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O trabalho apresenta-se organizado da seguinte forma: a introducdo aborda os aspectos mais
importantes referentes a Sindrome Hepatopulmonar, clinica e experimentalmente, e revisao
sobre estresse oxidativo e antioxidantes endogenos e exdgenos -quercetina- que foi utilizada
em nossas investigagdes como possivel tratamento pela sua potente atividade antioxidante.
Em seguida, apresenta nossos objetivos gerais e especificos referentes ao experimento I e ao
experimento II separadamente. Em continuacdo, tém-se materiais ¢ métodos referentes aos
experimentos I e II, também colocados separadamente. Na se¢do de resultados, encontram-se
os artigos cientificos publicados (Experimento I e Experimento II), durante o periodo de
execu¢do do doutorado, referentes aos temas desta tese. Logo, uma discussdo geral busca
integrar os achados descritos anteriormente nos experimentos. Na sequéncia, sdo descritas as

conclusdes, as perspectivas futuras e, como anexo final, as demais publicagdes obtidas.
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RESUMOS

(ARTIGO I)

A Sindrome hepatopulmonar (SHP) decorre de doengas hepaticas quando ha extensa
vasodilatagdo pulmonar com alteracdo na difusdo de gases, levando a hipoxemia. Os radicais
livres podem ter um papel significante, contribuindo para a progressao da SHP, e flavonoides
poderiam proteger contra os efeitos deletérios daqueles. Neste estudo, utilizamos o flavonoide
quercetina em modelo experimental de cirrose biliar secundaria induzida pela ligadura de
ducto biliar comum em ratos. A quercetina foi administrada na dose de 50 mg / kg durante
quatorze dias em ratos cirrdticos e controles. Foi extraida a medula 6ssea do osso fémur para
analises de micronucleos. O pulmao, o figado e o sangue foram coletados para detectar danos
do DNA, utilizando o teste cometa. Os resultados mostraram que os danos ao DNA e dos
microntcleos no pulmio e no figado foram aumentados em ratos BDL. A quercetina nio
causou dano ao DNA, diminuiu a ocorréncia de células micronucleadas na medula dssea, bem
como reduziu danos nos tecidos estudados nos animais cirrdticos tratados. Ela mostrou
atividade antimutagénica contra hidroperoxidos, quando avaliada sua ag¢do sobre o estresse
oxidativo em linhagens sensiveis TA102 (Salmonella typhimurium) e 1C203 (Escherichia
coli), sugerindo protecdo pela varredura de radicais livres. Nas andlises com levedura
Saccharomyces cerevisie deficientes de superoxido dismutase citosolica e mitocondrial, os
resultados indicaram que a quercetina protegeu as células por inducdo de enzimas
antioxidantes. O presente estudo ¢ o relato de efeitos genotdxicos / antigenotdxicos da
quercetina em um modelo animal de cirrose. Neste modelo, ela ndo foi capaz de induzir a
genotoxicidade e vice-versa, o que aumentou a estabilidade no genoma dos ratos cirroticos,

sugerindo efeitos benéficos, provavelmente por suas propriedades antioxidantes.



RESUMOS

(ARTIGO II)

A sindrome hepatopulmonar (SHP) é complicagdo comum da cirrose hepatica na qual
ocorre a superexpressao de receptores endoteliais pulmonares tipo B (ETB), refor¢ando a acao
da oxido nitrico endotelial (eNOS) e, consequentemente, aumentando a producdo de NO.
Além disso, também ocorre aumento da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) ¢ da heme
oxigenase-1 (HO-1) que sdo importantes mediadores no desenvolvimento da vasodilatacdo.
Tais mudancas podem ser influenciadas pelo estado redox, que influencia na acao de fatores
de transcricdo como o NFkB. Neste estudo, nosso objetivo foi avaliar os efeitos antioxidantes
do flavonoide quercetina sobre o desenvolvimento do SHP em ratos com ligadura do ducto
biliar comum (CBDL). Os ratos foram divididos em quatro grupos: ratos Sham (ratos
submetidos a simulagdo CBDL), ratos Sham submetidos ao tratamento com quercetina, ratos
submetidos a CBDL e ratos CBDL submetidos ao tratamento com quercetina. A quercetina
(50 mg / kg) foi administrada durante duas semanas, com inicio em quatorze dias apds a
cirurgia. No tecido pulmonar de ratos CBDL, observamos aumento na produgdo de NO,
superexpressdo de iNOS, eNOS, HO-1, e receptores ETB, além de ativacdo do NFxB. Logo, a
quercetina inibiu o estresse oxidativo, a ativacdo NFxB e a expressdo de diferentes
mediadores pulmonares envolvidos na SHP. Ela também melhorou as lesdes hepaticas e
reduziu significativamente a expressdo da endotelina-1 e HO-1 no tecido hepatico dos animais
CBDL tratados em relagdo aos cirrdticos ndo tratados. Nossos achados sugerem que a
administracdo da quercetina apds o aparecimento da lesdo hepatica melhora
significativamente as complica¢cdes pulmonares em ratos apés a CBDL e contribui para

limitag¢ao da evolu¢ao da cirrose, possivelmente devido a suas propriedades antioxidantes.
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ABSTRACTS

(ARTICLE I)

The hepatopulmonary syndrome (HPS) occurs when intrapulmonary dilatation causes
hypoxemia in cirrhosis. The free radicals may play a significant contributory role in the
progression of HPS, and flavonoid agents could protect against deleterious effects of free
radicals. The flavonoid quercetin was evaluated in an experimental model of biliary cirrhosis
induced by bile duct ligation (BDL) in rats. Quercetin was administered at 50 mg/kg for 14
days to cirrhotic and non-cirrhotic rats. Bone marrow was extracted from animals to analyze
micronuclei. Lung, liver and blood were extracted to detect DNA damage using the comet
assay. The results showed that the micronuclei and DNA damages to lung and liver were
increased in BDL rats. Quercetin caused no damage to the DNA while decreasing the
occurrence of micronucleated cells in bone marrow as well asDNA damage to lung and liver
in cirrhotic rats. Quercetin showed antimutagenic activity against hydroperoxides as evaluated
by the oxidative stress sensitive bacterial strains TA102 Salmonella typhimurium and 1C203
Escherichia coli, suggesting protection by free radical scavenging. In Saccharomyces
cerevisie yeast strains lacking mitochondrial or cytosolic superoxide dismutase, these results
indicate that quercetin protects cells by induction of antioxidant enzymes. The present study
the report of genotoxic/antigenotoxic effects of quercetin in a model of animal cirrhosis. In
this model, quercetin was not able to induce genotoxicity and, conversely, it increased the
genomic stability in the cirrhotic rats, suggesting beneficial effects, probably by its

antioxidant properties.



ABSTRACTS

(ARTICLE II)

In the hepatopulmonary syndrome (HPS), a common complication of liver cirrhosis,
pulmonary endothelial endothelin B (ETB) receptor overexpression, enhanced endothelial
nitric oxide (NO) synthase (eNOS)-derived NO production, and increases in pulmonary
inducible NO synthase (iNOS) and heme oxygenase (HO-1) are important factors in the
development of vasodilatation. These changes may be influenced by redox-sensitive signaling
pathways, including nuclear factor-«B (NFkB). In this study, our aim was to evaluate the
effects of the flavonoid antioxidant quercetin on the development of HPS in rats with
common bile duct ligation (CBDL). Rats were divided into the following 4 groups: rats
subjected to CBDL, Sham (rats subjected to simulated CBDL), quercetin-treated sham, and
quercetin-treated CBDL. Quercetin (50 mg/kg) was administered for 2 wk starting on d 14
after surgery. Increased NO production, overexpression of iNOS, eNOS, HO-1, and ETB-
receptor and activation of NF-kB were observed in lung of CBDL rats. Quercetin inhibited
oxidative stress, NF-kB activation, and the expression of different pulmonary mediators
involved in HPS. Quercetin also ameliorated liver injury and reduced the expression of
hepatic endothelin-1 and HO-1 in untreated cirrhotic rats. Our findings suggest that quercetin
administered after the onset of hepatic injury significantly ameliorates pulmonary

complications in CBDL rats and that limitation of cirrhotic evolution contributes to this effect.
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A associagdo entre doenca hepatica cronica e alteragdes respiratorias foi reconhecida ha
mais de cem anos, entretanto, somente nos ultimos quinze anos, a deteccdo de alteragOes
vasculares pulmonares associadas com a presenca de cirrose e/ou de hipertensdo portal tem

sido submetida a maiores investigacdes (Ling et al., 2004).

As alteragcdes vasculares pulmonares relacionadas com doencas hepaticas cronicas
compreendem duas sindromes distintas: a Sindrome Hepatopulmonar (SHP), caracterizada
pela dilatacdo da microvasculatura pulmonar, e a Hipertensdo Portopulmonar, caracterizada
pela constricao, remodelamento das artérias pulmonares e aumento da sua resisténcia vascular

(Ling et al., 2004).

O termo “Sindrome Hepatopulmonar” foi utilizado pela primeira vez em 1977 por
Kennedy e Knudson, os quais descreveram a presenca de dilatagdo vascular intrapulmonar
com anormalidades na oxigenacao, que € reconhecida como a principal caracteristica da SHP.
Esses autores relataram o caso de um paciente com cirrose hepatica, que apresentava
hipoxemia arterial agravada pelo exercicio, ¢ utilizaram a nomenclatura “Hepatopulmonar”
em analogia a Sindrome Hepatorrenal, por acreditarem tratar-se de mecanismo etiopatogénico

semelhante (Kennedy and Knudson, 1977).

A SHP ¢ conceituada como relag@o clinica existente entre a disfuncdo hepatica e a
existéncia de dilatagdes vasculares pulmonares e/ou alteracdes da difusdo de gases, e definida

pela triade que compreende a presenca de doenga hepatica, aumento do gradiente alvéolo-



capilar e dilatacdes vasculares intrapulmonares, na auséncia de doenca pulmonar ou cardiaca
coexistente, as quais podem resultar em concentracdes arteriais de oxigénio abaixo da

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

As manifestagdes clinicas da cirrose variam desde a auséncia de sintomas até a
insuficiéncia hepatica e sdo determinadas tanto pela natureza, quanto pela gravidade da

hepatopatia subjacente e magnitude da fibrose estabelecida (Forestier et al., 1997).

A cirrose biliar secundaria, provocada pela obstru¢do do ducto biliar comum, ¢ um modelo
da ictericia obstrutiva extra-hepatica humana, caracterizada pela colestase com evolucgdo
cirrogénica, como consequéncia da permanente agressao hepatica, iniciada nos ductos biliares
e perpetuada pela evolugdo de uma ampla gama de processos fibro-hepatogénicos (Hunt,

1980).

Estudos prévios mostraram que a inducdo de cirrose biliar secundaria, através da ligadura
de ducto biliar comum, estabelecida por Kontouras e colaboradores, em 1984, simula a
doenga humana pelas alteracdes provenientes da reagdo inflamatdria causada pelo refluxo
biliar e a consequente desorganizacdo da arquitetura natural do parénquima, com areas

inflamatorias e de deposicdo de colageno e formacao de fibrose (Pastor et al., 1997).

Em 1997, Fallon e colaboradores descreveram o modelo experimental de cirrose biliar
secundaria pela obstrugdo da via biliar comum em ratos, como modelo de SHP, por
observarem que a alteracdo hepatica cronica acarretava desequilibrio na producido de
mediadores vasoativos, resultando em decréscimo do tonus vascular e vasodilatagdo

intrapulmonar neste modelo.

Na cirrose biliar secundaria, ha alteragdes nos mecanismos antioxidantes, que levam a
desequilibrio entre os processos oxidativos e antioxidativos, o que estimula o processo de
peroxidagdo lipidica, provocando lesdes hepaticas (Schattenberg et al., 2005). Também esta
demonstrada a participagdo dos radicais livres na fisiopatologia da cirrose causada por estase

biliar (Forestier et al., 1997).

Estudos realizados por Tieppo e colaboradores, em 2005, demonstram que ratos cirrdticos

por ligadura de ducto biliar comum apresentam hipoxemia e aumento da lipoperoxidagdo em



homogeneizado de tecido pulmonar, provavelmente devido a agdo oxidativa de radicais livres

em altas concentragdes na circulagdo pulmonar.

Compostos antioxidantes e flavonoides sdo considerados eficazes para diminuir fibrose em
modelos animais de cirrose biliar secundaria por ligadura do ducto biliar comum, de cirrose

por alcool ou por administracao de tetracloreto de carbono (CCly) (Muriel et al., 1994).

Os estudos prévios levaram-nos a considerar a hipotese de que a melhora da fungdo
hepatica, através do uso de antioxidantes, poderia amenizar as complicacdes pulmonares,

caracteristicas da SHP (Tieppo et al., 2005, Tieppo et al., 2007, Vercelino et al., 2008a).

Avaliando as altera¢des causadas pela SHP e a atual existéncia de um modelo especifico
para se estudar em mudangas hepaticas e pulmonares, caracteristicas dessa doenca, inclusive o
envolvimento do estresse oxidativo, o presente trabalho tem como objetivo verificar os efeitos
do flavonoide quercetina como agente genotoxico e mutagénico em estudos in vitro. Também
objetiva a verificagdo de seu potencial como agente terapéutico antioxidante, em estudos in

vivo, nos tecidos hepatico e pulmonar de ratos com ligadura de ducto biliar comum.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Sindrome Hepatopulmonar (SHP)

1.1.1 Defini¢ao

Pacientes com enfermidades hepaticas tém risco consideravel de desenvolver grande
variedade de complicacdes como varizes, ascite, peritonite bacteriana, encefalopatia,

sindrome hepatorrenal, sindrome hepatopulmonar, entre muitas outras (Zhang et al., 2007).

Além disso, as doengas cronicas do figado podem levar a disfungdes no sistema
cardiovascular e pulmonar, com alteracdes hemodinamicas que incluem aumento do débito
cardiaco, baixa resisténcia vascular ¢ vasodilatagao (Russo et al., 2005). A hipertensao portal,
a encefalopatia hepatica e o desenvolvimento de ascite sdo complicagdes secundarias aos

distarbios hemodindmicos que ocorrem em hepatopatas cronicos (Fernando et al., 1998).

As consequéncias hemodindmicas das doengas hepaticas na circulagdo sistémica e
pulmonar incluem ainda a insuficiéncia cardiaca causada por shunt arteriovenoso hepatico,

hipertensao pulmonar, cardiomiopatia e SHP (Naschitz et al., 2000).

A SHP ¢ caracterizada por um defeito na oxigenacdo arterial, causado por dilatagdes
vasculares pulmonares na presenga de alteracdes hepaticas (Rodriguez-Roisin and Krowka,

2008), ou seja, trata-se de situacdo clinica em que uma doenca hepatica determina alteragdes
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vasculares pulmonares com modificagdes na oxigenacdo sanguinea e dilatagdes vasculares
intrapulmonares (Sherlock, 1993).

Em 1966, Berthelot e colaboradores documentaram, através de autopsias feitas em
pacientes com diagnostico prévio de cirrose hepatica, a presenca de dilatacdes pré-capilares
pulmonares difusas, variando de 15 a 150 um em seu didmetro, bem como ‘“aranhas”
vasculares na pleura das bases pulmonares, e a presenca de malformagdes arteriovenosas na

presenca de hipoxemia arterial (Berthelot et al., 1966).

Tajuddin, em 1994, definiu SHP como uma relagdo entre figado e pulmao, em pacientes
com doenca hepatica cronica, com shunt funcional intrapulmonar e hipoxemia arterial

associada.

Atualmente, aceita-se sua definicdo como uma sindrome clinica na qual deve haver
presenca obrigatoria de trés componentes: 1) doenca hepatica; 2) dilatagcdo vascular pulmonar;

3) alteracdes na oxigenacdo (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).

A definicdo ¢é consistente com os critérios diagndsticos para essa sindrome, sugeridos por
Rodriguez-Roisin e colaboradores, em 1992, porém ndo leva em conta a presenca de outras
anormalidades pulmonares ou cardiacas que estariam associadas em pacientes com cirrose,
quando poderia ser dificil considerar a SHP, pois a hipoxemia e outras alteracdes pulmonares
poderiam ser determinadas por pneumopatia ou cardiopatia primarias e ndo por consequéncia

da cirrose.

Na disfungdo respiratoria por alteracdo da difusdo de gases, que se desenvolve em
pacientes com doenga hepatica avangada sem doenca coexistente do parénquima pulmonar,
confirma-se o diagndstico da SHP, também chamada angiodisplasia hepatogénica (Eriksson,

1990, Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).

A SHP desenvolve-se em cerca de 10 a 20% dos pacientes com cirrose (Tiano et al., 2002,
Fallon and Abrams, 2000) e independe de faixa etaria (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).
A hipoxemia geralmente é progressiva ¢ os indices de mortalidade sdo significativamente
aumentados em pacientes cirroticos com SHP em relagdo aos pacientes sem a sindrome

(Fuhrmann et al., 2006).
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A classificagdo da gravidade do quadro clinico do paciente com SHP baseia-se em
anormalidades na oxigenacao, tendo influéncia vital na sobrevivéncia, e 1til na determinacao
da sobrevida e fatores de risco em situagdo de transplante hepatico. Os componentes
vasculares incluem capilares pulmonares dilatados localizados ou difusos, e menos
comumente, comunicagdes arterio-venosas pulmonares e pleurais (Rodriguez-Roisin and
Krowka, 2008). A hipoxemia arterial ¢ comum no contexto da doenca hepatica e tem causas
multifatoriais (ex.: ascite, hidrotérax hepatico e doenga pulmonar obstrutiva cronica
principalmente em alcoolistas), mas, particularmente no caso da SHP, os fatores

patofisioldgicos sdo tnicos (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).

As anormalidades nas trocas gasosas sdo caracterizadas pela deoxigenagdo. A European
Respiratory Society (ERS) Task Force propde o seguinte estagiamento da severidade da SHP
baseado na determinac¢do da PaO, (Rodriguez-Roisin et al., 2004).

Média: PaO, >80 mmHg
Moderada: PaO, <80 a 60 mmHg
Severa: PaO, <60 a 50 mmHg
Muito Severa: PaO, <50 mmHg

Virias terapias médicas ja foram utilizadas para o tratamento da SHP, entretanto, até o
momento, apenas o transplante hepatico pode corrigir as alteracdes vasculares pulmonares e,
consequentemente, as anormalidades na difus@o de gases (Fallon et al., 1997, Arguedas et al.,

2003).

Atualmente, apesar de significativa quantidade de estudos experimentais sobre a SHP e
avaliacdo de efeitos de algumas terapias, a patogénese ainda permanece sem completo
entendimento, e terapias médicas ainda ndo foram viabilizadas em pacientes (Tieppo et al.,
2009). Logo, considerando o alto risco cirdrgico em pacientes gravemente hipoxémicos, faz-

se necessaria uma terapia medicamentosa efetiva para o tratamento da SHP.
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1.1.2 Fisiopatologia

A TUnica caracteristica marcante da SHP ¢ a acentuada dilatagdo de capilares pulmonares
(para 15-100 um de diametro, com o paciente em repouso) (Berthelot et al., 1966). Além
disso, a vasculatura pulmonar na cirrose hepatica ¢ caracterizada pela combinacdo paradoxal
da reducdo ou auséncia de tonus e de certo grau de inibicdo da vasoconstrigdo pulmonar

hipoxica (Rodriguez-Roisin et al., 1987).

Os mecanismos da vasodilatacdo intrapulmonar ndo sdo bem definidos. Muitas hipoteses
tétm sido consideradas, tais como desequilibrio entre substancias vasodilatadoras e
vasoconstritoras no pulmao que poderia levar a anormalidades vistas nos pacientes com SHP

(Aboussouan and Stoller, 2000).

Varios mediadores humorais t€ém sido propostos como vasodilatadores circulantes
responsaveis pela SHP, entre eles, as prostaglandinas, o glucagon, a substancia P, o peptidio
atrial natriurético, o fator de ativacdo plaquetario e o 6xido nitrico (NO) (Panos and Baker,

1996).

Na busca de uma substancia especifica, a principal hipotese ¢ a do possivel envolvimento
do fator relaxante derivado do endotélio (6xido nitrico) como um potencial mediador nesta

sindrome (Perrella et al., 1992, Vallance and Moncada, 1991).

Muitos estudos t€ém valorizado o possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) pelo seu
papel de vasodilatador capilar, possivelmente um fator que persiste, por alguma razdo ainda
ndo conhecida, em niveis elevados em relagdo ao normal, potencializando a formacao de
dilatagdes vasculares intrapulmonares, atuando como potencial mediador nessa sindrome

(Rabiller et al., 2002, Thannickal and Fanburg, 2000).

Atualmente, a atencdo ¢ focada sobre a producdo excessiva de vasodilatadores,
particularmente o NO, que ¢ visto como fator vasoativo responsavel pela vasodilatagdo
pulmonar (Fallon, 2005). Muitas pesquisas reforcam essa ideia, e muitos estudos tém
mostrado a a¢do do NO na interagdo figado-pulmao (Matsumoto et al., 1995, Rolla et al.,

1997).
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O oxido nitrico ¢ um gas denominado fator relaxante derivado do endotélio, que, em
situacdoes de endotoxemia, mostra-se em niveis elevados nos tecidos. Nesta situacdo
patologica, existe importante inducdo da atividade da NOS entre os macrofagos e as células
endoteliais, mediada por endotoxinas bacterianas e citocinas liberadas, resultando em

significativa produgdo de NO (Fallon, 2006, Rolla, 2004).

A baixa resisténcia vascular pulmonar e a baixa pressdo arterial pulmonar estdo presentes,
devido a vasodilatagdo intrapulmonar, promovendo baixa tensdo no leito vascular pulmonar

(Lee, 1989).

A fisiopatologia da hipoxemia na SHP ¢ multifatorial. Os mecanismos predominantes
incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relacdo ventilagdo-perfusdo, baixa
difusdo, desequilibrio da difusdo-perfusdo ou do gradiente de oxigenacdo alvéolo-capilar

(Aboussouan and Stoller, 2000).

O desequilibro entre a difusdo-perfusdo ¢ um mecanismo que pode explicar a hipoxemia
na SHP. Esse mecanismo pode ser responsavel pela alteragdo do gradiente de oxigenacgdo
alvéolo-capilar ou efeito shunt e relaciona a hipoxemia as dilatagdes vasculares pulmonares.
No capilar dilatado e com didmetro maior, a molécula de oxigénio vinda do alvéolo ndo pode
difundir-se até o centro do vaso, ¢ a hipoxemia, resultante desse fendmeno, ainda pode ser
agravada pelo estado hiperdinamico circulatério, com menor tempo disponivel para o transito
da hemadcia dentro do capilar pulmonar (Figura 1). Essa anormalidade na difusao-perfusao
traduz a dificuldade do oxigénio em saturar as hemacias em um capilar pulmonar
anormalmente dilatado, evidenciando o efeito shunt funcional. O shunt funcional ocorre
devido a diminui¢do da difusdo do oxigénio através da membrana alvéolo-capilar, uma
consequéncia da anormalidade de perfusdo que acomete o pulmio de pacientes cirroticos

(Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).
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Figura 1. Efeito shunt relacionando a hipoxemia com as dilatagdes vasculares pulmonares (Kinane and Westra,
2004).

Em modelos experimentais, foi demonstrada a agdo vasodilatadora do NO e que o aumento
da NO sintase endotelial (eNOS) no tecido pulmonar estaria relacionado a hipoxemia (Fallon
et al., 1997, Rolla et al., 1997, Nunes et al., 2001). Os estudos sugerem a agdo do NO como o
responsavel pela vasodilatagdo intrapulmonar encontrada na SHP, mas novos trabalhos devem

ser realizados para melhor compreensao dos mediadores causadores da SHP.

Além do envolvimento do NO, a endotelina-1 (ET-1) que, em condi¢des normais, ¢ um
vasoconstritor paracrino que atua na regulagdo do tdnus vascular, também vem sendo
amplamente estudada, visto que, em situagdes de cirrose biliar secundaria, ocorre a
superproducdo de ET-1 pelas células estreladas hepaticas, a qual passa a atuar de forma
enddcrina, atingindo a circulagdo pulmonar e aumentando ainda mais a producdo de NO,

contribuindo também para a vasodilatagdo na microcirculagdo pulmonar (Fallon and Abrams,

2000).

Também ja foi demonstrado que animais cirroticos por ligadura de ducto biliar comum
apresentavam hipoxemia ¢ aumento da LPO em homogeneizado de pulmdo, provavelmente
devido a acdo oxidativa de radicais livres ¢ do NO em altas concentragdes na circulagdo

pulmonar (Tieppo et al., 2005).
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1.2 Cirrose Biliar Secundaria

A cirrose biliar ¢ uma enfermidade cronica e difusa do figado com alteracdes na sua
estrutura e fungdo, seja intra ou extra-hepatica, sendo considerada uma possivel complicacdo
tardia da obstrugdo prolongada das vias biliares extra-hepaticas, ocorrendo, segundo alguns
autores, em menos de um décimo de pacientes com cirrose biliar (Sanchez-Campos et al.,

1998).

Ela ocorre mais frequentemente como consequéncia de obstrugdo por lesdo benigna do que
por neoplasia, em vista da curta sobrevida dos pacientes no segundo caso. Por outro lado, tem
sido mais observada em obstrucdes benignas ndo infectadas do que infectadas, talvez em vista
do maior grau de obstru¢do no primeiro caso. A infec¢do das vias biliares, uma vez instalada,
parece acelerar a formacdo da cirrose. A duracdo da obstrucdo para o desenvolvimento da
cirrose ¢, em geral, superior a um ano, embora, em circunstancias menos frequentes, possa ser

observada apos trés a quatro meses apenas (Silva and D'albuquerque, 1986).

Essa doenca ¢ acompanhada pela dificuldade de eliminagdo da bile, pela destrui¢do do

parénquima hepatico e pela fibrose progressiva (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982).

A obstrugdo cronica da via biliar extra-hepatica pode determinar a estase biliar ¢ areas
focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferacdo e dilatagdo dos ductos e
canaliculos biliares dos espagos porta, colangite estéril ou infecciosa com infiltracdo de
polimorfonucleares, edema e fibrose dos espagos porta. Como em outras formas de cirrose, a
lesdo ¢ acompanhada de fendmenos degenerativos e regenerativos do parénquima residual,

com a formagao de noédulos (Abdel-Aziz et al., 1990).

O extravasamento da bile dos canaliculos biliares intralobulares em zonas de necrose
periportal da lugar a formagdio de “lagos biliares” e de fendmenos regenerativos no
parénquima residual, com a formagdo de nddulos. A eliminagdo da obstrugdo costuma ser

acompanhada de melhora bioquimica e morfologica (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982).

O dano hepatico colestatico ¢ uma caracteristica da cirrose biliar secundaria. Define-se

com critérios histopatologicos especificos e bioquimicos bem estabelecidos.
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A citotoxicidade dos acidos biliares é atribuida a diversos mecanismos, incluindo as suas
propriedades detergentes, a alteragdo da homeostase do Ca™" intracelular, a deplecio de ATP
e o dano mitocondrial. Trabalhos recentes sugerem que na patogénese do dano colestatico
hepatico participam espécies ativas de oxigénio e reagdes de radicais livres (Parola et al.,

1996, Pastor et al., 1997, Videla et al., 2004).
1.3 Ligadura de Ducto Biliar Comum e SHP Experimental

A obstrucdo prolongada do ducto biliar em ratos ¢ um modelo experimental (Figura 2)
para induzir cirrose biliar secundaria e fibrose, que estabelece as caracteristicas proprias da
doenca em torno de 28 dias (Kountouras et al., 1984). Nesse periodo, a obstrucdo provoca
aumento do ducto biliar, edema, rea¢des inflamatorias agudas pelo refluxo biliar e
aparecimento de fibrose periportal devido a alteracdes na sintese e degradacao de proteinas
matriciais como coldgeno, glicoproteinas e proteoglicanos, causando desorganizacdo da

arquitetura natural do parénquima (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982).

Em ratos com cirrose biliar secundaria, provocada pela obstru¢do do ducto biliar comum,
observa-se também hepatomegalia e esplenomegalia, que acontecem principalmente pelo
aumento do tecido conjuntivo assim como do epitélio biliar e, paralelamente, pode ocorrer

hipertensao portal que se manifesta pela dilatagcdo das veias esplécnicas (Yaari et al., 1992).
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Figura 2 — Modelo experimental de Ligadura de Ducto Biliar Comum (Fernandes and Mies, 1998).
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O processo de fibrose hepatica ¢ consequéncia essencial da doenga hepatica cronica.
Atualmente, ¢ conceituada como parte de um processo dinamico de continuo remodelamente
da matriz extracelular que conduz a acimulo excessivo de proteinas extracelulares,

proteoglicanos e carboidratos (Gressner and Weiskirchen, 2006, Bataller and Brenner, 2005).

Nesse contexto, sabe-se do grande envolvimento das células estreladas hepaticas na
fibrogénese e, nos dias de hoje, estas sdo consideradas importantes para os estudos dos

mecanismos fisiopatoldgicos desse processo e surgimento de novas terapias (Moreira, 2007).

A fibrose ¢ caracterizada histologicamente e bioquimicamente por significativa elevacao
no total do contetido de matriz extracelular (MEC) hepética (Bataller and Brenner, 2005). Os
principais componentes da MEC normal sdo os colagenos (Tipos I e III) e a elastina, além de
proteinas, carboidratos e glicoproteinas. Em situacdo de fibrogénese, tem-se aumento
significativo de coldgeno Tipo I, e essa deposi¢do resulta de producdo excessiva e de
diminuicdo de processos de degradacdo. Em um figado normal, as metaloproteinases (MMPs)
tém papel bem descrito de degradantes da MEC, mas estas tém sua atividade reprimida nas
lesdes hepaticas cronicas como resultado da superexpressao de seu inibidores, os chamados
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) que sao ativados pelas células estreladas

(Figura 3) (Bataller and Brenner, 2005).

Além das células estreladas, no processo de fibrose estdo envolvidos outros tipos celulares,
como os hepatocitos, as células de Kupffer, as células plaquetdrias epiteliais, as células
sinusoidais, as células endoteliais e os neutrofilos. Cada um desses tipos celulares libera
mediadores que exercem diversos efeitos sobre as células estreladas. O fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador B (TGFp) sdo as duas
citocinas que melhor caracterizam o envolvimento na ativacdo das células estreladas, tendo
papel central nesse processo. Um grande nimero de estudos indica o PDGF como principal
mediador de proliferagdo ¢ o TGFB como a citocina mais importante estimulando a
fibrogénese pelas células estreladas (Figura 3) (Bataller and Brenner, 2005, Gressner and

Weiskirchen, 2006, Yoshiji et al., 2006, Borkham-Kamphorst et al., 2004).

Viarios mediadores tém sido demonstrados como promotores da ativacdo de células
estreladas e fibrogénese, incluindo endotelina-1 (ET-1), angiotensina II e leptina (Cho et al.,

2000, Bataller and Brenner, 2005, Saxena et al., 2004). Além disso, varias moléculas, como o
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fator de necrose tumoral-o. (TNFa), TGFB, TIMP-1, colageno Tipo I e integrinas, mostraram
ser fibrogé€nicas por provocar a inibi¢cdo da apoptose das células estreladas, contribuindo para

o aumento do nimero destas em locais de dano hepatico (Figura 3) (Roulot et al., 1999).

As EAO produzidas pelas células de Kupffer e os hepatocitos danificados também tém um
importante papel na ativagdo das células estreladas, assim como no recrutamento de células
inflamatorias. Uma vez ativadas, as células estreladas secretam substincias inflamatorias que
levam a gerag¢@o de um ciclo vicioso, no qual células fibrogénicas e inflamatorias estimulam-
se umas as outras, fazendo perpetuar o processo hepatico de dano e reparo (Figura 3)

(Guimaraes et al., 2006).

Além disso, marcadores mesenquimais, como a a-SMA, vimentina e desmina, tém sido
mostrados como importantes quantificadores da atividade das células estreladas no tecido
hepatico. Entretanto, a a-SMA ¢ o marcador mais comumente utilizado em estudos
experimentais e clinicos, sendo aceito como um indicador da ativacdo destas cé¢lulas (Gawrieh

et al., 2005, Russo et al., 2005).
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Figura 3: Célula estrelada em um processo dano hepatico (Hui and Friedman, 2003).
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Em 1993, Chang & Ohara demonstraram que animais submetidos a ligadura de ducto biliar
comum apresentavam, além da cirrose biliar secundéria, desenvolvimento progressivo de
anormalidades nas trocas gasosas. Esses mesmos autores, em 1993, encontraram aumento do
nivel de glucagon circulante em animais com cirrose biliar secundéaria experimental e
sugeriram que esses animais apresentavam estado circulatorio hiperdindmico devido a agdo

vasoativa deste hormdnio (Chang and Ohara, 1993).

Fallon e colaboradores, em 1997, estabeleceram que a ligadura de ducto biliar comum
reproduz em ratos as anormalidades fisioldgicas pulmonares encontradas na SHP em humanos

e, portanto, aqueles serviriam como modelo para o estudo dessa doenca (Fallon et al., 1997).

Os estudos que envolvem esse modelo avaliaram uma série de alteragdes moleculares na
microvasculatura pulmonar que influenciariam o tonus vascular e contribuiriam para a
vasodilatagdo intrapulmonar durante a progressdo dessa doenca (Fallon, 2006, Fallon and

Abrams, 2000, Fallon et al., 1997).

Entre essas mudangas tem-se dado grande importancia ao papel da endotelina-1 (ET-1),
que ¢ produzida pelas células estreladas do figado e que, em situacdes fisiologicas, atua de
forma paracrina. Em situagdes de disfung¢ao hepatica, como na cirrose, a sintese dessa
substancia pelas células estreladas eleva-se significativamente, aumentando a sua
concentracdo plasmatica e passando a atuar de forma endocrina, atingindo a circulagdo
pulmonar, sendo um mediador das alteracdes endoteliais e da progressdo da vasodilatagdo
intrapulmonar, pois o aumento da producdo hepatica e circulante de ET-1 esta relacionado a
produgdo de eNOS, devido a sua ligagdo com receptores ETB (Figuras 4 e 5), logo a eNOS
possivelmente esta ligada a gravidade das anormalidades nas trocas gasosas (Fallon and

Abrams, 2000, Ling et al., 2004).
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Figuras 4. Efeito da ET-1 na Figuras 5. Efeito da ET-1 na
microvasculatura normal (Fallon and microvasculatura na SHP (Fallon and

Abrams, 2000). Abrams, 2000).
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As endotelinas, descobertas em 1988, consistem em familia de trés subtipos, denominadas
ET-1, ET-2 e ET-3, que atuam através da ligacdo com receptores acoplados a proteina G,
chamados receptores de endotelina do tipo A (ETA) e receptores de endotelina do tipo B
(ETB) (Sakurai and Masaki, 1991, Yanagisawa et al., 1988). Sdo produzidas pelas células
endoteliais e exercem efeitos autdcrinos e efeitos paracrinos nas células musculares adjacentes
(Rockey, 2003). Elas regulam o tonus vascular, mas também sdo importantes em multiplos
processos como no crescimento celular, no desenvolvimento neural e, particularmente, na
doencga hepatica fibrogénica (Cho et al., 2000, Battistini et al., 1993, Kurihara et al., 1994,
Rockey, 2003).

Os receptores ETA sdo encontrados predominantemente nas células musculares lisas da
parede vascular, enquanto os receptores ETB (ETBr) sdo caracteristicos das células
endoteliais, mas tém ampla distribuicdo incluindo outros tipos celulares (Yanagisawa et al.,
1988). Sugere-se que os receptores ETA, nas células musculares lisas, sejam mediadores de

vasoconstricao, e os ETBr, nas células endoteliais, sejam mediadores de vasodilatacao através

do NO (Rockey, 2003).

A importancia das endotelinas na doenca hepatica tem sido enfatizada por relatos dos
niveis circulatdrios elevados de ET-1 e ET-3 em pacientes com cirrose (Trevisani et al.,
1997). No figado normal, a endotelina-1 é produzida pelas células endoteliais sinusoidais.
Entretanto, apds a injlria, a endotelina ¢ largamente derivada das células estreladas e a sua
sintese pelas células endoteliais sinusoidais ¢ reduzida (Shao et al., 1999). Dessa forma, na
injuria hepética, ocorre aumento da producdo de endotelina, que passa a atuar de forma
enddcrina e consequentemente leva a anormalidades do tonus vascular, entre outras respostas
fisiologicas, podendo contribuir para a vasodilatagdo intrapulmonar e podendo ser um

potencial mediador da SHP (Fallon and Abrams, 2000).

Além disso, alguns autores relacionam o aumento de NO com a translocagdo bacteriana,
que ocorre em 45-75% dos animais cirroticos induzidos experimentalmente. Essa translocagao
bacteriana deve-se ao decréscimo da fungao fagocitaria do figado pela lesdo, o que favorece a
entrada de bactérias e endotoxinas na circulacdo pulmonar, gerando acimulo e ativacdo de
macrofagos intravasculares e estes, por sua vez, secretam produtos para o meio extracelular,

incluindo citocinas ¢ NO que, em altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente toxica e
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oxidante além de o NO ser uma substancia relaxante do endotélio, levando a vasodilatacdo

(Thannickal and Fanburg, 2000, Rabiller et al., 2002).

As células fagocitarias geram anion superoxido (0,"), que é capaz de oxidar a membrana
plasmatica, produzindo grande quantidade de espécies ativas do oxigénio (EAO), e, quando
combinado com NO, pode levar a formagdo de peroxinitritos, um potente e versatil oxidante
que pode atacar tecidos biologicos, promovendo danos por estresse oxidativo (Thannickal and
Fanburg, 2000). Destaque-se que, neste modelo, ocorre o processo de endotoxemia por

translocacgdo bacteriana, fator importante a ser levado em consideracao.

O oxido nitrico (NO) ¢ uma molécula biologicamente importante, um radical livre,
inorgénico, que participa de inimeros processos fisiologicos e patologicos, geralmente como
sinalizador ou como fator de relaxamento derivado do endotélio. Moléculas com elétrons
desemparelhados, gerados a partir da resposta inflamatoria como o O,", podem reagir com o
NO e formar as espécies ativas de nitrogénio (EAN), como o peroxinitrito (ONOOQO)
(Squadrito and Pryor, 1995). O ONOO™ pode reagir com os aminoacidos tirosina e cisteina e
produzir a nitrotirosina e a nitrocisteina, considerados os promotores das reagdes entre as

EAO e 0 NO.

Mesmo sendo uma molécula simples, a sintese enzimatica do NO ¢ bastante complexa. O
oxido nitrico participa diretamente das reacdes que culminam com a desregulacdo de sua
sintese (Gate et al., 1999). O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina pela acdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), que transforma a L-arginina em L-hidroxiarginina, formando,

assim, a citrulina e o NO (Figura 6).
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Figura 6. Papel do 6xido nitrico no sistema imune e transcri¢ao da iNOS (Campbell, 2000).

As NOS sao descritas como trés isoformas, relacionadas a trés genes diferentes, ja
sequenciados: 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), ¢xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
(ambas constitutivas) e a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (Gross and Wolin, 1995,

Liaudet et al., 2000).

Quanto a acdo de cada uma, sabe-se que a eNOS, encontrada no endotélio vascular, gera
baixas concentragdes de NO, favorece a diminuig¢@o da pressdo sanguinea e auxilia na inibigao
da agregacdo plaquetaria. Ja a isoforma nNOS gera o NO que regula a transmissao neuronal e
apresenta a fun¢do de neurotransmissor. A iNOS produz NO nos macrofagos, estimulada por
certas citotoxinas. O NO esta intimamente ligado aos processos de defesa do organismo e, em
fung¢@o da produgdo excessiva, relaciona-se aos processos destrutivos teciduais presentes na

inflamagdo aguda ou cronica e na apoptose celular (Liaudet et al., 2000).

Além da alta produgdo de NO, derivado da iNOS e da eNOS, ocorre também aumento
importante e progressivo nos niveis de HO-1 que também contribui para a progressdo da SHP
(Rabiller et al., 2002, Zhang et al., 2007). As heme-oxigenases sdo enzimas que catalisam a
degradagdo do grupamento heme, produzindo monoxido de carbono, biliverdina e ferro,
moléculas que tém atraido grande interesse devido aos seus papéis na modulagdo de
importantes fungdes fisiologicas (Otterbein et al., 2003, Tamion et al., 2006). Logo, pelo

papel fisiologico da degradagdo do grupamento heme, a HO-1, também conhecida como
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proteina de choque térmico (HSP-32), pode influenciar em inimeros processos celulares,

incluindo crescimento, dano oxidativo, inflamacao e apoptose (Tamion et al., 2006).

A biliverdina é posteriormente reduzida a bilirrubina pela agdo da biliverdina redutase,
enquanto o monoxido de carbono atua como um mensageiro gasoso semelhante ao NO, os
quais podem mediar importantes funcdes celulares. J4 o ferro pode estar fortemente envolvido
com a geracdo de EAO (Tamion et al., 2006). Dessa forma, a HO-1 poderia estar fortemente
envolvida na SHP, visto que ocorrem em conjunto alteragcdes hepaticas de gases arteriais e do
estado redox, o que nos levou a investigar a expressdo dessa proteina nos dois tecidos que tém

envolvimento central nessa doenca, ou seja, nos tecidos hepatico e pulmonar.

Todas essas alteragdes podem ser influenciadas pela ativacdo de varios fatores de
transcricdo como o NFxB. Os fatores de transcricio nuclear Kappa Beta (NFxB) sdo
reguladores génicos envolvidos na maioria das respostas inflamatorias. Essas respostas fazem

parte das reagdes a infeccdo ou a les@o e ajudam a proteger as células desses estresses (Dias et
al., 2005b).

O NF«B ¢ um importante sinalizador da resposta inflamatoria e, quando ativado, transloca
para o nucleo, onde se liga a regido promotora de genes alvos e estimula a expressdo de genes
de moléculas de adesdo, resultando em subsequente ativagdo de mediadores inflamatorios,
com regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatorias, tal como TNFa e indug@o dos genes de
enzimas como iNOS, eNOS e HO-1 (Majano et al., 2001, Lavrovsky et al., 2000). Do mesmo
modo, a ET-1, envolvendo os receptores ETB, aumenta a formagéo de complexos NF«B e sua
ligagdo com o DNA (Gallois et al., 1998). O NF«B pode, portanto, representar um importante

alvo para bloquear terapeuticamente a inflamagao ¢ a injtria do figado (Tunon et al., 2003).

A ativagdo dos fatores de transcricdo ¢ significativamente intensificada quando as células
sdo estimuladas em condi¢es oxidativas. Existem evidéncias que sugerem que as EAO
possam atuar como sinalizadores a NFkB. Isso estd baseado na inativacdo dessa proteina
quando utilizado algum tipo de antioxidante, logo este fator de transcrigdo mostra-se

responsivo ao dano oxidativo (Dias et al., 2005a).
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Tieppo e colaboradores, em 2005, demonstraram que animais cirroticos por ligadura de
ducto biliar apresentavam hipoxemia e aumento da lipoperoxidacdo em homogeneizado de
pulmdo, provavelmente devido a acdo oxidativa de radicais livres e do NO em altas
concentragdes na circulacdo pulmonar (Tieppo et al., 2005). Em estudos posteriores,
mostraram, no mesmo modelo experimental, aumento dos niveis de nitratos totais em
homogeneizado de tecido pulmonar, alteracdes da atividade enzimadtica antioxidante e
evidéncias de vasodilatacdo nos testes anatomopatologicos nesse tecido, além do efetivo
tratamento com os antioxidantes quercetina e N-acetilcisteina (Tieppo et al., 2009, Vercelino

et al., 2008a, Vercelino et al., 2008b).

Devido a essas evidéncias, o dano oxidativo pode ter um papel fundamental na progressao
dessa sindrome e diversos trabalhos mostram que alguns antioxidantes reduzem
eficientemente a fibrose hepatica em modelos animais de cirrose biliar secundéria (Zhang et

al., 2003, Vercelino et al., 2008a, Peres et al., 2000, Gaines and Fallon, 2004).

1.4 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

1.4.1 Radicais Livres e Espécies Ativas de Oxigénio

O oxigénio ¢ um elemento vital e também potencialmente nocivo para as células. Em
certas condigdes, ¢ responsavel por reagdes quimicas extremamente toxicas (Boveris and

Chance, 1973).

A molécula de oxigénio, em seu estado natural, ¢ um birradical que possui dois elétrons
desemparelhados, sendo um bom agente oxidante, capaz de oxidar outros atomos ou

moléculas, aceitando um par de elétrons (Barp et al., 2002).
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Figura 7. Esquema da produgdo das EAO (Barp et al., 2002).

Os intermediarios da redugdo parcial do oxigénio sdo o anion superdxido (0,%), peroxido
de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlet (102) e radical hidroxil (OH®). Todos sdo denominados
espécies ativas de oxigénio por serem capazes de existir de forma independente (Barp et al.,

2002).

Os efeitos deletérios do oxigénio sobre os organismos aerobios variam consideravelmente
com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisioldégico e com a dieta, ¢ os
diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas diferentes

(Farber et al., 1990). Esses efeitos ocorrem devido a elevada producdo de RL ou EAO.

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo espécies
paramagnéticas, com alto grau de reatividade quimica e curta vida média, capazes de atacar
qualquer biomolécula (Halliwell, 1994, Halliwell, 1999). Tais radicais podem ser formados
em situagOes fisiologicas ou patoldgicas e sao danosos as células e ao organismo quando

produzidos em grandes quantidades (Peres et al., 2000, Halliwell, 1994).

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos nos processos de producgdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de
substancias biologicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais
como a peroxidagdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com

varias doengas, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coragdo, doencas do
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figado, diabetes mellitus, catarata, disfungdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa

ou o fator agravante do quadro geral (Halliwell, 2006).

Os radicais livres podem ser formados durante o metabolismo normal de toda a célula, pela
perda de elétrons de um ndo radical ou pelo ganho de um elétron por nao radical. Eles podem
também ser formados quando uma ligacdo covalente ¢ quebrada, se cada um dos dtomos ficar

com um elétron, num processo conhecido como fissdo homolitica (Halliwell, 1999).

Os RL reagem através de ligagdes covalentes ou reagdes bioquimicas em cadeia. Na
primeira situa¢do, uma unido covalente ocorre quando dois radicais formam um par,
combinando os seus elétrons desemparelhados. As reacdes bioquimicas em cadeia ocorrem
quando reagem com outro ndo radical, e, ao final dessa reacdo, produzir-se-a outro radical.
Além dessas duas vias, existem outras formas de obtencdo de RL, através da fagocitose na
resposta inflamatoria, em situagdes de exposi¢do do organismo a radiagdes ionizantes, nas
contaminagoes, polui¢do, excesso de exercicio e processos de doenca (Peres et al., 2000,

Kozlov et al., 1994).

A excessiva formacao endogena de RL pode ser causada por: (1) ativacdo aumentada de
fagocitos; (2) interrup¢d@o dos processos normais de transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria mitocondrial; (3) aumento da concentragdo de ions metalicos de transi¢do por
escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo ou doengas metabdlicas; e (4) por
niveis diminuidos das defesas antioxidantes. Entretanto, torna-se dificil determinar se na
doenga humana os radicais livres sdo a causa ou se potencializam o dano (Halliwell, 1999,
Droge, 2002). Por outro lado, as espécies ativas de oxigénio sdo reconhecidas como
importantes sinalizadoras intracelulares e estdo envolvidas na regulacdo redox no interior das
células do sistema imune (Oktyabrsky and Smirnova, 2007, Halliwell, 2007). Sabe-se que
células fagocitarias, como macréfagos e neutrofilos, sdo ativadas sob condi¢des oxidativas.
Essa ativacdo ¢ mediada pelo sistema da NADPH oxidase que resulta em marcado incremento
no consumo de oxigénio e consequente producdo de anion superoxido (Halliwell, 1999,

Droge, 2002). .

As EAO formam-se durante a reducdo do oxigénio a 4gua na cadeia de transporte de
elétrons mitocondriais. O termo denominado radical livre ¢ determinado quando uma espécie

quimica, que pode ser um atomo como o hidrogénio ou um atomo de cloro, um metal de
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transi¢do ou uma molécula, possui um elétron nio pareado no seu ultimo orbital (Boveris et
al., 2006). O elétron ndo pareado neste orbital confere alta reatividade a molécula, a qual
apresenta forte tendéncia a adquirir um segundo elétron para esse orbital. Essas espécies
reativas tém o potencial de oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios,
glicidios e 4cidos nucleicos. Quantidades aumentadas de metabolitos oxidados destas
moléculas tém sido detectadas em pacientes com uma variedade de doencas. A estabilidade
do RL ¢ adquirida por remogdo de elétrons de moléculas vizinhas, produzindo um par

eletronico (Maxwell, 1995).

As EAO, como o peroxido de hidrogénio (H,O;), podem ser formadas durante o
metabolismo normal de qualquer célula através da perda de elétrons de um nao radical ou pelo
ganho de um elétron por ndo radical e estdo envolvidas numa série de processos

degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem RL (Halliwell, 1999).

Nas membranas mitocondriais encontram-se as proteinas transportadoras de elétrons,
principalmente os citocromos que reduzem uma molécula de oxigénio (O;) a agua (H,O)
durante o processo de respiracdo. A reducdo completa de uma molécula de O, a H,O requer
quatro sucessivas transferéncias de elétron, duas dessas denominadas de reducdo univalente.
Dois desses intermediarios sdo chamados de RL, sdo eles o radical anion superdxido (02%) e
o radical hidroxil (OH®) (Maxwell, 1995). A maior parte do O, (aproximadamente 95%)
recebe os quatro elétrons de uma sé vez, através do sistema oxidativo citocromo-oxidase,
reducdo tetravalente. Porém, em cerca de 5% dos casos, a reducdo ¢ monovalente, ou seja, a
molécula de oxigénio recebe apenas um elétron de cada vez, proporcionando a formacdo de
intermediarios reativos e toxicos, denominados espécies ativas de oxigénio (Orrenius et al.,

2007).

Nos organismos aerobios, o O, ¢ reduzido a dgua no final da respiracdo mitocondrial
(Figura 8). A molécula de O, mantém-se unida ao complexo IV da cadeia respiratoria até que
ocorra a reducdo total do O, em agua. Durante esse processo, por receber apenas um elétron
de cada vez, ocorre a redugdo parcial do O,, gerando anion superdxido (O,"). Com a adigéo
de um hidrogénio ao anion superdxido, este se reduz a perdxido de hidrogénio (H,O»).
Posteriormente, se um terceiro elétron for acrescido, ocorrera a formacdo de um radical

hidroxil (OH®). Desse modo, a formagdo de radicais ou de espécies ativas de oxigénio deve-
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se ao fato do O, se reduzir a agua de forma monovalente, o que permite a geracdo de
moléculas ou ions reativos durante o processo de reducdo do oxigénio (Thannickal and

Fanburg, 2000).

e e 2H*
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Figura 8. Esquema da reducdo do O, em H,O, na respiragdo mitocondrial e a reducdo das EAO

(Meneghini, 1987).

O anion superdxido (O,") é constituido pela redugdo do O, molecular por um elétron, apds
aporte energético. Normalmente, ¢ removido pela reacdo de dismutacdo, que consiste na
reacdo de anions superoxido catalisados pela enzima superéxido dismutase (SOD). O H,0,, é
normalmente produto da dismutacdo do anion superoxido pela enzima SOD. As enzimas
oxidativas sdo capazes de formar e degradar o peroxido de hidrogénio (H,O;) e essas enzimas
sdo encontradas nos peroxissomas. Dentre as mais comuns, encontram-se catalase (CAT), D-
amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de acidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O
H,0,, apesar de ndo ser um radical livre, pode reagir com outro anion superoxido, ou com
metais de transi¢do, conforme as reagoes de Fenton (Reacio 1) e Haber-Weiss (Reacao 2),

formando o radical hidroxil (OH") (Halliwell, 1994).
Fe’* + H,O,— Fe’" + HO*+ HO (Reacdo 1)
02‘ + H,O,—» O, + HO*+ HO (Reag:ﬁo 2)

O radical hidroxil ¢ uma EAO instavel, sendo um dos mais potentes oxidantes em sistemas
bioldgicos devido a sua meia-vida muito curta. Esses radicais frequentemente atacam as
moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes. Esse RL possui a
capacidade de atravessar as membranas e reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados

e DNA, apesar de seu baixo tempo de meia-vida (Halliwell, 1999).

O radical OH" ¢ formado no organismo principalmente por dois mecanismos: rea¢io de

H,0O, com metais de transicdo e homolise da agua por exposi¢do a radiacdo ionizante
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(Halliwell and Gutteridge, 1992). O ferro reduzido (Fe*") desenvolve uma importante rota na
geracdo de radicais toxicos, particularmente quando reage com perdxido de hidrogénio (H,0O,)
(Yokozawa et al., 1997). O radical hidroxil ¢ formado quando o H,O, reage com o anion
superdxido (0,%), com catalise de ions divalentes de metais de transi¢do como ferro e cobre,
através da reagdo descrita por Haber-Weiss no ano de 1934 (Halliwell, 1999). E usualmente
aceito que os efeitos toxicos dos ions ferro sdo consequéncias da decomposi¢do catalitica
pelos ions Fe*" do peroxido de hidrogénio ou hidroperéxidos para a forma ativa do radical
hidroxil, conforme reagdo. Acredita-se que essas reagdes sejam o passo inicial de muitos
processos de danos causados por radicais livres, como LPO, modificacdo oxidativa de

proteinas e lipoproteinas, e aumento de anomalias em cromossomos (Kozlov et al., 1994).

Ja a producdo exagerada de espécies ativas de nitrogénio ¢ chamada de estresse nitrosativo.
Isso pode ocorre quando a geracdo de espécies reativas de nitrogénio em um sistema excede a

habilidade do sistema em neutraliza-las e elimina-las (Valko et al., 2007).

O ¢6xido nitrico € uma molécula com caracteristicas de radical livre que nos ultimos anos
tem sido estudada como molécula sinalizadora que mantém a homeostase, como também pode
ser um potente citotoxico em uma grande quantidade de enfermidades. Em condig¢des
normais, 0 NO ¢ produzido em baixas concentragdes e atua como citoprotetor, podendo
interatuar com os metais de transi¢do e com outros radicais. Quando ocorre aumento das
situacdes de estresse oxidativo, essa molécula também aumenta sua producdo, gerando os
efeitos indiretos que sdo citotoxicos, produzindo-se peroxinitrito, gerando estresse oxidativo e
nitrosativo que t€m grande importincia nos processos inflamatérios (Halliwell, 2007,

Salvemini et al., 2006).

O anion superdoxido pode reagir com 6xido nitrico formando o peroxinitrito (ONOQO"), uma
espécie ativa de nitrogénio. A adicdo de ONOO" as células, aos tecidos e aos fluidos corporais
leva a rapida protonagao, podendo resultar em deplecao de grupos-SH e outros antioxidantes,
oxidacdo e nitragdo de lipideos, quebra de DNA, nitragdo e desaminagdo de bases de DNA
(especialmente a guanina). A nitracdo em residuos de tirosina ¢ amplamente usada como um
biomarcador da geragdo de ONOO™ in vivo. Nesse sentido, tem sido considerada como
importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em doencas humanas, ainda que
ndo seja um biomarcador especifico para ONOO™ (Halliwell, 2007, Droge, 2002, Salvemini et
al., 20006) .
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Dentre os radicais de oxigénio e nitrogénio, o ONOQO™ age depletando os grupamentos -SH
e leva a alteragdo do balanco redox da glutationa no sentido do estresse oxidativo. Esse
desequilibrio no estado redox induz por regulacdo redox o inibidor kappa quinase (IKK) a
fosforilar o inibidor kappa-B (IKB), possibilitando a translocagdo do NFkB para dentro do

nucleo, levando a transcrigdo de diversos mediadores inflamatorios (Bitencoutt, 2007).

Se, por um lado, altas concentragdes de espécies ativas de oxigénio estdo envolvidas na
ativacdo do NFkB com a manutencdo do processo inflamatorio atuando como agente causal
de dano a macromoléculas; por outro, sugere-se que baixas concentracdes de espécies ativas
de oxigénio participem na regulagdo de diferentes fungdes nas células eucaridticas tais como
proliferacdo, biossintese de hormonios, quimiotaxia, explosdo oxidativa, apoptose e outras

(Oktyabrsky and Smirnova, 2007, Hwang and Kim, 2007).

Enfim, os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser a peroxidagao lipidica
ou lipoperoxidacao, a inativagao enzimatica, a alteragdo do estado redox intracelular ¢ o dano

ao DNA (Halliwell, 2006).

A LPO ¢ um processo natural de renovagdo das membranas celulares. Entretanto, o
estresse oxidativo aumenta a LPO e provoca severo dano nas membranas celulares,
promovendo aumento na fluidez da membrana e quebra das funcdes secretorias e dos
gradientes i0nicos. A reagdo de oxidagdo pode ser iniciada pelo radical hidroxil (OH®) ou pelo

H,0; (Southorn and Powis, 1988b, Southorn and Powis, 1988a).

Ao iniciar a LPO, o radical livre remove um atomo de hidrogénio de um acido graxo poli-
insaturado. Como o atomo de hidrogénio possui um elétron, resta um elétron desemparelhado
no atomo de carbono. Na fase de propagacao, acontecem duas outras reagdes: 1) o carbono
radical do lipidio poli-insaturado tende a se estabilizar por rearranjo molecular, produzindo
dienos conjugados, os quais, por sua vez, rapidamente reagem com o oxigénio formando um
radical peroxil; 2) o radical peroxil formado capta um proton de outra molécula de lipidio
formando um hidroperoxido. Esta tltima reagdo torna a se repetir inimeras vezes num
processo de reagdo em cadeia. Na etapa final, dois radicais peroxil reagem entre si, formando
um tetroxido instavel que se decompde, dando origem ao oxigénio singlete e a carbonilas

excitadas, os quais podem emitir luz e serem medidos em detectores de quimiluminescéncia.
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Como mecanismo compensador do processo oxidativo, 0 organismo possui um sistema
antioxidante, constituido por componentes enzimaticos € ndo enzimaticos, que atuam
conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico € considerado a linha de defesa
primaria, uma vez que evita o acumulo do anion radical superdxido e do peroxido de
hidrogénio. Existem também as defesas secundarias que impedem a propagagdo da LPO e as
terciarias, enzimas responsaveis pelo reparo de danos ja instalados (Halliwell, 2006,

Halliwell, 1999).

Logo, em condig¢des fisiologicas, o balango entre agentes oxidantes e defesas antioxidantes
mantém-se equilibrado. Quando ocorre aumento na produgdo de EAO, diminui¢do das defesas
antioxidantes ou ambas as situacdes, o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes ¢ rompido
em favor dos agentes oxidantes e, nessa situacdo, diz-se que a célula ou o organismo

encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos (Barp et al., 2002).

1.4.2 Defesas Antioxidantes

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

formadas (Repetto and Llesuy, 2002).

As defesas antioxidantes compreendem agentes que cataliticamente removem RL e outras
espécies ativas como as enzimas SOD, CAT e GPx; proteinas que minimizam a
disponibilidade de pro-oxidantes, como ions ferro e cobre ou como transferinas e
hepatoglobinas; proteinas que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos,
como proteinas de choque térmico; e substancias de baixo peso molecular que combatem

EAO e EAN como glutationa, a-tocoferol, acido urico, bilirrubina e outros(Halliwell, 2007).

A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular, e possivelmente, em

diferentes células do mesmo tecido (Halliwell, 1999). O sistema antioxidante € constituido
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por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam conjuntamente na protecdo
celular. O sistema enzimatico ¢ considerado a linha de defesa primaria, uma vez que evita o
acumulo do anion radical superoxido e do perdxido de hidrogénio. Existem também as
defesas secundarias que impedem a propagacdo da LPO e as terciarias, enzimas de reparo de
danos ja instalados (Halliwell, 2006). Quando a substancia age neutralizando as EAO na fase
de iniciagcdo ou propagacdo da LPO, levando a formagdo de um composto menos reativo, ¢
chamada de scavenger. Ao passo que, se a substancia antioxidante tiver a propriedade de
absorver a energia de excitagdo dos radicais, neutralizando-os, ¢ denominada de quencher

(Sies, 1991).

A distribui¢do das enzimas antioxidantes estd intimamente relacionada com as fontes de
espécies ativas de oxigénio (EAQO), sendo assim, podemos notar a importancia da existéncia
das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Sem elas, o equilibrio celular seria
alterado e facilitaria o surgimento de varias disfun¢des que poderiam levar a processos de

doenca.

1.4.3 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O sistema enzimatico encarregado da detoxificagdo das EAO ¢ formado por varias
enzimas, das quais se pode destacar: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel especifico no

controle do balango oxidativo.

A SOD tem por principal fungdo atuar na dismutagido do anion superoxido (O,") em H,O,
e O,, sendo que o primeiro € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (Reag¢ao
3). Essa enzima pode ser classificada em trés grandes grupos, segundo o metal que se
encontra presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a MnSOD, presente na
matriz mitocondrial, e a FeSOD, existente somente nos procariontes e plantas (Chance et al.,

1979).

SOD
02‘_ + 02‘_ + 2H" » HO,+ O, (Reag:ﬁo 3)
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Os produtos finais da dismutagdo sdo o peroxido de hidrogénio e o oxigénio. O H,0,,
apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxil. A remocdo dos
peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao
peroxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a redu¢do do peroxido de
hidrogénio e de hidroperoxidos organicos (Harris, 1992). A acdo da CAT sobre o peroxido ¢é

apresentada na Reacéio 4.

CAT
2H202 > 2H20 + 02 (Reag:ﬁo 4)

Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a atividade da GPx,
que se localiza no citosol ¢ na matriz mitocondrial. Ela catalisa a redugdo do peroxido de
hidrogénio, através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a glutationa
oxidada (GSSH) a reduzida, ¢ necessario que a glutationa redutase (GR) promova a

regeneragdo da GSSH, consumindo NADPH, conforme demonstrado na Figura 9 (Halliwell,

1999).
GQ
’/_H,nl . [0] GSH-.—.\ NADPH
HO + 0,

HADP+

HO GSSG

Figura 9. Esquema da interagdo entre as enzimas antioxidantes.

1.4.4 Defesas Antioxidantes Nao Enzimaticas

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou EAO antes que

esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como antioxidantes, evitando
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reacdes em cadeia como a LPO. Elas sdo conhecidas como defesas antioxidantes nao
enzimaticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o 4cido ascorbico (vitamina C), o a-
tocoferol (vitamina E), B-carotenos e flavondides (Peres et al., 2000, Pavanato et al., 2003,

Moreira et al., 2004, Tieppo et al., 2005).

Essas substancias, quando atuam, podem evitar a formacdo de RL ou EAO, suprimir uma
cadeia de peroxidacdo na fase de propagagdo e reparar ou reconstruir a membrana. A
glutationa ¢ um tripeptideo de acido a-glutaminico, cisteina e glicina que, além de ser um
importante antioxidante ndo enzimatico, participa de rea¢des de enzimas antioxidantes como a
glutationa peroxidase e a glutationa transferase, logo, uma alta concentracdo de GSH
intracelular protege a célula contra a acdo de EAO, reagindo por via ndo enzimatica com essas
espécies. A sua agdo deve-se a presenga de um grupamento sulfidrila, que atua como doador

de elétrons (Halliwell, 2006).

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

A forma da vitamina E com maior atividade quimica ¢ o a-tocoferol, que ¢ um composto
lipossoluvel, presente em altas concentragdes em muitos tecidos, em nivel intracelular e esta
presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas. Sua agdo, como antioxidante, esta
associada a inibicdo da peroxidacdo de lipidios. Apos reagir com radicais peroxil, retorna a

forma de a-tocoferol pela agdo do ascorbato (Landvik, 2004).

B-carotenos t€m sido considerados porque apresentam a capacidade de neutralizar radicais.
Eles agem principalmente com o oxigénio singlet, sendo que sua utilizagdo ocorre em

concentragdes baixas, t€ém afinidade a luz e absorvem a energia de excitagdo do radical

(Krinsky, 1989).

Os flavonoides sdo encontrados nas folhas e partes externas das plantas. Para proteger os
tecidos da acdo oxidativa, ¢ descrito por varios autores que fitoterapicos, entre eles os
flavonoides, possuam atividade antioxidante. Alguns, como a rutina e a quercetina, estdo

sendo estudados e estdo apresentando bons resultdos como antioxidantes (van Acker et al.,
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1996, Maris et al., 2001, Peres et al., 2000, Tieppo et al., 2005, Moreira et al., 2004, Pavanato
et al., 2003).

Muitos trabalhos tém mostrado a reducdo da fibrose em situacdes de cirrose biliar e
hepatica através da administra¢do de flavonoides (Peres et al., 2000, Pavanato et al., 2003),
assim como da reducdo da hipertensdo portal, uma das complicagdes da cirrose (Moreira et

al., 2004).

1.4.5 Flavonoides

Viérios antioxidantes e flavonoides tém sido referidos recentemente como eficazes para
diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose biliar secundaria, de cirrose por alcool ou
por administragdo de tetracloreto de carbono (Vercelino et al., 2008a, Pavanato et al., 2003,

Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000).

Flavonoides ¢ o nome genérico de um grupo de moléculas formadas pelo metabolismo
secundario dos vegetais, que se originam mediante uma via biossintética mista (Rice-Evans
and Miller, 1996). Sdo compostos que contém grupos hidroxila fenolicos que lhes conferem
uma ag¢do antioxidante com importante potencial terapéutico (Figura 10) e sdo encontrados na
maca, laranja, pera, uva, meldo, cereja, brocoli, batata, cebola, tomate, feijdo, assim como na
cerveja, no chd, no vinho tinto e nos sucos de limdo e laranja, os quais fazem parte da dieta

humana de forma habitual (Plumb et al., 1999).

Figura 10. Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragéo (Rice-Evans and Miller, 1996).

Estima-se que diariamente a dieta ocidental contenha, em média, 25 mg de flavonoides,

dentre os quais a quercetina ¢ o principal componente, sendo consumida em torno de 16
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mg/dia, uma quantidade que pode ser farmacologicamente significativa para os fluidos e

tecidos corporais (Duthie et al., 1997).

1.4.6 Quercetina

A quercetina ¢ classificada como um flavonol (Figura 11) tipico, sendo o mais abundante
na dieta humana, cuja denominagdo cientifica ¢ 2-(3,4-diidroxifenil)-3,5,7-triidroxil-4H-1-
benzo-piran-4-ona, também denominado de 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona pela Organizagao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e apresenta capacidade de unir-se a
polimeros bioldgicos tais como enzimas, transportadores de hormonios e DNA, podendo
quelar fons metalicos de transi¢do tais como Fe®", Cu®", catalisar transporte de elétrons e
depurar radicais livres. Considera-se que a quercetina tem excelente potencial antioxidante
por suas propriedades antirradicais, livres fundamentalmente aos radicais hidroxil e
superoxido que sdo espécies consideradas altamente reativas e implicadas no inicio da cadeia
de peroxidagdo lipidica (Nijveldt et al., 2001, Van Hoorn et al., 2002, Rice-Evans and Miller,
1996).

OH O

Figura 11. Estrutura quimica da quercetina (Formica and Regelson, 1995).

Os grupos fenodlicos possuem forte atividade antioxidante e potencial terapéutico em varias
doengas, incluindo cancer, doengas isquémicas do coragdo e aterosclerose (Formica and

Regelson, 1995).

A quercetina ¢ um dos antioxidantes mais efetivos entre os flavonoides naturais e ¢
representada por constituintes da dieta humana (frutas, vegetais, entre outros), protegendo as

células contra as espécies ativas do oxigénio (Hertog and Hollman, 1996).
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Para que um flavonoide apresente potente agdo antioxidante, ou seja, atue como um
varredor de RL ou EAQ, ¢ necessario que a molécula consiga doar elétrons para estabilizar
um RL e que, ao ceder esses elétrons, rapidamente se estabilize (Carloni et al., 2002).
Acredita-se que essa capacidade de doar elétrons, com maior ou menor facilidade,
potencializa ou reduz a ago antioxidante dos flavonoides e esta associada a relagdo estrutura-
atividade de cada molécula. Para entender tal relacdo, ¢ importante recordar a estrutura basica
deles, pois sdo compostos por quinze carbonos, distribuidos em dois anéis fenodlicos,
conectados a unidade do carbono 3 e, normalmente, acoplados a uma molécula de actcar, a

qual incrementa sua solubilidade em agua (Carloni et al., 2002).

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

2000, Pavanato et al., 2003, Moreira et al., 2004, Tieppo et al., 2005).

Pavanato e colaboradores, em 2003, verificaram que o tratamento de trés semanas na dose
de 50mg/Kg/dia na cirrose induzida por tetracloreto de carbono intraperitonealmente protegeu
o figado, reduziu o conteudo de colageno e diminuiu a expressdo da iNOS e a peroxidacdo

lipidica (Pavanato et al., 2003).

Estudos in vitro tétm mostrado que a quercetina e outros flavonoides inibem fortemente a
producdo de oxido nitrico e do fator de necrose tumoral pelas células de Kupffer quando

estimuladas pela injuria (Kawada et al., 1998).

A quercetina também tem sido relatada em estudos de apoptose, nos quais foi mostrado
que inibiu a apoptose induzida pelo peroxido de hidrogénio das células mesangiais,
fibroblastos e células epiteliais. Em estudos prévios, nds demonstramos que a quercetina
aumenta a estabilidade gendmica em ratos do grupo com SHP (Tieppo et al., 2007, Maris et

al., 2001).
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Muitos efeitos dos flavonoides tém sido constatados sobre fungdes celulares, incluindo
efeito mutagénico, antimutagénico, antiviral e citotoxico, além de antioxidante (Formica and

Regelson, 1995, Robak and Gryglewski, 1996, Erden Inal et al., 2001, da Silva et al., 2002).

1.5 Avaliac¢ao de Atividade Genotoxica

Os testes de genotoxicidade detectam efeitos de substancias toxicas para o genoma. Os
mais utilizados sdo aqueles que detectam mutagdes em células germinativas ou somaticas, por
exemplo mutacdo génica, associada a alteragdes na sequéncia de nucleotideos do DNA, ou em
nivel cromossdmico, como aberra¢des e micronticleos (Waters et al., 1999, MacGregor et al.,
1987, Dearfield et al., 2002, MacGregor et al., 2000). Uma vez lesado seu DNA, as células
respondem utilizando diferentes estratégias de agdo tais como morte por citotoxicidade ou
apoptose, modulagdo da expressdo génica controlando o ciclo celular, e reparagdo do material
genético por via livre ou sujeita a erro, sendo a segunda responsavel pela fixagdo das
mutagoes. Normalmente ¢ a combinagdo desses fatores que compde a resposta a danos

genéticos (Moustacchi, 2000).

Os métodos que sdo amplamente empregados para a deteccdo de mutacdes génicas sdo
aqueles que utilizam as bactérias (Salmonella typhimurium e Escherichia coli) (Waters et al.,
1999, MacGregor et al., 1987, Dearfield et al., 2002, MacGregor et al., 2000). Esses sdo

relativamente simples e reprodutiveis.

Para a detecgdo de mutagdes cromossdmicas, os testes mais utilizados incluem as
aberragdes cromossomicas e micronucleos, sendo que tais testes exigem que a célula esteja
em seu estado proliferativo (MacGregor et al., 2000, Tice et al., 1998). Esses testes t€ém

validacdo internacional e podem ser desenvolvidos tanto in vitro quanto in vivo.

J& para detectar quebras no DNA, tem sido recomendado o teste alcalino eletroforético de
célula unica ou ensaio cometa (EC) sendo este realizado em células individuais ndo

necessariamente em proliferacao (Fairbairn et al., 1995, Singh, 2000).
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1.6 Avaliacdo de Atividade Antigenotoxica

Alteragdes metodologicas dos testes de genotoxicidade podem ser empregadas para
identificar compostos que estariam envolvidos na protecdo do DNA, através de uma atividade
antigenotoxica (Lohman et al., 2001, Weisburger, 2001). Essa ¢ uma das atividades mais
importantes para a determinagdo de agentes quimiopreventivos, naturais ou sintéticos,
envolvidos na modulagdo ou inibigdo de processos patologicos resultantes da exposi¢do a
genotoxinas e agentes carcinogénicos presentes no ambiente (De Flora and Ramel, 1988, De

Flora, 1988, Heo et al., 2001, Ames, 2001).

Agentes inibidores de mutagénese ou antimutagénicos tém sido avaliados pelo uso de
ensaios rapidos, particularmente o teste Sa/monella/microssoma, que auxilia na elucida¢do do
mecanismo antimutagénico (Minnunni et al., 1992, Edenharder et al., 1999, Karekar et al.,
2000). A maioria dos testes de mutagenicidade em S. typhimurium e E. coli detecta agentes
que induzem mutacdes reversas como resultado da formagdo de adutos ou por intercalagdo
entre pares de bases do DNA (Waters et al., 1999, Rosenkranz, 2002, Dearfield et al., 2002).

Estudos mais recentes t€ém revelado que muitas mutacdes sdo induzidas como
consequéncia de danos oxidativos ao DNA (Laval et al., 1998, Rosenkranz, 2002). Por isso ha
um grande interesse na busca de novos agentes que possam proteger o genoma por

mecanismos antioxidantes (Ferguson, 2001, Shukla et al., 2002).

Os testes Sal/monella/microssoma e Mutoxiteste-WP2 podem detectar agentes que geram
EAO, como terc-butil-hidroperoxido (--BOOH) e o perdxido de hidrogénio (H,O;). Os
agentes antioxidantes t€m sido considerados antimutagé€nicos, devido a protecdo que
conferem ao DNA contra danos oxidativos (Minnunni et al., 1992, Edenharder et al., 1999,

Karekar et al., 2000, Chaudiere and Ferrari-Iliou, 1999, Kaur and Saini, 2000).

1.7 A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um organismo eucarioto amplamente estudado,
tornando-se ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagénese, reparo do DNA e
mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (Maris et al., 2000, Maris et al., 2001,

Boeira et al., 2002, Pungartnik et al., 2002).
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Como todos os aerdbios, Saccharomyces cerevisiae apresenta uma variedade de
mecanismos de defesa contra danos oxidativos via atividades enzimaticas, presenca de
antioxidantes, sequestradores de metais e diversos mecanismos de reparacdo (Maris et al.,

2001, Brozmanova et al., 2001).

Linhagens isogénicas deficientes em defesas antioxidantes tém sido utilizadas para o
estudo do mecanismo de agdo de agentes fisicos e quimicos que interferem com o estado
redox celular (Brennan and Schiestl, 1998). Um método utilizado consiste em comparar a
sensibilidade ao tratamento com um agente fisico (por ex. radiagdo) ou quimico (por ex. pro-
/antioxidante), de diversas mutantes deficientes em enzimas antioxidantes, ou em um fator de
transcri¢do sensivel ao estado redox a fim de avaliar a importincia de cada defesa
antioxidante celular na detoxificagdo do agente testado. Também ¢ possivel combinar um
oxidante, conhecido como H,O, e ~-BOOH, com uma substincia antioxidante ou com
mecanismo desconhecido, ¢ avaliar o efeito do tratamento da substancia na modula¢dao do
estresse oxidativo. O aumento da viabilidade celular ao tratamento estara sugerindo atividade
protetora (antioxidante) e diminui¢do da viabilidade a um efeito deletério (pré-oxidante)

(Brendel and Henriques, 2001, Picada et al., 2003b).

Devido as evidéncias demonstradas neste referencial tedrico, denotamos necessidade de
estudos mais avancados sobre o tema. Tais estudos, envolvendo os aspectos moleculares dos
efeitos do flavonoide quercetina nos tecidos hepatico ¢ pulmonar na SHP, teriam a finalidade
de explicar de forma mais aprofundada e detalhada como a quercetina poderia atenuar as
alteragdes pulmonares presentes na Sindrome Hepatopulmonar, caracterizando-a como um

agente terapéutico promissor nesta doenga.
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo geral verificar os efeitos do flavonoide quercetina como

agente genotdxico/antigenotoxico em estudos in vitro e avaliar os efeitos da quercetina nos

tecidos hepatico e pulmonar, em estudos in vivo, utilizando o modelo experimental de

ligadura de ducto biliar comum como modelo de Sindrome Hepatopulmonar.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Experimento |

1)

2)

Avaliar os danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundaria e a agdo da
quercetina como agente genotdxico/antigenotoxico, utilizando o teste de microntcleos

em medula éssea e o ensaio cometa em tecidos sanguineo, pulmonar e hepatico.

Identificar os efeitos celulares da quercetina como pro-/antioxidante ou como agente
mutagénico/antimutagénico, através de testes de sobrevivéncia de linhagens de
Saccharomyces cereviseae deficientes em enzimas superoxido dismutase e por meio
de testes de mutagenicidade com linhagens de Salmonella typhimurium (testes de

Ames) e de Escherichia coli (Mutoxiteste WP2), que detectam mutagénese oxidativa.
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2.2.2 Experimento II

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Identificar as alteracdes de integridade do figado de ratos com cirrose biliar
secundaria, submetidos a administra¢do de quercetina, através da analise das enzimas
séricas aminotransferases aspartato (AST) e alanina (ALT), da fosfatase alcalina (FA),
das bilirrubinas total e direta, bem como identificar alteragdes no peso do figado, do

bago e do pulmao desses animais em relagdo ao seu peso corporal total.

Verificar alteragdes na pressao portal.

Verificar alteragdes na difusdo de gases através de Gasometria Arterial, avaliando a

PaO, e a diferencga alvéolo-arterial de O,.

Analisar os efeitos do flavonoide quercetina sobre os tecidos hepatico ¢ pulmonar

através de histologia.

Avaliar a imunorreatividade da a-SMA em tecido hepatico.

Avaliar, em tecido pulmonar, os efeitos produzidos pela quercetina na oxidagdo de
lipidios, bem como quantificar a atividade enzimatica antioxidante em tecido

pulmonar.

Avaliar os metabélitos do Oxido Nitrico (nitritos e nitratos) em tecido pulmonar nos

diferentes grupos.

Avaliar os niveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 em tecido pulmonar dos

diferentes grupos estudados.

Avaliar os niveis de RNAm de colageno tipo I, pro-colageno tipo IV, TGFB, a-SMA,
ET-1 e HO-1 em tecido hepatico dos diferentes grupos estudados.

10) Verificar a expressao proteica do marcador de macréfagos ED-1 em tecido pulmonar

dos animais.
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11) Verificar a ativacdo do NFxB no extrato nuclear de tecido pulmonar nos diferentes

grupos estudados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento I

3.1.1 Delineamento da Pesquisa
Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo. Para isso, foi desenvolvido
o modelo experimental de cirrose biliar secundéria por ligadura de ducto biliar comum em

ratos e a avaliacdo do potencial antioxidante e genotdxico/antigenotdxico da quercetina neste

modelo e em linhagens de levedura e bactérias.

3.1.2 Flavonoide Quercetina

O flavonoide quercetina (C;sH;oO7) (CAS Numero de Registro [117-39-5]), utilizado no
estudo, foi proveniente da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.

3.1.3 Delineamento Experimental

3.1.3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas, provenientes do
biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da UFRGS. Os animais foram mantidos

durante o experimento na Unidade de Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental 65

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18 cm,

forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) ¢

temperatura de 22 = 2 °C. A 4gua e a ragdo foram administradas livremente, sendo tratados

diariamente com agua e racao Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil).

O namero de animais utilizados no estudo ampara-se em calculo amostral, o qual refere
que, para detectar uma diferenca entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 desvio padrao
(magnitude de grande efeito), considerando-se a=0,05 e poder de confianca de 90%, sdo
necessarios, no minimo, sete animais por grupo. Neste experimento foram utilizados sete

animais por grupo.

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonéncia com as normas estabelecidas
pela Comissio de Pesquisa e Etica em Saude, contidas na Pesquisa em Satde e Direito dos
Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) bem como o preconizado no Principles for Research Involving Animals

(NAS) (Goldin and Raymundo, 1997).

3.1.3.2 Modelo experimental

O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundaria através de ligadura de ducto biliar

comum, ¢ os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo I: Controle + Veiculo (CO + V) - Grupo submetido a simulag@o da cirurgia, sem
BDL e administracao de Veiculo (NaCl 0,9%);

Grupo II: Controle + Quercetina (CO + Q) - Grupo submetido a simulacdo da cirurgia,
sem BDL e tratamento com quercetina;

Grupo III: Cirrose Biliar Secundaria + Veiculo (BDL + V) - Grupo submetido a
cirurgia de BDL e a administragdo de Veiculo (NaCl 0,9%);

Grupo IV: Cirrose Biliar Secundaria + Quercetina (BDL + Q) - Grupo submetido a

cirurgia de BDL e a tratamento com quercetina.

O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administracdo de farmacos

anestésicos, e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de Cloridrato de
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Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal
intraperitonialmente. A interven¢do cirirgica iniciou com a realizagdo de tricotomia e
desinfeccdo da regido abdominal, seguida de laparotomia ventral média e, posteriormente,
dissecacdo do ducto biliar comum na altura da desembocadura dos ductos pancreaticos,
ligando-se por meio de dois nds para posterior sec¢do entre eles. A cavidade abdominal foi
fechada com pontos individuais em “U” no plano cutaneo, e o peritonio e a camada muscular
abdominal foram fechados com pontos continuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em
caixas individuais forradas com maravalha, em encubadora para recém-nascidos (FANEM -

SP), antes de serem devolvidos as condi¢des padrdo da Unidade de Experimentagdo.

Os animais dos grupos I e II ndo foram submetidos a BDL, sendo realizada somente a
manipulacdo do ducto mediante o estresse cirargico. O tratamento com a quercetina iniciou a
partir do 14° dia do procedimento cirargico, diariamente, por via intraperitoneal, na dose de
50 miligramas de quercetina por quilograma de peso do animal. Os animais controle
receberam o veiculo (solugdo fisiologica — NaCl 0,9%) no volume de 1 mL por quilograma de

peso corporal, na mesma via de administracao.

Transcorridos os 28 dias do desenvolvimento do modelo e quatorze dias de administracado
de quercetina ou Veiculo, conforme o grupo, os animais foram novamente pesados e
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina

(10 mg/kg) intraperitonealmente.

Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da puncdo de plexo veno retro-orbital com
tubo capilar de vidro e este material foi utilizado para analise de ensaio cometa no tecido

sanguineo (Halpern and Pacaud, 1951).

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal, seguida da
intervengdo cirtrgica, que iniciou com laparotomia ventral média seguida da coleta de
pequeno fragmento do figado e do pulmao esquerdo, os quais foram imediatamente imergidos
em eppendorfs no gelo com solugdo tampdo, abrigados de incidéncia de luz direta, para

posteriores analises de ensaio cometa para avaliacdo do dano ao DNA.
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Por fim, foi coletado o osso fémur da pata direita dos animais para posteriores analises de
micronucleos. Apds esse procedimento, os animais sofreram eutanasia por exanguinagdo sob

anestesia profunda (American Veterinary Medical Association, 2007a, 2007b).

3.1.4 Analise de Microntcleos

Ap0s o sacrificio do animal, uma amostra de medula 6ssea foi coletada de um dos fémures,
o qual foi limpo. A extremidade final e a proximal do osso foi cortada para expor o canal da
medula e uma agulha histologica foi inserida firmemente na abertura do fémur, para
possibilitar que a medula fosse extraida e misturada a uma gota de soro fetal bovino,

previamente colocada sobre uma das extremidades de uma ldmina de microscopia codificada.

A amostra de medula 6ssea foi homogeneizada no soro, obtendo-se a suspensao de células.
Foi realizado esfregaco da suspensdo celular sobre a lamina com auxilio de uma outra ldmina
inclinada. Foram preparadas duas laminas por animal. Apds secagem da preparagdo, as
laminas foram tratadas com metanol, a temperatura ambiente, para fixacdo do material
bioldgico. Posteriormente, foi realizada a coloragdo utilizando corante de Giemsa em tampao
fosfato 0.2M, pH 5.8 (proporc¢ao de 1:9). Apds sete minutos nesta solugdo de coloragdo, as
laminas foram enxaguadas em agua destilada, secadas e guardadas em caixas de laminas até a
analise. Para contagem dos eritrocitos normocromaticos (ENC), eritrocitos policromaticos
(EPC) e micronucleos no EPC, foi utilizado microscopio otico com objetiva de imersdo. Pelo
menos 2000 EPC foram analisados por animal. A relacio EPC/ENC também foi determinada
pela avaliagdo da frequéncia de EPC em 1000 eritrocitos de cada animal (MacGregor et al.,

1987, Mavournin et al., 1990, Picada et al., 2003a).

3.1.5 Ensaio Cometa

Foi utilizada a versdo alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, figado e pulmao
dos animais tratados e controles. Um pedago de cada tecido foi colocado em eppendorf
contendo solugdo tamponada (PBS) pH 7.4 gelada e fragmentado com auxilio de uma pinga
para obtencao de suspensao celular. O sangue foi coletado em eppendorfs heparinizados. As
amostras de tecido em suspensdo ¢ o sangue foram misturados com uma fina camada de

agarose low melting 0,75% ¢ colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a
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1,5%; essas laminas foram mergulhadas em uma solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA
e 10 mM Tris, pH 10 com adic¢ao de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por, no
minimo, uma hora até, no maximo, 72 horas a 4°C, para o rompimento das membranas
celulares. A lise celular permitiu migragdo dos fragmentos de DNA que foi realizada apos a
incubacdo das ldminas em tampao alcalino (300 mM NaOH ¢ 1 mM EDTA, pH > 13) e
subsequente aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) as células
lisadas sobre as laminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As laminas
foram neutralizadas logo apds a eletroforese com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com
solug@o de coloragdo com prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e
frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliagdo visual das classes de dano (de 0 —
4), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por uma populacdo de células; os
nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem dano), ja nas células lesadas, o DNA livre
migra do nlicleo em direcdo ao &nodo, durante a eletroforese, mostrando uma “cauda” de
fragmentos sedimentados, semelhante a de cometa. Foram classificados entre classes 1 (dano
minimo) a 4 (dano maximo). A FD foi calculada baseada no numero de células com cauda

versus aquelas sem cauda (Picada et al., 2003a, Speit and Hartmann, 1999, Tice et al., 2000).

3.1.6 Ensaios em bactérias e leveduras

3.1.6.1 Linhagens

Salmonella typhimurium TA102, descrita por Maron ¢ Ames em 1983(Maron and Ames,
1983), e Escherichia coli 1C203 (WP2 uvrA oxyR/pKM101) e sua derivada oxyR IC188
(WP2 uvrA/pKM101), descritas por Martinez ¢ colaboradores (Martinez et al., 2000), foram
gentilmente fornecidos por B.M. Ames (University of California, Berkeley, USA) e M.
Blanco (Instituto de Investigaciones Citologicas, Valencia, Espanha), respectivamente. A
levedura selvagem S. cerevisiaze EG103 (MATa leu2-3 112 his3Al trpl1-289 ura3—52 GAL")
e as linhagens isogénicas deficientes de superdxido dismutase citoplasmatica CuZnSOD
EG118 (Asodl) ou mitocondrial MnSOD, EG110 (Asod?2) e a linhagem deficiente de ambas
SOD, EG133 (AsodlAsod?2), previamente descritos por Longo e colaboradores (1996)(Longo
et al., 1996), foram gentilmente fornecidas por E.B. Gralla (Department of Chemistry and
Biochemistry, University of California, LA).
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3.1.7 Ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade em bactérias

Ensaios de mutagenicidade foram realizados de acordo com Mortelmans e Zeiger, com
modifica¢do no procedimento de pré-incubagdo descrito por Picada e colaboradores em 2003
(Picada et al., 2003a, Mortelmans and Zeiger, 2000). A quercetina foi dissolvida em dimetil
sulfoxido:agua destilada (1:1) imediatamente antes da utilizagdo. Cem microlitros de cultura
bacteriana (1-2 x 10° cells/mL) foram incubados no escuro, & temperatura de 37°C, com
diferentes concentragdes de quercetina (10, 50, 100, 250 e 500 pg/placa) sem agitagdo.
Posteriormente, 2 mL de gelose (0.6% agar, 0.5% NacCl, suplementado com histidina 50 pM
para linhagem S. typhimurium TA102 ou triptofano 0,05 mM para linhagens de E. coli IC188
e 1C203), a temperatura de 45°C, foram adicionados ao tubo teste e semeados imediatamente
em uma placa com meio dgar minimo (1,5% éagar, meio de Vogel-Bonner E , contendo 2%
glicose para a linhagem TA102 ou 0,4% para linhagens de E. coli). Terc-butil-hidroperéxido
(z-BOOH, 25 pg/placa) foi utilizado como controle positivo. As placas foram incubadas no
escuro, a temperatura de 37°C, durante as 48 horas anteriores a contagem das colonias

revertentes.

Para avaliar a antimutagenicidade da quercetina, obedeceu-se ao seguinte procedimento: a
quercetina foi incubada com a cultura a 37°C sem agitacao. O agente mutagénico oxidativo #-
BOOH (25 pg/placa) ou peroxido de hidrogénio (H,0O) (100 pg/placa) foi acrescentado, e a
mistura foi novamente incubada a 37°C, seguida de semeadura sobre os meios adequados. As
placas foram incubadas no escuro, a temperatura de 37°C, durante as 48 horas anteriores a

contagem das colonias revertentes.

3.1.8 Ensaio de sensibilidade em linhagens de S. cereviseae

Efeitos protetores ou deletérios da quercetina contra dano induzido por hidroperéxidos em
levedura S. cerevisiae foram avaliados de acordo com o descrito por Picada e colaboradores
em 2003 (Picada et al., 2003a). C¢lulas em fase estacionaria jovem, cultivadas em meio YPD,
foram reinoculadas em uma densidade apropriada, em YPD fresco, em condi¢des de
supressio de glicose e cresceram durante quatro horas a 30°C até uma densidade de 1-2 x 10’
cels/mL. Para avaliar a sensibilidade a quercetina, as culturas foram expostas a concentragdes

de 10, 50 e 100 pug/mL e incubadas sob condi¢des de crescimento durante quatro horas. A fim
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de avaliar um possivel efeito antioxidante ou pro-oxidante, as células foram pré-tratadas e
entdo submetidas a concentragoes letais de H>O; (0.25 mM) ou +~-BOOH (2 mM) e incubadas
durante uma hora. As células foram devidamente diluidas e semeadas em triplicata em meio
solido YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose e 2% agar). Apos trés dias, as
unidades formadoras de colonias foram contadas. Todos os ensaios biologicos foram

repetidos pelo menos duas vezes, e a semeadura foi realizada em triplicata para cada dose.

3.1.9 Analise Estatistica

A significancia estatistica foi determinada por andlise de Variancia de uma via (ANOVA).
Em todas as comparagdes, P<0,05 foi considerado como indicativo de significancia

estatistica.

Os dados de mutagenicidade dos ensaios em linhagens bacterianas foram analisados com
Salmonel software (Myers et al, 1991). Um composto foi considerado positivo para
mutagenicidade quando seguiu os seguintes critérios: (a) o nimero de revertentes da amostra
foi pelo menos o dobro do nimero espontaneo (IM > 2; IM = indice mutagénico: nimero de
coldnias induzidas na amostra/ niimero de coldnias do controle negativo); (b) foi encontrada
resposta significativa na analise de variancia (P<0,05); e (c) foi apresentada uma dose-

resposta positiva (P<0.01), avaliada pelo Salmonel sofiware (Myers et al., 1991).

A porcentagem de inibicdo da mutagenicidade foi calculada de acordo com Picada e
colaboradores em 2003 (Picada et al., 2003a), como descrito abaixo: porcentagem de inibi¢ao
(%) = [I - (B - NC/4 - NC)] x 100, onde A representa o nimero de revertentes na placa
contendo somente agente mutagé€nico, B representa o numero de revertentes na placa
contendo agente mutagénico e antimutagé€nico, ¢ NC representa o nimero de revertentes
espontaneos do controle negativo. O efeito antimutagénico foi considerado positivo quando

uma dose causava pelo menos 50% de redugdo da mutagenicidade (/% > 50).
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3.2 Experimento IT

3.2.1 Delineamento da Pesquisa

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

simulagdo da cirrose biliar secundaria pela ligadura de ducto biliar comum (CBDL) em ratos.

3.2.2 Flavonoide Quercetina

O flavonoide quercetina (C;5H;¢007) (CAS Numero de Registro [117-39-5]) utilizado no
estudo proveio da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.

3.2.3 Delineamento experimental

3.2.3.1 Animais e Tratamento

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas, provenientes do
biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da UFRGS. Os animais foram mantidos
durante o experimento na Unidade de Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm,

forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e
temperatura de 22 = 2 °C. A 4gua e a ragdo foram administradas livremente, sendo tratados

diariamente com agua e ra¢ao Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil).

O numero de animais utilizados no estudo ampara-se em calculo amostral, o qual refere
que, para detectar uma diferenga entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 desvio padrao
(magnitude de grande efeito), considerando-se a=0,05 e poder de confianca de 90%, sao
necessarios, no minimo, sete animais por grupo. Neste experimento, foram utilizados onze

animais por grupo.

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonéncia com as normas estabelecidas

pela Comissio de Pesquisa e Etica em Saude, contidas na Pesquisa em Satde e Direito dos



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental 72

Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), bem como o preconizado no Principles for Research Involving

Animals (NAS) (Goldim and Raymundo, 1997).

O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundaria através da ligadura de ducto biliar

comum, e os animais foram divididos em quatro grupos:

Sham - Grupo submetido a simulagdo da cirurgia, sem a CBDL e a administracdo de
Veiculo (NaCl 0,9%);

Sham - Quercetina (Sham-Q) - Grupo submetido a simulagéo da cirurgia, sesm a CBDL e
a tratamento com quercetina;

Ligadura de ducto biliar comum (CBDL) - Grupo submetido a cirurgia de CBDL e a
administracao de Veiculo (NaCl 0,9%);

Ligadura de ducto biliar comum - Quercetina (CBDL-Q) - Grupo submetido a cirurgia

de CBDL ¢ a tratamento com quercetina.

O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administracdo de farmacos
anestésicos, € posicionamento para cirurgia (Figuras 12A). Foi utilizada uma mistura de
Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de
peso corporal intraperitonialmente. A intervencdo cirirgica iniciou com a realizacdo de
tricotomia, desinfeccdo da regido abdominal, seguida de laparotomia ventral média, e
posteriormente, dissecagdo do ducto biliar comum na altura da desembocadura dos ductos
pancreaticos, ligando-se por meio de dois nds para posterior sec¢do entre eles (Figuras 12B).
A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no plano cutaneo, e o
peritonio e a camada muscular abdominal foram fechados com pontos continuos (Figura
12C). Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais forradas com maravalha,
em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos as condi¢des

padrao da Unidade de Experimentagao.
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Figura 12. (A) Posicionamento do animal para cirurgia; (B) Laparotomia e CBDL; (C) Sutura em planos.

Os animais dos grupos Sham ¢ Sham-Q néo foram submetidos & CBDL, sendo realizada

somente a manipula¢do do ducto mediante o estresse cirtirgico.

O tratamento com quercetina iniciou-se a partir do 14° dia do procedimento cirtrgico,
diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 50 miligramas de quercetina por quilograma
de peso do animal. Os animais controle receberam solugao fisioldgica (NaCl 0,9%) no volume

de ImL por quilograma de peso corporal, na mesma via.

Transcorridos 28 dias do desenvolvimento do modelo e quatorze dias de administragdo de
quercetina ou veiculo, conforme o grupo, os animais foram novamente pesados e anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg),
intraperitonealmente, para morte dos animais, a qual se deu por meio de eutandsia por
exanguinagdo, sob anestesia profunda (American Veterinary Medical Association, 2007a, ,

2007b) e coleta de material bioldgico.

3.2.3.2 Testes hepaticos, mensuracdo venosa portal e mensuragdo de gases

arteriais

Sob efeito de anestesia, foi coletado sangue pela técnica da pungdo de plexo veno retro-
orbital (Halpern and Pacaud, 1951) com tubo capilar de vidro. Esse material foi utilizado para
avaliar integridade hepatica por meio das analises das aminotransferases aspartato-
aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT), da fosfatase alcalina (FA) e das

bilirrubinas total e direta.

As analises de integridade hepatica foram realizadas no Laboratorio Central do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Para a determinagdo da AST (aspartato-aminotransferase) e da ALT

(alanina-aminotransferase) no plasma, foi utilizado o método enzimdtico comercial
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(Boehringer Mannheim, Alemanha). J4 para determinagdo da atividade da FA (Fosfatase
Alcalina) no plasma, foi empregado o método enzimatico automatizado e, para determinagdo

de bilirrubinas, foi utilizado método colorimétrico automatizado.

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal, seguida da
intervengdo cirirgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposicdo das alcas
intestinais para mensuracdo da pressdo venosa portal (Figura 13A), realizada com poligrafo
Lettica (Biscriptual Polygraph Wilson Medical Electronics Inc. Middletown, Wisconsin,
USA) (Figuras 13B).

Figura. 13. (A) Mensuragdo da pressao venosa portal; (B) Poligrafo Lettica.

Em seguida, foi exposta a artéria aorta abdominal, da qual foi coletado sangue para
realizacdo de gasometria arterial (Figura 14). A andlise dos gases arteriais foi realizada no
Laboratorio Central do Hospital de Clinicas de Porto Alegre através do analisador ABL 700

(Radiometer, Copenhagen), pelo método de eletroiontoforese.

Figura 14. Coleta de sangue da Aorta Abdominal para Gasometria Arterial.

O gradiente alvéolo-arterial de oxigénio (Ling et al., 2004) foi calculado, utilizando os
valores de pressdo parcial de diéxido de carbono e da pressdo parcial de oxigénio, através da

seguinte formula:
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(Aa05) = 150 — (PaC0,/0.8) — PaO,

Dando continuidade, foram retirados o figado, o baco e os pulmdes, sendo estes pesados
para realizacdo das relacdes hepatossomatica, esplenossomatica e pneumossomatica,

respectivamente, e, posteriormente, o figado e o pulmao separados em duas partes:

1°) Um pequeno fragmento do figado e da porg¢do anterior do lobo inferior do pulmao direito
foram imergidos em Formol tamponado 10% durante doze horas e, posteriormente, em alcool

para analises histologicas e de imuno-histoquimica;

2°) O restante do figado e do pulmao foi pesado e congelado a —80°C para posteriores analises

bioquimicas e de biologia molecular. O bago foi apenas pesado e, posteriormente, desprezado.

3.2.4 Anélises histologicas

Os testes anatomopatologicos referentes ao tecido hepatico foram realizados no
Laboratério de Patologia Experimental do Instituto Gongalo Muniz — FIOCRUZ (Bahia), e as
andlises referentes ao tecido pulmonar foram realizadas no Laboratorio de Patologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, ambas por patologista cegados quanto aos grupos

experimentais.

Para a dissecagdo anatomica do figado e do pulmao direito, seccionaram-se todas as
demais estruturas, obtendo-se pulmao e figado que foram incluidos em blocos de parafina. Na
etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Microtomo (Leitz®1512) onde se
realizaram os cortes. Na fase de coloragdo, as laminas foram mergulhadas nos corantes
hematoxilina-eosina e intermediadas por banho de dgua corrente. Somente o figado recebeu
coloracdo de picrosirius. Na fase de desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes
com alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina, utilizando-se
Bélsamo do Canada ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparagdo. As laminas
foram analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos. No
tecido pulmonar, os capilares alveolares foram selecionados para avaliagdo morfométrica, a
qual foi conduzida por microscopio equipado com camera digital para captura de imagens

através do software Image-Plus (Media Cybernetics, Bethesda, USA).
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3.2.5 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada para verificacdo da ativacdo das células estreladas no
tecido hepatico e, como marcador para estas células ativadas, foi utilizada a a-SMA. Foi
utilizado anticorpo policlonal a-SMA (Abcam, Cambridge, UK). Cada seccdo foi
desparafinizada com xilol e reidratada com diferentes graus de alcool. A recuperagdo de
antigeno foi feita em micro-ondas (300W) em buffer citrato (pH 6.0) a 100°C, e a atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada pela incubagdo das ldminas em metanol absoluto contendo
3% de peroxido de hidrogénio, a temperatura ambiente. Os cortes foram sequencialmente pré-
incubados com 10% de soro de coelho, a temperatura ambiente, para bloquear possiveis
reacoes indesejadas do anticorpo secundario. As ldminas foram incubadas com anticorpo a-
SMA na diluicao 1:200. Apos sessenta minutos em temperatura ambiente, elas foram tratadas
com reagente EnVision (Dako, Glostrup, Dinamarca). Logo, foram realizados trés lavagens
com PBS e 3,39-diaminobenzidina foi utilizada como cromoégeno. Os nucleos foram
contracorados com hematoxilina. O anticorpo primario foi diluido em PBS, contendo 0,1% de
albumina bovina como controle negativo. Os resultados foram avaliados por um dos autores,
sem conhecimento prévio dos grupos, através de microscopio equipado com camera digital
para captura de imagens através do software Image-Plus (Media Cybernetics, Bethesda,
USA).

3.2.6 Anélises Bioquimicas

3.2.6.1 Substdancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

O emprego da técnica das substancias reativas ao acido tiobarbiturico ¢ utilizado para
medir a LPO, porque o acido tiobarbitlrico reage com os produtos da LPO, entre eles o
malondialdeido e outros aldeidos. A técnica consiste em aquecer o material biologico a ser
testado na presenga de acido tiobarbitirico em meio 4cido, para medir
espectrofotometricamente a formacao de um composto corado (base de Schiff). Para que
ocorresse a reagdo, adicionou-se ao homogeneizado, acido tricloroacético (TCA) a 10%(P/V),
que tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacdo. Essa
mistura foi agitada e centrifugada durante trés minutos a 1000 X g. Foi retirada parte do

sobrenadante e a este foi adicionado o acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% (P/V), que reagiu
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com os produtos da LPO formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi incubada
a 100°C e, em seguida, resfriada no gelo. Depois desses procedimentos, foi realizada a leitura
da absorbancia a 535nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos em nmoles de

TBARS por mg de proteina (Buege and Aust, 1978).

3.2.6.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A enzima SOD catalisa a reag@o de dois anions superoxido, com a consequente formagdo
de peroxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas,
como a catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Southorn and Powis, 1988b, Southorn

and Powis, 1988a, Boveris et al., 1983). Reacéo 2.1.

Reacio 2.1 O; +0; +2H" = H,0+0,

A técnica utilizada estd baseada da inibi¢do da reacdo do radical superdxido com a
adrenalina. A SOD, presente na amostra em estudo, compete pelo radical superdxido com o
sistema de detec¢do. Dado que ndo se pode determinar a concentracdo da enzima nem sua
atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificacio
em unidades relativas. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que
inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do detector (adrenalina). A oxidacdo da adrenalina
leva a formagao de um produto colorido, o adrenocromo, detectado espectrofotometricamente.
A atividade da SOD ¢ determinada, medindo a velocidade de formacdo do adrenocromo,
observada a 480nm, em meio de reacdo contendo glicina-NaOH (50mM, pH 10) e adrenalina

(1ImM) (Misra and Fridovich, 1972).

3.2.6.3 Avaliacdo dos Metabdlitos do Oxido Nitrico

Inimeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir 6xido nitrico
(NO) sendo que, na auséncia de estimulacdo imunologica, a maior parte do NO ¢ produzida
pelas células endoteliais ¢ do sistema nervoso central. E uma substancia extremamente 1abil,
com meia-vida de apenas alguns segundos em sistemas biologicos. Dessa forma, a medida do

NO faz-se de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos. Esse método consiste na
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transformag@o de nitratos e nitritos por meio da enzima nitrato redutase. Para isso, utiliza-se,

posteriormente, o reativo de Griess.

Para realizar a técnica, foram necessarios 500 uL de amostra, 100 uhL NADPH (0,2 mM),
70 uL Tris Buffer IM, pH 7,5, 230 pL de uma mistura formada por glicose 6-fosfato (50
mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 uL de nitrato redutase (10/mL), essa
mistura foi incubada, a temperatura ambiente, durante trinta minutos. Posteriormente, foram
utilizados 750 pL dessa mistura e adicionados 750 pL do reativo de Griess, incubando-a
novamente, a temperatura ambiente, durante dez minutos. A leitura foi realizada a 550nm e

foi feita uma curva padrio para a determinagéo de nitritos e nitratos (Granger et al., 1999).

3.2.7 Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real — PCR em tempo real

Para quantificar a concentragdo de RNAm, utilizamos a metodologia de PCR (reacdo em

cadeia da polimerase) em tempo real.

Primeiramente, foi realizada extragdo e purificagdo do RNA da amostra, mediante uso de
um kit comercial (Promega Corporation, Madison, USA). Apos esse procedimento, foi
quantificado o total de RNA nas amostras, mediante utilizacdo de espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, USA) e, posteriormente, realizou-se
por meio do sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City,
USA)(Garcia-Mediavilla et al., 2007) a conversio de RNA a cDNA, baseando-se na
capacidade da transcriptase reversa em sintetizar uma cadeia complementar de DNA (cDNA)

a partir de uma sequéncia molde de RNA.

Como procedimento sequencial, realizou-se a técnica de PCR, em tempo real, de acordo
com o descrito por Mullis e Faloona, em 1987, e por Saiki e colaboradores, em 1988, com
base no processo natural de replicagdo do DNA com amplificagdo ciclica (Mullis and
Faloona, 1987, Saiki et al., 1988). O método constou de trés etapas: desnaturagao, anelamento
¢ alongamento, efetuados de forma sucessiva em condigdes controladas de temperatura e

tempo.
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Foram também utilizados os demais materiais, como sondas TagMan para iNOS (GenBank
acesso n° D12520.1 e Rn00561646 ml), eNOS (GenBank acesso n° AB176831.1 e
Rn02132634 s1), HO-1 (GenBank acesso n° BC091164.1 e Rn01536933 ml) e ETBr
(GenBank acesso n°® X57764.1 e Rn00569139 ml). Além disso, foi utilizado colageno tipo I
(GenBank acesso n® BC108298.1 e Rn01526721 ml), procolageno tipo IV (GenBank acesso
n°® BC089096.1 e Rn01482927 ml), fator de crescimento transformador-f  (TGFp)
(GenBank acesso n° X52498.1 e Rn00572010 m1l), a-actina do musculo liso (a-SMA)
(GenBank acesso n° X06801.1 e Rn01759928 g1) e ET-1 (GenBank acesso n°® M64711.1 e
Rn00561129 m1). Esses genes foram avaliados através de ensaios de expressdo TaqMan,

sendo utilizado TagMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystems, Foster City, USA).

A amplificacdo foi realizada em termociclador StepOne Plus, real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Em cada ensaio, foi incluido um controle vazio e
um controle negativo. O niimero de ciclos transcritos detectados foram normalizados com o
nimero de ciclos para deteccdo do gene constitutivo HPRT (hipoxantina
fosforribotransferase) (GenBank acesso n° M63983.1 e Rn01527840 ml), utilizado como

housekeeping, que codifica para a hipoxantina fosforribosil transferase.

As mudangas relativas aos niveis de expressdo génica foram determinadas, conforme o
descrito por Livak e Schmittgen, em 2001, mediante o calculo de 272" (Livak and

Schmittgen, 2001).

3.2.8 Ensaio de mobilidade eletroforética - EMSA

A ativacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NFkB) foi realizada segundo o método
descrito por Essani e colaboradores, que consiste na separagdo eletroforética do complexo
formado pelo NFkB e de uma sonda especifica de DNA marcada radioativamente com
(3 2P)ATP (GE Healthcare Bio-sciences AB, Uppsala, Sweden) (Martinez-Florez et al., 2005,

Essani et al., 1997). O método foi realizado em etapas:

Primeiramente, para a analise da atividade do NFxB, o tecido foi processado para a
obtencdo da fragdo nuclear. Dando continuidade, foi realizada a marcacdo da sonda

especifica. Foi utilizado um oligonucleotideo com sequéncia para o NFkB (5°-
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AGTTGAGGGGACTTTCCCAGCC-3’ - Promega Corporation, Madison, USA) marcado
com **P(ATP), ao qual foi adicionada uma mistura reativa (9,5 pL de H,O Milli-Q, 5,7 uL de
oligonucleotideo para NF«B, 2,5 uL de tampdo 10x T4 PNK, 5,3 pL (10 pmol) e *’P(ATP), 2
pL da enzima T4 PNK). Apos agitar a mistura, ela foi incubada a 37°C durante trinta minutos.
Posteriormente, a fim de deter a reacdo e purificar o oligonucleotideo, foram adicionados na
seguinte ordem: 2,5 uL. de EDTA sdédico (0,1 M), 12,5 uL. de acetato de amoénia (3 M) e 80
uL de etanol absoluto. Incubou-se a mistura a —20°C durante trinta minutos e, posteriormente,
centrifugou-se a 12.000 X g durante quinze minutos, a 4°C. Foi descartado o sobrenadante e o
precipitado ressuspenso em etanol a 70%. Novamente ocorreu incubag¢do durante vinte
minutos a -20°C. Transcorrido este tempo, voltou-se a centrifugar a 12.000 X g a 4°C.
Eliminou-se o sobrenadante, ressuspendendo o precipitado em tampao TE (10 mM Tris/HCl e
1 mM EDTA pH 8,0). O material foi armazenado a —20°C durante um periodo inferior a

quinze dias.

Posteriormente foi elaborada outra mistura reativa (5 uL de tampao de incubacdo (10 mM
Tris/HCI pH 7,5, 40 mM NaCl, ImM EDTA e glicerol 4%), 1 pL de Poli (dI-dC), 13 pg
proteina provenientes dos extratos nucleares de cada amostra, H,O Milli-Q até completar um
volume final de 25 pL) para a reagdo da unido com o DNA. Essa mistura permaneceu durante
quinze minutos em gelo e logo foram adicionados 2 pL do oligonucleotideo marcado
(aproximadamente 30.000 c.p.m.) e incubados, a temperatura ambiente, durante vinte

minutos.

Em seguida, preparamos o gel para a etapa de separagdo eletroforética, através da seguinte
mistura (4 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 15 mL de H,O, 200 pL de persulfato de
amoénia, 10 pL de TEMED). Essa mistura foi introduzida entre os cristais deixando-a
polimerizar durante uma hora. Posteriormente, os cristais foram introduzidos na cuba de
eletroforese, adicionados 2 pL de azul de bromofenol nas misturas radioativas provenientes
de cada amostra e carregado o gel. A eletroforese foi realizada com 150 (V), a 4°C, durante
duas horas. Finalizada a eletroforese, o gel foi extraido cuidadosamente e transferido para
papel tipo Whatman®, colocando-se-o no interior de um filme de revelacdo de alta
sensibilidade (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA). Depois de revelado o filme, foi
realizada quantificacdo por densitometria, utilizando o programa Scion Image, com resultados

expressos em relagdo a porcentagem do controle (100%).
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3.2.9 Western Blot

Foi utilizado o sistema descrito por Laemmli e colaboradores (1970) para a eletroforese
(Laemmli et al., 1970), e, para o blotting, a técnica descrita por Towbin e colaboradores
(1979) (Towbin et al., 1979). Selecionamos quantidade de amostra equivalente a 30 pg de
proteina. Adicionamos uma solugdo de H-,O, tris/HCI 0,5 M, DTT 1% e azul de bromofenol,
incubando-a durante cinco minutos a 100°C. Posteriormente, realizamos a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12% em tampao de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5
mM; pH 8,8). Depois de separadas, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
Polifluorofuro de Vinilideno (PVDF), a fim de permitir a sua exposi¢do aos anticorpos. Para
realizar a transferéncia, uma vez extraido o gel, este foi equilibrado em um tampdo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 0,2 M e metanol 20%). A transferéncia foi realizada a 13 V
durante 25 minutos. A membrana foi lavada com agitacdo durante dez minutos com PBS
(0,14 M NaCl, 1,4 mM KH,PO4, 8 mM Na,HPO,, 2,7 mM KCI), depois foi colocada durante

trinta minutos em soluc@o de bloqueio (leite em pd desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37°C.

A membrana de PVDF foi, entdo, incubada em overnight a 4° C com anticorpo primario
policlonal especifico para ED-1 (78 kDa) (Santa Cruz Biothecnology, Santa Cruz, USA).
Apobs esse periodo, foi lavada seis vezes, durante dez minutos, com PBS-Tween 20.
Posteriormente, foi incubada durante uma hora com anticorpo anti-imunoglobulina de coelho,
unido a HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido esse tempo, foi novamente lavada

seis vezes, durante dez minutos, em PBS-Tween 20.

A detecgdo das proteinas foi realizada por quimiluminescéncia utilizando um kit comercial
ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) e, posteriormente, foi introduzida
em um cassete junto com o filme de revelagdo (Amersham Hyperfilm ECL, UK).  Depois
de revelado, o filme foi secado, e as bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando
o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation, Frederick, USA). Os

resultados foram expressos em unidades arbitrarias.
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3.2.10 Analise Estatistica

As médias e os respectivos desvios padrdo foram calculados e analisados, utilizando
ANOVA de duas vias, comparando os dois grupos (tratados e ndo tratados com quercetina)
com outros dois grupos (cirroticos e controles), seguidas de Teste de comparagoes de Student
Newman-Keuls. Os valores foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os

calculos foram realizados com o uso do programa estatistico SPSS, versdo 14.0.
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Abstract

The hepatopulmonary syndrome (HPS) occurs when intrapulmonary dilatation causes hypoxemia in cirrhosis, The free radicals may
play a significant contributory rele in the progression of HPS, and flavonoid agents could protect against deleterious effects of free radicals.
The flavonoid quercetin was evaluated in an experimental model of biliary cirrhosis induced by bile duct ligation (BDL) in rats. Quercetin
was administered at 50 mg/kg for 14 days to cirrhotic and non-cirrhotic rats. Bone marrow was extracted from animals to analyze micro-
nuclei, Lung, liver and blood were extracted to detect DNA damage using the comet assay. The results showed that the micronuclei and
DNA damages to lung and liver were increased in BDL rats. Quercetin caused no damage to the DNA while decreasing the occurrence
of micronucleated cells in bone marrow as wellas DNA damage to lung and liver in cirrhotic rats. Quercetin showed antimutagenic activity
against hydroperoxides as evaluated by the oxidative stress sensitive bacterial strains TA102 Salmonella typhimurim and 1C203 Escherichia
coli, suggesting protection by free radical scavenging. In Saccharomyces cerevisie yeast strains lacking mitochondrial or cytosolic superoxide
dismutase, these results indicate that quercetin protects cells by induction of antioxidant enzymes, The present study is the first report of
genotoxic/antigenotoxic effects of quercetin in a model of animal cirrhosis. In this model, quercetin was not able to induce genotoxicity and,
conversely, it increased the genomic stability in the cirrhotic rats, suggesting beneficial effects, probably by its antioxidant properties.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Quercetin; Comet assay; Micronucleus assay; Hepatopulmonary syndrome

Abbreviations: BDL, Bile duct ligation; DI, Damage index; HPS, 1. Introduction
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and chronic hepatitis without portal hypertension and in
pre-hepatic  portal hypertension and  hepatic  venous
obstruction without cirrhosis (Hoeper et al., 2004; Imam-
ura et al., 2005). There is evidence that free radicals may

play a significant contributory role in the progression of

this syndrome (Vallance and Moncada, 1991; Singh et al.,
1992; Zhang et al., 2003). Some antioxidants have been
shown to decrease efficiently the hepatic fibrosis in an ani-
mal model of cirrhosis by common bile duct ligation, which
has been considered the best model to assess the HPS
(Fallon et al., 1997; Gaines and Fallon, 2004). However,
various studies have identified nominally antioxidant spe-
cies which show low-dose antioxidant and high-dose pro-
oxidant behavior (Rice-Evans and Miller, 1996; Ferguson,
2001).

Flavonoids are considered antioxidant agents widely dis-
tributed in dietary plants frequently consumed by humans
such as fruits, vegetables, teas, and wine (Hollman and
Katan, 1999; Skibola and Smith, 2000). The dictary intake
of flavonoids in humans has been estimated to be
16-1000 mg/day. Quercetin is regularly consumed by
humans as it is the major flavonoid found in human diet
(Manach etal., 1998). A number of beneficial effects of quer-
cetin on human health have been known for some time (For-
mica and Regelson, 1995; Hertog and Hollman, 1996;
Stavric, 1994). This flavonoid is reported to decrease capil-
lary fragility, to protect against diabetic cataracts, to possess
antiviral and antiallergenic activities, to inhibit platelet
aggregation and the oxidation of low density lipoproteins,
and to act as an anti-inflammatory agent (Bors et al., 1997).

However, it is very important to take into account the
potential toxicity of quercetin because it has been shown
that, in some conditions, it has genotoxic activity in pro-
karyotic and cukaryotic cells (Brown and Dictrich, 1979;

Caria et al., 1995; Gaspar et al., 1993). Early studies of

flavonoids first documented the mutagenicity of quercetin
in its capacity to cause base-pair substitutions and frame-
shift mutations in the Ames test (Carver ct al., 1983).

Results from different studies (Carver et al., 1983; Rueff

et al., 1992; Sahu and Gray, 1996) demonstrated that it
can act as a pro-oxidant, leading to oxidative DNA dam-
age, which may be responsible for its mutagenicity. Querce-
tin induces chromosomal aberrations and sister chromatid
exchanges in CHO cells (Skibola and Smith, 2000). Da
Silva et al. (2002) showed that quercetin at high dose
(2x 1250 mg/kg dose) increases the micronucleus fre-
quency in bone marrow of mice (Da Silva et al., 2002).

While there is ample evidence that a flavonoid-rich diet
may promote good health, and considering that some stud-
ies (Peres et al., 2000; Pavanato et al., 2003) demonstrated
an important role for quercetin in fighting the deleterious
effects of free radicals in cirrhotic rats, its genotoxic/anti-
genotoxic effects in HPS remain uncertain.

Against this background, the aim of this study was to
evaluate the effect of quercetin on the baseline DNA dam-

age of target tissues in the HPS, induced in the model of

cirrhosis in rats by bile duct ligation. Bone marrow micro-

nucleus assay and the alkaline single-cell gel electrophoresis
ay (SCGE, or comet assay) were performed in blood,
lung, and liver tissues of cirrhotic and non-cirrhotic rats
treated or untreated with quercetin for 14 days. Comple-
mentary assays were used to elucidate the cellular effects
of quercetin as pro-/antioxidant or mutagenic/antimuta-
genic agent by means of a survival assay in strains of the
Saccharomyces cerevisiae yeast lacking superoxide dismu-
tase enzymes and in the Salmonella/mutagenicity assay
and WP2 Mutoxitest, using bacterial strains detecting oxi-
dative mutagenesis.

as

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

The flavonoid quercetin (C;sH;y07) (CAS Registry Number [117-39-
5]) was purchased from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

2.2, Animals

A total of 28 male Wistar rats weighing 200-300 g were obtained from
the Institute of Basic Sciences of Health of the Federal University of Rio
Grande do Sul (UFRGS). Animals were housed in cages with food and
water available ad fibitum, and were maintained on a 12 h light/dark cycle.
The temperature in the animals’ room was 20-25°C. All experimental
procedures were carried out in accordance with the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health (NIH).

2.3. Experimental model of liver cirrhosis

Biliary cirrhosis in rats was induced by bile duct ligation. Details of the
surgery and postsurgical care have been previously reported (Chang and
Ohara, 1992; Fallon et al, 1997). The animals were divided in four
experimental groups: Group [: Vehicle (saline 1 mL/kg i.p.) control group:
Group II: Quercetin control group; Group III: bile duct ligation plus
vehicle (BDL); Group [V: bile duct ligation plus quercetin. Surgery for bile
duct ligation was carried out in rats of groups Il and IV. A sham oper-
ation was performed in rats of groups [ and IL. In animals of groups II and
IV, quercetin was administered i.p. at 50 mg/kg starting 14 days after
surgery (day 14) until day 28, when the animals were killed and their
tissues collected. The animals of groups [ and III were treated with saline
i.p. (vehicle). All animals were sacrificed 28 days after surgeries, when
samples of bone marrow from femurs were collected for micronucleus
assay, and of blood, liver and lung for comet assay.

2.4. Micronucleus assay

The micronucleus assay was performed according to the US Envi-
ronmental Protection Agency Gene-Tox Program (Mavournin et al., 1990;
Stopper et al., 1997). Bone marrow from both femurs was suspended in
foetal calf serum and smears on clean glass slides were made according to
Picada et al. (1997). Slides were air-dried, fixed in methanol, stained in
10% Giemsa and coded for a “‘blind” analysis. To avoid false negative
results and as a measure of toxicity on bone marrow, the polychromatic
erythrocytes:normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) ratio was scored
in 1000 cells. The incidence of micronuclei (MN) was observed in 2000
PCE for each animal (Picada et al., 1997).

2.5. Comet assay

The alkaline comet assay was carried out as described by Tice et al.
(2000) with minor modifications (Picada et al., 2003; Tice et al,
2000). Each piece of lung and liver was placed in 0.5mL of cold
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phosphate-buffered saline (PBS) and minced into fine pieces in order to
obtain a cellular suspension. The cell suspensions from lung, liver, and
peripheral blood (5 uL) were embedded in 95 puL of 0.75% low melting
point agarose (Gibco BRL) and spread on agarose-precoated microscope
slides. After solidification, slides were placed in lysis buffer (2.5 M NaCl,
100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10.0), with freshly added 1% Triton
X-100 (Sigma) and 10% dimethyl sulfoxide for a minimum of 1 h and a
maximum of 1 week at 4 °C. Subsequently, the slides were incubated in
freshly made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH > 13)
for 20 min at 4 °C. An electric current of 300 mA and 25V (0.90 V/cm)
was applied for 15 min to electrophorese the DNA. The slides were than
neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with silver as described by Nadin
et al. (2001) and analyzed using a microscope.

Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two rep-
licate slides) were analyzed from each animal. Cells were also scored
visually according to tail size into five classes ranging from undamaged (0)
to maximally damaged (4), resulting in a single DNA damage score to
each animal, and consequently to each studied group. Therefore. the
damage index (DI) can range from 0 (completely undamaged, 100
cells x 0) to 400 (with maximum damage, 100 x 4). The damage frequency
(%) was calculated based on the number of tailed versus tailless cells
(Picada et al., 2003).

2.6. Assays in bacteria and yeast

2.6.1. Strains

Salmonella typhimurium TA102, described in Maron and Ames (1983),
and Escherichia coli 1C203 (WP2 wrd oxyR/pKMI01) and its oxyR+
parent 1C188 (WP2 worA/pKM101), described in (Martinez et al., 2000),
were kindly provided by B.M. Ames (University of California, Berkeley,
CA, USA) and M. Blanco (Instituto de Investigaciones Citoldgicas,
/alencia, Spain), respectively. Wild-type (WT) yeast strain S. cerevisiae
EGI03 (MATx leu2-3 112 his3AI trpl-289 wra3-52 GAL") and isogenic
strains lacking cytoplasmic superoxide dismutase CuZnSOD EG118
(AsodI) or mitochondrial MnSOD, EG110 (Ased?) and strain lacking both
SOD, EG133 (Asod!Asod2), previously described in (Longo et al., 1996),
were kindly provided by E.B. Gralla (from the Department of Chemistry
and Biochemistry, University of California, LA).

2.7. Mutagenicity and antimutagenicity assays in bacterial strains

Mutagenicity assays were performed according to Mortelmans and
Zeiger, 2000, with a modified pre-incubation procedure (Picada et al.,
2003). Quercetin was dissolved in dimethyl sulfoxide: distilled water (1:1)
immediately prior to use. One-hundred microliters of test bacterial cul-
tures (1-2x 10° cells/mL) were incubated in the dark at 37 °C with dif-
ferent amounts of quercetin (10, 50, 100, 250 and 500 pg/plate) for 20 min,
without shaking. Subsequently, 2 mL of soft agar (0.6% agar, 0.5% NaCl,
supplemented with 50 uM histidine to TA102 S. typhinneriwn strain or
0.05 mM tryptophan to E coli IC188 and [C203 strains), at 45 °C, were
added to the test tube and poured immediately onto a plate of minimal
agar (1.5% agar, Vogel-Bonner E medium, containing 2% glucose to
TA102 strain or 0.4% to E. coli strains). Tert-butylhydroperoxide (-
BOOH, 25 pg/fplate) was used as positive control. The plates were incu-
bated in the dark at 37 °C for 48 h before counting the revertant colonies.

To assess quercetin antimutagenicity the procedure was as follows:
quercetin was incubated with the culture at 37 °C without shaking for
20 min. An oxidative mutagen ~BOOH (25 pg/plate) or hydrogen per-
oxide (Ha0a) (100 pg/plate) was then added and the mixture further
incubated at 37 °C for 20 min, followed by plating on the appropriate
media. Plates were incubated in the dark at 37 °C for 48 h before counting
the revertant colonies.

2.8. Sensitivity assay of S. cerevisiae strains

Protective or deleterious effects of quercetin against hydroperoxide-
induced damage in S. cerevisiae yeast were assessed as described by Picada

et al. (2003). YPD-grown yeast cells from the early stationary phase were
re-inoculated at an appropriate cell density in fresh YPD media containing
5% glucose (glucose repressing conditions) and grown for 4 hat 30 °Cto a
density of 1-2 x 107 cells/mL. To evaluate sensitivity to quercetin, cultures
were exposed to concentrations of 10, 50 and 100 pg/mL and incubated
under growth conditions for 4 h. In order to assess a possible antioxidant
or pro-oxidant effect the pre-treated cells were then challenged with a
lethal concentration of H,0, (0.25 mM) or -BOOH (2 mM) and incu-
bated for 1 h. Cells were appropriately diluted and plated in triplicate on
solid YPD (1% yeast extract. 2% peptone, 2% glucose, and 2% agar). After
3 days, colony-forming units were counted. All biological tests were
repeated at least twice and plating was carried out in triplicate for each
dose.

2.9. Data analysis

Statistical significance was determined by One-Way Analysis of Vari-
ance (ANOVA). In all comparisons, p < 0.05 was considered as indicating
statistical significance.

Mutagenicity data from assays in bacterial strains were analyzed with
the Salmonel software (Myers et al., 1991). A compound was considered
positive for mutagenicity only when: (a) the number of revertants was at
least double the spontaneous yield (MI = 2; MI = mutagenic index: no of
induced colonies in the sample/no of spontaneous in the negative control);
(b) a significant response for analysis of variance (p < 0.05) was found;
and (c¢) a reproducible positive dose-response (p < 0.01) was present,
evaluated by the Salmonel software (Myers et al., 1991).

The percentage of inhibition of mutagenicity was calculated according
to Picada et al. (2003) as follows: percentage of inhibition
(1%) =[1 — (B — NC/4 — NC)]> 100, where 4 represents the number of
revertants on the plate containing mutagen only, B represents the number
of revertants on the plate containing mutagen and antimutagen, and NC
represents the number of spontaneous revertants on the negative control
plate. The antimutagenic effect was given when one dose caused at least a
50% reduction of mutagenicity in the system (P4 = 350).

3. Results

As shown in Table 1, a similar PCE/NCE ratio was
detected in all groups, indicating no toxicity in bone mar-
row of the animals. However, there was an increase in
frequency of micronucleus in cirrhotic rats (Group 111) as
compared to non-cirrhotic rats (Group 1). Groups I and
IT showed similar responses. In quercetin-treated cirrhotic
rats (Group IV) there was a decrease (p < 0.05) in fre-
quency of micronucleus in relation to untreated cirrhotic
rats (Group 111).

Results from the comet assay showed a significant
increase in baseline DNA damage in lung and liver, but
not in blood, of cirrhotic rats (Group III), as measured
by DI and DF, in comparison with non-cirrhotic rats
(Group I) (Table 2). The control group treated with quer-
cetin (Group 1I) did not induce any significant increase in
DNA damage as compared to the vehicle-control group
(Group I) in any of the three tissues. Quercetin-treated
cirrhotic rats (Group IV) showed reduced DNA damage
in lung and liver tissues as compared to untreated cirrhotic
rats (Group III) (Table 2).

Quercetin did not induce mutagenesis in TC188, 1C203
and TA102 strains (Table 3), which have a proven detec-
tion ability for mutagens that generate ROS and cause
oxidative DNA damage (Martinez et al., 2000). In TA102
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Table 1

Micronucleus test in bone marrow of cirrhotic and non-cirrhotic rats treated or untreated with quercetin

Group Ratio (PCE/NCE)
Individual values Per group (mean + SD)
I 2.8 2.6 1.6 2.0 1.9 2.1 - 21+05
I 2.1 1.8 30 29 25 2.5 - 25+04
11 2.5 22 1.7 L7 2.6 25 21+05
v 1.3 2.0 23 1.6 1.7 23 1.8 +04
Micronucleated polychromatic erythrocytes in 2000 PCE
I 12 16 11 12 16 12 - 13242270
11 12 11 13 13 12 15 -
11 42 30 56 50 42 28 29
v 22 45 29 30 22 26 23

Group I: vehicle control; Group II: quercetin control; Group I1I: BDL (bile duct ligation); Group IV: BDL + quercetin.
Significant difference: "P < 0.05; 7P < 0.01; "7 P < 0.001 (ANOVA, Tukey test).

“ Different from the vehicle control group.
" Different from the BDL group.

Table 2
Comet assay in the blood, lung, and liver from cirrhotic and non-cirrhotic
rats treated or untreated with quercetin

Tissue Group Damage index Damage frequency
Blood [ 614139 59+3.5
1l 1646 60+2.8
11 64413 54+35
v 47+14 46+ 1.5
Lung [ 3124162 2264 12.2
1l 40.7+ 10770 29.049.1°"F
11 93.1 4 39.0"™ 60.0 + 20,6
v 3574191770 2604 12.6
Liver [ 15.6+ 37 112428
1l 39.94 221770 2794 15,7
11 11634388 65.9+21.477
v 31741577770 20.8 + 10.07

Group I: vehicle control; Group II: quercetin control; Group [1I: BDL
(bile duct ligation); Group IV: BDL + quercetin. Damage index DI: can
range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to 400 (with maximum
damage 100x4); Damage frequency DF (%) was calculated based on
number of cells with tail versus those with no tail.
Significant difference: P < 0.05; " P< 0.01; 7 P < 0.001 (ANOVA, Tukey
test).

“* Different from the vehicle control group.

" Different from the BDL group.

strain quercetin showed antimutagenic activity against
H>05 and -BOOH, inhibiting by up to 80% the mutagenic-
ity induced by H,O, (Table 4). In E. coli IC188-1C203
strains there was antimutagenic effect only to 1C203 strain,
using /-BOOH as oxidative mutagen (Table 4). Quercetin
significantly enhanced the survival of the yeast cells
stressed with H,O,, showing protective effects at 50 and
100 pg/mL for EG103 (WT) and at 100 pg/mL for isogenic
strains EG110 and EG118 (Fig. 1). A similar response was
observed using ~BOOH (data not shown).

4. Discussion

Cirrhotic rats exhibited increased frequency of micronu-
clei (Table 1) and DNA damage (Table 2) in comparison

with non-cirrhotic rats, suggesting that HPS can decrease
the genomic stability. Previous reports on the pathophysi-
ology of biliary cirrhosis have shown that liver and lung
lesions are induced by free radicals (Vallance and Mon-
cada, 1991; Zhang et al., 2003; Singh et al., 1992). Indeed,
nitric oxide levels are increased in HPS and natural antiox-
idant defenses are decreased (Zhang et al., 2003). Overpro-
duction of nitric oxide in HPS could lead to the generation
of peroxynitrite, a source of oxidative DNA damage (Fer-
guson, 2001).

Quercetin alone induced neither micronucleated poly-
chromatic erythrocytes nor DNA damage, as observed by
results from the quercetin control group (Group IT) (Tables
1 and 2). In fact, the in vivo genotoxicity and carcinogenic-
ity studies of flavonoids in mammals are predominantly
negative (Das et al., 1994; Noda, 1999). Quercetin inhibits
the development of experimental cancers in animal models
(Stoewsand et al., 1984; Wiltrout and Hornung, 1988; Stav-
ric, 1994). It is well known that quercetin as well as other
flavonoids are able to protect against chemically induced
DNA damage in human lymphocytes both in vive and
ex vivo as evaluated by the comet assay and increase the
total antioxidant capacity of plasma (Anderson et al.,
1994: Duthie et al., 1997; Wilms et al., 2005).

In our study, quercetin was able to protect DINA in the
BDL model (Tables 1 and 2). Quercetin-treated cirrhotic
rats (Group IV) exhibited a slight reduction of micronucle-
ated cells (Table 1). Indeed, DNA damage evaluated by
comet assay in lung and liver, both target tissucs of HPS,
was lower in quercetin-treated cirrhotic rats (Group 1V)
than in the BDL group (Group III) (Table 2). Inversely,
the superoxide dismutase activity in these tissues was
higher in quercetin-treated cirrhotic rats than in untreated
ones (data not shown), suggesting antioxidant protective
mechanisms by quercetin in this model.

Likewise, using S. cerevisie strains, quercetin exerted
antioxidant protective eflects, increasing the survival of
the strains against cytotoxicity induced by H20» (Fig. 1).
The lack of effect on double mutant EG133 (AsodlAsod2),
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Table 3
Mutagenic effects of quercetin in bacterial strains detecting oxidative mutagens
Substance Dose pg per plate IC188 1C203 TAL02
Revertant per plate” MI° Revertant per plate MI Revertant per plate MI
PC 25 42247 1007 + 34 1125455
Ne¢ 0 110+11 - 116+ 19 - 324+ 19 -
Quercetin
10 105+ 10 LO 108 +29 0.9 368 + 42 1.1
50 109+3 LO 133+ 6 1.1 378+ 9" 1.2
100 9B £S5 0.9 132+£3 1.1 388+ 197 12
250 109+11 LO 119+ 13 Lo 391+ 33 1.2
500 107+6 1.0 12+17 Lo 410+ 31 1.3
* P <0.05 (ANOVA).
* Number of revertant per plate: mean of three plates + SD.
" MI: mutagenic index (no. of induced colonies in the sample/no. of spontaneous in the negative control).
© PC: positive control (serr-butylhydroperoxide).
4 NG negative control: dimethyl sulfoxide/sterile distilled water (1:1).
Table 4
Effects of quercetin on mutagenicity induced by s-butylhydroperoxide (--BOOH) and hydrogen peroxide (H,0,)
Substances Doses pg per plate IC188 1C203 TAL02
Revertant per plate® I )P Revertant per plate I (%) Revertant per plate I(%)
+-BOOH 25+0 467 + 53 - 911 £ 140 - 938 + 88 -
1-BOOH + quercetin 25+ 10 423 + 61 12.4 882 + 50 37 899 +48 5.8
25+ 50 371 +£32 27.1 659+ 467 318 561 £48" 56.4
254100 309+ 237 4.6 491 + 56 53.0 4804477 68.5
254250 86+ 14 229 440+ 9™ 594 4924417 66.7
25+ 500 404 + 32 178 572447 427 486 +46 67.6
Hx0: 100+ 0 228 +£29 538+£72 595+ 31 -
H,0, + quercetin 100+ 10 236 £21 419+ 20 599473 -
100+ 30 233+ 14 558 +£47 471 +317 38.0
100+ 100 249+ 30 481 + 30 408 £ 577 574
100+ 250 265+ 17 529+£35 361 +£337 718
100 + 300 241 +12 564+ 75 3274317 822
NC® 113 +13 118+ 32 269+ 23

" P<0.05, 7P <001 (ANOVA).
“ Number of revertant per plate: mean of three plates & SD.

b I percentage of inhibition = [1 — (B — NC/4 — NC)]x 100, where A represents the number of revertants on the plate containing mutagen only, B
represents the number of revertants on the plate containing mutagen and antimutagen, and NC represents the number of spontaneous revertants on the
negative control plate. The antimutagenic effect was given when one dose caused at least a 50% reduction of mutagenicity in the system (%4 = 50).

¢ NC: negative control: dimethyl sulfoxide/sterile distilled water (1:1).

which 1s defective in the superoxide dismutase enzymes,
again suggests a role of quercetin in the expression of
50D enzymes to assess its protective effect.

Other mechanisms for the protective effect of flavonoids
on cellular targets have been suggested (Bors and Sarah,
1987: Anderson et al., 1994; Ferguson, 2001). In vitro stud-
ies have demonstrated that quercetin and other flavonoids
strongly inhibit the nitric oxide production and the tumor
necrosis factor in Kupfler cells (Kawada et al., 1998).
Flavonoids can also protect cells by acting as free radical
scavengers, inhibiting DNA damage and mutagenicity
(Edenharder and Griinhage, 2003; Salter et al., 2004).
Moreover, a very pronounced antimutagenic effect by
quercetin against -BOOH and H»O, in TA102 strain

(Table 4) was observed. With the use of the oxidant sensi-
tive £ coli 1C188 and its derivative that has enhanced sen-
sitivity to oxidative damages, strain 1C203, quercetin also
showed antimutagenic effect against mutation induced by
-BOOH mainly in IC203, suggesting an antioxidant pro-
tection. Besides, quercetin was not able to induce itself
mutagenicity in these strains (Table 3).

The present study is the first report of genotoxic/anti-
genotoxic effects of quercetin in an animal model of cirrho-
sis. In this model, quercetin was not able to induce
genotoxicity and, conversely, it increased the genomic sta-
bility mn the cirrhotic rats, suggesting beneficial eflects,
probably by its antioxidant properties. Additional studies
should be performed to better understand the mechanism
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100

survival %

~
Q
T

10 po/mL Q +H,04
50 po/ml Q +H,0,
100 ygiml Q +H,0,

Fig. 1. Effect of quercetin on survival to oxidant H,O, (0.25 mM}) in
isogenic S. cerevisiae yeast strains EG103 (WT) (white bars), EGII8
(Asodl) (spotted bars), EGI10 (Ased?) (mosaic bars), and EGI33
(Asodl Asod?) (black bars).

of protection by quercetin on DNA in the HPS and evalu-
ate 1its effects on hepatopulmonary functions.
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Quercitin administration ameliorates

pulmonary complications of cirrhosis in rats
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Cover image: Treatment with quercetin, a dietary flavonoid with antioxidant properties,
ameliorated the effects of hepatic inflammation in rats with common bile duct ligation
(CBDL), 14 d after surgery. Left: CBDL rat liver; Right: CBDL + Quercetin rat liver.
Brown staining shows alpha-smooth muscle actin, which is elevated by CBDL. See the
article by Tieppo et al., page 1339, in this issue (J. Nutr. 139: 1139-1346, 2009).
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Quercetin Administration Ameliorates
Pulmonary Complications of Cirrhosis in Rats’™>

Juliana Tieppo,? Maria . Coevas,” Rafael Vercelino,® Maria ). Teidm,” Norma P Marcon,>*
and Javier Gonzilez-Gallego®®
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Abstract

Inn the hepatopurmanary Syrdrorme HPS), a cammon complication of liver adrrbasis, pulmarany endothdial endathalin B
(ETB) racepior cwerexprassion, erhanced andathalial nitric coide 01 synthesa laNOS-darived NO production, and
increases in pukmonary ndudble NO synthase (NCS) ard heme osygenass {HO-1) ae important factas in the
davaloprmant of vesodistation. Thase chanpas may be influencad by radox-sensitiva sipnaling pathways, including rucless
factor«B {MF-wBl. In this study, our aim owas to evaluste the effects of the llavoroid antioxidant guercetin an the
devalopment of HPS in rats with cormmon bile duct ligation {CEDL). Rats were divided inta the followding 4 groups: rats
subjected to CBOL, Sham irats subjectad to simulated CBOL), guercatin-trestad sham, end quercetin-rasted CBDL
Crueroatin (B mgfygl was administerad for 2w starting ond 14 alter surgery. horeased MO production, averaxprassion
of iN0S, aNOS, HO-1, and ETB-racepior and sctivetion of MF-«B wara obearved in lung of CBOL rats. Quercatin inhibitad
oxicda live siress, NF-«B activation, and the espression of different pulmarary mediatons ireolved in HPS. Cuercatin also
armalicrated livar imury and raducad tha axprassion of hepatic ardothein-1 end HO-1 in unitrestad cirhatic rets, Ouwr

fndings sugpest thal guecatin adminstarsd after the arsel of Rpatie injury significamby amalioeales pukmonany corm-

plicatiors in CEOL rats and that imitation of cirrbatic ssalution contributes o this effect.  J. Nutr, 1323: 1333-1346, 2009,

Introduction

Patients with liver circhosis bear a considerable risk of a variety
of complications, such as variceal bleeding, ascites, spontaneous
bacterial peritonitis, encephalopathy, and hepatopulmonary
syndreme [HIPS)7 (1) HPS resules when incrapulmenary vascu-
lar dilatation canses hypoxenna in the setting of liver disease or
portal hypertension {2). This syndrome is found in 10-20% of

patients with circhosis and its presence increases mortalicy (3.
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Despite a dramatic improvement in our understanding of HI'S,
its pathogenesis remains  incompletely understood and no
medical therapies are availahle.

Chronic common bile duce ligation (CBDL) leading to biliary
cirrhosis reproduces in rats the pulmonary physiological abasor-
melitics of human HPS and serves as an experimental model of
the disease (4}, A serics of alerations in the pulmonary
microvasculature have been identified after CBDL and contrib-
ute to intrapulmonary vasodilatation, These changes include
endothelin-1 [ET-11-mediated endothelial mitrie osde (WO
synthase (eNO8) activation and O production via increased
endothelial endothelin B [ETE) receptors (5}, Moreover, the
accumulation and activation of intravascular macrophages leads
to inducible NGO synthase (iINOS)--derived MO and  heme
oxypenase {HO - I=derived carbon monoxide (CO) production
(6,7). These changes may be infleenced by activation of several
transcription factors, such as nuclear Bactor-wB (NF-eB). Ths,
ET-1 increases the formation of NFxB complexes and the
stimulation of NF-xB DNA binding by ET-1 involves the ETE-
recepror (8], Moreover, NF-xB activation stimulates gene
expression of adhesion molecules, inflammatory cytokines, and
enzymes such as iNOS, eNOS, and HO-1 {9,10), There is also
evidence that oxidatve damage may play a large role in the
progression of this syndrome {11,12) and some antioxidants
efficiently decrease hepatic fbrosis in CBDL animal models
(13,141,
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Quercerin {3,5,7, 34-pentahydroxy  flavome) is the major
flavonod foumd in the heman diet (150 A number of beneficial
effects of quercetin on human health have been shown {16) and
some studics have indicated an importane role for quercetin in
fghting the deleterious effects of reactive oxygen species and in
the inhibition of redox-sensitive signaling pathways, including
NF-x B, in several diseases | 17,18). In previows research, we also
demonstrared thar quercetin increased the genomic stability in
rats with HPS, probably due to ats antoxidant properties [19).
However, additional studies should be performed to betrer
umderstand the mechanism of protection by quercetin i HPS.
Therefore, the present study was underraken to evaluate the
effects of quercetin on the development of HPS in rats with
CRDL and to test whether gquercetin treatment would decrease
oxidative stress, NF-xB activation, and gene expression of the
different mediators invalved in HPS.

Materials and Methods

Materials, Cuercetin was purchased from Sigma Chemical. Taghlan
pramers e probes for WOS (GenBank accession nos, DI252001
and Bnd056 16846 _ml|, eNOS (GenBank accession nes. ARITHEESL
amd B2 132634 s15, HO-1 (GenBank aoessan nos, BCIE1164,1 and
Enli1 536935 m1), ETB-recepror (GenBank accession nos, K57764.1
and En)38913% ml), colligen wype | (GenPank accession mos.
BOIDEZRD and Bo01526720_ml), procollagen wpe IV (GenBank
accession nos, BOIE0EE 1 and Hrﬂll4ﬁ1’91?_;|11]|,1rm:f|:rrninu grovwth
factor-g1  (TGEEL  {GenBank  accessom mos. X5249%8.1  and
Bn0 572000 _ml), er-smacth muscle acin Je-58%1A4) |GenBank accession
miw, KOARALT and Bn00759928 pll, ET-1 (GenBank accessom s,
MEATILT and Bnld) 5610249 ml), and the housekeeping pene hypoxan-
thine phaspharibosyl-ransterase (HPRT) (Genlank accession  mos.
MEISEI T and Ral1S27H30_m 1) genes were derived from TagMan-
Gene Expression assays (Applied Biosystems). NFwh and Specificity
prawein 1 (5P ohponocleotide wene from Promiga, NFxB ahpono-
cleatide was labeled with (- FATE from GE Healthcare Bao-sciences,
Antibeedy against ED was from Santa Crue Biotechnology, antihody
aggaimst o-500A was From Alcam, and anti-@-actn antibody was from
Sigma. EnVision reagent was purchased hy Dako Cyiomadon and 3,39
diamanabenedine was from Vecwor Laborataries,

fats and treatments. The suely pratcnl was approved by the
aestibutional Ammal Cane Commntiee of the Hospital de Clinicas of
Poreg Alegre and conforms o che Guide for the Care and Use of
Lalbsaratory Ammmals of the BIHL Male Wistar rats (Pan bl were caged at
247 with a 1 2-helight'dark cycle and free access w food (Panlah AQ4).
The compasition of the dier was: 15.4% provein, L% far, 0.5%
carbohydrate, 3.9% Gher, 5.3% mmerals, and 12% water, Four groups
af rats were suhjected to CBLIY as previcusly described | 20] and soudied
4wk after CROL or a sham operatiom: an umtreated sham-operated
group (Sham|, a guercerin-rreated sham-operaved growp {Sham-C)l, an
umtreated CBDL group (CBDLL and a quencetinneated CRDL group
JEBDL-C Cuercetn was suspended, immediately before admmzira-
wiam, ina 0.2% Tween aguesas solutian. Groups of $ham and cirthodc
rats recerved daily a S0k amraperitomeal iection of quencetin
staring 14 d after surgery umtil d 28 {13], when the rats were
amesthetized using ketamine { 100 mpkel and xylazine {10 mg'kgl and
killed by exsanguimation, Tissuis were collected amd stomed ar —ROPC,

Livar tests, portal vanous pressure blood, and gas measurements,
O d 28, hlood was collecred into a heparinized glass capillary from the
retra-ceular sins for the analysis of aspartate ammaotransberase (AST,
alanine aminotransferase (ALT), alkaline pheaspharase (ALPl. toml
Bilirulvin, and direct bilirubin, which were measured vsing commercial
Kkits {Bochrmpger Mannheim], The aldaminal region was shaved for mid-
ventral laparotomy and hlocd was collected from the abdominal a oo m
measure anterzl gases (20) wsing an automatse blood gas analyser {ABL
706, Radiomeser). The alvealar-arerial oxygen gradient was calonlated

130 Tiapgo et al.

as alvenlar-arterial oxygen difference (Aa0a) = 150 — (PaCOa M8 —
Pahy, where Pal{}; is the partal pressure of carhon dioxide in the
artersal blood and Patdz 15 the partial pressore of oxygen mthe arwenal
hlocd. Pormal venous pressure was measured on a Wilson hiscripaual
polypraph (Wilsom Medwal Electromacs),

Histological and immunostaining anaiysis. The anterior portion of
thee lonwer right lobse of the lung and Inver vssue were collected and kept
for 12 hin 10% formal dehyde solution. After paraffin embedding, lung
e sliddis werne stained wsing hematosylineeosn ad lver pssoe slides
using hematsylineensin and Sirius red. [nothe lung dssue, the alveolar
capillaries were selecred for compured marphomerric evaluation by a
micrascope equippid wath a degital camera and conmected o an image
caprure hoard of a computer running the Image-Flus software,

immunohistechemiztry. Immunahsmchemisory wsing polycdanal an
tibody @-501A was performed as a marker of activared hepatic stellae
wiells, Each section was deparaffimeed by sybene and rehydrated wath
graded aloohok. The sections were rerrieved in a microwave aven
L30T aw cieeate boffer dpH 6,00 for 10 min av TPC, Endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation of slides in ahsalure
mithamol comtaining 3% hydrogen peroxide for 10 min at room
temperature, The sections wene sequentially premoubated with 10%
normal rabbic serum for 10 min ar reom semperamwre © block the
poeaible background stammg by the secondary antibody, They were then
incuhated with antibody e SMA ar its working diludon of 1:200. Afer
A0 min at room temperature, they were treated with EnVision reapent for
30 min. They were washed 3 times with PES after each incohation, and
A% diaminchenzidine was emploved as a chromogen. The nuclei were
hphaly counterstanmed wath hematosylin solutiom, The primary amts-
hasdies were replaced with PES commining 0.1% bovine serum alhumin
as i nepatve comtrol, Pathological findings wene assessed by ome of the
authars wha was wnaware of the growp allocations wsing a ligha
micrascopy equipped with a digital camera and connecred 1o an image
capture boaed of o computer wsing the Image-Plus software,

Blochemical analysis. Lipoperossdation was measured g the
THARS assay (11). Cyrosolic superaxide dismunase (SO0 was assayed
by rate af epinephrine auto-oxidaton as previously neporied {220, The
Girtess reaction wias wsed for the guantafcation of mtrate plus nitmee
{NOx] {23

Ragl-tima quantifative BT-PCR, Towml BMA was extracted and reverse
wanscribed using a High-Capacity <DMNA Archive kit [Applied Biosys
) 424 MM A was amplified wsing Taghan Universal FCR Master
mix [Applied Bicsystems) o a Step One Plus (Applied Bics ysiens ). Each
assiry incloded o mo-template comrol and an RT negatmve comtrol,
Felative changes in expression kvek were determamed wsusg the 2747
methad | 25). The cycle nmmber ar which the transcrips were detecrable
wirs normalized to the cycle number of HPET gene detoction, referred to
as ACT.

Nuclgar extracts and electrophoratic mobility shift sesay. Bindmg
activity of MF«B was determined in nuclear extracts of lung using
electropharetic mobilivy shift assay (EMSA) (26), Competition expers-
mems were also conducted using a negative conaral (cold probe) and
T sample phis nonspealic competivor, The nomspecfc competior
reacticin used an alignnuclentide with a different sequence 1o the specific
alignnuclentide. An additional aliquot was prepared and loaded onro the
el which contaimed all reaggents wath the exoeptiom of sample (nepative
control or eold prabe). Protein-DNA complexes were separaced from the
free DNA probe by electrophonesas throwgh 6% mtive polyacry imde
gels. Giels were dried under vacuum an Whatmann DE-E1 paper and
exposed 1o Amersham Hy perfilms at —80°C,

Western bio! analysis. Lysate proteins were fracionated by SD5
PAGE amnd Wespern blotting was performed vsing the correspandmg
primary antibodies. Bound andbody was detected by enhanced chem
dlmmamescenee. Membrame rebvbrideatson with S-actin ambady was
perfarmed for loading accuracy (27).
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Statisticel analysis. Means and SEM were caloolated. Dam were
amatlveed wang a 2 (guercetin-treated and guercetm-mmtreated ras) = 2
lcirrhoic and mancirrhotic ras) AMOVA. Post hoc comparisans were
comduceed wing the Mewman-Keuls test, A valee of F < 005 was
comsidered significant. All calculations were performed using the 5P55
14.0 staristical sodvware,

Results
Circhosis and HPS in CBOL rats, Plasma AST, ALT, and ALP

activities and  bilirubin concentration, portal preswre, and
relative liver, lung, and spleen weights did not differ berween
the untreated sham-operated group and the Sham-C) group.
They were significancly higher in uncreared CBDL rats than in
Sham rats and significantly reduced by quercein in the CBDL
group [ Table 1) The AaChy, was agnificantly redouced by 72% in
CRBDLAY rats compared to che unireated CBDL group, indicat-
myg that the flavonoid markedly reduces HPFS severity (Table 1),

The untreated CBRL group had evidence of biliary cirrhosis
and nodular liver with intense ductular proliferation and fibrotic
briddges, whereas cirrhotic rats treared with quercetin had a
mirked redwction in ductular proliferation (Fig. 1. Lungs from
Sham-€) and untreared sham-operated rats had normal archi-
tecture of pulmonary parenchyma and vessels of normal
diameter, The diameter of pulmonary vessels increased afrer
CBDL and was significantdy reduced by treatment with quercetin
(Fig. 2.

TBARS, 50D, and NOx i fumg. The 80 and 70'% mcreases in
TBARS and NOx concentrations, respectively, and the 9%
decrease in SO0 activity in CBDL rats wath cicrhosis compared
with sham-operated rats confirmed the presence of oxidative
stress in lung tisue associated with circhosig-related HPS. These
variables were normalized in the CBDL-C} grouwp and they did
not differ from those in contral rats (Table 2).

Mediators of pulmonary alterations affer CBOL Newst, we
assesed the effects of quercetin on the pulmenary endothelinm
(lung ETB-receptor and eMOS) and on pulmonary intravascular
macrophages (hmg EDL, N0, and HO-1) after CEDL. ETE
receptor and eNOS mENA levels were 1.4- and 1, 1-fold grearer
m untreated circhotic compared with sham-operated rats (P <
0,051 and were normalized in CBDL-0) rats, Morcover, iN05

TABLE 1

Ralatwe kver, lung, and spleen wesghts, plasma transaminase actwites and b

and HO-1 mBMA e xpression in the lungs were 1.5- and 2 4-fold
greater and were normalized in CBDL-0} rats {Table 3).

Tor confirm the accumulation of pulmonary intravascular
macrophages in relaton to iMOS and HO-1 alterations, we
assessed levels of EDN, a specific marker for monocytes!
macrophages. The gqualitative increase in ED was confirmed
by Western blotting, which indicated chat the level in CBDL rats
wits 4.6 times that in the Sham group. After guercetin treatment,
macrophage accumulation, as assessed by lower EDL protein
levels, was reduced by 54% (Fig. 3.

Pulmaonary NF-«8 signaling pathway. The signal intensity
obrained by EMSA demonstrated that the NF-xB binding
activity to NF-xB consensus sequence in lung tissue from
untreated CBDL rats was 50% greater than in Sham raw (P <
.405), Binding activicy did not differ from that in sham-operated
rats in the CBDL-C) growp [Fig. 4.

Progression of cirrhosig. To determine whether guercetin was
able to ameliorate cirrhosis, we analvzed the effect on the
miAMNA expression of genes involved in hepatic fibrogenesis.
Collagen oype 1, procollagen type IV, TGES, and o-5MA were
T4, 53, 2.5 and 4.0-fold greater in untreated CRDL rats
compared to Sham rats, respectively. Admimstration of querce-
tin te cirrhotic rars with established bridging fibrosis resuled in
18-28% lower expresion levels compared to untreated CRDL
rats (Table 3}, Becawse hepatic stellare cells are considered a
mein source of the extracellular matrnix i liver, we identifed
these cells by immunostaining using an antibody for e-SMA, a
murker of activated hepatic stellate cells. Numerous ce-5MA-
positive cells were observed within the parenchyma of CBDL
rats. In CEDL-) rats, fibrosis was greatly reduced and there
were fewer o-SMA=positive cells than in untreared CBDL rats
(Fig. 5.

ET-1 and HO-1 mRNA after CBOL. To gain further insight into
the sequence of molecular events involved in the onset and
progression of HSE, we evaluated liver ET-1 and HO-1 mRMNA
levels, which were 16.7- and 2 4-fold greater in CBDL rats than
in Sham rats, Compared to untreated CBDL rats, levels were 33
amd 23% lower, respectively, in those treated with guercetin

(Table 3).
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concentrations, and portal pressung and Aady in Sham and CBDL rats that wera or wang

not reated with I:IIJEI'CEIIII'I.I

ANDVA
Sham Sham-0l caoL CAOL-Q o CBOL  OxCEOL
Livar wesght. /100 1 vt 19=0 18 =0 Bl =04 14 =03 N D NS
Lingweight, g/160 g weight 043 = D2 D42 = 002 054 = 00° 047 = 0.0° NE D8 s
Splean weight, 2100 gwelpht 0.3 =02 03X =003 066 =007 [4E = 0M° N D NS
Pl A5T LA o = 10 B =2 51 = 47+ 147 = 2% Db LoD 00z
Plesma ALT, U4 =0 B}l 126 = 13 530 nmo o 00z
Pleama ALE LA 15 = 17 M5 =19 |7 =28 718 £ 43 Lmg oo 0067
Plesma 2ol il uisin, pemold 38 = 07 48 =01 RS =RF WE=014Y DAL DDoDi 1ms
Pesma direes bilvibin, psdd 17 = 02 17202 WIF=T4 A1 =138 pmW o oo oo
PP e Mg 1816  1M2=080 187 =18 0= 0W°  DWE DO 004z
Palk” me My L Bl =4 65 = & b NS 07 NS
a2, mm g 1R ] 55 =18 208 = a0° Bz =2¥ DS D04 00002

" Dena am maans = S5, A= 19, %P < 005 ve Sham s and Sham-0 rars; *F < 008 v, CEOL s, WS, F = 008,

2P, Portal werous pressurs; Pl partial pressums of caopgen,

Quercetin and complications of cirhoss

1341

BT ET BUNC U0 LINIWSEU0D S0 18 Baoruonuinu-ul wey) papen umag



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental

96

N THE JOURNAL OF NUTRITION

FIGURE 1 Microgrephes of hapatic tesua loripingl
magriication. 103X} (4,00 Sham rats; |8,E] CBDL
rats; (C.A CBDLO rats, Tissua samplas - warg
cowntersigired with hematmyin-eosn (-0 and
Sinus rad (DR, (A0 Mommal liver histology, LS, E)
Intanse ductular profiferstion. (0,A Marked raduc-
tian in cuclulan prolifees lion. & colar version ol this
figura is availabla (Supplemantal Fig, 1|

Currently, wo effective medical therapres for HPS exise anad liver
rramsplantation is the only sucoessful rearment (280 Therefore,
it is essential to develop novel therapearic soravegics and evaluare

FIGURE 2 Micrographs of pulmonaey fissue jonig-
il magrification. 200x). Tissue samples o
countarstainad with hematondinecsn, (A Sham
rats; 48 Sharm-Corats; (O CBDL eis; (O CBDOL-O
rats. (A5 Mo architeciure af palmorsry panen-
chyrna and vessels of normal dismetar, 10 Vassals
of increased diarmetesr and (D) showdng & markesd
reducticn in the dametar of the pulmanany wassals,
A cobor version ol ths igue is avslshle {Supple-
mantal Flg. 2|

TME Tiepporata

agents targeted af likely pachogenetic mechanismes, In the present
stidy, guercetin decreased oxidative damage, nuclear transho-
cation of MF-xB, the expression of lung iNOS, eMNOS, HO-1,
andl ETB-receptor, and the seventy of HPS, and also markedly
rediced the expression of liver collagen 1, procollagen [V, TGRS,
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TABLE 2 THBARE, 500, end tome! MO in lung = Sharm and CBOL rats that were o wens not

traated with quarcatn'

ARDYVA
Sham Sham-0 CaDL CEDL-0 a CEDL 0 = CEDL
TBARE, pmaling poéei D8 =008 0P =008 172 = 0M° 0an = 0@ 00 0.3 NE
SO0, Ly pronam an =03 B3 =07 2.5 = 04" 8 =04 0nm3 0.0 oo
W, mnoid =7 H=h 147 = 1" ms =¥ ME 0.0010 Loz
" Canaam maans = 528, A= 19 P < 005 vs Sham mars and Sham.0 rats; *F < 006 va. CECL rats. WS, P = L0S.

ET-1 and HO-1, indicaring that bencficial effects on the
complications of cirrhosig, such as HPS or hypertension paortal,
could be due to the antoxidant and antifibrotic role of the
flavenoid in the liver.

CRDL rats are widely wsed as a model of corchosis and portal
hypertension. Although the frequency of HPS differs in humans
and CBDL rats, the availability of an animal model to study
mechanisms invelved in the development of HPS provides
comsiderable insight into potential mechanisms of human disease
(204, The cirrhotic rats had impaired arterial oxygenation
(11,200 as demonstrated by an increased AaQy. As previously
documented using other antioxidant agents {29}, the administra-
tuom of gquercetn to CROL rats normalized the alveolar-arerial
oxygen gradient, leading o an improvement of hypoxemia.
Several studics found thar exhaled NO concentrations were
higher in patients with cierhosis and HPS than m those without
HPS {300 and that AaQy; was linearly related ro exhaled MO
concentrations, In the presemt research, the increase of AaQ;
paralleled the increase in NOx across the lungs, suggesting that
N0 has a consaderable infleence on arterial oxygenation.

Increased heparic production and plasma concentrations of
ET-1 also have been observed in experimental and human
ciethosis, ET-1, just like MO, i an mmpaortant endothelial
mediator that modulates vascular tone (51 Other stedies have
revealed char increased hepartic production of ET-1 with release
mto the cireulation is an important mechanism for triggenng the
imcrease in pulmonary eMNOS, the onset of vasodilacadon after
CRDL, and gas exchange alterations (31). This effect may be

driven by a shear stress-mediaced increase in pulmonary vascular
ETB-receptor  expression, which enhances  endothelial MO
praduction by ET-1 (32). Accordingly, administration of a
selective ETB-recepror antagonist to CBDL rats decreases
pulmsomary  endothelial eNOS and ETB-receptor levels and
significantly improves HPS (3}, The present stusdy supporrs the
hypothesis that rat pulmonary  microvascular ETB-receptor
overexpression contributes to enhanced eNOS activation and
N0 production in response to CRDL. Normalzation of ETB-
receptor mRMNA levels with quercetin administration prevented
the progression of HFS and corrected both eNOS messenger
RMA induction and pulmonary %0 concentrations,

Studies using NOS mhibitors have demonstrated that WO
overproduction plays a central role in HPS (2933} Some
investigators have shown that expression of ¢MOS, bur not
MO, 15 mereased inthe systemic vascular bed [ 3410 In contrast,
others (35} have suggested thar iNOS rather than ¢NOS
overexpression canses the MO activity increase seen in pulmao-
nary arteries. Our data are consistent with increased expression
of iM% and, to a leser extent, eNOS in the lungs of untreated
cirrhotic rars, leading ro increased pulmonary prodwcrion of
MO, which contributes to the genesis of HPS, In a previous study
of circhotic rats, it was found that pulmonary MO produection
mereased mainly morelation to INOS overexpressaon in maceo-
phages sequesterad in pulmonary microvessels and cthat inhibi-
timy by antoxidant agents of NO overprodection prevented
HPS {291, In our study, pulmonary inravascular macrophapge
aceumulation also ocewrred in CBDL rats and was reflected in

TABLE3 Lave's of mAMA of ETB-receptor, @hO3E, INOS, and HO-1 in lung and lavels of mRNA of
colagen type |, procolagen type 1V, TGRE a-Shb, ET-1, and HO-1 in liver after CBDL and

treatment with quercetin'-?

ANOVA
am Sham-0 can. CEDLO a CEDL 1 = CEDL

Lung % of Sham

ETBrecepar, % 100 = 8 Ws =2 EEES T 15 = 20 0000 Lot Lot

ahlls 00 = 10 06 = 11 a7 =0T 13 =y nomz oo oo

L1 00 =12 N6 = =4 o= 200 1 = 15 0000 Lot Lot

HE-1 o =2 06 = 4 M o= T 17 =g nomm oo oo
Liver

Calagan feps | o= 13 1= B = 32" B2 = 26" noms oo oo

Procollagen type I¥ 100 = 8 1D =15 ED = 24" am o= 0000 Lot Lot

TERg =7 ni="mn A0 = 25" 6 = 15" nonie oo 0

a2k 00 =12 B3 83 = 23 a1 = Loz Lot Lpooe

El-l o =21 156 = & 1768 = 120° 118 = 957" nozs oo noim

HE- 0= 15 128 =10 0 = 8" %5 = 17" nogz o nmm

T are mesns + SER, n= 17 [duplicate samples from ) sepamie espaimends for sach groupl, ® P 008 ve Sham s snd Sham-G

i, " OB vs CEDL rata
* Lewals of mAtuA were nomralized 10 HPRT,
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FSURE 3 ‘Westam blol analysis of EDY in lung from unbiested
Sharm rats, Sharm-C rats, CBOL rats, and CEOL-C rats. (4] Raprasen-
tertive Wiestarm blot phatographs. {B) Valuas ara maans = 5EM, n=11
jduplicale samples]. AMOVA: O, NS CBOL, 0.0037. O = CBIL, NS,
P .05 ve, Sham rats and Share-O rets; "P << 005 vs. CBOL rats
M5, P = (.06

increased EDV levels; quercetin treatment decreased intravascu-
lar macrophage recruitment compared to untreated arrhotic
rars,

As expennmental HPS progresses, theee i a steady accumu-
lation of inravascular macrophages. These cells mransiently
produce INOS (11,29} and progressvely produce HO-1 (4,110,
These events contribute o further vasedilatation through
production of iNOS-derived N0 and HO- I=derived CO, There
1% sohd evidence that crosstalk between the NOS and HO
systems occur. Our findings are in concordance with those
suggesting that MO derived from iNOS and, potentially, eMNOS,
are significantly associared with increased HO-1 expression in
lung (11} Increased expresson of HO-1 also has been associated
with treatment with quercetin in in vitro studies (36}, However,
in the present stwdy, HO-1 expression did not differ between
Sham and Shame) rats, perhaps due o quercetin®s limired
biavalability and metabolism, which make it difficult o
extrapolate molecular  mechanisms  wdentihied by i vitro
approaches o in vivo sications, Overexpression of the isoform
HO-1 was found only m the untreated CEDL growp, Consid-
ering that HO-1 has a protective role against the effects of
ncreased oxidative stress on cell function (37}, we speculate that
HO-1 may be upregulated in cirrhosis as a homeostaric
mechamsm agaimst excessve oxdative stress, Thus, the decrease
in oxidative stress after treatment with guercetin in cirrhotic
rats, represented by the restoration of plasma TBARS, WO, and
50D, may be related to the normal levels of HO-1 mENA in
these rats. A second possabality 15 suggested by data showing that
NS inhibiticn can block the increase in pulmonary HO-1 after

1344 Tieppo et al.
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FAGURE & MNFwB activation in kng nudear exiracts from Sham rats,
Sham- rats, CBOL rats, and CBDL-C rats. (4] Representative EMESA
for aach group, n = 11, Competition axpenimant of NFxB binding
aclivity was conducted using a negative contral {eold probel and ung
zampla + norepecific compatiter. (61 Veluas are maars = SEM.
ANCAVA: O, NS; CBDL, 00135, C = CBDL, 0.0DGZ. *F = D.05 vs.
Sharn rats and Sham-Q rats: *F < 006 vs. CBOL rats, W5, P = 006,

CBIL | 38). Taken mogether, borh explanations could be relared
i the potential mactivation of the redox-sensitive transcription
factors that regulates the expression of these eneymes.

One of the most impartane signaling pachways that could be
activated during HPS 15 NF-xB, becavse this factor is activated
by a varicty of cxrernal stimulants, including reactive oxygen
species, cytokines, and vascular shear stress, Onee NP-<B s
activated, it migrates to the nucleus, resulting in changes in the
expressiom of different eneymes, including NOS and HO-1
19,10y, This study demonstrared thar mRMNA levels of iNOS,
eMO5, HO-1, and ETB-receptor increased in parallel vo NF-«B
activation in lung from untreated CBDL rats, Moreover, mENA
levels of the above-cited genes were not affected in circhotic rars
treated with the favonodd. Quercetin administered after the
onset of hepartic injury significantly attenuated the development
of HPS, abolishing MFP-«B activation and  downregulating
pulmonary ETB-recepror and iNOS, eNOS, and HO-1 mENA
lewels.

Histological findings demonstrated char the untreated CBDL
group had evidence of biliary archasis. Excessive accumulation
of fibrillar collagens 1, 10, and 1V leads o the production of a
wide set of prohbrogenic molecules that rapidly accelerate
development of filrosis (39 Caollagen [and procollagen IV gene

GIZ 67 SUNP U0 WNESU07 S0 12 Bl uonunuf i) papeojumasg



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental

99

j% THE JOURNAL OF NUTRITION

FIGURE B [rrnumobnsiocheamistiy Tar e-S5MA in rat fver soachons
langingl magnification: 100, (4 Sham rats; {61 CBOL rats; (01 CBOL-C
rata. 441 A normal paranchyme, (B Mumarcus o- SMA-positve cells
Iyalloew cel=), (0] A raked reduction n n&M—p{:ﬁﬁm callg

expresaion were considerably lower i CBDL-0) rats compared
o CBDL rats, effects which could be explained by quercetin's
protective effect againg osadative stress damage, which pre-
vented scarring, Consistent with this, TGEE, the most potent
miuctor of fibrosis, was lowersd by guercenn treatment,
confirming its antifibroric cole (13), These effecrs could be
linked to an inhabitory eftect of quercetin on TGEE-induced
expression of matrix genes by heparic stellare cells and can also
be explamed by a reduction in hepatic stellate cell prodiferation
differentiation as demonstrared by decreased mENA levels
of er-80MA and mmunestaining of o-SMA-positive cells, More-
ovEr, guercetin had a hepatic-protective effect, as mdicated by

mmprovement nmarkers of hepane damage, meluding ALT,
AST, ALF, and bilirubin concentrarions in circhotic rars treaned
with the favonoid.

Our data also demonstrated thar hepatic inury afeer CROL
resulted in enhanced heparic ET-1 and HO-1 mBENA levcls,
which are assocated with the development of maolecular and
functional alterarions in HPS. The improvement in damaged
bver i CBOL-C) rats closely paralleled the decrease m ET-1 and
FHO-1 mBRMA levels in the liver. Thus, quercenin was partcularly
cffective in decreasing pene expression of hepane mediators
invalved in HPS afrer CBLIY, suggesting that effects of this
et iccandant o this syndrome are rebated o the presventon of the
evarlution of cirrhosis,

Inconelusion, the present findings have potentially important
chnical and mechamistic implications for treating and under-
standing HPS, suggesting that the protecrive effect of gquercerin
could doe to g combination of different mechamsms on varous
cell types. First, our resules show that in the CBDL rac model,
guercetin adminstered after the onset of hepane injury sigoid-
icantly improved HPS by reducing oxidative stress, abolishing
NE-xB activation and dewnregulating pelmonary ETB-receptor
and 905, eNOS, and 021 mENA levels. Second, from a
practcal standpoint, we have shown that quercetn treatment,
matiated follivwang the establishment of lver injury i CRDL
rars, decreased the severity of the subsequent HPS and thar the
posative effect on honng aechotic evolotion contmnsted o this
cffect,
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5 DISCUSSAQ

Recentemente, o modelo de ligadura de ducto biliar comum tem sido reconhecido como
modelo experimental capaz de reproduzir as alteragdes clinicas observadas na SHP em
humanos. A disponibilidade de um modelo animal para estudo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do SHP ¢ de suma importancia para o entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos da doenga, além de que, atualmente, ndo existem terapias eficazes para o
tratamento da SHP, sendo o tnico tratamento de sucesso o transplante de figado (Rodriguez-
Roisin and Krowka, 2008, Fallon et al.,, 1997, Lee, 1989, Lee et al., 2004). Portanto, ¢
essencial desenvolver novas estratégias terapéuticas e avaliar provaveis mecanismos

patogénicos nessa doenca.

Neste trabalho, foi utilizado o modelo de ligadura de ducto biliar comum para
desenvolvimento da SHP. Avaliamos as alteragdes hepaticas e pulmonares e os efeitos
antioxidantes e antigenotoxicos do flavonoide quercetina nos respectivos tecidos, além de

testes em leveduras e bactérias para avaliagdo dessas atividades em diferentes organismos.

No experimento I, conforme descrito no Artigo I, foi avaliado o dano ao DNA no modelo
experimental de cirrose biliar secundaria e verificada a agdo da quercetina como agente
genotdxico/antigenotoxico, utilizando o teste de micronucleos e o ensaio cometa, além de
elucidacdo dos efeitos celulares da quercetina como pro-/antioxidante ou como agente
mutagénico/antimutagénico, através de testes de sobrevivéncia em linhagens de
Saccharomyces cereviseae deficientes em enzimas superoxido dismutase e testes de
mutagenicidade com linhagens de Salmonella typhimurium (testes de Ames) e de Escherichia

coli (Mutoxiteste WP2), que detectam mutagé€nese oxidativa.
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Através do teste de micronucleos, realizado em medula 6ssea (Tabela 1 — Artigo I),
observa-se aumento na frequéncia de microntcleos no grupo cirrdtico em relagdo ao grupo
controle. Ja no grupo controle submetido a administragdo de quercetina, os resultados foram
similares aos encontrados no grupo controle que recebeu apenas veiculo.O grupo cirrdtico
tratado com quercetina mostrou decréscimo significativo na frequéncia dos micronticleos em

relacdo aos ratos cirroticos ndo tratados.

Em relacdo a avaliagdo do dano ao DNA nos tecidos sanguineo, hepatico ¢ pulmonar, ele
foi realizado neste trabalho por meio da técnica de ensaio cometa. Os dados mostraram
aumento significativo do dano ao DNA no figado e no pulmdo, mas ndo no sangue dos
animais cirroticos, mensurados por indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD), em
comparagdo com o grupo controle (Tabela 2 — Artigo I). No grupo controle tratado com
quercetina, ndo foi observada diferenca significativa de dano ao DNA em relagdo ao grupo
controle que recebeu apenas veiculo em nenhum dos trés tecidos analisados. Ja no grupo
cirrdtico tratado com quercetina, notou-se reducdo do dano ao DNA, em relagdo ao grupo de

animais cirroticos ndo tratados, nos tecidos hepatico e pulmonar (Tabela 2 — Artigo I).

O aumento da frequéncia de micronucleos ¢ dano ao DNA nos animais cirrdticos em
comparagdo com o grupo ndo cirrdtico sugere que a SHP pode diminuir a estabilidade
genomica. Estudos prévios relatam que, na patofisiologia da cirrose biliar, ocorrem lesdes no
figado e no pulmado que sdo maximizadas pela acdo de radicais livres, dados estes também
observados no nosso trabalho pela avaliacdo de LPO e enzimas antioxidantes (Zhang et al.,
2003, Vallance and Moncada, 1991, Schattenberg et al., 2005, Singh, 2000). Além disso, na
SHP, os niveis de oxido nitrico sdo aumentados e as defesas antioxidantes naturais sdo
diminuidas (Zhang et al., 2003). Essa superproducdo de 6xido nitrico na SHP pode levar a
geracdo de peroxinitritos, uma fonte importante de dano oxidativo ao DNA (Lohman et al.,

2001).

A quercetina, por si sO6, ndo levou ao aumento da frequéncia de micronucleos em
eritrocitos policromaticos € nem induziu danos ao DNA, como pode ser observado pelos
resultados obtidos do grupo de animais controle tratados com esse flavonoide (Tabela 1 ¢ 2 —
Artigo I). De fato, na maioria dos estudos in vivo em mamiferos, a genotoxicidade dos
flavonoides € predominantemente negativa (Brozmanova et al., 2001). Fato confirmado por

estudos com o uso de antioxidantes em animais controles, nos quais ndo foram mostrados
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fenomenos de genotoxicidade, mutagenicidade e nem aumento do estresse oxidativo (Moreira

et al., 2004, Pavanato et al., 2003, Dias et al., 2005b, Vercelino et al., 2008a).

Neste estudo, a quercetina foi capaz de proteger o DNA em ratos cirroticos por ligadura de
ducto biliar comum (Tabela 1 e 2 — Artigo I). Os animais cirréticos tratados com quercetina
exibiram uma pequena reducdo nos eritrocitos policromaticos micronucleados (Tabela 1 —
Artigo I). Além disso, os danos ao DNA em figado e pulmao, tecidos alvo acometidos na
SHP, foram menores no grupo cirrético tratado com quercetina em relagdo ao ndo tratado

(Tabela 2 — Artigo I).

Outros mecanismos protetores dos flavonoides em células-alvo tém sido sugeridos em
experimentos in vitro (culturas de células) (Anderson et al., 1994, Lohman et al., 2001). Tais
estudos t€ém mostrado que a quercetina ¢ outros flavonoides inibem eficazmente a producao
de oxido nitrico e do fator de necrose tumoral nas células de Kupffer (Kawada et al., 1998).
Os flavonoides podem também proteger essas células da acdo de radicais livres,
consequentemente inibindo o dano ao DNA e a mutagenicidade (Edenharder and Grunhage,
2003, Salter et al., 2004). Em nosso estudo, utilizando linhagem de S. cerevisiae, a quercetina
mostrou seu potencial antioxidante, aumentando a sobrevivéncia em situacdo de

citotoxicidade induzida por H,O, (Figura 1 — Artigo I).

Outros mecanismos, para o efeito protetor dos flavonoides, sobre linhagens celulares t€m
sido sugeridos (Bors and Saran, 1987, Anderson et al., 1994, Ferguson, 2001). Com a
utilizacdo das linhagens de E. coli, que tém sensibilidade aumentada a danos oxidativos,
observou-se que o uso da quercetina tem efeito antimutagénico contra mutagao induzida por #-
BOOH, principalmente em 1C203, sugerindo protecdo antioxidante. Além disso, a quercetina
ndo foi capaz de induzir, por si s6, mutagenicidade nessas linhagens (Tabela 3 — Artigo I).
Os flavonoides também podem proteger as células, agindo como varredores de radicais livres,
inibindo a mutagenicidade e os danos ao DNA (Edenharder and Grunhage, 2003, Salter et al.,
2004). Na linhagem TA102, foi observado importante efeito antimutagénico dado pela
quercetina contra --BOOH e H,O, (Tabela 4 — Artigo I).

Por meio deste trabalho, observamos que o uso da quercetina ndo provocou danos ao DNA
e ndo apresentou atividade genotoxica nem mutagénica. Para tal, utilizamos diferentes tecidos

de animais submetidos a BDL, confirmando que ha dano nos tecidos hepatico e pulmonar.



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental 105

Observamos redugdo do dano nos animais tratados com quercetina na dose de 50mg/Kg. Por
outro lado, ao estudarmos a atividade antigenotoxica da quercetina em diferentes linhagens
celulares, constatamos que frente a agentes potencialmente oxidantes, como o H,O, e o t-
BOOH, ela — quercetina - também foi eficaz em diminuir o estresse oxidativo e em aumentar
a estabilidade genomica, sugerindo efeitos benéficos, possivelmente por suas propriedades

antioxidantes.

O experimento II, conforme descrito no Artigo II, foi desenvolvido em modelo animal,
sendo avaliada a integridade hepatica através da andlise de enzimas séricas bem como
alteracdes do peso do figado, do bago e do pulméo desses animais em relagdo ao seu peso
corporal total. Foram verificadas ainda alteragdes na difusdo de gases através de gasometria
arterial, alteracdes na pressdo portal, analises histologicas nos tecidos pulmonar e hepatico,
imuno-histoquimica para a-SMA em tecido hepatico, avaliagdo de LPO, quantificacdo da
enzima antioxidante SOD ¢ avaliagdo dos metabodlitos do NO em tecido pulmonar, avaliacdo
dos niveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 no tecido pulmonar dos diferentes grupos
estudados, avaliacdo dos niveis de RNAm de colageno tipo I, pro-colageno tipo IV, TGFp, a-
SMA, ET-1 e HO-1 no tecido hepatico dos diferentes grupos estudados, verificagdo da
expressdao proteica do marcador de macrofagos ED-1 no tecido pulmonar e também da

ativacdo do NF«B no extrato nuclear de tecido pulmonar nos diferentes grupos estudados.

No presente estudo, o tratamento com quercetina diminuiu o dano oxidativo, a
translocagdo nuclear do NFkB, a expressdo de proteinas no tecido pulmonar, como iNOS,
eNOS, HO-1 e ETBr, e também reduziu acentuadamente a expressao de colageno tipo I,
procolageno IV, TGFp, ET-1 e HO-1 no tecido hepatico, demonstrando efeitos benéficos que
poderiam ser explicados devido ao poder antioxidante e antifibrogé€nico desse flavonoide no

figado.

Na avaliacao da integridade hepatica (Table 1 — Artigo II), através das enzimas séricas
AST, ALT, FA e Bilirrubinas total e direta, observamos aumento significativo delas no grupo
cirrotico e reducdo importante no grupo tratado com quercetina. As enzimas AST e ALT que
catalisam a transferéncia do grupo a-amino do acido aspartico e¢ da alanina para o grupamento
de a-ceto do cetoglutarato, com formagdo de acido oxalacético e pirtivico, respectivamente, e

atuam na gliconeogénese, facilitam a sintese de glicose a partir de outras fontes que nao
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carboidratos. Dessa forma, por estarem diretamente relacionadas a lesdo e a necrose celular de
tecidos ricos em ALT e AST, ou ainda a altera¢des da permeabilidade da membrana celular
do hepatdcito, ocorre liberacdo e elevacdo dos valores enzimaticos na corrente sanguinea, em

alteracdes hepaticas estabelecidas (Branddo and Marroni, 2001).

A FA ¢ um grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de ortofosfatos em pH alcalino,
originando fosfato inorganico e radicais inorganicos. A elevacdo dos niveis séricos da FA em
pacientes com doenca hepatobiliar ¢ secundaria a sintese da enzima no figado e a sua
posterior liberagdo no soro. Os acidos biliares induzem a sintese de fosfatase alcalina que, por
sua vez, atua na membrana do hepatdcito levando a ruptura de organelas hepaticas e tornando
soluvel a FA ligada as membranas (Kozlov et al., 1994). A dosagem sanguinea de FA ¢ o
exame mais comumente solicitado para identificar a presenga de colestase em pacientes com
enfermidade hepatobiliar ocasionada pela obstrucao do fluxo biliar (Santos and Zucoloto,

1998).

Nossos achados em relagdo a integridade hepdtica e a obstru¢do do fluxo biliar estdo de
acordo com trabalhos de outros autores que fizeram uso do modelo de ligadura de ducto biliar
comum, indicando o comprometimento hepatico ¢ a fidelidade deste modelo animal (Pastor et

al., 1997, Peres et al., 2000, Montero et al., 2005, Zhang et al., 2003).

Os animais cirroticos por ligadura de ducto biliar comum, submetidos a administracdo da
quercetina, tiveram diminuigdo da atividade de todas as enzimas séricas avaliadas, mostrando
que o flavonoide quercetina, através de seu potencial antioxidante, apresenta acdo
hepatoprotetora sobre o figado. Esses dados também foram demonstrados por Peres e
colaboradores, em 2003, no mesmo modelo animal e no uso deste flavonodide (Peres et al.,
2000). Em outro estudo, Pavanatto e colaboradores, utilizando o modelo de cirrose induzida
por tetracloreto de carbono (CCly), obtiveram efeitos similares aos nossos, achados na
avaliagdo dessas enzimas apds o uso do flavonoide quercetina em ratos (Pavanato et al.,

2003).

Doencas cronicas do figado, especialmente a cirrose, podem estar associadas com
hipoxemia arterial, que resulta da combinagao de alteragdes na relagao ventilagdo-perfusao de

shunts pela dilatacdo vascular intrapulmonar (Andersen et al., 1982, Dal palu et al., 1968).
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No diagnostico da SHP, a hipoxemia arterial, constatada pela gasometria arterial, ¢ um
achado fundamental. Os estudos apontam para um consideravel desarranjo estrutural na
microcirculagdo pulmonar, suficiente para permitir a passagem de sangue venoso misto para
as veias pulmonares, que € representado pela disseminada vasodilatacdo pré-capilar no leito
vascular pulmonar, proéximo as areas de trocas gasosas, permitindo diminui¢do nas
concentracdes de gases arteriais (Lima et al., 2004). O didmetro normal dos capilares ¢ de,
aproximadamente, 8 a 15 pm, podendo chegar a 500 pum nos pacientes com Sindrome

Hepatopulmonar (Chiesa et al., 1969, Schraufnagel and Kay, 1996).

Em pacientes cirrdticos com suspeita de SHP, a analise gasométrica deve apresentar
valores de PaO, menores que 80mmHg, saturagdo de hemoglobina (SaO,/Hb) inferior ou
igual a 92% e valores de PCO, em torno de 30mmHg, indicando possivel diagnoéstico de SHP

(Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008 Martinez et al., 2000).

Na andlise da gasometria arterial (Tabela 1 — Artigo II), observamos diminui¢ao
significativa da pressdo parcial de oxigénio (PO;) e aumento na diferenca alvéolo-arterial de
oxigénio nos ratos cirrdticos, demonstrando altera¢do na difusdo de gases neste modelo. Esses
dados confirmam os achados de diversos autores que utilizaram o mesmo modelo para avaliar
as alteracdes pulmonares associadas a cirrose, e esta hipoxemia estd relacionada a
vasodilatagdo intrapulmonar, ocasionada por aumento da produgdo de substancias
vasodilatadoras no endotélio pulmonar, em especial, o 6xido nitrico (NO) (Fallon et al., 1997,

Zhang et al., 2003, Fallon, 2005, Nunes et al., 2001).

Achados semelhantes foram encontrados em diversos estudos que relatam o aumento do
gradiente alvéolo-arterial de oxigénio em ratos submetidos a CBDL, demonstrando

anormalidades na difusdo de gases (Fallon et al., 1997, Zhang et al., 2003).

Em animais cirrdticos que receberam tratamento com quercetina, notou-se, entretanto,
aumento da PO, e reducdo de 72% do gradiente AaQ,. Tais achados mostram que a
quercetina, possivelmente pelo seu efeito scavenger de radicais livres, melhora a fungdo
hepatica e, consequentemente, ameniza as alteracdes pulmonares caracteristicas dessa
sindrome, como a hipoxemia arterial. Além disso, estudos mostram que os flavonoides tém

importante fungdo na manutencdo da resisténcia e da integridade da parede capilar, podendo,
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dessa forma, também melhorar a relagdo ventilagdo-perfusdo, facilitando as trocas gasosas

(Havsteen, 1983, Gabor, 1988, Pratico, 2005, Formica and Regelson, 1995).

Como previamente documentado, a administracio da quercetina em ratos CBDL
normalizou o gradiente alvéolo-arterial de oxigénio, levando a melhora da hipoxemia. Varios
estudos, mensurando a concentracdo de NO exalado, encontraram como resultado maiores
concentragdes de NO exalado em pacientes com cirrose ¢ SHP do que em pacientes apenas
com cirrose, ¢ a diferenca AaO, foi linearmente relacionada com as concentragdes de NO
exaladas (Rolla et al., 1997). No presente estudo, houve aumento da AaQO, paralelo ao
aumento do NOx no tecido pulmonar, sugerindo que o NO tem influéncia consideravel sobre

a oxigenacao arterial.

Considerando-se as relagdes hepatossomatica, esplenossomatica € pneumossomatica
(Tabela 1 — Artigo II), podemos observar no grupo cirrético aumento significativo do peso
do figado, do baco e dos pulmdes em relagdo a todos os demais grupos estudados, salientando

que, no grupo cirrdtico tratado com quercetina, essa situagdo foi reduzida significativamente.

Em relacdo ao peso do figado e do baco, os dados coincidem com trabalhos nos quais foi
mostrado que tais aumentos também foram atenuados apos o uso da N-acetilcisteina e da
quercetina no modelo de CBDL (Pastor et al.,, 1997, Peres et al., 2000, Vercelino et al.,
2008a). O aumento da relacao pneumossomatica provavelmente decorre de shunts e da
dilatagdo vascular intrapulmonar, o que aumenta o peso do 6rgdo em estudo. Berthelot e
colaboradores (1966) encontraram aumento no didmetro de arteriolas em animais apés CBDL,
o que poderia influenciar no peso desse 6rgdo nessa situacao (Berthelot et al., 1966). Dados
parecidos foram encontrados por Vercelino e colaboradores em recente estudo (Vercelino et
al., 2008a). O aumento do peso pode decorrer, ainda, da infiltracdo de células inflamatorias e
das proteinas plasmaticas no parénquima pulmonar, em fun¢do da endotoxemia presente neste

modelo experimental (Chang and Ohara, 1993).

Referente a pressdo portal, observamos aumento significativo dela em animais cirroticos
demonstrando quadro de hipertensdo portal e reversao em animais cirréticos tratados com
quercetina. Moreira e colaboradores encontraram dados parecidos em estudo prévio,
utilizando modelo experimental de hipertensdo portal por ligadura parcial de veia porta e

submetendo os animais ao tratamento com quercetina (Moreira et al., 2004).
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Por meio da histologia, em fragmentos de figado e pulmao, foi verificado que ambos os
tecidos apresentavam diferencas importantes entre o grupo cirrético e os grupos controles e
cirrdtico tratado com quercetina. No exame histologico do tecido hepatico pela coloragdo de
hematoxilina-eosina, confirma-se o desenvolvimento de cirrose biliar no grupo com ligadura
de ducto biliar comum (Figura 1 (B e E) — Artigo II), com nodulos regenerativos, intensa
proliferacdo ductular, pontes fibroticas e focos de necrose. Ja os animais cirrdticos tratados
com quercetina (Figura 1 (C e F) — Artigo II) apresentaram diminui¢do dessas alteracdes
com marcada redugdo da proliferagdo ductular, diminui¢cdo de fibrose em pontes porta-porta e
sem delimitagdo de nodulos formados. Esses achados estdo de acordo com os estudos que
utilizaram quercetina e outras substincias antioxidantes, como a N-acetilcisteina e a rutina,
em que se observa a redugdo da fibrose hepatica (Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000,
Pavanato et al., 2003). A melhora no parénquima hepatico acompanha-se da observada nos
pardmetros enzimaticos e bioquimicos, assim como a melhora na integridade da membrana

plasmatica ¢ acompanhada da redu¢do na LPO.

Na andlise histologica do pulmao, observamos, através de analise morfométrica, aumento
importante do didmetro dos vasos no grupo cirrético (Figura 2 (C) — Artigo II), denotando-se
a vasodilatagdo, caracteristica chave da sindrome hepatopulmonar. Tais achados estio de
acordo com os de outros autores que utilizaram o mesmo modelo para investigacdo da
sindrome hepatopulmonar (Chang and Ohara, 1993, Fallon et al., 1997, Nunes et al., 2001,
Zhang et al., 2003). Os animais cirrdticos, quando submetidos ao tratamento com quercetina,
apresentaram reducdo da vasodilatacdo (Figura 2 (D) — Artigo II). Isso possivelmente se da
em decorréncia do potencial antioxidante da quercetina, que reduz a lesdo oxidativa no figado
dos animais com CBDL, acarretando melhora na fungdo hepatica e, consequentemente,
levando a reducdo da endotoxemia e a diminui¢do de NO e EAO no tecido pulmonar. O
decréscimo da lesdo oxidativa, a diminui¢ao dos niveis de NO e a reducdo da vasodilatacdo

pulmonar possivelmente restabelecem as alteracdes difusionais dos gases.

Muitos autores t€m descrito que, na presenca de cirrose, ha aumento consideravel da

lipoperoxidagao pela formagao de espécies ativas de oxigénio (Britton and Bacon, 1994).

Sabe-se que todas as células fagocitirias sdo responsaveis pela geracdo de anion

superoxido (O,7), capaz de oxidar a membrana plasmadtica e produzir grande quantidade de



Acao protetora da Quercetina na SHP experimental 110

espécies reativas do oxigénio (ERO) (Thannickal and Fanburg, 2000). Considerando que
neste modelo ocorre o processo de endotoxemia por translocagdo bacteriana, esse fator deve

ser levado em consideragao.

A avaliag@o da LPO pode ser realizada através da medida de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), método que verifica a presenga de malondialdeido, que ¢ um
subproduto do processo de oxidacdo das membranas lipidicas celulares (Buege and Aust,
1978).

Na avaliag@o da lipoperoxidagao (Tabela 2 — Artigo II) no tecido pulmonar, observamos
aumento de 80% das substincias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS) nos animais
cirrdticos em relacdo ao grupo controle. Sugere-se que o aumento desse processo esteja

relacionado ao aumento do estresse oxidativo.

Como citado anteriormente, tais achados no modelo de CBDL podem ser explicados pela
endotoxemia e pelo aumento de acidos biliares, que poderiam desequilibrar a atividade da
cadeia de transporte de elétrons na mitocondria hepatica e, assim, favorecer o aumento da

producdo de espécies ativas de oxigénio (Pastor et al., 1997, Videla et al., 2004).

Em animais cirréticos que foram tratados com quercetina, entretanto, observaram-se
valores de TBARS proximos aos dos grupos controle, reforcando o potencial antioxidante
desse flavonoide. A diminuigdo da lipoperoxidacdo em situagdes de cirrose ja foi demonstrada
pelo uso de outras substancias com agdo antioxidante, como a rutina, a melatonina ¢ a N-
acetilcisteina neste modelo de cirrose biliar secundaria (Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000,

Esrefoglu et al., 2005).

Na cirrose, ocorre um desbalanco entre as substincias oxidativas e as antioxidativas,
levando ao processo de estresse oxidativo. A quercetina, por sua agdo antioxidante, parece
proteger o tecido hepatico (dados ndo publicados), melhorando a fung@o hepatica e, através
desta, de forma secundaria diminui a translocagdo bacteriana do trato gastrointestinal e,
consequentemente, a atenuacdo das alteragdes pulmonares encontradas nessa sindrome

(Formica and Regelson, 1995).
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Varios trabalhos tém evidenciado o envolvimento do estresse oxidativo e da acdo das
enzimas antioxidantes na cirrose, na tentativa de proteger o figado da acdo lesiva dos radicais
livres (Peres et al.,, 2000, Videla et al., 2004). As células tétm um sistema de defesa
antioxidante enzimatico, que converte espécies oxidantes em moléculas ndo toxicas, e
protegem o organismo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo(Formica and Regelson,
1995).

A enzima superoxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa da célula
contra o estresse oxidativo (Halliwell, 1994). Na andlise enzimatica, comparando a atividade
da enzima SOD no tecido pulmonar, observa-se aumento significativo nos animais cirroticos
tratados com quercetina, quando comparada aos ndo tratados, reforgando os mecanismos de

protecdo antioxidante da quercetina nesse modelo.

Varios trabalhos relacionam a diminuicao da atividade da enzima SOD ao aumento do
estresse oxidativo (Hodgson and Fridovich, 1975, Santiard et al., 1995). No presente estudo,
observou-se diminuicdo de 69% da atividade da enzima SOD (Tabela 2 — Artigo II) no
tecido pulmonar do grupo cirrotico em relagdo aos demais grupos. Em contrapartida, os
animais cirroticos que foram tratados com quercetina mantiveram os valores da atividade da
enzima SOD proximos aos do grupo controle. Tais dados, semelhantes aos nossos achados,
foram também observados por Peres e colaboradores, em 2000, no tecido hepatico, ao utilizar
o flavonoide quercetina, e por Pastor e colaboradores, em 1997, ao utilizar NAC na avaliagdo
do tecido hepatico no modelo de cirrose por CBDL, levando-nos a pensar que, quando o

figado esta protegido pela quercetina, a SOD ¢ preservada.

Pavanatto e colaboradores obtiveram resultados semelhantes aos nossos em um estudo
com animais cirrdticos por tetracloreto de carbono. Nele, as enzimas antioxidantes CAT e
SOD mostravam-se significativamente reduzidas no figado dos animais cirréticos em relag@o
aos grupos controle e se elevavam em 70% (SOD) e 80% (CAT) apo6s a administragcdo da

quercetina (Pavanato et al., 2003).

A translocagdo bacteriana e a endotoxemia podem aumentar as citocinas no endotélio
pulmonar com aumento da formacao de espécies ativas de oxigé€nio, entre elas, o dnion radical
superoxido, o que justificaria o consumo da SOD no tecido pulmonar pela grande quantidade

deste radical. Tais dados reforcam a hipotese de que flavonoides como a quercetina sdo
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potentes varredores de radicais livres, como o radical hidroxil e o &nion superoxido, pois, apds
seu uso, a SOD estd aumentada em niveis semelhantes aos dos controles, fato observado

também por nos neste estudo (Robak and Gryglewski, 1988).

A auséncia ou a diminui¢do de bile no intestino delgado leva a perda do efeito emulsificante
e antiendotoxico dos sais biliares, o que provoca niveis elevados de endotoxinas no intestino
grosso, onde sdo absorvidas e, através da circulagdo portal, favorecem a translocacdo
bacteriana, encontrada em 45 — 75% dos animais com cirrose experimental por CBDL,
agravando a lesdo hepatocelular. A lesdo hepatica favorece a inadequada filtragdo do sangue
nos sinusodides e, pelo desenvolvimento de shunts portossist€émicos e acentuada diminui¢do da
capacidade fagocitaria do figado, ha entrada de bactérias e endotoxinas na circulacdo
pulmonar. Nessa situagdo, o pulméao filtra o sangue, compensando o decréscimo da fungdo

fagocitaria do figado (Rabiller et al., 2002).

Acredita-se que a dilatacdo vascular intrapulmonar pode estar relacionada a translocacao
bacteriana do trato gastrointestinal, fendmeno que expde o pulmao ao efeito de endotoxinas e
citocinas inflamatorias (Falchuk et al., 1980). Esse aumento de endotoxinas na circulacdo
pulmonar promove o acumulo de macrofagos intravasculares na microcirculacdo pulmonar e
se correlaciona com o aumento da expressao da oxido nitrico induzivel (iNOS) (Nunes et al.,

2001).

O NO funciona como sinalizador molecular mediando a vasodilatacdo, quando produzido
em baixas concentragdes pela 0xido nitrico sintase (NOS) em células vasculares endoteliais,
mas como uma fonte altamente toxica e oxidante, quando produzido em altas concentragdes,

pela NOS em macrofagos no processo patologico (Russo et al., 2005).

Na avaliagdo da producdo de nitratos totais no homogeneizado de pulmao (Tabela 2 —
Artigo II), dos grupos estudados, observamos aumento de 70% na producdo desses
metabolitos no grupo cirrdtico em relagdo aos demais grupos. Esses dados estdo de acordo
com os estudos que correlacionam a vasodilatagdo intrapulmonar de ratos cirréticos por
CBDL a presenca de 6xido nitrico (NO) no tecido pulmonar (Nunes et al., 2001, Zhang et al.,
2003, Fallon and Abrams, 2000).
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A excessiva produgdo de NO no tecido pulmonar em situacdo de SHP esta associada a
duas vias de producdo de oxido nitrico. Na primeira, pela patogénese da endotoxemia
(Titheradge, 1999), que se relaciona ao desenvolvimento da SHP no modelo de CBDL, pela
atividade de macrofagos intravasculares pulmonares e expressao de iNOS no tecido pulmonar
(Nunes et al., 2001). E, em segundo lugar, via endotelina-1, através da eNOS. Em condi¢des
normais, a endotelina-1 ¢ um vasoconstritor paracrino que regula o tonus vascular e se liga a
receptores do tipo A nas células musculares lisas da parede vascular, causando vasoconstrigdo
e, em menor grau, aos receptores do tipo B das células endoteliais, desencadeando a produgéo
de NO e contrabalangando os efeitos vasoconstritores. Na cirrose, ocorre a superprodugdo de
endotelina-1 pelas células estreladas do figado, e essa passa a atuar de forma endocrina,
difundindo-se na corrente sanguinea e atingindo a circulagdo pulmonar, onde interage,
preferencialmente, com receptores do tipo B da superficie luminal do endotélio vascular
pulmonar e, dessa forma, aumenta a producao da eNOS e, consequentemente, a geracdo de

NO, causando a vasodilatagdo intrapulmonar (Fallon and Abrams, 2000).

Em nosso estudo, os valores de nitratos totais dos animais que receberam tratamento com
quercetina (Tabela 2 — Artigo II) permaneceram proximos aos do grupo controle, sendo
significativamente menores que os dos niveis encontrados no grupo cirrdtico sem tratamento.
A quercetina parece apresentar efeitos sobre a produgdo de NO, provavelmente por melhorar
a fun¢@o hepatica e reduzir a producdo de endotelina pelas células estreladas do figado e,
subsequentemente, a produgdo da eNOS, e por diminuir a translocagdo bacteriana,
minimizando o acumulo de citocinas e células de defesa no endotélio pulmonar com

consequente reducao da producdo da iNOS.

O aumento da producdo hepatica e das concentragdes plasmaticas de ET-1 também foram
observados em situagdes de cirrose experimental ¢ em humana. A ET-1, como o NO, é um
importante mediador endotelial que modula tonus vascular (Ling et al., 2004). Outros estudos
tém revelado o aumento da producdo hepatica da ET-1 com liberagdo para a circulagdo
sistémica como importante mecanismo de desencadeamento do aumento da eNOS pulmonar,
podendo também ser responsavel pela vasodilatagdo intrapulmonar apés a CBDL e,
consequentemente, pelas alteracdes das trocas gasosas (Zhang et al., 1999). Esse efeito pode
ser impulsionado por aumento na expressdo de ETBr, o que aumenta a producao endotelial de
NO secundariamente a acdo da ET-1 (Tang et al., 2007). Da mesma forma, em outro estudo

experimental, a administragdo de um antagonista seletivo de ETBr em ratos apés CBDL
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diminuiu a expressdo de eNOS e ETBr no tecido pulmonar, ocasionando melhora significativa

do quadro de SHP (Ling et al., 2004).

O presente estudo suporta a hipotese de que a superexpressio de ETBr na
microvasculatura pulmonar (Tabela 3 — Artigo II) contribui para o aumento da ativagdo da
eNOS e consequente aumento da producdo de NO em resposta a CBDL. Ap6s administracao
da quercetina, observou-se normalizagdo dos niveis de RNAm de ETBr e de eNOS (Tabela 3
— Artigo II), e também das concentragdes de NO em tecido pulmonar (Tabela 2 — Artigo II),

0 que possivelmente levou ao impedimento da progressdo da SHP.

Estudos utilizando inibidores das NOS tém mostrado que a superprodugdo de NO
desempenha um papel central na evolu¢do da SHP (Nunes et al., 2001, Sztrymf et al., 2004).
Alguns pesquisadores demonstram que somente a expressdo de eNOS, ndo da iNOS, esta
aumentada no leito vascular sistémico (Sogni et al., 1997). Em contrapartida, outros t€m
sugerido que a superexpressdo da iNOS, mais que da eNOS, provoca o aumento da atividade

do NO nas artérias pulmonares (Chabot et al., 1996).

Nossos dados sdo consistentes com o aumento da expressao da iNOS e, em menor medida,
da eNOS nos pulmdes de ratos cirrdticos ndo tratados (Tabela 3 — Artigo II), levando a
aumento da producdo pulmonar de NO, o que contribui para a génese do SHP. Outro estudo,
realizado por Nunes e colaboradores, em 2001, também com ratos cirréticos verificou o
aumento da produ¢do de NO pulmonar, correlacionada principalmente com a superexpressao
da iNOS em macréfagos sequestrados de microvasos pulmonares, € constatou que a inibi¢ao
por agentes antioxidantes previne a SHP. Em nosso estudo, também ocorreu acimulo de
macrofagos intravasculares pulmonares nos animais cirrdticos, o que foi refletido pelo
aumento dos niveis de ED1, visualizados por Western Blot. O tratamento com quercetina
diminuiu em torno de 54% o recrutamento de macréfagos intravasculares (Figura 3 — Artigo

IT), em comparag@o com ratos cirroticos nao tratados.

Devido ao constante acimulo de macréfagos intravasculares na progressio da SHP
experimental, ocorreu, além da superproducao de iNOS, consequente aumento dos niveis de
HO-1 (Zhang et al., 2003, Nunes et al., 2001, Palma and Fallon, 2006). Esses eventos

contribuem para maior vasodilatagdo através da superproducao de NO derivado da iNOS e de
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CO derivado da HO-1. Ha evidéncias soOlidas do envolvimento dessas substincias na

vasodilatagdo intrapulmonar presente nessa doenga.

Nossos achados estdo em concordancia com os estudos que sugerem que o NO derivado de
iINOS e da eNOS estad significativamente associado ao aumento da expressdo de HO-1 no
tecido pulmonar (Zhang et al., 2003). Nos encontramos a superexpressao da isoforma HO-1
apenas no grupo cirrético sem tratamento (Tabela 3 — Artigo II). Considerando que a HO-1
tem papel protetor contra os efeitos do aumento do estresse oxidativo nas fungdes celulares
(Chen et al., 2004), investigamos se a HO-1 pode ser superexpressa em situagdes de cirrose
como um mecanismo homeostatico contra o aumento do estresse oxidativo. Desse modo, a
diminui¢do do estresse oxidativo apds o tratamento com quercetina em ratos cirroticos,
representada pelo restabelecimento dos niveis de TBARS, NO, e SOD (Tabela 2 — Artigo II),
poderia estar relacionada com a normalizacdo dos niveis de RNAm de HO-1 neste grupo de
animais (Tabela 3 — Artigo II). Uma segunda possibilidade ¢ sugerida por dados reveladores
de que a inibigdo da NOS pode bloquear o aumento da pulmonar HO-1 ap6s CBDL (Carter et
al., 2002). Tomadas em conjunto, ambas as explicacdes poderiam estar relacionadas a
potencial inativagdo de fatores de transcricdo sensiveis ao estado redox , que regulam a

expressao dessas enzimas.

Uma das mais importantes vias sinalizadoras que poderia ser ativada durante a SHP ¢ a do
fator de transcri¢do NFkB, uma vez que ¢ ativado por uma variedade de estimulos externos,
incluindo espécies reativas de oxigénio, citocinas e estresse de cisalhamento vascular. Apods a
ativagdo desse fator, ele migra para o nucleo, resultando em alteragdes na expressao de

diferentes enzimas, incluindo a NOS e a HO-1 (Majano et al., 2001, Lavrovsky et al., 2000).

No presente estudo, observamos que os niveis de RNAm da iNOS, da eNOS, da HO-1 ¢
dos ETBr (Tabela 3 — Artigo II) aumentaram em paralelo com a ativagao do NFxB (50% em
relacdo aos controles) no tecido pulmonar de ratos cirrdticos (Figura 4 — Artigo II). A
quercetina administrada apds o aparecimento de lesdes hepaticas atenuou significativamente o
desenvolvimento da SHP, abolindo a ativacdo do NFkB (Figura 4 — Artigo II), e devido a
isso reduziu os niveis dede RNAm de ETBr, iNOS, eNOS, e HO-1 (Tabela 3 — Artigo II).
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Os achados histologicos mostraram que os animais cirréticos ndo tratados tinham cirrose
biliar estabelecida (Figura 1 (B ¢ E) — Artigo II). O acumulo excessivo de fibras de
colagenos tipos I, III e IV leva a producdo de um grande conjunto de moléculas pro-
fibrogénicas que aceleram rapidamente o desenvolvimento de fibrose(Friedman, 2004). A
expressdo de genes de colageno tipo I e pro-colageno tipo IV foi consideravelmente mais
baixa no grupo de animais cirréticos que receberam tratamento com quercetina em
comparag@o ao grupo sem tratamento (Tabela 3 — Artigo II), o que poderia ser explicado
pelos efeitos protetores da quercetina contra o estresse oxidativo, prevenindo a progressao da

doenga.

Coerente com esses achados,o0 TGFB, o mais potente indutor de fibrose, imensamente
citado na literatura por desempenhar papel chave na transformacdo de células estreladas
quiescentes em miofibroblastos fibrogénicos e por estimular a sintese de proteinas da matriz
extracelular e inibir a sua degradacdo (Gressner and Weiskirchen, 2006, Dooley et al., 2003),
teve seus niveis significativamente reduzidos apds o tratamento com a quercetina (Tabela 3 —
Artigo II), confirmando seu papel antifibrogénico (Peres et al., 2000). Tais efeitos podem ser
correlacionados ao efeito inibitdrio da quercetina sobre a indug@o da expressao do TGFf3 pela
matriz das células hepaticas estreladas. Podem também ser explicados pela redugdo na
proliferacdo e diferenciagdo dessas células, conforme mostrado pela diminui¢do dos niveis de
RNAm da a-SMA e pela sua imunoexpressdo positiva no tecido hepatico, recordando que se
trata de um fiel marcador da ativacdo de células estreladas (Figura 5 — Artigo II). Além
disso, como citado anteriormente, a quercetina tem efeito protetor contra o dano hepatico,
observado pela melhoria nos marcadores de dano hepatico, incluindo ALT, AST, ALP, ¢
concentragdes de bilirrubina em ratos cirrédticos tratados com o flavonoide (Tabela 1 — Artigo

).

Nossos dados também demonstraram que a lesdo hepatica apé6s CBDL resultou em
aumento dos niveis de RNAm de ET-1 ¢ HO-1 no tecido hepatico, associados com o
desenvolvimento de alteragdes moleculares e funcionais da SHP. A melhora do dano hepatico
em ratos cirrdticos tratados com quercetina esta intimamente relacionada a diminuigdo dos
niveis de RNAm de ET-1 ¢ HO-1 no figado, respectivamente em 33% e 25% (Tabela 3 —

Artigo II). Sendo assim, a quercetina foi particularmente eficaz na diminuicdo da expressao
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génica de mediadores hepaticos envolvidos na SHP ap6s a CBDL, sugerindo que os efeitos

desse antioxidante sobre a sindrome estdo relacionados a prevencdo da evolugao da cirrose.

Os presentes achados tém, portanto, potencial importancia clinica e implicagdes nos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no tratamento ¢ na melhor compreensdo da SHP,
sugerindo que os efeitos protetores da quercetina poderiam ocorrer devido a combinagdo de
diferentes mecanismos de agdo em diferentes tipos celulares. Em primeiro lugar, nossos
resultados mostram que, no modelo murino de ligadura de ducto biliar comum, a quercetina
administrada apds o aparecimento da lesdo hepatica leva a melhora significativa da SHP. Em
segundo lugar, a partir de um ponto de vista pratico, demonstramos que o tratamento com
quercetina, iniciado na sequéncia do estabelecimento de lesdes hepaticas em modelo
experimental de cirrose biliar secundaria, reduz a severidade da SHP e que o efeito positivo
da quercetina sobre a evolug¢ao da cirrose contribui para esse efeito protetor. Além disso,
demonstramos, como visto em nosso primeiro trabalho, que a quercetina ndo exerceu

atividade genotoxica e nem mutagénica, ndo acarretando, pois, dano ao DNA das células.

Tendo em vista as diferentes discussoes ¢ as complicagdes advindas da doenga — cirrose -,0
alto custo do tratamento, os problemas sociais dela decorrentes e as altas taxas de
mortalidade, o estudo de substancias que possam impedir ou diminuir os danos ocasionados ¢

de extrema relevancia e importancia.

Devido as evidéncias apresentadas nos resultados deste trabalho, podemos sugerir que o
modelo desenvolvido ¢ realmente efetivo para o estudo da SHP e que a quercetina podera ser,
uma terapia de escolha para essa doenca. Dessa forma, denotamos a necessidade do
seguimento de estudos ainda mais avangados, envolvendo novas perspectivas de tratamento
em modelos experimentais, a fim de aproximar cada vez mais nossos estudos da realidade

clinica.
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CONCLUSOES

Pelos dados obtidos nos trabalhos apresentados, concluiu-se que a administragdo de

quercetina

No experimento I:

- reduziu a frequéncia de micronucleos e o dano ao DNA no figado e no pulmao dos

animais cirrdticos tratados. Nao mostrou indicios de efeitos genotoxicos;

- aumentou a sobrevivéncia celular em linhagens de Saccharomyces cereviseae e
exerceu atividade antimutagénica em linhagens de Salmonella typhimurium e de

Escherichia coli;

No experimento II:

- diminuiu os niveis séricos das enzimas relacionadas a integridade hepatica, manteve o
peso do figado, baco e pulmdo, reestabeleceu a pressdo portal e os valores de
gasometria arterial nos animais cirroticos, diminuindo a diferenca alvéolo-arterial de

oxigénio neste grupo;
- na histologia do figado, ocorreu reducao da proliferacao ductular, atenuacao dos sinais
de necrose e dos nodulos regenerativos. Na histologia do pulmao, ocorreu reducdo da

vasodilatacgao.

- reduziu a imunorreatividade de células a-SMA positivas;
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- diminuiu o dano sobre os lipidios das membranas e manteve os valores da SOD no

tecido pulmonar;

- reduziu os niveis de nitratos totais no tecido pulmonar;

- reduziu os niveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 no tecido pulmonar;

- em tecido hepatico, diminuiu os niveis de RNAm de colageno tipo I, pro-colageno tipo

IV, TGFB, a-SMA, ET-1 e HO-1;

- reduziu a expressdo proteica de ED-1 no tecido pulmonar, indicando reducdo do

recrutamento de macréfagos intravasculares pulmonares;

- reduziu a ativacdo do fator de transcricgdo NFkB no extrato nuclear de tecido

pulmonar.

A partir dos resultados obtidos, verificamos que o flavonoide quercetina mostrou efeito
secundario de melhora da condi¢do pulmonar por reduzir significativamente o dano hepatico
causado pela cirrose biliar. Visto que os problemas pulmonares sdo decorrentes do problema
hepatico, nossas conclusdes tornam-se pertinentes, considerando a quercetina como agente
terapéutico promissor nessa doenca. O fato estimula-nos a maiores investigacdes, visto que,
além de suas propriedades antioxidante e antinflamatoria, ela ndo exerce efeito genotoxico e

mutagénico sobre os tecidos estudados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

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

verificando-se os efeitos da quercetina nesses mediadores.

Do mesmo modo, poderiamos abordar também o envolvimento de outros fatores de
transcricdo além do NFxB e outras citocinas envolvidas nos processos de ativacdo e
proliferagdo das células estreladas como o PDGF. Ele ¢ potente mitéogeno para proliferacao e
ativacdo de uma variedade de sinalizadores moleculares, pois o papel de demais fatores de
transcrigdo entre outros mediadores na ativagdo e proliferacdo das células estreladas
permanece ainda indefinido, despertando-nos, portanto, imenso interesse quanto ao estudo de

mecanismos e de efeito terapéutico da quercetina nesses mediadores.

Como perspectivas futuras, objetivamos prosseguir com investigacdes sobre os efeitos
desse flavonoide em niveis moleculares, e aperfeigoar a forma de administracdo, na tentativa

de aproximar cada vez mais nossos estudos da realidade clinica.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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