proteinas carboniladas (TASDELEN et al., 2012). Além disso, p-caroteno (DIKICI
et al., 2005), niveis de ceruloplasmina, status oxidante total (TOS), TAS, e EO index
(EOI),representado por TOS (umol H,O, equivalente/L)/TAS (mmol Trolox equivalente/L),
sugerem que o EO pode estar associada a atividade da hepatite B (DUYGU et al., 2012). Por
conseguinte, demonstrou-se que teve um efeito sobre o dano ao DNA e na
hepatocarcinogénese (TAKAKI; YAMAMOTO, 2015).

Semelhante a0 HCV, a NAC ainda ndo foi testada no tratamento do HBV no
contexto do estresse oxidativo e inflamag&o. No entanto, os fatos ja discutidos podem apoiar a

sua utilizacdo em testes com animais e ainda em ensaios clinicos.

4.3.2. Alcool

A doenca hepética alcodlica (DHA) pode se manifestar em diferentes graus de
gravidade, passando de esteatose hepatica (forma simples de lesdo hepética) até cirrose grave
DHA é a doenca hepatica mais comum no mundo e é responsavel por 3,8% de todos o0s 6bitos
(REHM et al., 2009).

Classicamente, existem trés estagios de DHA, que sdo classificados histologicamente
como: gordura no figado ou esteatose hepatica, hepatite alcoolica e hepatite crénica com
fibrose hepatica ou cirrose (MACSWEEN; BURT, 1986), e em todos eles, inflamacdo e EO
ocorrem. A metaboliza¢do do alcool em acetaldeido, diretamente responsavel pelos danos no
figado, é promovida por enzimas chave, incluindo alcool desidrogenase (ADH), CYP2EL e
CAT (SETSHEDI et al., 2010). De forma semelhante a desidrogenacdo de alcool a
acetaldeido por ADH, a desidrogenacdo de acetaldeido em acetato por sua respectiva
desidrogenase (aldeido desidrogenase -ALDH), pode levar a sintese de NADH, que inibe a

oxidacdo de &cidos graxos e promove 0 acumulo de gordura. NADH, em excesso, é
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responsavel pela lesdo hepatica indireta. O metabolismo alternativo do &lcool pelo CYP2E1
leva a producdo de EROs, causando peroxidacdo lipidica e inflamacéo. Além disso, o alcool
também aumenta a permeabilidade intestinal, levando a endotoxemia. Isto leva a ativacdo de
KCs no figado para liberar TNF-a, 0 que por sua vez leva a mais EO (FORREST; REED,
2011). Quando o acetaldeido se acumula, liga-se, formando adutos, isto €, produtos covalentes
de adicdo quimica, com proteinas, lipidos e DNA, causando disfungdo, dano e mutacdo do
DNA (SETSHEDI et al., 2010).

O EO e inflamacédo foram confirmados em pacientes com ALD, em varios estudos.
Qu et al.,observaram que a proteina 70 de choque térmico (HSP70), um polipeptideo
intracelular envolvido em respostas imunes, contribuindo para danos vasculares e liberagdo de
TNF-a, foi aumentada na doenca hepatica gordurosa alcoolica. Grasselli et al. (2014) também
identificou desequilibrio redox em individuos com ALD: aumento da peroxidacéo lipidica e
estimulagdo das atividades das enzimas antioxidantes CAT e SOD (GRASSELLI et al., 2014).
Parthasarathy et al. (2015) estudando pacientes cirréticos observaram que, mesmo durante a
retirada do alcool, essas alteracfes sdo mantidas (PARTHASARATHY et al., 2015).

Com base na relacdo estreita entre EO e ALD e sua progressdo, pesquisas estao
sendo conduzidas para investigar as vantagens da terapia antioxidante em modelos animais,
bem como em seres humanos. Segundo Pivetta et al. (2006) (Tabela 2), NAC sozinho na dose
de 300 mg/kg/dia, durante 30 dias, via i.p., ndo restaurou tiois ndo proteicos e GPx em niveis
normais, que estavam reduzidos com a administracdo de alcool (PIVETTA et al., 2006). Outra
observacao importante por Caro et al. (2014) (Tabela 2), foram os efeitos benéficos da NAC
sobre 0 EO no citosol, mas ndo na mitocondria do hepatdcitos (CARO et al., 2014). A
suplementacdo com NAC pode ser eficaz durante a abstinéncia do etanol, melhorando os
niveis séricos de lipidios e as defesas antioxidantes hepaticas (niveis teciduais de GSH/GSSG
e atividade de GR tecidual) (SEIVA et al., 2009) (Tabela 2). Curiosamente, o pré-tratamento
com a NAC foi capaz de atenuar a peroxidacdo lipidica e a deplecdo de GSH causada pela
administracdo de alcool, em periodo agudo, mas no pos-tratamento, a NAC agravou a
peroxidacdo lipidica hepatica e agravou a lesdo hepética aguda induzida pelo etanol de forma
dose-dependente (WANG et al., 2006) (Tabela 2).

E evidente a partir das informag@es acima que a suplementacio de NAC precisa de
mais investigacéo no tecido hepético e em varias condigdes clinicas para validar ou ndo a sua

utilizacdo em ALD, na prética clinica.



Tabela 2. Efeito antioxidante e anti-inflamatdrio da N-acetilcisteina no dano hepatico.
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Sintese e Niveis de

Via de Dose; Tempo de
Tipo de Dano Tipo de Estudo ERONs (Sintese ou Dano) Defesa Antioxidante Citocinas e Ref.
administragéo Administracio
Interleucinas
DOENCAS
| LOOH e MDA niveis | TNF-a expressao
teciduais; tecidual mMRNA, BAUMGARDNER
In vivo (ratos) Gavagem 2 g/kg/d, 65 d GSH niveis tecidual )
| Citocromo P450 2E1 IL-1p* expresséo tecidual et al., 2008
expressao tecidual mRNA
EHNA -
) ] o | GSH niveis THONG-NGAM et
In vivo (ratos) Oral (dieta) 20 mg/kg/d, 6 sem MDA niveis tecidual ) -
plasmaticos al., 2007
) ] ) ) . ) SAMUHASANEE
In vivo (ratos) Oral (dieta) 500 mg/kg/d, 4 sem MDA niveis tecidual GSH? niveis tecidual -
TOetal., 2007
) ) . ) | TNF-o e IL-6 niveis DEMIROREN et
In vivo (ratos) i.p. 50 mg/kg/d, 6 sem - GSH? niveis tecidual
tecidual al., 2014
Fibrose | TBARS niveis teciduais;
) ) 1 GSH e P-SH niveis VENDEMIALE et
In vivo (ratos) i.m. 50 umol/kg/d, 2 sem | proteina carbonilada niveis o -
teciduais al., 2001
tecidual
) ) ) ) o TSUYUKI et al.,
Cirrose In vivo (ratos) i.p. 1 g/kg, 7 sem - 1 GSH niveis teciduais -
1998
1 Atividade antioxidante
] 1.5 g/kg/d, 4 sem, apds total tecidual
In vivo (ratos) Oral (gavagem) - - LEl etal., 2012
inducdo 1 Atividade da SOD em
Diabetes mellitus tecido
1 GSHP niveis teciduais;
) ) 25 2 mg/kg/d; 75 ® mg/kg/d, R o o RIBEIRO et al.,
In vivo (ratos) i.p. | MDA®® niveis teciduais Atividades teciduais da -
30d 2011
GPx" e SOD*
| lipidio hidroperoxido niveis 1 GSH niveis teciduais;
Obesidade In vivo (ratos) Oral (4gua) 2mg/L/d, 30 d - DINIZ et al., 2006

teciduais

1 GSH/GSSG niveis
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teciduais;

1 SOD atividade

tecidual; CAT* atividade

tecidual;

1 GPx atividade tecidual

Isquemia-reperfuséo

In vivo ] 300 mg/kg/d, 2 h antes da
i.p. | MDA niveis tecidual 1 GSH niveis tecidual - SUN et al., 2014
(camundongo) isquemia
| Proteinas carboniladas
1 g/kg/d, cada segundo dia  niveis tecidual; FERNANDEZ
et
In vivo (ratos) i.p. durante um periodo de 10 | Proteinas 1 GSH niveis tecidual - L 2013
al., 201
dias, antes da isquemia carboniladas/GSH niveis
tecidual
) ) 500 mg/kg, 20 min antes DEMIR; INAL-
In vivo (ratos) i.p. ) | MDA niveis tecidual | GPx atividade tecidual -
da inducéo ERDEN, 1998
150 mg/kg, 15 min antes | MDA niveis tecidual;
da isquemia e | oxidagdo proteica em
In vivo (ratos) i.p. . . . 1 GSH niveis tedicual - SENER et al., 2003
imediatemente antes do tecido;
periodo de reperfusao | MPO atividade tedicual
] | IL-6*"° mRNA,
In vivo ) 150 mg/kg, 6°h, 12°h e
iv. | EROs** - TNF-0*° WANG et al., 2014
(camundongo) 24°h ap6s IR
| NF-«B®
] ] 150 mg/kg, antes da | MDA niveis teciduais; TAKHTFOOLADI
In vivo (ratos) iv. 1 GSH niveis teciduais
reperfuséo | MPO atividade tecidual etal., 2014
150 mg/kg? 5 min antes da
isquemia, 300 mg/kg® 5
TBARS* niveis plasmaticos
min antes da isquemia, 150 KALIMERIS et al.,
In vivo (ratos) i.p. e tecidual GSH? atividade tecidual -

mg/kg® 5 min antes da
isquemia plus 150 mg/kg®

5 min antes da reperfuséo

2016
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In vivo 100 mg/kg/d, 3 meses
i.p. | EROs - - LIN et al., 2013
(camundongo) antes da inducéo
Carcinogénese
4 mg/mL, iniciando de 2
Hepatocelular In vivo | 4-HNE, MDA e
Oral (4gua) meses de idade antes da ) ) - - TIAN et al., 2015
(camundongo) 8-OXO0-dG niveis tecidual
inducéo
| TGF-B e IL-6
Oral (0.5% GALICIA-
300 mg/kg/d, 28 d apds 1 GSH niveis tecidual; expressdo tecidual;
Colestase In vivo (ratos) carboximetilcel | MDA niveis tecidual MORENO et al.,
ligacéo do ducto biliar CAT" atividade tecidual 1L-10" expresséo
ulose) 2012
tecidual
100 mg/kg/d, 5 d ap6s | MDA niveis teciduais; Caglikiilekei et al.,
Ictericia obstrutiva In vivo (ratos) S.C. - -
inducdo | iNOS expressio tecidual 2004
TBARS niveis teciduais;
) 20 mg/kg, 3 e 6 h apds RITTER et al.,
In vivo (ratos) s.C. | proteinas carboniladas - -
CCl, S 2004
niveis teciduais
Insuficiéncia hepatica
1.2 g/kg?, imediatamente
aguda | IL-5% IL-10° IL-123
In vivo antes da inducéo e 1.2 BEMEUR et al.,
ip. - 1 GSH? niveis tecidual IL-17% e IFN=y® niveis
(camundongos) g/kgP injetado 1 h apés a ) 2010
) tecidual
inducdo
| GSH niveis teciduais;
In vivo 300 mg/kg, 5 d na sem/4 SEIF EL-DIN et al.,
Esquistossomose Oral (agua) - GST* GR*, GPx* e -
(camundongos) sem 2011
SOD" atividade tecidual
150 mg/kg/h (0.3 mL/h)
Lipopolissacarideo em 60 min e 12.5 mg/kg/h | TNF-o, IL-6, IL-10
In vivo (ratos) i.v - - HSU et al., 2006

(LPS)

durante todo o experimento

(0.3 mL/h)

niveis plasmaticos

ALcooL

Etanol

In vivo

(camundongo)

757, 150° ou 300° mg/kg/d,
em 30 min antes do etanol;

75 ¢ 150 © or 300" mg/kg/d,

| TBARS **¢ niveis
teciduais;

1 TBARS®' niveis tedicuais;

1 GSH " niveis

teciduais

| TNF-o mRNA #*¢

niveis teciduais

WANG et al., 2006
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at 4 h after ethanol

| MDA e HNE adutos
ORAC* | TNF-a mRNA
In vivo (ratos) Gavagem 1.2 g/kg/d, 45 d tecidual RONIS et al., 2005
GSH* niveis tecidual expressao tecidual
CYP2E1* expressio
IL-1p%, IL-2%, IL-4%, IL-  SETSHEDI et al.,
In vivo (ratos) Gavagem 1.2 g/kg/d, por 130 d - -

6", TNF-o niveis

2011

Oral (solugéo

2 g/L com etanol, 15 d

apds 30 d de etanol®, e

1 GSH/GSSG " niveis

In vivo (ratos) - tecidual; - SEIVA et al., 2009
etanol) 2 g/L sem etanol por o .
1 GR" atividade tecidual
15 d ap6s30 d de etanol”
In vivo #.SH niveis teciduais; PIVETTA et al.
i.p. 300 mg/kg/d, 30 d - B ) -
(camundongos) *GPx atividade tecidual 2006
Proteinas carboniladas”
niveis mitocondriais;
TBARS" niveis
In vivo (ratos) Gavagem 1.7 g/kg/d, 150 d ) o 1 GSH niveis tecidual - CARO et al., 2014
mitocondriais;
| Proteinas carboniladas
niveis tecidual
DROGAS
20 mM (dissolvido em
) 10X PBS, pH 7.4) 1*h
In vitro
) - antes ou 2° h ap6s - 1 GSH?® niveis - BAJT et al., 2004
(hepatdcito) B
administracdo de
Acetaminofeno APAP
(APAP) 100 mg/kg/d, 5 d 24 h ap6s | TNF-o e IL-6 niveis TASLIPINAR et
In vivo (ratos) i.p. - -
inducéo teciduais al., 2013
1 GSH, GSSG,
2.4 mM/kg/(2 mL dose), | MDA niveis tecidual e ACHARYA, LAU-
In vivo (ratos) i.p. GSH/GSSG niveis -

30 min antes da inducéo

sorolégico

tecidual e soroldgicos;

CAM, 2010
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1 GR, GST atividade

tecidual e soroldgico

In vivo . 1.25 mmol/kg, 1 h ap6s MDA, | 4-HNE e proteinas 1 GSH e GSSG niveis TERNEUS et al.,
ip.
(camundongos) inducdo carboniladas niveis tecidual teciduais 2008
3007 400° and 600° mg/kg,
In vivo o | MDA niveis tecidual; o OWUMI et al.,
Gavagem for 24 h (co-administracéo 1 GSH**® niveis tecidual
(camundongos) 2015
APAP e NAC)
In vitro 2.0 mM, 30 min apds 1 GSH niveis, P-SH RAFEIRO et al.,
(hepatécito) incubagdo com APAP niveis 1994
In vitro 5.0 mM, apés 24% and 48° h MANOV et al.,
. - . - 1 GSH? niveis
(hepatbcito) de exposi¢do de APAP 2002
In vivo 400 mg/kg, 2 h apds AL-MUSTAFA et
i.p. . - 1 GSH niveis teciduais
(camundongos) inducdo al., 1997
In vitro ) GSH® e GSH/IGSSG*%;
) 250 pM, antes 1220u24° | TBARS * niveis; TOBWALA et al.,
(hepatdcito - ) 1 GSH/GSSG"
h | EROs™ niveis B 2015
humano) 1 GR*" atividade
SOD" e CAT* atividades
MDA niveis; teciduais;
Rifampicina In vivo (ratos) i.p. 100 mg/kg/d, 3 sem citocromo P450 2E1* niveis GPx* atividade RANA et al., 2006
teciduais GST* atividade
GR* atividade
o ) ) 100 mg/kg/d, 7 d antes da
Azatioprina In vivo (ratos) i.p. . | MDA niveis tecidual 1 GSH niveis tecidual RAZA et al., 2003
inducdo
0.5 mM, 24 h antes 1 GSH niveis
In vitro Zaragoza et al.,
Cocaina ) - incubagdo com cocaina e | Peroxido niveis 1 CAT e GPx RNAm
(hepatdcitos) ) ) 2000
24 h ap6s incubacido niveis
CARVALHO et al.,
In vitro 0.1%e 1° mM, 15 min antes
N-metil-metildopamina - - GSH? niveis 2004

(hepatacito)

da inducéo
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150 mg/kg/d, 11 d

| MDA niveis teciduais;

1 SOD atividade tecidual

Ciclosporina A In vivo (ratos) i.m. iniciando 1 d antes da - KAYA et al., 2008
| NO- niveis teciduais GPx*
inducéo
SOD* e CAT" atividades
tecidual;
Isoniazida In vivo (ratos) i.p. 100 mg/kg/d, 3 sem CYP2E1” niveis P-SH* niveis; - ATTRI et al., 2001
GPx* e GR* atividades
tecidual
. . ABDOLI et al.,
Estatinas In vitro (ratos) - 200 uM | TBARS niveis - -
2014
1 SOD atividade
tecidual;
) ) o o AKBULUT etal.,
Metotrexato In vivo (ratos) i.p. 50 mg/kg/d, 7 d MDA niveis tecidual GSH* niveis tecidual; - 20
14
CAT" atividade tecidual;
TAC
1 SOD°e CAT®
) ) 502,100 " e 200 © mg/kg/d o N ) MAHESWARI et
Carbamazepina In vivo (ratos) Gavagem | TBARSE niveis tecidual atividades tecidual, -
por 45 d o al., 2014
1 GSHC niveis tecidual
PESTICIDAS
1 GSH niveis tecidual;
) | MDA niveis tecidual; 1 SOD, GPx e GST L IL-1B, IL-6, INF-y, LASRAM et al.,
In vivo (rats) Oral (4gua) 2g/L, 28d o ) )
| MPO atividade tecidual atividades tecidual niveis MRNA 2014
Malation
| CAT atividade tecidual
In vitro 200 uM, 30 min before MOSTAFALOU et
| EROs - -
(hepatacito) exposure al., 2012
200 mg/kg 2 h antes do | MDA niveis tecidual; 1 GSH niveis tecidual | TNF-o expressdo
tratamento com paraquat | INOS expressio tecidual; | SOD niveis tecidual tecidual AHMAD et al.,
Paraquat In vivo (ratos) i.p. ) o
(duas vezes por semana, | NO* niveis teciduais; 1 GR niveis tecidual | IL-1P expresséo 2013

durante as seis semanas)

| CYP2ELI atividade tecidual;

| GPx nivel tecidual

tecidual
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Diclorodifeniltricloroeta

In vitro 100 mg/mL, 1 h antes da TONDER et al.,
no ) - ) EROs” - -
(hepatocito) exposicao 2014
(DDT)
) | IFN-y mRNA DHOUIB et al.,
Carbosulfan In vivo (ratos) Oral (4gua) 2g/Lpor30d | MDA niveis tecidual 1 GSH nivel tecidual
expressao 2015
RADIACAO IONIZANTE
1 GSH #° nivel tecidual
50 * mg/kg/d, 100 °
1h antes;
mg/kg/d or 200 ° mg/kg/d,
In vivo | MDA "¢ njveis tecidual; 1 GSH °° nivel tecidual YAMAGUCHI et
X-Rays i.p. 1 h antes ou ap6s ) ) -
(camundongo) | DNA #*** dano tecidual apds exposicao; al., 2007
exposicao ao X-ray
o 1 SOD *"¢* atividade
irradiacéo
tedicual
1 GSH niveis tecidual,
1 g/kg/d, 7 d antes da | MDA niveis tecidual;
1 GSH-Px atividade MANSOUR et al.,
v-Rays In vivo (ratos) i.p exposicao a irradia¢do y- | DNA dano tecidual; -
tecidual; 2008
ray (NO(x)) *
1 SOD atividade tecidual
OUTROS
- 1 SOD e CAT atividade
Toxicidade por ) ) 0.6 mg/kg/d, 3 d ap6s .
) In vivo (ratos) i.p. ) | MDA niveis tecidual tecidual; - JOSHI et al., 2014
mercurio inducdo
1 GSH niveis tecidual
1 SOD e CAT atividade
tecidual;
| TBARS niveis tecidual e
. 1 GPx atividade tecidual;
plasmético; KAMALAKKANN
In vivo (ratos) Gavagem 150 mg/kg/d, por 3 meses 1 GSH niveis -
| HP niveis tecidual e AN et al., 2005.
Tetracloreto de carbono plasmaticos;
plasmatico
1 Vitamin C ¢ vitamin E
niveis plasmaticos
) ) 25% mg/kg/d e 50° mg/kg/d, S 1 GPx*? atividade | CYP2EI®® atividade NISSAR et al.,
In vivo (ratos) i.p. | LP *® niveis teciduais
12 sem tecidual tecidual 2013




105

1 GSH*® atividade
tecidual
1 CAT*® atividade

tecidual

507 100° 200° mg/kg/d, 4

1 SOD*"* atividade

In vivo (ratos) i.p. | MDAP® niveis tecidual tecidual; CAl et al., 2015
sem
1 GSH*"® niveis tecidual
5 mM, 2 h pre-, 1 GR niveis
) ) ODEWUM et al.,
In vitro (ratos) - simultaneous or 2 h post- - 1 CAT niveis 2011
treatment GPx" niveis
Cédmio (Cd)
2 mM, 1.5 h, adicionados
In vitro (ratos) - simultaneamente | EROS - WANG et al., 2014
como Cd
Acido ) o )
. e In vitro (ratos) 0.5 mM, co-administered | Op+” production; GONZALEZ-
glicochenodeoxicélico - ] -
Células HepG2 with GCDCA | NO levels RUBIO et al., 2010
(GCDCA)
SKRZYDLEWSK
1 GSH niveis tecidual
] ) 150 mg/kg, duas doses, A,
Metanol In vivo (ratos) i.p. | MDA niveis tecidual 1 GSSG niveis tecidual
ap6s12he24h FARBISZEWSKI,
1 GPx atividade tedicual
1999
) 1 mmol/L, 60 * min antes e o PAWLOWSKA-
In vitro (rats) o o 1 GPx® niveis tecidual
Fluoreto - 60 ° min simultaneamente | MDA? niveis tecidual . GORAL et al.,
cultura 1 GR? niveis tecidual
com fluoreto 2013
) ] | MDA niveis tecidual; Caglikiilekci et al.,
iNOS In vivo (ratos) s.C. 100 mg/kg, 5d -
| INOS expressao tecidual 2004
1 SOD atividade tecidual;
1 Vitamin C niveis SATHISH et al.,
Dimetilnitrosamina In vivo (ratos) Gavagem 50 mg/kg/d, 7 d | MDA niveis tecidual
tecidual; 2011

1 Vitamin E nivel
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tecidual;

1 GPx atividade tecidual;
1 GSH niveis tecidual,
1 CAT atividade tecidual;
1 GST atividade tecidual

CAT* atividade tecidual

Arsénico In vivo (ratos) i.p. 10 mg/kg/d, por 3 sem TBARS” niveis tecidual - MODI et al., 2006
GSH? niveis tecidual
) In vitro ) BRANDAO;
Mercurio cloreto - 10° — 500° uM | MDAP niveis - -
(camundongos) NOGUEIRA, 2011
1% (10g/kg dieta) uma | GSSG/GSH;
Bifenilos policlorados In vivo (ratos) Oral (dieta) CYP1A1* atividade - LAl et al., 2012
sem. antes da indugao GST* atividade tecidual
1 GST niveis
12.5 mg/kg/h, durante toda .
) ) o ) plasmaticos;
Isoflurano anestesia Humano iv. a operagdo (surirgia TMDA niveis plasmaticas - BEYAZ et al., 2011
1 GSH niveis
laparoscépica) )
plasmaticos
| MDA niveis tecidual 1 GSSG niveis tecidual
Circulagéo ] 250 mg/kg,em 0.5, 1, 2, 3, o HUANG et al.,
) In vivo (ratos) - | MPO niveis tecidual 1 GSH niveis tecidual -
cardiopulmonar e24h 2011
1 INOS niveis tecidual 1 GPx atividade tecidual
. 1 GSH niveis tecidual, ALTINOZ et al.,
In vivo (ratos) Gavagem 250 mg/kg/d, 21 d | MDA niveis tecidual -
1 GST atividade tecidual 2015
Acrilamida | NF-kB mRNA
(ACR) ] ) expresséo;
In vivo (ratos) i.p. 200mg/kg/d, por 2 sem | COX-2 mRNA expresséo - WANG et al., 2016
1 IkB-o mRNA
expressao
Legenda: "% ¢ = diferentes tratamentos; * = Grupo que apresentou acdo mais benéfica; - = nio avaliado; * = ndo houve diferenca significativa quando

comparado com o controle positivo; T = aumentou; | = diminuiu; p.c.: peso corporal; CP4502E1: citocromo P450, familia 2, subfamilia E, polipeptidio 1;
CAT: catalase; d: dias; GR: glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSH/GSSG: razdo glutationa reduzida/glutationa
oxidada; GST: glutationa S-transferase; h: horas; HNE: hidroxinonenal; HP: hidroperoxido; i.v.: intravascular; i.p.: intraperitoneal; i.m.: intramuscular;
iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel; IL: interleucina; INF-y: interferon gamma; kg = kilograma; LP: perodxido lipidico; MPO: mieloperoxidase; mRNA:
RNA mensageiro; mtDNA: DNA mitocondrial; MDA: malondialdeido; MnSOD: superdxido dismutase/manganés; min: minuto; NASH: esteatohepatite
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ndo alcoodlica; (NO(x)): nitrato total/nitrito; NF-«xB: fator nuclear kB; ng = nanograma; NO: 6xido nitrico; ORAC: Capacidade de absorcdo do radical
oxigénio; P-SH: proteina com grupo sulfidrila; protCo: proteina carbonilada; PBS: tampéo fosfato salino; Ref: referéncia; EROs: espécies reativas de
oxigénio; SOD: superoxido dismutase; sem: semana; s.c.: subcutaneamente; TAC: capacidade antioxidante total; TNF-a: fator de necrose tumoral «;
TBARS: substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico; TGFB1: fator de crescimento transformador B1; vs.: versus ; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-deoxiguanosing;

4-HNE: 4-hidroxi-2-nonenal.
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4.3.3. Esteatohepatite ndo-alcodlica

A doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) é uma das doencas hepaticas
crénicas mais comuns em todo o mundo (WILLIAMS et al., 2011). A DHGNA refere-se a um
espectro patolégico clinico de condicGes que véo desde a esteatose simples (figado gorduroso)
até a esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), envolvendo inflamagdo, danos nas células do
figado e, em alguns casos, cirrose e HCC (ADAMS; LINDOR, 2007). Estima-se que a
DHGNA afeta 20% -30% da populagéo geral e 70% -90% de pacientes obesos ou diabéticos
(VERNON et al., 2011).

A patogénese da DHGNA, especialmente a EHNA, é multifatorial e inclui alteractes
do metabolismo lipidico, resisténcia a insulina (IR), aumento da inflamacdo, EO e producdo
de produtos de glicacdo avancada (advanced glycation end products - AGEs) (MEDEIROS;
LIMA, 2015; SANTOS et al., 2013; SERVIDDIO et al., 2013).

O papel da inflamagdo e EO na patogénese da DHGNA pode ser confirmado pela
teoria de "dois hit" por Day et al. (1998). De acordo com essa teoria, citado por Santos et al.
(2013), o primeiro hit diz respeito a acumulacéo de triglicerideos (TG) e &cidos graxos livres
(AGL) nos hepatocitos, causada pelo aumento da IR, aumento do influxo alimentar e aumento
da lipogénese hepatica; enquanto que o segundo estd relacionado a peroxidacdo lipidica,
disfuncdo mitocondrial e inflamacdo, que resultam em danos aos hepatocitos e
desenvolvimento de fibrose hepética (DAY; JAMES, 1998).

ERONSs tém a funcéo de ativar e inibir as vias de sinalizacdo que podem modular o
metabolismo de lipidios, especialmente a progressdo da esteatohepatite, causada pelo aumento
de adipocinas e ativacdo do sistema imunolégico (SERVIDDIO et al., 2013). Outro ponto
importante é que as ERONs podem induzir vias de sinalizacdo que podem desencadear IR
(HOUSTISet al., 2006).

Os pacientes com DHGNA/EHNA apresentam diversas alteracbes nos marcadores
redox e inflamatorios, como o aumento da proteina C reativa de alta sensibilidade (hsPCR)
(RIFAI et al., 2015); AGE (OZENIRLER et al., 2014), que pode resultar de uma variedade de
reacOes (via direta) ou por mecanismo que envolve a oxidacdo de lipidios mediada por
radicais hidroxil (forma indireta) (SAYRE et al., 2006); e aumento de MDA (FARHANGI et
al., 2014). Além disso, a diminuigdo da TAS (HOROZ et al., 2005) e SOD também foram
observados (KORUK et al., 2004).

E possivel que a EHNA possa ocorrer na auséncia de esteatose simples, pois a

inflamacdo relacionada a patogénese da EHNA pode se originar na microbiota intestinal, em
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resposta a infiltracdo de neutrdfilos atraidos por quimiocinas, bem como presenca de
macrofagos, tecido adiposo inflamado e células inflamatérias circulantes (ATHYROS et al.,
2015). A inflamacéo hepatica pode resultar de EROs via CYP2E1 (LINHART et al., 2015).
Esta enzima tem sua expressdao aumentada em EHNA, podendo elevar significativamente os
niveis de EROs (SANTOS et al., 2013).

Conforme mencionado acima, 0s hepatdcitos estdo equipados com multiplos
sistemas de defesa, permitindo uma protecdo contra processos oxidativos (DINKOVA-
KOSTOVA et al., 2005). Nesta revisdo, foram encontrados 3 artigos sobre NAC e
DHGNA/EHNA e todos em modelos animais.

Samuhasaneeto et al. (2001) (Tabela 2) observaram que ratos, em um modelo de
EHNA induzido por dieta com alto teor de gordura (high fat diet - HFD), e que receberam
NAC (500 mg/kg/dia), por via oral, ndo apresentaram melhora nos niveis de GSH total e
MDA hepético de em relacdo ao grupo que recebeu apenas dieta indutora da EHNA.

Em outro modelo animal, induzindo EHNA por HFD via nutricdo enteral,
Baumgardner et al. (2008) (Tabela 2), utilizando NAC (2 g/kg/dia), demonstraram que este
antioxidante diminuiu os niveis de MDA, mas ndo conseguiu bloquear o desenvolvimento da
esteatose. Thong-Ngam et al. (2007) (Tabela 2), ao estudar a EHNA induzida pela dieta (dieta
100% de gordura), concluiu que a GSH no grupo EHNA + NAC (20 mg/kg/dia, por 6
semanas) foi significativamente menor do que no grupo EHNA.

O figado esta mais exposto a hiperinsulinemia do que qualquer outro tecido, porque a
insulina é transportada através da veia porta (LEI et al., 2012). Estatose e EHNA estdo
presentes em 95% e 20% dos pacientes obesos, respectivamente (BHOGAL et al., 2010).

Diniz et al. (2006) (Tabela 2) examinou se a dieta rica em sacarose (SRD) induziu
hiperglicemia, dislipidemia e EO em ratos. Observou-se que a administracdo oral de 2 mg de
NAC/L/dia em agua, por 30 dias, diminuiu os niveis hepaticos de hidroperoxido lipidico
(LOOH) e aumentou a capacidade antioxidante do figado, através do aumento dos niveis
hepaticos de GSH e SOD e GPx, aumentando assim a capacidade redutora e inibindo a
alteracdo do LOOH no tecido hepatico em ratos. NAC, devido a sua atividade antioxidante,
inibe o deslocamento metabdlico e induz efeitos benéficos sobre a obesidade. De acordo com
este estudo, a administracdo de NAC em alimentos pode ser vidvel e beneéfica. Estudos
adicionais sdo necessarios para entender os mecanismos de acdo da NAC na obesidade,
visando sua prescricdo como um medicamento para atenuar os efeitos nocivos da obesidade.

O diabetes tipo 1 (T1DM) e o diabetes tipo 2 (DM2) estdo associados a um risco
aumentado de lesdo hepatica cronica, incluindo o DHGNA (KIM et al., 2009). A NAC foi
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testada em um modelo animal de T1DM induzido por estreptozotocina, uma vez que a
diminuicdo de GSH pode ter um papel importante no desenvolvimento de complicagdes
diabéticas, ocorrendo na diabetes precoce. A administracdo de 1,5 g de NAC/kg/dia, via
gavagem, durante 4 semanas apds a inducdo de diabetes, aumentou a atividade antioxidante
total, no tecido, e a atividade da SOD. Deste modo, a NAC pode conferir prote¢do contra o
EO restaurando ou aumentando a atividade da enzima SOD (Tabela 2).

Ja, Ribeiro et al. (2011) (Tabela 2) avaliando os efeitos de 25 mg de NAC/kg/dia e
75 mg de NAC/kg/dia, durante 30 dias, administrados i.p., ha diminui¢cdo da lesdo do tecido
oxidativo no figado de ratos diabéticos induzidos por aloxano, observou que NAC, ambas as
dosagens, diminuiu os niveis de MDA e ndo teve efeito sobre as atividades de GPx e SOD,
embora tenha aumentado os niveis de GSH no tecido, mas apenas com a dose de 75 mg de
NAC/kg, sugerindo que a NAC poderia ser utilizada para diminuir os niveis de MDA
mediado pela GSH.

Todos estes resultados em conjunto estimulam novas pesquisas sobre NAC e

DHGNA, em modelos animais e em seres humanos.

1. 4.3.4. Lipopolissacarideos

O LPS é um protétipo de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS), que
esta presente na membrana externa de bactérias Gram-negativas (COMPARE et al.; 2012;
EDWARDS; WANLESS, 2013), e tem sido relatados por exercer respostas inflamatérias,
fibrose e dano hepatocelular (TRIVEDI; JENA, 2013). Em condicdes, tais como um aumento
da permeabilidade intestinal associada a disbiose (JIANG et al., 2015), e colite ulcerativa
(TRIVEDI; JENA, 2013), ha o transporte de LPS do intestino para os tecidos alvo, também
conhecido como translocacao bacteriana (COMPARE et al., 2012).

Como o figado é um 6érgdo estreitamente ligado ao intestino através da veia porta,
torna-se o alvo direto de uma inflamacéo intestinal, resultando na inducdo e progressao da
leséo hepatica (CESARO et al., 2011; TRIVEDI; JENA, 2013). Sugere-se que a endotoxemia
seja responsavel pela iniciacdo do dano hepético através da interacdo da endotoxina com
receptores Toll-like (TLR) (CESARO et al., 2011; HENAO-MEIJIA et al., 2013). Os TLR
compreendem uma familia de receptores de reconhecimento de padrdes (PRPs), que
reconhecem componentes bacterianos, virais e fungicos. Destes, TLR4 tem um papel central
na ativacao de células de Kupffer, respondendo a LPS (BAFFY, 2009).

Um efeito importante do reconhecimento de LPS por TLR4 é a ativagdo de NF-«B,

resultando na producéo de citocinas pré-inflamatorias (KOPPE et al., 2014), tais como TNF-
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a, que por sua vez, leva ao desenvolvimento de esteatose hepatica (HENAO-MEJIA et al.,
2013; SOURIANARAYANANE et al., 2013), por modulacdo da proteina de ligacdo do
elemento regulador de esterol (SREBP), sendo a SREBP-1c a forma principal expressa no
figado. Estas proteinas sdo uma familia de fatores de transcricdo ligados a membrana, que
ativam genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de lipidios (CARTER-KENT et
al., 2008).

No estudo de Hsu et al. (2006), ao induzir um choque de endotoxemia em ratos
Wistar-Kyoto, através da administracdo de 10 mg de LPS/kg por uma infusdo intravenosa
lenta, 0 pos-tratamento com NAC, por via intravenosa, a uma taxa de 150 mg/kg/h (0,3
mL/h), em 60 min e 12,5 mg/kg/h durante todo o experimento (0,3 mL/h), diminuiu
significativamente os niveis plasmaticos de TNF-a, IL-6 e de IL- 10 ap6s a administracdo de
LPS, mostrando que a NAC modula os eventos de sinalizacdo de LPS. Como consequéncia, o
pos-tratamento com NAC pode exercer acdes benéficas contra a lesdo de 6rgdos induzida pelo
LPS, tal como o figado, reduzindo os niveis de citocinas pro-inflamatorias. No entanto,
estudos ainda sdo necessarios para avaliar o papel antioxidante e anti-inflamatério da NAC
nos danos hepaticos causados pela translocacdo bacteriana, como o desequilibrio da
microbiota intestinal (disbiose intestinal) e colite ulcerativa, para entender o mecanismo de
acdo da NAC sobre o figado na endotoxemia e assim estabelecer uma terapia segura.

2.
3. 4.3.5. Intoxicacdo

4. Lesdo Hepatica Induzida por Drogas

O efeito hepatotoxico de algumas drogas terapéuticas € amplamente reconhecido
como um problema de satide (MARI et al., 2010; CHEN et al., 2015). A maioria dos casos de
lesdo hepatica induzida por drogas (drug induced liver injury - DILI) ocorre através de um
reconhecimento tardio da hepatotoxicidade induzida pelo farmaco (ABDOLI et al., 2014; AU
et al., 2013). DILI pode também assemelhar-se ao conjunto completo de doencas agudas ou
crénicas do figado, como hepatite e colestase (YUAN, L., KAPLOWITZ, 2013). A incidéncia
de DILI na populacdo geral é de cerca de 14-19/100.000 habitantes (BJORNSSON et al.,
2013; SGRO et al., 2002). As propriedades do farmaco e os fatores do hospedeiro tém um
papel importante no desenvolvimento da DILI (AMIRANA; BABBY, 2015; YUAN, L.,
KAPLOWITZ, 2013).

No caso das propriedades das drogas, os fatores que levam a lesdes incluem

ultrapassar uma dose limiar, caracteristicas fisico-quimicas, formacéo de metabdlitos reativos,
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EO, deplecéo de antioxidantes e interferéncia na respiragdo mitocondrial (CHEN et al., 2015;
TAN et al., 2015). O EO gerado em DILI pode ser devido ao estresse citosolico durante o
metabolismo do farmaco e/ou resposta subsequente por células hepaticas lesadas (CHEN et
al., 2015). O melhor exemplo de DILI é representado por acetaminofeno (APAP) (MARI et
al., 2010; TAN et al., 2015). O EO gerado por este farmaco é reconhecido por formar N-
acetil- p -benzoquinona imina (NAPQI) pelo citocromo P450, um metabolito téxico que
mostra capacidade oxidativa através de ataque e modificagio covalente de proteinas (MARI et
al., 2010), bem como a reducdo da razdo GSH/GSSG por oxidacdo do grupo tiol de GSH
(ACHARYA; LAU-CAM, 2010). Além disso, a APAP causa hepatotoxicidade através da
geracdo de ERONS, e produtos da reacao de peroxidacdo (ACHARYA; LAU-CAM, 2010).

A toxicidade do farmaco também pode induzir uma resposta inflamatoria através da
producédo de citocinas por KCs e neutrofilos, tais como TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-1a e IFN-y
que modulam eventos intracelulares (TASLIPINAR et al., 2013). Estas citocinas sensibilizam
0s hepatocitos ao estresse bioquimico, ou regulam a lesdo celular mediada por imunidade
adaptativa. Além disso, os adutos de farmaco-proteina sdo apresentados como um antigeno,
desencadeando a resposta imune adaptativa por ligacdo a receptores das células T CD4",
conduzindo a ativacdo de células T citotoxicas CD8" (YUAN, L., KAPLOWITZ, 2013).

A NAC é um antidoto contra a hepatotoxicidade causada pela overdose de APAP, na
pratica clinica. Existem muitos estudos relatando os papeis da NAC na APAP indutora da
lesdo hepatica. Segundo o estudo de Taslipinar et al. (2013) (Tabela 2) que avaliou os efeitos
hepatoprotetores da NAC em uma overdose de APAP produzindo necrose hepatocelular
centrolobular em ratos, observou-se que doses de 100 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias, reduziu
significativamente 0 TNF-o e a IL-6 hepaticos. Estas citocinas foram liberadas na leséo
hepética induzida por APAP e foram responsaveis por danos no figado. Com base nestes
resultados, a NAC mostrou efeitos hepatoprotetores. No trabalho de Acharya et al. (2010)
(Tabela 2), a NAC aumentou 0s niveis hepaticos e séricos de GSH e a razdo GSH/GSSG e as
atividades hepéticas e sericas de GR e GST , e diminuiu 0s niveis sericos e hepéticos de
MDA. A NAPQI é capaz de diminuir a razdo GSH/GSSG através da oxidacdo do grupo tiol
de GSH e também pode conduzir a formacao de ligacOes dissulfeto, em ligacGes cruzadas de
proteinas e dissulfetos mistos de proteina-GSH por oxidacdo de grupos Cys em proteinas. A
diminuicdo da GSH intra-hepatica associada a APAP é acompanhada por uma reducdo nas
atividades das enzimas antioxidantes GR, CAT, GPx e SOD-glutamilcisteinil sintetase (GCS).

NAC administrada como uma dose Unica, 0,783 mg/kg/(2 mL), 30 min antes da administracdo
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de APAP, neste estudo, promoveu agdes de protecdo contra as agdes toxicas de APAP no
figado (Tabela 2).

Foi relatado que o agente imunossupressor ciclosporina A (CsA) exerce efeitos
hepatotoxicos mensuraveis, por estimulacdo da formacdo de EROs e deplecdo da defesa
antioxidante hepatica. No trabalho de Kaya et al. (2008) (Tabela 2) foram investigados os efeitos
do tratamento da NAC sobre o dano hepético induzido por CsA em ratos numa dose de 150
mg/kg/dia, i.m., durante 11 dias, comecando um dia antes da inducdo, e foi observada uma
diminuicdo dos niveis hepaticos de NO* e MDA, assim como um aumento da atividade hepatica
da SOD. Verificou-se que a peroxidacao lipidica da membrana, um mecanismo de morte celular,
foi aumentada por CsA. O tratamento com NAC protegeu contra a toxicidade causada pela

administracdo de CsA, atraves da sua a¢do antioxidante e eliminacéo de radicais.

Pesticidas

Muitos pesticidas sdo toxicos para os mamiferos uma vez que ndo sdo totalmente
seletivos para o organismo alvo. A exposi¢cdo cronica a pesticidas pode levar a varias
condigdes patoldgicas, incluindo danos ao figado (AHMAD et al., 2013; BAVECO, ROSS;
1996). Os pesticidas organofosforados (OPS) sdo os inseticidas mais utilizados no mundo, e
geralmente sdo os mais toxicos de todos os pesticidas para os vertebrados. Os pesticidas
podem afetar a salde humana de muitas maneiras, como a aplicacdo de agrotoxicos agricolas,
na producdo de alimentos e o abastecimento de dgua (OJHA et al., 2013).

OPS, tais como malation, induzem hepatotoxicidade, EO e inflamacéo do figado com
0 aumento da expressao de citocinas pré-inflamatorias. A estrutura e funcdo do figado sédo
afetadas pelas lesGes patoldgicas causadas pelo malation, levando a hepatoesteatose. Ele induz
uma alta producdo de EROs no figado quando metabolizado para malaoxon através de
sulfuracdo oxidativa. Foram notificadas alteracBes necroticas. Hepatomegalia também tem
sido relatado, possivelmente devido a intensidade dos danos ou acumulacdo de colageno.
Todas essas descobertas estdo relacionadas ao EO (LASRAM et al., 2014). A toxicidade em
hepatocitos isolados com aumento da producdo de MDA e o esgotamento da atividade de
GSH foram induzidas pela administracéo de triclorfona e diclorvos (ambos OPS) (YAMANO,;
MORITA, 1992). A OPS também demonstra propriedades genotdxicas e alquilantes no figado.
Pode induzir a apoptose através da diminuigdo da energia mitocondrial, da indugdo de enzimas
proteoliticas e da fragmentacdo do DNA (HASSAN et al., 1991; NUMAN et al., 1990).
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Existem poucos estudos na literatura avaliando o efeito da NAC contra os danos
hepaticos causados por agrotoxicos através da EO. No entanto, nestes casos, demonstrou-se
que a NAC atenuou o nivel de marcadores de hepatotoxicidade (incluindo o teor de LP e
nitrito) induzido pelo paraquat (um herbicida de bipiridina amplamente utilizado) e maneb
(um fungicida de ditiocarbamato) via EO (AHMAD et al., 2013) (Tabela 2). Além disso, a
NAC restaurou a atividade enzimatica do figado e atenuou os marcadores do EO em lesdes
hepaticas induzidas por malation (LASRAM et al., 2014) (Tabela 2) e impediu a formacéao de
EROs nas células tratadas com 1 mM de malation (MOSTAFALOU et al., 2012) (Tabela 2).

Estes dados sdo promissores, no entanto mais estudos sdo necessarios para permitir a

aplicacdo da NAC no tratamento de danos hepéticos induzidos por pesticidas.

Toxinas e Produtos Quimicos Diversos

O contato com toxinas ou produtos quimicos como tetracloreto de carbono (CCly) ou
metais em seres humanos ndo é tdo comum e normalmente acontece na industria durante a
producdo e em locais onde esses produtos quimicos sdo freqientemente usados (MORMONE
et al. 2011).

A maioria dos metais lancados na atmosfera por indUstrias sdo toxicos e
bioacumulaveis. Como exemplos, os metais pesados como o cadmio (Cd), o arsénio (As) e 0
mercurio (Hg), disseminados no ambiente, desde o inicio da Revolucdo Industrial até os dias
atuais, levam a danos nos tecidos por espécies geradas por reacdes com esses metais. O tipo e
0 agravamento deste dano dependerd da quantidade e tempo de exposicdo a estes metais
(JOSHI et al., 2014).

Resultados do trabalho de Joshi et al. (2014) (Tabela 2) mostraram que a NAC
protege contra a toxicidade por Hg avaliada pela reducdo dos teores hepaticos de MDA e
aumento das atividades da SOD e CAT nos tecidos hepaticos e niveis de GSH, prevenindo a
degradacdo oxidativa das membranas bioldgicas. NAC protege as células da toxicidade
induzida por Cd, por sequestro de radicais livres (WANG et al.,, 2014) (Tabla 2) ou
aumentando os niveis de enzimas antioxidantes, como pode ser visto em alguns trabalhos
(ODEWUMI et al., 2011) (Tabela 2). Estudos in vivo sdo necessarios para avaliar o papel
antioxidante da NAC e assim, juntamente com ensaios clinicos, gerarem mais seguranga na
sua recomendacao como um farmaco protetor contra danos induzidos por Cd no figado.

O CCl4 é ativado pelo citocromo CYP2EL para formar o radical triclorometilo

(CCI3) e reage com varias macromoléculas interferindo negativamente no metabolismo
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celular tal como o lipido, conduzindo a esteatose hepatica (DALTON et al., 2009). A NAC
mostrou um efeito protetor na hepatotoxicidade induzida por CCl, em ratos, através da
reducdo dos niveis plasmaticos e teciduais de TBARS e no aumento das defesas antioxidantes
SOD, CAT e GPx e nos niveis de GSH, vitamina C e vitamina E encontrados diminuidos com
a administracdo de CCl, (KAMALAKKANNAN et al., 2005). Deplecdo dos niveis de
vitamina C e vitamina E pode indicar aumento do EO e geracdo de EROs na lesdo hepética
induzida por CCl,. Resultados semelhantes foram encontrados por Nissar et al. (2013)
(Tabela 2) onde, além de aumentar as defesas antioxidantes, avaliaram o efeito anti-
inflamatorio da NAC, demonstrando que ela causou uma diminuicdo na atividade do CYP2E1
no tecido hepatico. Em caso de intoxicacdo cronica por CCly, 0s niveis hepéaticos de CYP2E1
sdo significativamente aumentados. O aumento do EO resulta da formacdo de metabdlitos
reativos devido a biotransformacdo pelo CYP2E1l. ERONs leva a peroxidacdo lipidica,
desencadeando uma cascata de reacOes intensificando o EO. O tratamento da NAC mostrou
uma diminuicéo significativa nos niveis de LP, mostrando um efeito da NAC na intoxicacéo
por CCly.

4.3.6. Isquemia/Reperfuséo

Lesdo por isquemia-reperfuséo (I/R), uma condicdo caracterizada pela auséncia de
sangue em uma regido do 6rgdo com consequente auséncia de nutrientes e oxigénio
(MURIEL, 2009), levando a dano hepatico. Este processo ocorre em algumas situacdes, como
durante a cirurgia, como na resseccao hepatica e transplante hepatico, e em algumas doencas,
como hepatite isquémica e faléncia de multiplos 6rgdos (DOMENICALI et al., 2005). Quando
a oxigenacdo e o fluxo sanguineo sdo restaurados, o dano causado durante o periodo de
isquemia se intensifica, agravando a lesdo produzida no nivel celular (MONTALVO-JAVE et
al., 2008; SERRACINO-INGLOTT et al., 2001). I/R esta associado com 0 aumento do EO e a
disfuncdo mitocrondrial (DIESEN; KUO, 2011). As EROs séo geradas inicialmente durante a
reperfusdo e levam a lesdes graves nos tecidos. O estresse do RE medeia a lesdo hepatica
durante a I/R, e a EROs pode desencadear o estresse do RE in vivo e in vitro (SUN et al.,
2014). Além disso, as EROs produzidos durante a I/R podem estimular a apoptose, a principal
causa de morte celular, associada a uma via dependente de caspase (FUKUDA et al., 2007).

O ultimo passo da lesdo por I/R é iniciado por proteases mediadas por neutréfilos,
TNF-a e IL-1B. Além disso, existem distarbios microcirculatorios, formacdo de xantina

oxidase, estimulacdo de NADPH oxidase por KCs ativados e neutrofilos (DIESEN; KUO,
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2011; KIREEV et al., 2013). I/R também causa dano hepatico por inducdo de ERNs. A
formacdo de NO" por iNOS pode levar a danos induzidos por peroxinitrito e também gerar a
lesdo celular através da inibicdo direta de enzimas mitocondriais da cadeia respiratdria
(GLANTZOUNIS et al., 2006; MURIEL, 2009). Isquemia estimula KCs, que sdo as celulas
centrais responsaveis pela libertagdo de EROs durante o periodo de reperfusdo (MURIEL, 2009).
Sun et al. (2014) (Tabela 2) avaliaram os efeitos da NAC no estresse do RE e na
lesdo tecidual durante I/R. Utilizando uma dose de 300 mg NAC/kg/dia, 2 h antes da isquemia
em camundongos via i.p., foi observada uma diminui¢cdo de MDA e um aumento dos niveis
de GSH no tecido hepatico. Além disso, Ferndndez et al. (2013) (Tabela 2) observou que a
administracdo de 1 g de NAC/kg/dia, via i.p., a cada segundo dia durante um periodo de 10 dias
em ratos, atenuou a carbonilacdo de proteinas nos tecidos hepaticos e aumentou os niveis de
GSH. Em adicdo, Sener et al. (2003) (Tabela 2) avaliaram uma dose de 150 mg NAC/kg,
durante 15 min antes da isquemia via i.p., em ratos Wistar e observaram que a NAC causou a
diminuicdo dos niveis de MDA no tecido hepatico, oxidacdo de proteinas tecidual e a atividade
da mieloperoxidase hepatica (MPO) que foram aumentadas por I/R, e 0 aumentou 0s niveis de
GSH tecidual.
Estes achados mostram que a NAC desempenha um papel protetor no figado lesionado
pela I/R e pode ser um possivel agente terapéutico na I/R hepética.

5. 4.3.7. Carcinoma Hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (HCC) é o quinto cancer mais comum no mundo. E
causado por uma transformacdo maligna de hepatdcitos, o principal tipo celular no figado, e
representa 80% a 90% do cancer primario do figado (JIANG et al., 2015). HCC pode ocorrer
em pacientes com HBV (DUYGU et al.,, 2012), alcool (BORRO et al., 2015), EHNA
(LINHART et al., 2015) e principalmente HCV (MIURA et al., 2008). Muitos passos
associados a inflamacdo cronica estdo envolvidos na patogénese do hepatocarcinoma
(TAKAKI; YAMAMOTO, 2015). Entre estes processos, destaca-se o EO, contribuindo para o
avanco do estado clinico da doencga através do encurtamento dos teldémeros nos hepatocitos e
0 aumento das caracteristicas malignas do HCC, tais como elevada atividade proliferativa e
resisténcia apoptdtica por ativacdo da telomerase em células cancerosas (NISHIKAWA et al.,
2009).

Deste modo, 0 EO pode desempenhar um papel importante em algumas cascatas de
sinalizacdo intracelular, tais como a oxidacdo de DNA com a geracdo de moléculas de DNA

modificadas como 8-o0xo-7,8-dihidro-2-desoxiguanosina (8-OXOdG) que tem um efeito
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mutagénico em células de mamiferos, podendo, portanto, ser considerado cancerigeno
(VALAVANIDIS et al., 2009). EO também tém uma acdo na sinalizacdo celular,
especialmente com fatores de crescimento, citocinas tais como TNF-a e IL-1B, fatores de
transcricdo como NF-kB e AP-1 e regulacdo da metaloproteinase de matriz 1 (MMP1), uma
protease que tem a capacidade de destruir o tecido conjuntivo. Todos eles aumentam o EO
com geracdo de ERONS e/ou sdo estimulados por EO, e consequentemente aumentam a
apoptose e, finalmente, causam carcinogénese (ROESSNER et al., 2008). Além do EO, a
inflamacéo foi mostrada em estudos de modelos animais de HCC quimicamente induzido.

Lin et al. (2013) estudando HCC em camundongos deficientes em receptores do tipo
toll-like 2 (TLR2), observou que EROs/estresse RE ¢é diretamente responsavel pelo
agravamento da carcinogénese hepatica, e NAC atenuou significativamente esses efeitos
(Tabela 2). Outra descoberta importante desses autores foi que o tratamento com a NAC
interrompe o feedback positivo da inflamacdo induzida pela resposta a proteina desdobrada
(UPR) do estresse RE e apoiou a deficiéncia de TLR2 que aumenta a suscetibilidade do
desenvolvimento e progressdo de HCC. Os autores concluiram que EO no RE esta
intimamente envolvido no desenvolvimento de HCC e NAC é capaz de evitd-lo (ROESSNER
et al., 2008).

Este antioxidante ndo foi estudado em individuos com HCC, mas foi testado em
outros tipos de cancer, como cabeca e pescoco (YOO et al., 2014) e colon (LIN et al., 2006).
No entanto, os resultados ndo séo conclusivos. Combinado a isso, 0 uso de antioxidantes
durante o tratamento do cancer ainda é controverso na comunidade cientifica (GORRINI et
al., 2013).

Todos os resultados juntos sugerem gque mais estudos sobre a quimioprevencdo da
NAC em HCC sdo necessarios, primeiro em diferentes modelos induzidos por HCC e depois

em humanos.

5. Comentarios Conclusivos

Com base na discussdo acima e nos resultados listados na Tabela 2, varias
observagdes podem ser escritas, o que pode levar a alguma racionalizagdo ou desenho de

novos estudos, desafios e perspectivas na utilizacdo de NAC em doencgas baseadas em EO.

5.1. Tipos de Estudo

Os modelos in vivo (ratos e camundongos) foram amplamente utilizados em estudos

experimentais devido a sua prolificidade, facil manejo e manutengdo, biologia conhecida e
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genoma, sendo menos dispendiosos. Estas qualidades, juntamente com a similaridade dos
resultados para os seres humanos, apoiam o uso destas espécies como bons modelos animais
para experimentacdo. No entanto, é importante ter uma compreensdo profunda da biologia da
espécie, porque, desta forma, vocé pode projetar os melhores objetivos e o protocolo
experimental mais adequado, tornando esses modelos animais, experimentalmente confiaveis.

Apesar da limitagdo no numero de varidveis experimentais, 0s estudos in vitro sdo
mais simples e mais rapidos do que os testes in vivo e podem servir como um estudo
preliminar. Portanto, eles sdo amplamente utilizados em estudos toxicoldgicos e, nesta
revisao, estudos in vitro tém investigado a acdo da NAC sobre os danos causados por toxinas,
pesticidas e drogas. Nestes casos, 0 uso de NAC mostrou resultados muito favoraveis na
reducdo dos niveis de marcadores relacionados a geracdo de EROs e nos danos e aumento da
defesa no figado. No entanto, estes estudos também devem levar em consideracgdo,
marcadores de inflamagdo, uma vez que eles estdo relacionados com EO. Estes resultados
sugerem que a NAC é um bom antidoto para tal envenenamento e radiacdo em modelos
animais (Tabela 2).

Embora as experiéncias in vitro indiquem habilidades antioxidantes relevantes para a
NAC, é questionavel se os métodos subestimam a capacidade antioxidante fisiologica. Antes
de um uso sistematico, varios estudos ainda sdo necessarios para avaliar a bioatividade de

NAC em leséo hepética, principalmente em animais e seres humanos.

5.2. Doses, Via de Administracdo e Tempo de Estudo

O uso da NAC ¢ atrativo devido a sua ampla disponibilidade, facilidade de
administracdo e baixo custo. Nesta Revisdo foram utilizadas vérias doses (de cerca de 0,204
o/kg/dia até 2 g/kg/dia de doses totais em estudos in vivo) e vias de administracdo (Tabela 2).
A via intraperitoneal foi a mais utilizada nestes estudos (Figura 5). O fornecimento de
substancias em animais para estudos é frequentemente um componente sério do projeto
experimental. Portanto, algumas informacGes sdo obrigatorias para a administragdo de
substancias em animais. Este é um procedimento geral. Os parametros ADMES (absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo da substancia), juntamente com a via, 0 volume, a
frequéncia de administracdo, a duracdo do tratamento, o pH, a estabilidade, a homogeneidade
e a osmolalidade da substancia a ser administrada (no caso de ndo ser administrado em estado
solido ou particulado), preparacdo de solu¢do (TURNER et al., 2011), entre outros, precisam

ser considerados. A absorcéo, distribuicdo e eliminacdo de compostos fornecidos por via i.p.
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sdo mais semelhantes aos observados apds ingestao oral, porque a principal via de absor¢éo é
para 0s vasos mesentéricos, que drenam para a veia porta e passam pelo figado (LUKAS et
al., 1971). Portanto, os compostos que sao fornecidos por via i.p. podem passar pelo
metabolismo hepatico antes da sua chegada a circulacdo sistémica (ABU-HIJLEH et al.,
1995).

Figura 5: Efeitos positivos da N-acetilcisteina em testes in vivo e in vitro avaliados nesta

revisao e seus principais resultados.

U 4 e

DROGAS PESTICIDAS TOXINAS V. P S:C -m. Oral
4 estud 3 estudos)(2 estudos)(20 estudos
(7 Estudos) (2 estudos) (5 estudos) (4 estudos) (29 estudos)( udos) X )

\ Y | \ Y J
- Melhora da agdo enzimatica (GSH, GR, GST,
- Melhora da agdo enzimatica GPx, CAT, SOD);
(GSH, GR, GPx, FAT); - Varredor de radical(0,*, NO%, NO*) e inibidor
- Varredor de radical (0,”, NO") de fonte de EROs (citocromo P450 2E1, iNOS);
- Protecdo contra oxidagdo (dano - Protec3o contra dano oxidativo (MDA, proteina
oxidativo em lipidio e proteina) carbonilada, 8-0XO-dG);

- Anti-inflamagdo (TNF-a, IL-6, TGF-B, IL-1pB)

Fonte: ANDRADE, K. Q.

No estudo de Wang et al. (2006) observou-se que a NAC tinha um efeito estimulante
na lesdo hepatica no pos-tratamento. Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar este
resultado.

Devido a ampla variagdo em termos de dose, via e duracdo da administracdo da
NAC, evidenciada pela analise da Tabela 2, seria necessario informar a razdo para qualquer
decisdo com relacdo a esses parametros. Isso requer a padronizagdo do modelo do estudo, de
acordo com cada tipo de lesdo hepatica, e avaliar a dose 6tima para o tratamento de casos

crénicos e agudos, permitindo maior seguranca na selecéo da dose.

5.3. Biomarcadores
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A Tabela 1 lista os biomarcadores mais utilizados. Embora um corpo de evidéncias
convincentes indique que o EO esta envolvido em vias que levam a danos hepaticos, ndo ha
acordo entre os cientistas em termos da melhor e mais precisa medida de EO. Uma atitude
comum usada na avaliacdo do EO é medir a diminuicdo de antioxidantes endégenos. Com
efeito, a suplementacdo com NAC ¢é eficaz para aumentar os niveis de GSH (SCHMITT et al.,
2015), confirmada nesta revisdo, independente do tipo e tempo do estudo e da via de
administracdo. Como tal, a GSH é o mais indicado como um marcador de EO. A razéo
GSH/GSSG pode também ser utilizada como um indicador in vitro e in vivo do balango redox
nas células e, consequentemente, do EO celular (KADIISKA et al., 2015).

Para avaliar adequadamente a inflamacgéo, os marcadores devem ser eficazes. Devem
reproduzir o processo inflamatério no estudo e ser preditivos do futuro sobre o estado de
salide. Muitos dos processos, células e moléculas envolvidas na resposta inflamatoria causada
por diferentes agentes causadores de lesdes hepéticas, mencionados nesta revisdo, sdo
notavelmente semelhantes. Eles sdo caracterizados por um aumento no nimero de leucdcitos
na corrente sanguinea e tecido hepatico e por superproducédo e presenca na corrente sanguinea
de niveis aumentados de citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y) e quimiocinas
(IL-8 e MCP-1) (CALDER et al., 2013). O aumento dos niveis desses mediadores atua para
amplificar o processo inflamatdrio e contribuir para a destruicdo tecidual. Estes marcadores

sdo comuns a inflamacdo, independente da causa.

6. Desafios e Perspectivas

As doengas hepaticas sdo altamente prevalentes no mundo, e os resultados benéficos
da NAC nos estudos in vivo poderiam beneficiar fortemente os pacientes, considerando que a
NAC é um antioxidante seguro, barato e bem tolerado, com um mecanismo de acdo
conhecido. A controvérsia sobre os papeis benéficos em algumas doencas e ndo em outras
deve ser esclarecida. Para permitir a comparacdo, em termos de tratamento e efeitos
protetores, devem ser escolhidos controlos positivos e negativos fiaveis.

Poucos estudos clinicos sobre o potencial antioxidante e inflamatério da NAC foram
realizados (Tabela 2). Além disso, a auséncia de estudos que avaliaram a atenuacdo de
marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo por NAC em hepatite B e C, e na translocacéo
bacteriana e poucos estudos em obesidade e diabetes, levantam dificuldades para a prescri¢éo
de NAC aos pacientes. Antes disso, 0s estudos sdo necessarios para garantir. Portanto, estudos

adicionais sdo importantes para explorar o uso de NAC, usando também a mais recente
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analise abrangente de técnicas gendmicas e transcriptbmicas, o que permitira uma
investigagdo mais aprofundada sobre como a NAC afeta as vias metabdlicas.

Devido aos bons resultados encontrados nesta revisdo para a NAC como atenuador
de marcadores de estresse oxidativo, especialmente nos niveis de GSH, e inflamacéo, sdo
necessarios esforgos adicionais in vivo e em seres humanos, para permitir a avaliacdo da NAC
como um potencial terapéutico na lesdo hepatica. Como desafio, para novos estudos, um
projeto validado para o tratamento e modelos de protecdo deve ser discutido e implementado.
Deve também ser considerada a via de administracdo que proporciona efeitos mais benéficos
nos individuos afetados por estas condi¢fes. O aumento dos estudos clinicos e a avaliagdo do
estresse oxidativo e marcadores de inflamagdo no soro/plasma séo urgentemente necessarios.
Essas descobertas fornecerdo informacGes Uteis sobre os beneficios para a saude da NAC
sobre a leséo hepatica, em relacdo ao estresse oxidativo e inflamacéo, para fornecer dados aos
profissionais em termos de eficacia e seguranca da droga para alcancar uma prescricao futura

segura e confidvel.

Abreviagao

AGPIs: acidos graxos poli-insaturados; ADH: alcool desidrogenase; ACR: acrilamida;
AGEs: produtos finais de glicacdo avancada; ALDH: aldeido desidrogenase; ALT: alanina
aminotransferase; AP-1: proteina ativador 1; APAP: acetaminofeno; AO: antioxidantes;
aSMA: a-actina do musculo liso; AUC: curva concentragdo-tempo; p.c.: peso corporal; CsA:
ciclosporina A; CAT: catalase; Cit c: citocromo c¢; CKD: doenca renal cronica; CLDs:
doencas hepaticas cronicas; CP4502E1: citocromo P450, familia 2, subfamilia E, polipeptidio
1; COPD: doenca pulmonar obstrutiva cronica; COX: cicloxigenase; Cp: proteina nuclear;
CsA: ciclosporina A; Cys: cisteina; Cys—Cys: cistina; d: dia; De-Acase: deacetilases; DCV:
doencas cardiovasculares; DHA: doenca hepética alcodlica; DILI: lesdo hepatica induzida por
droga; DNA: acido desoxirribonucleico; DDT: diclorodifeniltricloroetano; EO: estresse
oxidativo; ERNSs: espécies reativas de nitrogénio; EROs: espécies reativas de oxigénio;
ERONSs = espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; EHNA: esteatohepatite ndo alcodlica;
ECM: matriz extracelular; RE: reticulo endoplasmatico; AGL: &cidos graxos livres; GCDCA:
acido glicocodesodexicolico; GCS: y-glutamyl cysteinyl synthetase; GPx: glutationa
peroxidase; GR: GSH redutase; GST: glutationa S-transferase; GSH: glutationa reduzida;
GSSG: glutationa oxidada; GSH/GSSG: razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada; HBV:
hepatite B viral; HCC: carcinoma hepatocelular; HCV: hepatite C viral; HIV: virus da
imunodeficiéncia humana; HFD: dieta com alto teor de gordura; HP: hidroperdxido; HBX:
proteina X; HSCs: células estreladas hepaticas; hsPCR: proteina C-reativa de alta
sensibilidade; Hsp90: proteina 90; IkB-a: inibidor do fator nuclear kappa-B; IKK: IxB
quinases; IKKp: inibidor do kB quinase; IxB: inibidor do NF-xB; IL: interleucina; IL-1R:
receptor de interleucina-1; i.m.: intramuscular; i.p.: intraperitoneal; I/R: isquemia-reperfuséo;
IR: resisténcia a insulina; INFy: interferon gamma; iNOS = éxido nitrico sintase induzivel;
i.v.: intravascular; JNKs: c-jun N-terminal quinases; KCs: Células de Kupfer; LPO:
lipoxigenase; LP: perdxido lipidico; LPS: lipopolissacarideo; LOOH: hidroperoxido; MCP-1.:
proteina quimiotatica de mondcitos 1; MDA = malondialdeido; MMP1: metaloprotease de
matriz 1; MPO: mieloperoxidase; MROs: metabdlitos reativos oxigenados; NADPH oxidase:
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nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase; NADP™: nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidado; NAC: N-acetil-L-cisteina; NF-xB = fator nuclear potenciador
da cadeia leve kappa das células ativadas B; NAFLD: doenca hepatica gordurosa nédo
alcodlica; NIK: quinase indutora de NF-xB; NK: célula natural Kkiller; NKT: célula natural
killer T; NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona-imina; NP-SH: grupamento sulfidrila ndo proteico;
NO(x): Total nitrato total/nitrito; Nrf2: Fator nuclear eritroide 2; OPS: Agrotoxicos
organofosforados; OSI: indice de estresse oxidativo; ORF: fase de leitura aberta; PDGF: fator
de crescimento derivado de plaquetas; PMN: leucdcitos polimorfonucleares; P-SH: proteina
com grupamento tiol; p65: subunidade p65 do fator nuclear NF-kB; PGE2: prostaglandina E2;
p50: subunidade p50 do fator nuclear NF-kB; PON1: paraoxonase-1; Pol: polimerase;
PAMPs: padrdes moleculares associados a patdgenos; PRPSs: receptores de reconhecimento de
padrbes; R-SH: tiol; RHD: homologia de dominio; Rel A: v-rel reticuloendoteliose aviaria
oncogene homdlogo A; Ref: referéncia; ROOH: hidroperoxido organico; ROH: alcool;
SREBP: proteinas ligadoras de elementos reguladores do esterol; SOD: superdxido dismutase;
STAT-3: trandutor de sinal e ativador de transcricdo 3; Sem: semana; s.c.: subcutaneo; Sp:
proteina de superficie; SRD: dieta com alto teor de sacarose; TNF-a: fator de necrose tumoral
a; TLR2: receptor toll-like 2; TLR4: receptor toll-like 4; T2DM: diabetes tipo 2; TIDM:
diabetes tipo 1; TNF-R1: TNF-a receptor 1; TGF-p: fator de crescimento beta; TG:
triglicerideos; TIMPL1: inibidor da metaloproteinase-1 tecidual; TAS: status antioxidante toral;
TOS: status oxidante toral; TAC: capacidade antioxidante total; T-GSH: glutationa total,
UPR: resposta da proteina desdobrada; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular;
VCAM-1: molécula de adesdo de células vasculares 1; XO: xantina oxidase; 4-HNE: 4-
hidroxi-2-nonenal; 8-OHdG: 8-o0xo0-7,8-dihidro-2-deoxiguanosina; COs- : carbonato radical,
HO- = radical hidroxila; HOCI: &cido hipocloroso; H,O, = peroxido de hidrogénio; O:
oxigénio singleto; O,-~ = anion radical superéxido; ONOO™: peroxinitrito; ONOOH: Acido
peroxinutroso; NO- = radical éxido nitrico; NO,-: dioxido de nitrogéni; AY¥: potencial da
membrana mitocondrial; 1: NADH-ubiquinona redutase; 2: succinato-ubiquinona redutase; 3:
ubiquinol-citocromo c redutase; 4: citocromo ¢ oxidase.
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