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Epigrafe

"Se consegui enxergar mais longe,
foi porque me apoiei sobre os ombros de gigantes”

- Isaac Newton, do século XVII



RESUMO

A encefalopatia hepética (EH) do tipo A é uma sindrome neuropsiquiatrica decorrente da
faléncia hepatica aguda (FHA). A origem desse quadro esta associada ao acumulo periférico de
amonia e ao desencadeamento de inflamacdo, originando-se tanto no figado, de forma
periférica, quanto localmente no cérebro. Sabe-se que 0s eixos cléssico e alternativo do sistema
renina-angiotensina (SRA) modulam a inflamacdo e influenciam na resposta imunoldgica,
contudo um desequilibrio entre esses eixos tem sido demonstrado em diferentes modelos
experimentais de doencas que se assemelham a condi¢cBes cerebrovasculares,
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas. Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um
aumento na concentragdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) e uma redugdo na
concentracdo da Angiotensina 1-7 (Ang 1-7), associadas ao aumento da inflamacg&o no sistema
nervoso central (SNC) durante a EH aguda experimental. Neste sentido, utilizamos
camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas, para investigar o efeito do telmisartan (Tel), um
antagonista do receptor AT1 da angiotensina Il (Ang-I1), em um modelo de EH induzida por
tioacetamida (TAA). Os camundongos (n=40) foram distribuidos randomicamente em quatro
grupos distintos: Grupo TAA,; Grupo salina; Grupo TAA+Tel; e Grupo Tel. Os animais foram
tratados com 10mg/kg de Tel ou salina seis horas apds a administracdo da TAA ou salina e o
tratamento foi mantido a cada 12 horas ao longo de um periodo de trés dias. Observamos que a
administracdo de TAA resultou em reducédo da atividade locomotora dos camundongos 24 horas
apos a inducdo da EH. No entanto, o tratamento com telmisartan atenuou este efeito. Além
disso, enquanto os animais expostos a TAA apresentaram extensas areas necrose hepatocelular,
aqueles tratados com telmisartan ndo relevaram esse parametro ao terceiro dia apds a inducao
da EH por TAA, indicando um potencial efeito hepatoprotetor. Nesse contexto, propomos que
o tratamento com telmisartan promoveu melhora dos déficits locomotores e das lesbes hepaticas

em camundongos expostos a administracdo unica de 600 mg/kg de TAA.

Palavras-chave: Encefalopatia hepatica aguda; Telmisartan; Sistema Renina-Angiotensina



ABSTRACT

Type A hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome resulting from acute liver
failure. The origin of this condition is associated with the peripheral accumulation of ammonia
and the triggering of neuroinflammation, originating both locally and peripherally. The classic
and alternative pathways of the renin-angiotensin system (RAS) modulate inflammation and
influence the immune response; however, an imbalance between these pathways has been
demonstrated in different experimental models of cerebrovascular diseases. Recently, our
research group detected an upregulation of angiotensin-converting enzyme (ACE) and a
downregulation of angiotensin 1-7 (Ang 1-7), associated with increased inflammation in the
central nervous system during an HE experiments. In this context, we used female C57BL/6
mice to investigate the effect of telmisartan, an antagonist of the angiotensin Il (Ang-I1) AT1
receptor, in a TAA-induced HE model. Mice (n=40) were randomly distributed into four
distinct groups: TAA group, saline group; TAA+Telmi group; and Telmi group. The animals
were treated with 10mg/kg of telmisartan or saline 6 hours after TAA or saline administration,
and the treatment was maintained every 12 hours over a period of three days. We observed that
TAA administration resulted in a reduction in the locomotor activity 24 hours after the induction
of HE. However, treatment with telmisartan attenuated this effect. Moreover, while animals
exposed to TAA showed extensive areas of hepatocellular necrosis, those treated with
telmisartan did not reveal this parameter on the third day after the induction of HE by TAA,
indicating potential hepatoprotection effect. In this context, we propose that treatment with
telmisartan promoted improvement in locomotor deficits and hepatic lesions in mice exposed

to a single administration of 600 mg/kg of TAA.

Keywords: Acute hepatic encephalopathy; Telmisartan; Renin-Angiotensin System.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia hepética aguda (IHA) é uma condicdo clinica grave com alta
morbimortalidade que afeta pacientes em todo o mundo (DEVARBHAVI et al., 2023). Um dos
principais desafios enfrentados por esses pacientes sdo as sindromes subjacentes, incluindo a
encefalopatia hepatica (EH) do Tipo A (BUTTERWORTH et al., 2015). Essa forma de EH é
caracterizada por sintomas cognitivos, falta de coordenacdo motora e, em estagios avancados,
pode resultar em edema cerebral, aumento da hipertenséo intracraniana (HI), herniagéo cerebral
(HC) tardia e aumentar o risco de coma e 6bito (AASLD/EASL 2014; VILSTRUP 2014).

O tratamento da EH deve se concentrar em melhorar também o0s mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes. 1sso envolve o manejo do edema cerebral citotoxico, a redugdo da
neuroinflamac&do exacerbada e a atenuacéo do estresse osmatico, oxidativo e nitrosativo. Essas
intervencdes sdo fundamentais para prevenir a progressao da hipertensdo intracraniana (HI) e o
deslocamento das estruturas cerebrais, que podem levar a danos irreversiveis e aumentar a
mortalidade dos pacientes (SHAWCROSS et al., 2005; YOU et al., 2017; KORNERUP et al.,
2019). Vale ressaltar que o Unico tratamento definitivo paraa IHA é o transplante hepatico, mas
a disponibilidade de 6rgaos é limitada, resultando em uma extensa fila de espera (FARKAS et
al., 2014).

Diversas vias tém sido alvo de modulagdo em modelos experimentais de EH, incluindo
a inibicdo da glutaminase (GLS), a reducdo da inflamacéo e a mitigagdo do estresse osmético,
nitrosativo e oxidativo (LIMA et al., 2019; LIERE et al.,, 2017; ROGER et al., 2015).
Notavelmente, um estudo recente conduzido por Oliveira et al. (2022) revelou um desequilibrio
na via classica do sistema renina-angiotensina (SRA), envolvendo a enzima conversora de
angiotensina (ECA)/Angiotensina Il (Ang I1)/Receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R), e na
via alternativa, incluindo a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)/Angiotensina-(1-7)
(Ang-(1-7))/Receptor MAS, em um modelo experimental de EH aguda induzida por TAA.
Especificamente, observou-se um aumento nos niveis da ECA e uma reduc¢éo na concentracao
de Ang-(1-7). O SRA desempenha um papel crucial na regulacdo das func¢bes cognitivas,
estresse, resposta imune cerebral, plasticidade sinéptica e equilibrio entre excitacdo e inibicao
neuronal (JACKSON et al., 2018). No entanto, uma ampla gama de estudos tem demonstrado

o efeito prejudicial da hiperatividade da via classica em diferentes modelos experimentais que
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mimetizam condic¢des de doencas neurolégicas (ABIODUN et al., 2020; GIRONACCI et al.,
2018; MASCOLO et al., 2017).

O telmisartan, um antagonista do receptor AT1R da Ang Il, tem sido objeto de crescente
interesse devido ao seu potencial terapéutico em diferentes doencas de carater neuroldgico.
Entre os bloqueadores dos receptores da Ang Il, o telmisartan tem se destacado como o mais
potente e eficaz em atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). O telmisartan ndo apenas
bloqueia o receptor AT1R, mas também exibe propriedades de ativacdo do receptor PPAR-
gama (PPAR-v), o0 que desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo lipidico
e inflamacao (BALAJI et al., 2015; VILLAPOL et al., 2015). Estudos prévios indicaram que 0
telmisartan pode atenuar a neuroinflamacéo, reduzir o estresse oxidativo, modular a expresséo
de citocinas pré-inflamatorias e melhorar a funcdo cognitiva em modelos experimentais
relacionados a amiloidopatia, tauopatia, agregacdo de alfa-sinucleina, expressdo anémala de
huntingtina e desregulacdo da neurotransmissio (BINARIO et al., 2023; RASHEED et al.,
2022; DURON et al., 2010). Além do mais, o telmisartan ja é um medicamento aprovado e bem
estudado para outras condicdes, e seu reposicionamento para tratar doengas neurodegenerativas
pode reduzir consideravelmente o tempo e 0s custos associados ao desenvolvimento de novos
medicamentos. Neste contexto, considerando o desequilibrio evidenciado entre 0s componentes
do sistema RAS na EH aguda experimental, assim como em outros modelos experimentais
doencas neuroldgicas, e a auséncia de estudos com farmacos que modulam essa via na EH,
postula-se que o telmisartan, ao bloquear o receptor AT1 e modular a sinalizacdo mediada pelo
receptor Pray-g, estabeleca um equilibrio entre os eixos classico e alternativo, atenuando os
aspectos clinicos, microscépicos e bioquimicos observados na sindrome da EH aguda.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicéo e Classificacdo da Encefalopatia Hepatica

A EH ¢ caracterizada como uma sindrome neuropsiquiatrica que surge como uma
complicacdo da IHA ou crdnica, ou pela presenca de desvios porto-sisttmicos congénitos ou
adquiridos (AASLD/EASL 2014; VILSTRUP 2014). Essa sindrome desenvolve-se a partir de
alteracOes induzidas pelo aumento de substéncias toxicas que ndo sdo metabolizadas pelo

figado, como é o caso da amonia (NH3). Na EH, séo descritas varia¢fes na concentracdo de
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neurotransmissores-chave, como glutamato (Glu) e acido gama aminobutirico (GABA), que
desempenham, respectivamente, papéis excitatorios e inibitorios no sistema nervoso. Além
disso, observa-se edema cerebral e uma resposta neuroinflamatoria exacerbada, com aumento
de citocinas pro-inflamatorias e estresse osmotico/oxidativo/nitrosativo (HAUSSINGER et al.,
2022; WEISS et al., 2018).

De acordo com as diretrizes atualizadas da Associacdo Americana para o Estudo das
Doencas do Figado (AASLD) e a Associacdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL) a EH
deve ser classificada em quatro eixos principais: (i) a etiologia, (ii) a gravidade, (iii) o curso
temporal da doenca e (iv) a existéncia de fatores precipitantes. Comecando com a etiologia, a
EH é categorizada em trés tipos principais. O Tipo A ocorre em pacientes com IHA resultante
de necrose macica do figado, originada por causas como hepatites virais, toxicidade de
acetaminofeno ou exposicdo a substancias hepatotdxicas. O Tipo B se desenvolve em pacientes
com derivacdo portossistémica extra-hepatica devido a uma comunica¢do anormal entre 0s
sistemas venosos portal e sistémico. O Tipo C da EH resulta de cirrose hepatica, frequentemente
associada ao etilismo cronico, apresentando uma ampla gama de sintomas que afetam
substancialmente a qualidade de vida dos pacientes. As manifestacdes clinicas dos Tipos B e C
sdo semelhantes, enquanto o Tipo A possui caracteristicas distintas e associadas a um risco
elevado de aumento da pressdo intracraniana (PIC) e HC. As manifestacdes clinicas englobam
uma variedade de altera¢fes neuropsiquiatricas que variam desde auséncia de sintomas até
déficits cognitivos graves e coma. Prosseguindo com a avaliacdo da gravidade, a EH é
minuciosamente categorizada em graus, variando de 0 a 4. A EH de grau 0 ou encefalopatia
hepatica minima (EHM) é marcado pela auséncia de sintomas discerniveis no comportamento
e personalidade, sem a necessidade de testes psicométricos. A EH de grau | manifesta-se por
modifica¢cbes no comportamento e ritmo sono-vigilia, podendo incluir sonoléncia acentuada e
episodios de euforia. A EH de grau Il apresenta sintomas semelhantes ao estagio anterior, porém
com maior predominancia de sonoléncia e ocorréncia de tremor adejante ou asterixis. A EH de
grau Il caracteriza-se por um padréo de sono prolongado, com confusdo mental evidente, fala
arrastada e asterixis. E a EH de Grau IV é marcado por coma, auséncia de resposta ou apenas
resposta a estimulos dolorosos, com movimentos involuntarios ausentes. Além disso, a EH pode
ser classificada como Discreta ou Evidente, seguindo as diretrizes da Sociedade Internacional
de Encefalopatia Hepatica e Metabolismo de Nitrogénio (ISHEN). Em relagdo ao curso

temporal da EH, ha trés categorias principais. A EH Episodica descreve a condi¢cdo em que 0
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paciente alterna entre periodos de funcgéo cerebral normal e episddios de EH. A EH Recorrente
¢ caracterizada por surtos regulares de EH, com intervalos de até 6 meses. A EH Persistente
apresenta um padréo constante de alteracdes comportamentais em graus variados. Quanto aos
fatores desencadeantes, a EH Espontanea denota episddios sem causa Obvia, enquanto a EH
Precipitada refere-se a episodios desencadeados por fatores especificos, como infeccdes do
trato urinario, sangramento gastrointestinal, desequilibrios eletroliticos, toxicidade de

medicamentos, conforme apresentado na (Tabela 1).

Tabela 1- Diretrizes atualizadas da Associacdo Americana para o Estudo das Doencas do Figado
(Adaptado de Vilstrup 2014).

Etiologia Severidade Curso temporal Fator

precipitante

Tipo A CHW ISHEN Episodica Espontanea

EHM (Grau 0) | Discreta

Tipo B Grau | Recorrente

Grau Il Evidente Precipitada
Tipo C Grau 1l Persistente

Grau IV

Legenda: CHW: Critérios de West Haven. EHM: Encefalopatia Hepatica Minima. ISHEN: Sociedade

Internacional para a Encefalopatia Hepatica e Metabolismo do Nitrogénio.

2.2 Epidemiologia da Encefalopatia Hepatica

A auséncia de estudos epidemioldgicos diretos para cada classificacdo de EH tem levado
a utilizacdo da origem etioldgica como uma medida epidemioldgica para essa sindrome. E
importante destacar que a EH é um sinal cardinal da IHA, tornando-se um indicador interessante
para avaliar a epidemiologia dessa condicdo (DEVARBHAVI et al., 2023; AGRAWAL et al.,
2019; LIU et al., 2019). A IHA apresenta uma incidéncia baixa, afetando aproximadamente
2.000 individuos anualmente nos Estados Unidos e na Europa. No entanto, apesar de sua baixa
frequéncia, essa condicao representa uma emergéncia clinica devido a sua rapida progressao
para EH do tipo A (BERNAL et al., 2013; STEPANOVA et al., 2012). A EH do tipo A, por
sua vez, causa edema cerebral, aumento da PIC e HC tardia, muitas vezes culminando em

desfechos fatais para os pacientes afetados (LOGGINI et al., 2019). A origem dessa condigéo
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clinica possui uma natureza diversa, sendo as causas mais comuns a hepatite viral em paises
em desenvolvimento, como India, Africa e Asia Central, e a hepatite induzida por
medicamentos em paises desenvolvidos, como Estados Unidos, Canada e Alemanha
(DEVARBHAVI et al., 2023; AGRAWAL et al., 2019; LIU et al., 2019). Estudos recentes
realizados no Brasil revelaram que aproximadamente 6% dos casos de transplante hepatico no
pais sdo atribuidos a IHA. Além disso, entre as varias causas de IHA, a IHA induzida por drogas
emergiu como o principal fator (BITTENCOURT et al., 2016; SANTOS et al., 2021). A lesdo
hepética de forma previsivel e dose dependente pode estar associada a uma progressao réapida,
mas felizmente tem uma chance alta de sobrevida espontanea em comparacdo com a IHA
relacionada a leséo hepatica induzida por drogas (LHID) idiossincratica (CHAYANUPATKUL
et al., 2019). Até agora, entendemos que a IHA, especialmente quando se manifesta como EH
do tipo A, a qual sera o foco do presente estudo, apresenta caracteristicas epidemioldgicas
significativas, exercendo um grande impacto na qualidade de vida dos afetados. Apesar das
variacdes fisiopatoldgicas entre os tipos de EH, a pesquisa e a compreensdo dos mecanismos
subjacentes da EH do tipo A e das abordagens terapéuticas tém contribuido para uma melhor
compreensdo global dessa condicéo, possibilitando uma tomada de decisé@o mais eficaz para
todas as suas formas de manifestacoes.

A EH do tipo C é uma condicgdo que resulta em disfuncdo cerebral e € principalmente
causada pela insuficiéncia hepética cronica (IHC) e pela cirrose, conforme relatado pelos
colaboradores do GBD 2017 Cirrhosis. Essa condi¢do tem também um impacto significativo
nas taxas mortalidade em todo o mundo, sendo um fator importante na morbimortalidade global
(SEPANLOU et al., 2020). Nos estagios iniciais, a cirrose &€ compensada. No entanto, quando
a cirrose compensada progride para descompensacdo, é tipicamente marcada pela ocorréncia
inicial de certas complica¢6es, incluindo ascite, sangramento de varizes esofagicas, EH e niveis
elevados de bilirrubina (FLEMING et al., 2010). Aproximadamente 80% dos individuos
diagnosticados com IHC apresentam uma variante mais branda da EH, conhecida como EHM.
A EHM é um importante preditor do desenvolvimento de EH e s6 pode ser identificada por
meio de testes psicométricos ou neurofisioldgicos (BAJAJ et al., 2008; BAJAJ et al., 2011).
Em pacientes com doenca hepatica cronica, a prevaléncia da EHM é observada em uma faixa
ampla, situando-se entre 20% e 80%. Ja em casos de cirrose descompensada, essa prevaléncia
é estimada em aproximadamente 16% a 21%. Apos a realizacdo do procedimento de derivacao

portossistémica intra-hepatica transjugular (TIPS), a ocorréncia de EHM pode ser identificada
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em cerca de 10% a 50% dos casos (MOHAMED et al., 2020). No estudo realizado por TAPPER
et al. (2019), foi realizada uma analise com base em uma amostra aleatoria que representava
20% dos individuos inscritos no programa Medicare dos Estados Unidos. Nessa pesquisa, foi
observada uma incidéncia de 11,6 casos de EH do tipo C por 100 pacientes-ano. A EH pode
causar uma série de sintomas cognitivos, emocionais e fisicos que afetam profundamente a
qualidade de vida dos pacientes. O declinio cognitivo dificulta a execucédo de tarefas que exigem
atencdo, resolucéo de problemas e coordenagdo, comprometendo a capacidade de dirigir e
trabalhar (JASMOHAN et al., 2020). Além disso, o transtorno de personalidade também causa
angustia generalizada, ansiedade e sofrimento nos cuidadores, especialmente nos membros da
familia (HANSEN et al., 2021). A EH afeta a qualidade de vida, dependendo das estratégias de
manejo clinico, da prioridade de transplante de figado e a da sobrevida do paciente, resultando
em um maior impacto no sistema de salde (MONTAGNESE et al., 2019).

2.3 Modelo Experimental de Encefalopatia Hepéatica Aguda Induzida por Tioacetamida

A lesdo hepética aguda causada por agentes hepatotdxicos ¢ marcada por danos
imediatos ao figado, podendo se manifestar de diversas maneiras, incluindo hepatite, necrose,
colestase e IHA, sendo esta ultima frequentemente associada a EH (LOSSER et al., 1996).
Neste contexto, diferentes agentes infecciosos, medicamentos e substancias quimicas
hepatotoxicas tém sido utilizados em modelos experimentais de lesdo hepética aguda para
investigar os mecanismos fisiopatolégicos adjacentes a essas alteracfes (NEVZOROVA et al.,
2020). Entre esses agentes, a TAA se destaca por sua potente hepatotoxicidade. ApoOs
metabolizacdo no figado, a TAA gera tioacetamida-S-6xido, que é convertida em tioacetamida
S-didxido, desencadeando um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e antioxidantes
pelo figado. Essa substancia ndo apenas causa danos diretos ao figado, mas também tem efeitos
indiretos sobre o SNC, resultando em sintomas cognitivas e comportamentais caracteristicos da
sindrome da EH (Hajovsky et al., 2012). Diante dessas considera¢des, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um modelo de EH em camundongos C57BL/6, administrando uma Gnica dose
intraperitoneal de 600mg/kg de TAA. Neste modelo, observamos diferentes graus de necrose,
inflamacdo e degeneracdo hepatocelular caracterizando a les@o hepética aguda, enquanto a EH
se manifesta por alteracdes na atividade locomotora, comportamental e nos reflexos sensoriais

(MIRANDA et al., 2010). Além disso, detectamos um aumento nos niveis de citocinas pro-
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inflamatdrias, como (TNF, IL-1B, CXCL1, CCL2, CCL3 e¢ CCLS5), no cortex pré-frontal
(FALEIROS et al., 2014). Também observamos um aumento nos niveis de ECA e uma reducao
nos niveis de Ang-(1-7) no cortex pré-frontal e no hipocampo (OLIVEIRA et al., 2022). Esses
achados foram corroborados por CHENG et al. (2021) em camundongos da linhagem BALB/c,
submetidos a mesma dose intraperitoneal de TAA. Neste modelo, também foram observados
graus variados de necrose, inflamacéo e degeneracéo hepatocelular, com um aumento de AST,
ALT e bilirrubina. Além disso, foi evidenciado comprometimento da funcdo cognitiva,
acompanhado de ativacdo astrocitaria no hipocampo, aumento nas concentracfes de TNF e IL-
6, assim como nos receptores de GABA no cortex cerebral (CHENG et al., 2021). E importante
destacar que, embora 0 modelo de EH induzida por TAA seja amplamente adotado pela boa
reproducdo das alteragdes observadas na EH, também existem outros modelos utilizados para
estudar essa condicdo. Por exemplo, em modelos de EH aguda induzida em camundongos
C57BL/6 por azoximetano, as alteracdes hepaticas sdo caracterizadas por necrose extensa,
hemorragia intra-hepatica e inflamacdo infiltrativa (HORI et al., 2011). Além disso, observa-se
uma hiperexpressdo de CX3CR1 em micrdglias e um aumento na expressdo de citocinas como
TNF, IL-6 e CCL2 no cdrtex (MCMILLIN et al., 2016). Por outro lado, em modelos de lesdo
hepatica aguda induzida por acetaminofeno, as alteracBes cerebrais ainda ndo foram
completamente caracterizadas. Embora se observe necrose centrolobular, hepatocitos
balonizados e vacuolizacdo citoplasmatica de hepatocitos, acompanhadas de congestdo
sinusoidal (FOUAD et al., 2012).

2.4 O Papel do Figado na Desintoxicacdo da Amonia

O figado localiza-se predominantemente no hipocéndrio direito e é o maior 6rgao
s6lido do corpo humano. E também um dos 6rgéos mais complexos, contendo um conjunto de
enzimas responsaveis por gerar rea¢des de reducdo, incluindo ALT, AST, Glutaminase ativada
por fosfato (L-PAG) e glutamato desidrogenase mitocondrial (GDH) (YANG et al., 2021).
Durante a digestao, as proteinas ingeridas sdo quebradas no intestino por bactérias intestinais e
enzimas da mucosa, liberando NH3 no intestino. A NH3 entra na circulagdo portal e é
direcionada até o figado, onde € convertida em ureia pelo ciclo da ureia nos hepatocitos
periportais (CASPARY et al., 1992). Nos hepatécitos periportais, 0 Glu é desaminado pela

enzima GDH, liberando NH3, que €, entdo, ionizada pela adi¢cdo de um proton (H+), formando
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0 ion amonio. Esse processo é catalisado pela enzima carbamoil fosfato sintase | (CPSI) e sua
coenzima N-acetilglutamato, que associa o hidrogenocarbonato (HCO3-) com o aménio,
utilizando ATP para formar o composto orgénico carbamoil-fosfato que é convertido em
citrulina, sendo metabolizada em arginina e, posteriormente, em ureia (SPANAKI et al., 2012;
CORVI et al., 2001). Além disso, a HN3 que escapa da metabolizacdo nos hepatdcitos
periportais pode ser metabolizada por uma pequena populacédo de hepatocitos perivenosos que
contém a enzima glutamina sintase (GS), sendo convertida em glutamina processada e
excretada como NH4 nos rins (JUNGERMANN et al., 1989) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico do metabolismo hepético da amdnia destacando os processos de
sintese de ureia e glutamina (Adaptado de FRIEG et al., 2021).

2.5 Mecanismos fisiopatoldgicos

Os niveis séricos de NH3 sdo determinados pelo equilibrio entre a absor¢do exdgena através da
alimentacdo, a sintese endogena de NH4 em ureia pelas vias hepaticas, a capacidade de
metabolizacdo por outros 0rgaos e o processo de excrecdo (SPANAKI et al., 2012). No entanto,
a perturbacdo desse equilibrio defluente a sindrome da IHA pode causar a desregulacdo da
homeostase do metabolismo da NH3, afetando sua metabolizacdo inter-orgdos periféricos,
acréscimo nos niveis séricos e, consequentemente, a passagem através da barreira

hematoencefalica (BHE), em direcdo ao cérebro. Isso, por sua vez, faz com que 0s astrocitos
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desempenhem um papel excessivo na sua neutralizacdo (VAQUERO et al., 2003). Os
astrocitos, células predominantes no encéfalo, desempenham maultiplas funcbes essenciais para
a manutencdo da homeostase, dentre as quais se destaca a regulacdo dos niveis de NH3. Esse
processo engloba a conversdo de NH3 e glutamato em glutamina (C5H10N203/GlIn), que é
catalisado pela enzima glutamina sintetase (GS) (NEWSHOLME et al., 2002). A GIn é um L-
a-aminoacido, com caracteristica mais hidrofilica, que atua como uma forma nédo toxica de
transporte da NH3 entre 0 SNC e os compartimentos periféricos (COOPER., 1987). Contudo,
na sindrome da EH do tipo A, que resulta em um de contexto hiperamonemia, 0 aumento de
GIn pode levar ao estresse osmatico/hiperosmolaridade, resultando em influxo de dgua para 0s
astrocitos e consequentemente edema astrocitario exacerbado (JAEGER et al., 2019;
ZIELINSKA et al., 2013; LEMBERG et al., 2009).
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Figura 2. Diagrama esquematico do quadro de encefalopatia hepética, originado da faléncia hepatica e
da consequente interrupcdo da metabolizacdo da aménia em ureia no figado. Esse processo resulta em
um aumento nos niveis séricos de amonia, desencadeando um comprometimento no metabolismo
interorganico peri-hepatico e uma conversdo excessiva de amonia e glutamato em glutamina pelos
astrocitos, culminando em alteracOes cerebrais (Adaptado de Tranah TRANAH et al., 2015).
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O dano hepético desencadeia a liberacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias,
criando um gradiente quimiotatico que estimula as células apresentadoras de antigenos. Esse
processo, por sua vez, desencadeia a ativacao de outros mediadores inflamatorios, contribuindo
para o desenvolvimento da Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS) (SCHMIDT
et al., 2006; RONALDO et al., 2000). Em resposta ao estresse, as glandulas adrenais liberam
catecolaminas, no entanto, diante da necrose hepatica macica, o figado ndo consegue produzir
enzimas suficientes para metabolizar as catecolaminas, o que resulta em um aumento de seus
niveis no sangue. Logo, a retencdo de catecolaminas leva a vasoconstricdo periférica e aumento
da pressdo arterial devido a ativacdo do sistema nervoso simpatico. Esse cenério, provoca um
aumento do fluxo sanguineo rico em NH3 para o cérebro, com o objetivo de compensar a
diminuicdo da entrega de oxigénio e nutrientes ao cérebro devido a funcdo hepatica
comprometida (KRAUNS et al., 1985; SWAIN et al., 2000; RANDLE et al., 2008). Além
disso, a BHE contém um transportador especifico denominado Transportador de Aminoacidos
de Cadeia Ramificada (BCAT), o qual apresenta similaridades estruturais com a NH3. Com
base nessas similaridades, foi proposta a hipotese do "cavalo de Troia" na EH, em que esses
transportadores atuam como facilitadores da entrada de aménia no cérebro durante quadros de
IH (HARGREAVESH et al., 1988; ROMA et al., 2014).

A autorregulacdo dinamica do fluxo sanguineo cerebral € um fendmeno que modifica o
diametro dos vasos permitindo que a pressao arterial sisttmica e a pressdo intracraniana estejam
dentro dos limites de normalidade (HARPER et al., 1966). Estudos sugerem que tanto pacientes
guanto modelos experimentais com EH aguda demostram um desequilibrio na autorregulacao
dindmica em resposta as variacbes na pressdo parcial de didéxido de carbono (PaCO2),
especialmente durante episodios de hipercapnia. Isso pode contribuir para a vasodilatacdo dos
vasos sanguineos cerebrais, culminando em edema cerebral (Larsen et al., 1996). Além disso,
foi observada uma associagdo entre o aumento da concentracédo arterial de NH3 e aumento da
captacdo cerebral de NH3 em estudos clinicos e experimentais de HE. Esta relacdo sugere que
0 aumento da concentracdo arterial de NH3 leva a um aumento da captacéo cerebral de NH3, e
consequentemente, a um aumento do fluxo sanguineo cerebral com desbalanceamento deste
sistema regulador (BESSMAN et al., 1995; STRAUSS et al., 1977; STRAUSS et al., 2000;
SARISHVILI et al., 2007; DETHLOFF et al., 2008). Além disso, o aumento da captacdo de

NH3 no cérebro leva a um aumento na producéo de o0xido nitrico (NO) nos tecidos cerebrais.
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O NO é um vasodilatador liberado pelas células endoteliais da vasculatura cerebral em resposta
aos niveis aumentados de amonia, permitindo um aumento do fluxo sanguineo (SCHLIESS et
al., 2001). Acredita-se que esse aumento do fluxo sanguineo seja devido a uma combinacgéo de
fatores, incluindo, aumento dos niveis de amdnia, aumento dos niveis de citocinas inflamatdrias
e outros mediadores, aumento da vasoconstricdo periférica e da producéo de 6xido nitrico em
resposta a captacdo de amonia (SCHLIESS et al., 2001; DETHLOFF et al., 2008). O aumento
no fluxo sanguineo cerebral resulta em um aumento da pressdo intracraniana (PIC). Vale
ressaltar que o cranio adulto é rigido e inextensivel e que seu volume é constante (MATYS et
al., 2022; RAJIV et al., 2004). Assim, o aumento da PIC aplicado pelo aumento do fluxo
sanguineo cerebral, propicia o efeito de massa ao empurrar as estruturas intracranianas,
podendo culminar em morte por HC tardia. A HC é compreendida como o pior prognostico da
EH devido & lesdo progressiva do tronco cerebral. Na HE, o aumento da presséo lateral na
regido supratentorial pode levar a herniacdo transtentorial (uncal) (RIVEROS et al., 2019;
MENESES et al., 2016). Esta herniacdo ocorre quando parte do lobo temporal passa pela borda
livre do tentorio, comprimindo o mesencéfalo. Isso pode levar a um estado de coma
progressivo, devido as alteracdes nas vias reticulo corticais que desencadeiam a ativacao
cerebral. Além disso, a compressao do nervo oculomotor causa dilatacdo pupilar homolateral,
causando anisocoria unilateral, com a pupila tornando-se arreativa a luz. Este quadro clinico,
com estado de coma e midriase reativa, € um sinal grave, que comumente evolui para morte
encefalica (MENESES et al., 2016; HARRISON et al., 1984). Estudos apontam que pacientes
com EH aguda que desenvolveram HC apresentaram niveis significativamente mais elevados
de aménia plasmatica do que aqueles que nao apresentaram HC (CLEMMESEN et al., 1999).
Além disso, foi observada uma correlacdo entre os sinais clinicos de edema e os achados da
necropsia de herniacdo uncal em pacientes com sinais clinicos de edema e aumento da
hipertensdo intracraniana (CANALESE et al., 1982). A herniacdo uncal e a herniagao tonsilar
sdo achados comuns na macroscopia post-mortem de pacientes e modelos experimentais com
EH aguda (WIIDICKS et al., 2022; BERNAL et al., 2016). Em condicdo de herniagéo tonsilar,
a porcao inferior da medula € comprimida, resultando no deslocamento das tonsilas cerebelares
em direcdo ao forame magno do 0sso occipital. Esse deslocamento pode levar a morte subita,
pois causa parada respiratoria por compressao do centro respiratorio na medula (RIVEROS et
al., 2019; MENESES et al., 2016). Além da hiperamonemia, a neuroinflamacéo desempenha

importante papel na disfungdo astrocitaria, microglial e neuronal secundaria a EH. Essa
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neuroinflamacédo pode resultar tanto de respostas localizadas no cérebro quanto de inflamacéo
sistémica causada por lesdo hepatica e necrose submacica resultante (LIMA et al., 2019). O
desenvolvimento dessa resposta inflamatdria envolve a formacéo de um gradiente quimiotatico
que inclui a producéo e liberagédo de citocinas, como (TNF, IL-1p, IL-6 e IL-12) e quimiocinas,
como (CXCL-I, CCL2, CCL3, CCL5 e CX3CL1) (JIANG et al., 2009; JIANG et al., 2009;
BEMEUR et al., 2010; FALEIROS et al., 2014; MCMILLIN et al., 2016). Esses compostos
atuam sinergicamente com a hiperamonemia para estimular as vias bioquimicas que levam a
neuroinflamacdo (BERNAL et al.,2007; TRANAH et al., 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama esquematico do processo de faléncia hepéatica. A faléncia hepética induz a
hiperamonemia e a inflamagdo periférica. Esses eventos, por sua vez, contribuem para a
neuroinflamacdo, a qual desencadeia alteragdes na neurotransmisséo, resultando em sintomas cognitivos
e/ou motores caracteristicos da encefalopatia hepatica. (Adaptado de CABRERA-PASTOR. et al.,
2019).

A natureza do sinal que conecta a faléncia hepatica a neuroinflamacgdo e,
consequentemente, aos sintomas clinicos observados na sindrome de EH ainda ndo €
completamente compreendida. Por outro lado, existem evidéncias que sugerem que
mecanismos pro-inflamatorios sistémicos podem iniciar o processo de sinalizacdo por meio de
quatro vias principais: (1) ativacéo dos neurdnios aferentes do nervo vago (QUAN et al., 2007),
(2) sinalizagdo por meio dos orgaos circunventriculares (CVOs) (SHULYATNIKOVA et al.,
2022), (3) sinalizacao por meio das celulas endoteliais cerebrais (CECs) (JAYAKUMAR et al.,
2012) e (4) intregacdo entre resposta imune periférica e do SNC (GIANNONI et al., 2020). O

nervo vago emerge da fenda posterior lateral do bulbo, na forma de filamentos radiculares, e
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deixa o cranio através do forame jugular, passando pelo pescoco, térax, até chegar ao abdémen
(JAYAPRAKASH et al., 2022). Devido a sua ampla distribuicdo por todo o corpo, 0 nervo
vago possui 10 ramos, incluindo o ramo hepético. O ramo hepético é derivado do nervo vago
aferente esquerdo e forma o plexo hepatico, que inerva o figado e pode ser ativado através de
receptores de citocinas expressos nas terminacGes nervosas vagais por citocinas pro-
inflamatdrias liberadas durante respostas imunes perifericas (HOSOI et al., 2002). A vagotomia
subdiafragmatica bloqueia a inducdo de IL-1 p e mRNA no tecido cerebral de camundongos
em resposta ao LPS periférico (LAYE et al., 1995). Além disso, inibe a febre e as respostas de
fase aguda apds administracdo periférica de LPS, IL-1B e TNF (MICHAEL et al., 1998).
Interessantemente, ZHANG et al., (2021) demonstraram que camundongos machos C57BL/6
cirréticos submetidos a vagotomia hepatica apresentaram niveis aumentados de BDNF no
cérebro, indicando um possivel mecanismo de protecdo. Por outro lado, também ja foi
demonstrado que a vagotomia hepatica pode exacerbar a inflamacéo hepatica, pelo aumento
dos niveis de TNF, IL-12 e CCL2 (MCP-1) em camundongos com esteatose hepatica nédo
alcodlica (EHNA) induzida por dieta (NISHIO et al., 2017).

Com relacéo ao papel das células endoteliais do SNC na neuroinflamagdo secundaria a
EH, a BHE é um ponto crucial. A BHE seleciona a passagem de certas moléculas e ions, devido
a intensa unido intracelular e a alta resisténcia elétrica dos capilares cerebrais. Os capilares estéo
intimamente associados com projecGes astrocitarias, estabelecendo um limite glial bem
definido (GUPTA et al., 2019). Sabe-se que as células endoteliais possuem receptores e
transportadores que as tornam sensiveis a estimulos inflamat6rios, como TNF e IL-1lbeta
(SHAO et al., 2020). Em pacientes com EH, esses marcadores inflamatérios estdo elevados na
circulacdo periférica devido ao aumento do nimero de células imunes ativadas circulantes,
indicando seu potencial impacto na sinalizacéo cerebral (CABRERA-PASTOR et al., 2019). O
estudo realizado por Jayakumar et al. (2012) demonstrou que células endoteliais tratadas com
as citocinas IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y e expostas a astrocitos em meio condicionado resultaram
em edema astrocitario. Outro estudo conduzido pelo mesmo grupo demonstrou que essas
citocinas induzem aumento da expressao do receptor toll-like 4 em células endoteliais cerebrais
de ratos Fisher cultivadas (JAYAKUMAR et al., 2014). A ativacdo da cascata de sinalizacdo
intracelular apds a estimulacdo dos receptores toll-like pode induzir a producdo de segundos
mensageiros, como prostaglandinas e éxido nitrico, nas células endoteliais. Esses mediadores

podem ser liberados no cérebro, resultando em alteragdes cerebrais (TIWARI et al., 2021).
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A inflamacdo periférica esta frequentemente relacionada ao aumento do nimero de
células imunes ativadas circulantes. Essas células imunes tém a capacidade de atravessar a BHE
e aderir as células endoteliais cerebrais ativadas (SCHAEFER et al., 2022). CHARLOTTE et
al., (2017) demonstraram aumento no nimero de monacitos circulantes produtores de TNFa e
monacitos interagindo com CECs em camundongos C57BL/6 machos induzidos a inflamacéo
hepética pela ligadura do ducto biliar (LDB). Outro estudo conduzido pelo mesmo grupo
demonstrou que o bloqueio da selectina P em camundongos BDL preveniu a interacdo entre
mondcitos e CECs e regulou a excitabilidade neural (CHARLOTTE et al., 2013).

O aumento da permeabilidade da BHE permite também a entrada de moléculas tdxicas,
mediadores inflamatorios, células de defesa e agentes microbianos periféricos, e esta associada
a respostas inflamatorias e imunologicas que podem desencadear multiplas vias de
neurodegeneracdo (GALEIA et al., 2021). Um estudo envolvendo a infusdo de corante azul de
tripan revelou evidéncias de quebra extensa da BHE comecando no coma de grau Ill em ratos
com EH induzida por galactosamina (DIXIT et al., 1990). CLAEYS et al., (2021)
demonstraram que a inflamacé&o periférica também pode desempenhar um papel na integridade
da BHE na EH. Em ratos com ALF, ha uma ruptura inicial da BHE, levando a edema
vasogénico em algumas &reas do cérebro, como o cerebelo.

A acdo sinérgica da hiperamonemia e da neuroinflamacdo leva a alteracfes na
neurotransmissdo, resultando em alteracBes cerebrais, tais como déficit cognitivo,
comprometimento motor e da coordenacdo (DE FRANCA et al., 2020; HAMDANI et al., 2021;
POPEK et al., 2022). Varios receptores e neurotransmissores sao alterados na EH aguda em
regides especificas do cérebro, como o cortex frontal, hipocampo, estriado e cerebelo, e
provavelmente estdo relacionados ao estagio da EH (MICHALAK et al., 1996; MCARDLE et
al.,, 1996; TORRES et al.,, 2021). Os sistemas neurotransmissores glutamatérgico e
GABA¢érgico sdo frequentemente identificados como alterados na EH. Além disso, outros
sistemas neurotransmissores, como glicinergico, serotoninérgico, colinérgico, dopaminérgico e
noradregergico também estdo envolvidos, embora 0s mecanismos nao estejam completamente
esclarecidos (YURDAYDIN et al., 1990; MICHALAK et al., 2003; SONG et al., 2018).

Sabe-se que niveis elevados de Glu na fenda sinéptica podem resultar em ativacao
excessiva de receptores glutamatérgicos, particularmente receptores NMDA, levando a danos
neuronais (FELIPO et al., 2013). Em modelo de EH utilizando ratos, o Glu cerebral aumentou

de duas a quatro vezes no cortex frontal em relacdo aos niveis normais (MICHALAK et al.,
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1996). Também observaram-se niveis elevados de Glu extracelular no hipocampo (MCARDLE
et al., 1996). Além disso, nosso grupo demonstrou um aumento significativo na liberacdo de
Glu nos terminais nervosos isolados do cdrtex cerebral de camundongos com EH induzido por
TAA (MIRANDA et al., 2010).

Os transportadores de Glu no SNC, o transportador de glutamato-1 (GLT-1),
transportador de aspartato-glutamato (GLAST/EAAT1) e o transportador de glutamato
(GLT/EAAT?2) localizam-se nas células astrocitarias e desempenham um papel fundamental na
regulacdo do glutamato sinaptico. Esses transportadores sao responsaveis por remover/reciclar
0 Glu em excesso da fenda sinaptica, evitando a hiperestimulacdo dos receptores de Glu e a
excitotoxicidade neuronal (HARADA et al., 1998). No entanto, estudos recentes revelam que
a regulacdo adequada desses transportadores pode ser comprometida na EH experimental
devido a niveis excessivos de amonia (NORENBERG et al., 1997; THUMBURU et al., 2013;
TORRES et al., 2021). Além disso, Chan et al., (2000) demonstram que a amdnia tem um efeito
inibitorio na expressdo da proteina transportadora de glutamato (EAAT1) e no mRNA do
EAAT1 em culturas de astrécitos de ratos expostos a 5 mM de cloreto de aménio (CHAN et
al., 2003). O tratamento com 3 mM de amonia aumenta a expressdo dos canais do potencial
transitorio canbnico 1 (TRPC1) e a liberagdo de calcio intracelular em astrocitos de
camundongos cultivados, sendo inibido pelo antagonista Canrenona (LIANG et al., 2014).
Além disso, especula-se que o excesso de célcio intracelular induzido pela NH3 possa contribuir
para a oxidacdo do RNA, resultando na producdo de espécies oxidantes de RNA, como 185-
mRNA e 0 RNA do transportador de glutamato/aspartato (GLAST RNA) (GORG et al., 2008).
A hiperativacdo dos receptores N-metil-D- aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA\) e receptores de acido kainico (kainato) induzida pelo excesso de
Glu extracelular promove um influxo excessivo de calcio intracelular através da ativacao de
vias de sinalizacdo dependentes de calcio, como o complexo célcio-calmodulina, a ativacdo de
canais de calcio dependentes de voltagem (VGCCs) e os canais operados por receptores
(ROCCs). Isso leva a produgdo de espécies reativas de oxigénio, disfungdo mitocondrial,
ativagdo de proteases e consequente comprometimento neuronal (LOMBARDI et al., 1994;
MICHALAK et al., 1997; HERMENEGILDO et al. 2000).

Esse excesso de Glu também pode ser convertido em neurotransmissor GABA pela
enzima glutamato descarboxilase, dessensibilizando seus respectivos receptores GABA A,

GABA B e GABA C. Os agonistas inversos parciais dos sitios benzodiazepinicos, nos
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receptores GABA-A, Ro 15-4513 e Ro 15-350, tiveram um efeito significativo no grau clinico
de EH aguda em ratos Wistar induzidos experimentalmente (BOSMAN et al., 1991). Além
disso, os bloqueadores do receptor GABA (bicuculline), do receptor de benzodiazepina (Ro 15-
1788) e dos canais de cloreto (isopropilbiciclogosfato) induziram uma diminuicdo transitéria
na gravidade clinica da EH em coelhos New Zealand white submetidos a EH aguda (BASSETT
et al., 1987). A estimulacdo excessiva dos receptores GABA pode levar a sedacdo,
comprometimento da cognicgdo e relaxamento muscular. Também pode resultar em ansiedade,

distarbios do humor e depress&o respiratoria.
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Figura 4. Esquema ilustrativo da sinergia entre a hiperamonemia e a neuroinflamacéo, que resulta em
alteracBes na neurotransmissao. Estas alteracdes, por sua vez, desencadeiam modificacbes cerebrais,
como deéficits cognitivos e comprometimento motor e de coordenacdo, em quadros de encefalopatia
hepética (Adaptado de LIMON et al., 2021).

2.6 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

O SRA ¢é um conjunto peptidico-enzimatico envolvido no processo de vasoconstricao,
que regula o volume de liquidos extracelulares e presséo arterial, objetivando assim, uma
homeostase circulatoria (SPARKS et al., 2014). Este sistema influencia amplamente as fun¢oes
cardiovasculares, cerebrais e renais por meio de mdaltiplos mediadores, receptores e
mecanismos de sinalizacdo intracelular (SANTOS et al., 2018). O eixo classico do SRA é
constituido pela ECA, ANG Il e seu receptor do tipo 1 e 2 (AT1R e AT2R), sendo que a maioria
dos efeitos exercidos por Ang Il, ocorre via receptor do tipo 1 (GIRONACCI et al., 2018). A

fisiologia do eixo classico de SRA inicia-se com a renina, que € uma enzima proteolitica
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encontrada nos tecidos ou circulacéo sob a forma ativa, ou inativa (prdé-renina). A concentracéo
da renina circulante esta relacionada com a velocidade na formacédo de Ang Il. Sua forma ativa
é capaz de clivar o angiotensinogénio para a formacéo de angiotensina I, que na sequéncia é
clivada pela ECA para a sintese de Ang |1, que é o peptideo mais ativo e efetor do sistema SRA
(MCKINLEY et al., 2003; PAUL et al., 2006). Sabe-se que os receptores AT1R e Mas sao
expressos por neurdnios, astrocitos e microglia em diferentes areas do encéfalo, incluindo o
cortex e o hipocampo (LENKEI et al., 1997).
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Figura 5. Diagrama esquematico dos componentes dos eixos classico e alternativo do SRA. E possivel
observar que os receptores AT1 relacionados a via classica estdo expressos em neurdnios, astrocitos,
microglia e oligodendrécitos, ao passo que os receptores MAST estdo presentes em neurdnios, astrocitos
e microglia (Adaptado de JACKSON et al., 2018).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que a via classica do SRA (ACE/Ang
II/AT1R) induz a neuroinflamacéo exacerbada em diferentes doengas neuroldgicas. O receptor
ATI1R é um tipo de receptor acoplado a proteina G que, quando ativado, desencadeia a ativagdo
da enzima fosfolipase C. Essa enzima, uma vez ativada, catalisa a hidrélise do fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) em dois importantes mensageiros secundarios: inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) (EXTON et al., 1987; MARRERO et al., 1996; DANIELS et al., 2005;
ZAIKA et al., 2006). O IP3 ¢ responsavel pela liberacdo de célcio intracelular, enquanto o
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DAG, com o aumento do calcio intracelular, atua como um ativador da proteina quinase C
(PKC) (DIXON et al.,, 1994; HUANG et al., 1989). A ativacdo da PKC, por sua vez,
desencadeia a ativacdo de vias de sinalizacdo, como fator nuclear kappa B (NFKB), proteina
ativadora-1 (AP1), proteina de ligagdo responsiva ao AMPc (CREB), proteinas transdutoras de
sinais e ativadoras da transcricdo (STATS) e NADPH oxidase. Esses eventos tém um papel
significativo na transducdo de sinais intracelulares e na regulacéo de varias respostas celulares
(AKTAN et al., 2004; BUFFO et al., 2010; XIAO et al., 2013). No entanto, a hiperativacao
neuronal de Ang Il e ACE tem sido associada ao aumento da morte celular e neurodegeneragao
desencadeadas por processos inflamatérios em diferentes doencas neuroldgicas (SAAVEDRA
et al., 2012). A acdo de Ang Il via receptor AT1R pode ativar a producao de espécies reativas
de oxigénio em células da glia e neurdnios dopaminérgicos (RODRIGUEZ-PALLARES et al.,
2012). Em estudos realizados com modelos animais, o losartan demonstrou resultados
promissores na modulacdo do estresse oxidativo através da regulacdo da enzima NADPH
oxidase, que inclui a subunidade p67phox, em camundongos C57BL/6 com mutacdes
relacionadas a doenca de Alzheimer (ONGALI et al., 2014). Em um estudo conduzido por
TIAN et al. (2019), células PC12 induzidas por AB1-42 foram utilizadas como modelos in vitro
de amiloidopatia. Foi observada que a ang Il desencadeou a apoptose, evidenciada pelo
aumento da atividade da caspase-3. Além disso, nosso grupo de pesquisa avaliou a interacdo
entre 0 SRA e o d6xido nitrico na fase aguda da infeccdo por T. cruzi em ratos. Os animais
infectados e tratados com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase apresentaram maior
parasitemia, parasitismo cerebral e neuroinflamacédo associados a reducdo dos niveis teciduais
de ACE2 (RACHID et al., 2019). Estudos recentes desenvolvidos pela nossa equipe também
tém demonstrado aumento dos niveis da ACE e reducdo dos niveis Ang-(1-7) no cortex pré-
frontal de camundongos com EH, indicando a participacdo dos eixos classico e alternativo do
SRA na patogénese da sindrome (OLIVEIRA et al., 2022). Por outro lado, a cascata do eixo
alternativo do SRA comeca com a conversao de Ang Il em Ang- (1-7) por ACE2 (Santos et al.,
2018). Ang- (1-7) se liga ao receptor Mas, resultando em respostas neuroprotetoras,
antiapoptaticas e antiinflamatorias (JIANG et al., 2012; ROCHA et al., 2018). A administragdo
intracerebral da (Ang-(1-7) na substéncia negra de ratos com agregacdo de alfa-sinucleina
mitigou 0 processo apoptdtico das células dopaminérgicas e reduzir os niveis da proteina o-
sinucleina (KANGUSSU et al., 2022). Em um estudo realizado com um modelo de ratos Wistar

fémeas com amiloidopatia induzida por injecdo de D-galactose, a administracdo do ativador de
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ACE2, diminazeno, resultou em regulacdo positiva da via de sinalizacdo
PI3K/Akt/Thr308/Ser473. Essa via desempenha um papel crucial na fosforilagdo das vias de
sinalizacdo mTOR/GSK-3/Bad/FOXO, que estdo envolvidas no crescimento, sobrevivéncia e
proliferacdo celular (KAMEL et al., 2018). Os efeitos benéficos da infusdo intraventricular de
Ang- (1-7) também foram demonstrados em ratos com isquemia cerebral permanente. Ang 1-7
melhorou os déficits neuroldgicos, reduziu o volume do infarto e de citocinas pro-inflamatdrias
no encéfalo (JIANG et al., 2012). Outro possivel mecanismo de neuroprotecdo induzido pela
reducdo da atividade da via classica e aumento da expressdo dos componentes da via alternativa
do SRA esta associado a elevacao dos niveis dos fatores neurotréficos (FOUDA et al., 2017;
ISHRAT et al., 2015). As neurotrofinas sdo uma classe de fatores neurotréficos fundamentais
no desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e neuroplasticidade. S&o proteinas basicas
pequenas, com uma massa molecular de cerca de 13kDa e pH entre 9 e10 que se ligam com alta
afinidade aos receptores da familia de tirosina quinase dependente de neurotrofina (Trk)
(DECHANT et al., 2003). Entre essas neurotrofinas, destaca-se o fator de crescimento nervoso
(NGF), que se liga ao receptor tirosina quinase TrkA,; o fator neurotrdfico derivado do cérebro
(BDNF), que se liga aos receptores TrkB e TrkC; o fator de crescimento glial (GDNF), que se
liga ao receptor GFRal; e o fator neurotrofico derivado do figado (LIF), que se liga ao receptor
LIFRP (SKAPER et al., 2012). Quando as neurotrofinas se ligam aos seus receptores de tirosina
quinase, desencadeiam a ativacdo da cascata de sinalizacdo intracelular (SCHLESSINGER et
al., 1992). Alteracbes na expressdo ou no funcionamento dessas moléculas podem levar a
distarbios no desenvolvimento neuronal, bem como altera¢Bes neuroplésticas e morte neuronal.
Essas alteracdes estdo frequentemente associadas a doencas neurodegenerativas, caracterizadas
por um declinio progressivo na funcdo cognitiva e motora devido a perda neuronal (LEVY et
al., 2018). Além disso, a modificacdo de vias especificas do cérebro pode afetar a regulacdo de
neurotrofinas. Um estudo realizado por Oliveira et al. (2022) demonstrou que a diminuicdo do
peptideo Ang-(1-7) no cérebro esteve associada a uma redugdo nos niveis de NGF no cortex
pré-frontal de camundongos machos da linhagem C57BL/6 induzidos a HE aguda com uma
dose Unica i.p de TAA. Além disso, estudos sugerem que ha uma tendéncia de aumento nos
niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo e no cértex pre-frontal.
Essa resposta pode ser explicada como um mecanismo compensatério desencadeado pelo
aumento da razdo entre a ang Il e o Ang-(1-7). Interessantemente, foi demostrado que

Candesartan, um antagonista de ATIR, promoveu aumento da neuroplasticidade e da
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concentracdo de BDNF no cérebro de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo (ISHRAT et
al., 2015). A desregulacdo dos eixos classico e alternativo do SRA no SNC também foi
observada durante a infeccdo por SARS-CoV-2. Este virus promoveu reducdo da expressdo da
via alternativa (Angio 1-7/MAS) e potencializou a expressdo dos componentes da via classica
(ECA/Angio 1I/AT1R). Acredita-se que um dos mecanismos envolvidos com as alteraces no
SNC por SARS-COV-2 seja a regulacdo negativa da expressao de ACE2 ligada a proteina spike
da glicoproteina viral. Além disso, sabe-se que infec¢do por SARS-CoV-2 em camundongos
promoveu reducdo da expressdo de ACE2 e aumento dos niveis de ang Il no SNC. Esses
efeitos podem resultar em hipoperfusdo devido a vasoconstricdo e disfuncdo endotelial, bem
como lesdo vascular devido a inflamacéo e oxidacdo excessiva (NAJJAR et al., 2020).

A angiotensina IV (Ang 1V), é um peptideo derivado da ang Il por meio da acdo da
ECA2. A Ang IV atua principalmente no receptor AT4R e possui propriedades antiapoptéticas,
anti-inflamatorias e vasodilatadoras. Além disso, desempenha um papel crucial em uma
variedade de funcdes cerebrais, como a regulacdo da pressdo arterial, o aprendizado e a
memoria, 0 controle do apetite e a modulacdo do estresse oxidativo. Assim, a Ang IV
desempenha uma funcéo significativa na fisiologia do organismo, estando envolvida em varias
funcdes cerebrais essenciais (NEHME et al., 2019). Foi observado que o composto denominado
divalinal, que blogueia seletivamente o receptor AT4R, teve um efeito negativo nos beneficios
proporcionados pelo losartan em relacdo a funcdo cognitiva, memoria, neuroinflamacdo e
funcdo cerebrovascular em um modelo de camundongos C57BL/6 com mutacdes relacionadas

a doenca de Alzheimer (Royea et al., 2017).
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Figura 6. Diagrama esquematico da cascata de rea¢Ges dos componentes do sistema renina-angiotensina
no SNC (adaptado de JACKSON, AC et al., 2018).

2.7 Tratamentos farmacologicos atuais

O tratamento atual da EH é considerado paliativo, 0 que se concentra em aliviar 0s
sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente, em vez de curar a condi¢do subjacente do
figado (ROGAL et al., 2022). As estratégias de controle da hiperamonemia visam tando a
reducdo da producdo quanto o aumento da sua remocdo do corpo. A AASLD e a EASL
recomendam o uso do dissacarideo ndo absorvivel lactulose como terapia de primeira linha no
tratamento de episodios de EH evidente (AASLD/EASL 2014; VILSTRUP 2014). A
administracdo de lactulose, de 30 a 45 ml, ocorre de duas a quatro vezes ao dia, e visa alcancar
de duas a trés evacuacdes diarias. Durante esse processo, as bactérias no colon metabolizam a
lactulose, resultando na producéo de acido lactico, o que reduz o pH. Essa acidificacao favorece
a conversdo de NH3 em amoénio NH4, sendo que este Gltimo ndo pode ser absorvido pelo
intestino e é eliminado, contribuindo assim para a reducéo dos niveis de amdnia no organismo.
(HUDSON et al., 2019). Um tratamento alternativo utilizado € a rifaximina, um antibiotico
recomendado para reduzir o risco de recorréncia da EH em adultos. Sua agdo visa reduzir a
carga bacteriana no intestino, levando a diminuicdo da producdo de amonia pela microbiota

intestinal (JESUDIAN et al., 2020). Além da rifaximina, outros antibidticos, como o
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metronidazol e a neomicina, também podem ser utilizados no tratamento da EH, visando reduzir
a producgéo de amonia pelos microorganismos intestinais (SORENSEN et al., 2020).
Além dessas opcdes terapéuticas, outras estratégias visam reduzir a producéo e absorcao de
amonia no intestino. Isso inclui o uso de L-ornitina L-aspartato (LOLA) e aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA). O LOLA tem sido utilizado para estimular a sintese de ureia no
figado, facilitando assim na remog¢do de NH3. Os BCAAs, por sua vez, podem favorecer a
eliminacdo de aménia ao promoverem o aumento da sintese de glutamina nos masculos, a qual
captura a amonia para ser transportada ao figado (HIGUERA-DE-LA-TIJERA et al., 2023).

A neuroinflamacdo na EH, associada a disfungdo da BHE, a ativacdo da micrdglia e a
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, acelera o progresso para o estado de coma e eventual
oObito, resultando em uma alta taxa de morbimortalidade, caracteristica do quadro de EH do tipo
A (SHAWCROSS et al., 2005; YOU et al., 2017; KORNERUP et al., 2019). A falta de um
tratamento especifico aprovado para lidar diretamente com essa neuroinflamacéo destaca a
urgéncia de uma compreensao abrangente dos mecanismos subjacentes e da necessidade de
desenvolver abordagens eficazes e seguras para 0 seu manejo. Isso pode contribuir para a
reversdo do quadro de EH, proporcionando tempo para o transplante hepatico, que atualmente
€ a Unica abordagem efetiva para o tratamento da IHA (FALLAHZADEH et al., 2022).

2.8 Telmisartan

O telmisartan é um antagonista ndo peptidico de alta afinidade para o receptor 1 da ang
Il e é derivado do benzimidazol, integrando assim o grupo dos bloqueadores dos receptores de
Angll (BRAs), também conhecidos como sartans. Além de inibir os efeitos da angiotensina Il,
o telmisartan atua como agonista parcial do receptor PPAR-y. Assim, os sartans exercem
potencial efeito redutor de estresse celular, inflamacdo e gliose em condi¢des relacionadas a
doencgas cerebrovasculares, neurodegenerativas e neuropsiquiatricas (LABANDEIRA et al.,
2014; COSARDERELIOGLU et al., 2020; ABABEI et al., 2023). Em ensaios in vitro e em
modelos pré-clinicos demostram que o telmisartan modula a hiperativacdo do receptor AT1,
mediada pela Angll em células gliais. Esses eventos resultam em respostas anti-inflamatorias,
atenuando processos como a deposicao de beta-amiloide e a hiperfosforilacdo da proteina tau,
0s quais estdo associados a neurodegeneracdo na doenca de Alzheimer (TORIKA et al., 2017).

Além disso, o telmisartan exerce sua influéncia na hiperativacao do receptor AT1 em células
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gliais e neurbnios dopaminérgicos, estabelecendo um equilibrio nos niveis de dopamina e
contribuindo para a restauracao da funcao cognitiva (GARCIA et al., 2014). O telmisartan, ao
ativar o receptor PPAR-gamma, demonstrou efeitos benéficos em modelo de estresse cronico,
reduzindo comportamentos do tipo depressivo e revertendo a diminui¢cdo de PPAR-gamma e
serotonina (5-HTT) no hipocampo (CHENG et al., 2017). A combinacdo do bloqueio do
receptor AT1r e a ativacdo do receptor PPAR-gama também foi associada a diminuicdo dos
efeitos neurotoxicos de Glu e melhora da fungdo motora e memaria em camundongos com lesao
traumatica (WANG J. et al., 2014; VILLAPOL et al., 2012). Além disso, a regulagdo positiva
da Ang Il também tem sido associada ao aumento da morte hepatocelular e inflamacao
exacerbada desencadeada por processos inflamatorios em diferentes modelos experimentais de
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), doenca hepética alcodlica (DHA),
isquemia-reperfusdo hepética e hepatotoxicidade aguda induzida por drogas em ratos e
camundongos (FOUAD et al., 2012; FOUAD et al.,, 2012; ATAWIA et al., 2017;
ABDELHAMID et al., 2021). O telmisartan apresenta efeitos benéficos na hipertensao portal
causada pela cirrose em ratos, resultando na diminuicdo da presséo no sistema portal, supresséo
da inflamacdo e reducdo da fibrose no figado (ZHENG et al., 2022). Em camundongos
submetidos a uma dieta rica em gordura, o telmisartan demonstrou eficacia na reducao dos
distdrbios associados a DHGNA e na promocdo de efeitos anti-inflamatérios no figado
(BOREM et al., 2022). Esses estudos ndo apenas destacam a potente capacidade do telmisartan
de bloquear o receptor AT1 da Ang Il e ativar o receptor PPAR-gama, mas também evidenciam
sua habilidade de atravessar a BHE (LABANDEIRA et al., 2014; COSARDERELIOGLU et
al., 2020; ABABEI et al., 2023). Além disso, visto que o telmisartan ja € um medicamento
aprovado e amplamente estudado para outras condi¢des médicas, o reposicionamento torna-se
uma estratégia interessante para diminuir tanto o tempo quanto os custos relacionados ao
desenvolvimento de novos medicamentos na EH e em outras doencas que envolvam esses
componentes (WANG J. et al., 2014; VILLAPOL et al., 2012).
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Figura 7: Representacdo esquematica do bloqueio do receptor AT1 pelo telmisartan e da sinalizagdo
mediada pelo receptor PPARg (Adaptado de Saavedra et al., 2012)
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3. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com telmisartan nos parametros comportamentais,
alteracdes patoldgicas e bioquimicas em camundongos submetidos a EH aguda induzida por
tioacetamida (TAA).

3.2 Objetivos especificos

Nos camundongos submetidos EH néo tratados e tratados com telmisartan:
3.2.1 Avaliar as alteracdes clinicas, como peso corporal e aparéncia geral, consumo de dgua e
racao, e taxa de sobrevivéncia ao longo do periodo de estudo.
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3.2.2 Caracterizar a atividade locomotora por meio de teste de campo aberto e a forca

neuromuscular e estabilidade, e forca geral por meio de teste de forca de preensdo manual;

3.2.3 Analisar as alterac6es histopatoldgicas nas diferentes regides do encéfalo e no figado para

avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas, como degeneracdo, inflamacao e necrose.
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4. METODOLOGIA

4.1 Substancias Farmacoldgicas e Quimicas

O telmisartan (Micardis/Tel) e a tioacetamida (CH3CSNH2/TAA) foram adquiridos das
empresas Sigma-Aldrich, sediadas em St. Louis, MO, e Sigma-Aldrich Co., localizada em St.
Louis, EUA, respectivamente. As solugdes utilizadas foram preparadas de acordo com
protocolos previamente estabelecidos pelo nosso grupo de pesquisa (MIRANDA et al., 2010).
O telmisartan foi solubilizado em propilenoglicol (PEG), enquanto a TAA foi dissolvida em

solucdo salina. Ambas as substancias foram preparadas diariamente, em doses especificas.

4.2 Animais

No ambito deste estudo, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas,
entre 10 e 12 semanas. Esses animais foram obtidos junto ao Centro de Bioterismo (CEBIO)
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Os camundongos foram acondicionados em gaiolas coletivas, tendo a disposi¢cdo agua e racdo
ad libitum, sob condi¢cdes controladas de temperatura e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12/12 horas). Os procedimentos experimentais foram conduzidos em conformidade com as
diretrizes éticas estabelecidas pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG,
sob o protocolo de numero 341/2018.

4.3 Grupos e delineamento experimental

O presente estudo empregou a formacéo de quatro grupos distintos, cada um composto
por 10 camundongos (n=10), distribuidos da seguinte forma:
= O grupo (Controle + Salina) recebeu uma Unica dose intraperitoneal de solucéo salina,
seguida por tratamento via gavagem com 10 mg/kg da mesma solug&o.
= O grupo (TAA) foi submetido a uma Unica dose intraperitoneal de 600 mg/kg de TAA
induzindo a EH, seguida por tratamento via gavagem com 10 mg/kg da solucéo salina.
= Ogrupo (Controle + Tel) recebeu uma Gnica dose intraperitoneal de uma solucéo salina,

seguida por tratamento via gavagem com 10 mg/kg de telmisartan.
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= O grupo (TAA + Tel) foi submetido a uma Unica dose intraperitoneal de 600 mg/kg de
TAA induzindo a EH, seguida por tratamento via gavagem com 10 mg/kg de
telmisartan.

= Em todos 0s grupos, o tratamento com telmisartan ou salina via gavagem teve inicio 6
horas ap0s a administracdo da dose Unica intraperitoneal da TAA, ou salina, e foi
mantido a cada 12 horas ao longo de um periodo de trés dias, de acordo com o protocolo

predefinido.
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Figura 8. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: Controle Salina, Controle Tel,
TAA e TAA Tel. O peso dos animais foi registrado diariamente ao longo de um periodo de trés dias. O
teste de campo aberto (CAT) foi conduzido 24 e 72 horas ap6s a administracdo intraperitoneal (i.p.) de
TAA ou Salina. O teste de forca de tragdo muscular (TFT) foi realizado 72 horas ap6s a administracao
i.p. de TAA ou Salina. A eutanasia foi realizada por sobredose da combinacdo de xilazina a 10 mg/kg e
cetamina a 100 mg/kg. Amostras de soro, figado e encéfalo foram coletadas 72 horas ap6s a
administracéo e tratamento.

4.4 Inducdo da encefalopatia hepética

A EH foi induzida por meio da administracdo intraperitoneal de uma dose Unica de 600
mg/kg de tioacetamida (TAA), adquirida da Sigma - Aldrich® (St Louis, MO, EUA), conforme
previamente estabelecido pelo nosso grupo (MIRANDA et al., 2010). Os animais controles
também receberam solucdo salina pela mesma via de administracdo. Todos os volumes

injetados foram calculados com base no peso dos animais. Para prevenir hipoglicemia e
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desidratacdo, todos os animais receberam uma injecdo de 500mL de solucgéo salina 0,9% com

glicose 5% no momento da administracdo de TAA.

4.5 Tratamento com o telmisartan

Foi realizado o bloqueio farmacoldgico em animais induzidos a EH por gavagem,
utilizando 10mg/kg telmisartan adquirido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). A
administracdo do telmisartan seguiu protocolo previamente estabelecido pelo nosso grupo de
pesquisa. Os animais controles também receberam telmisartan pela mesma via de
administracdo. As doses foram ajustadas com base na média de peso corporal dos animais. O
tratamento teve inicio 6 horas ap6s a administracdo i.p. de TAA ou salina. Tanto os animais
induzidos quanto os ndo induzidos a EH, receberam diariamente uma dose de 10mg/kg de
telmisartan ou salina. O tratamento foi mantido a cada 12 horas ao longo de um periodo de trés
dias ap0s a inducéo. A escolha do momento de inicio do tratamento foi baseada na necessidade
de avaliar a fase aguda da lesdo, considerando que o prejuizo na atividade locomotora é

identificado até 24 horas apds a indugdo.

4.6 Avaliacéo clinica e dos parametros comportamentais

Os animais tiveram seu estado clinico observado diariamente e foram pesados em
balanca Precision PR 3000 diariamente. Um e trés dias apds a administracdo intraperitoneal da
TAA ou salina, tanto os animais tratados quanto os ndo tratados com telmisartan foram
submetidos a testes comportamentais. Os parametros comportamentais foram avaliados por
meio dos testes de campo aberto e for¢a de tracdo muscular. Previamente aos testes, os animais
foram conduzidos ao local do experimento para minimizar os efeitos da transferéncia sobre o
resultado dos testes. Os aparelhos foram devidamente limpos apos a avaliacdo de cada animal,
para evitar a influéncia de odores durante o teste (TAKAHASHI et al., 2006). Um sistema de
captacdo de imagem foi utilizado para registrar 0 comportamento dos animais, com o intuido
de aprimorar a avaliagdo dos parametros investigados. Para a captura e analise dos
comportamentos, foi utilizado o software de captura e rastreamento de imagens EthoVision XT
(Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA).
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4.6.1. Avaliacéo da atividade locomotora por meio do teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais,
sendo realizado 24 e 72 horas ap6s a administracdo i.p. da TAA ou salina seguido de tratamento
com o telmisartan, ou salina. O aparelho PhenoTyper® foi utilizado, o qual consiste em uma
caixa com base quadrada branca e paredes transparentes de acrilico. As paredes externas da
caixa foram revestidas com papel Kraft para evitar interferéncias com o meio externo. Os
camundongos foram posicionados individualmente no centro da arena e puderam se
movimentar de forma livre e espontanea durante o periodo de 30 minutos. O experimento foi
conduzido em uma sala vazia e silenciosa, onde apés cada sessdo de exploracdo, a arena era
cuidadosamente higienizada com alcool 70% e papel toalha para evitar a interferéncia de odores
(HALL & BALACHEY 1932; TAKAHASHI et al., 2006).

4.6.2 Teste de forca de tracdo muscular para medicéo e avaliacdo neuromuscular

O teste de forca de tracdo muscular é utilizado para avaliar a atividade neuromuscular
em roedores, como ratos e camundongos, e foi realizado 72 horas apds a administracdo i.p. da
TAA ou salina seguido de tratamento com o telmisartan, ou salina. O equipamento EFF 305
Grip Strenght Meter utilizado é dotado de um sensor de forca com capacidade de até 5 kg de
tracdo, acoplado a uma grade de aco inoxidavel. O animal é posicionado de forma que seus
membros anteriores toquem a grade, enguanto o experimentador segura-o pela cauda e puxa-o
em sua direcdo. Dessa forma, o sensor é capaz de medir a forca exercida pelo animal ao se
agarrar na grade. O equipamento € montado em uma plataforma de aluminio anodizado, com
pés antiderrapantes, e possui um controle eletrdnico com um display que exibe informacoes
relevantes. Na primeira linha do display, é apresentado o valor congelado da forca méaxima
alcangada pelo animal. Na segunda linha, é exibido o valor dindmico da medigédo de forga
durante o teste. E, na terceira linha, € mostrado o valor da media das amostragens realizadas. A

forca foi medida em triplicata e corrigida pela aceleracdo devida a gravidade (g = 9,8 m/s?).

4.7 Eutanasia e coleta das amostras
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Para eutanasia, os animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal (i.p.) com uma
sobredose da combinacdo de xilazina a 10 mg/kg e cetamina a 100 mg/kg, administrando-se
0,3 mL de anestésico para cada 10g de massa corporal do animal. Posteriormente, realizou-se
a necropsia para posterior avaliagdo dos parametros histologicos. Para avaliar a atividade das
aminotransferases ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase),
procedeu-se a transeccdo da veia cava inferior, seguida de uma aspiracdo cuidadosa do sangue
utilizando uma pipeta de Pasteur. O sangue coletado para a dosagem das aminotransferases foi
entdo armazenado em refrigeracdo a -70°C.

4.8 Andlise histopatoldgica do encéfalo e do figado

Amostras de fragmentos do encéfalo e do figado foram fixadas em uma solucdo de formol
tamponado a 10% para preservacao. Em seguida, passaram por processo rotineiro para obtencédo
de se¢des de 4pum de espessura. As laminas preparadas foram submetidas a técnica de coloragao
com hematoxilina-eosina (H&E). Para a analise detalhada das laminas, um microscopio optico
modelo BX41 da Olympus foi utilizado. As imagens obtidas foram registradas utilizando uma
camera Moticam 2500 da Motic e, em seguida, processadas por meio do software Motic Image
Plus 2.0ML. As lesdes foram categorizadas com base em sua intensidade, sendo classificadas
como ausentes (0), leves (I), moderadas (Il) e intensas (l11). As lesdes avaliadas incluiram
degeneracdo hidropica, infiltracdo de células inflamatorias e necrose. As laminas contendo as
secdes de interesse foram escaneadas e posteriormente avaliadas de forma descritiva utilizando

o software Case Viewer 2.4®.

4.9 Dosagem sérica de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST).

A determinacdo sérica das enzimas aminotransferases ALT e AST é amplamente
empregada como uma importante ferramenta para avaliar a funcdo hepatica, devido a sua
localizacéo intracelular presente no citoplasma de hepatdcitos. Em situagcfes de leséo hepética,
essas enzimas sdo liberadas no sangue em niveis elevados, o que permite a deteccdo precoce e
rapida de danos ao figado (SENIOR, 2012). O sangue total foi coletado e a separacdo do soro
foi feita por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. As enzimas
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transaminases ALT e AST foram dosadas no soro dos camundongos, para avaliar o indice de
lesdo hepatocelular, utilizando os kits Transaminase ALT Cinética (K035, Bioclin) e
Transaminase AST Cinética (K034, Bioclin) de acordo com as instru¢fes do fabricante. As
leituras formam realizadas no comprimento de onda de 490 nm na leitora de ELISA HIPO
MPP-96.

4.10 Anélise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade por meio do teste de Kolmorov-
Smirnov. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Analise de Variancia Two-Way
ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Tukey. O teste t de Student foi
empregado para avaliar o escore histopatologico. Todas as anélises foram realizadas usando o
Software GraphPad Prism 9 (GraphPad Sofware, LaJolla, San Diego, CA, EUA). Os resultados
foram expressos como media = erro padrdo da média (SEM). A significancia estatistica

assumida para todos os valores foi de 5% (p<0,05) em testes bicaldais.

5 RESULTADQOS

5.1 Peso corporal

Né&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas no peso corporal 24
horas apds a administracdo da TAA ou salina entre grupos avaliados. Os animais do grupo TAA
exibiram perda de peso significativa entre 48 e 72 horas p.i., em comparagdo com 0 grupo
controle. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
animais expostos a TAA que foram tratados com o telmisartan e aqueles expostos apenas a
TAA nos intervalos de tempo avaliados. 1sso sugere que o tratamento com telmisartan nédo

resultou em beneficios clinicos no peso corporal durante os periodos avaliados. (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo do peso corporal. Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais:
Controle Salina (N=8), Controle Tel (N=8), TAA (N=10), e TAA Tel (N=10). Ao longo de um periodo
de trés dias, procedeu-se a avaliagdo diaria de parametros clinicos para a analise do peso corporal. Nao
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas no peso corporal entre todos os grupos
avaliados 24 horas apés a inducdo da TAA ou salina. Nos periodos subsequentes, de 48 e 72 horas,
também ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos TAA Tel e Controle Tel,
mantendo-se essa tendéncia entre os grupos TAA e TAA Tel. Entretanto, uma diferenca significativa no
peso corporal foi notada entre o grupo Controle e o grupo TAA, tanto 48 horas (****p<0,0001) quanto
72 horas (****p<0,0001) apds a indugdo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Andlise de
Variancia Two-Way, seguido pelo teste de comparacdo maultipla de Tukey com nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

5.2 Curva de sobrevida

A andlise de sobrevida foi realizada em camundongos fémeas da linhagem C57BL/6,
envolvendo tanto os animais expostos a TAA quanto os animais controle, tanto nos grupos
tratados com telmisartan quanto nos grupos ndo tratados. Os resultados demostraram uma
sobrevida média semelhante em todos os grupos avaliados durante o seguimento de trés dias
(Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo da sobrevida em dias foi acompanhado nos quatro grupos experimentais: Controle
Salina (N=8), Controle Tel (N=8), TAA (N=10), e TAA Tel (N=10). Todos os grupos avaliados
apresentam sobrevida média semelhante durante o seguimento de trés dias (p=0,0809), 72 horas ap6s a
administracdo da i.p. e tratamento por gavagem. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelo teste Log
Rank Survival.

5.3. Teste de campo aberto

5.3.1. Altera¢des induzidas por TAA na atividade locomotora de camundongos e o efeito

protetor do telmisartan

O teste de campo aberto foi realizado 24 e 72 horas para avaliar o efeito do telmisartan,
na atividade locomotora em camundongos que receberam uma dose intraperitoneal de 600
mg/kg de TAA, induzindo EH. No grupo de camundongos fémeas expostos a TAA (n=20), foi
observada uma reducdo significativa da atividade locomotora 24 horas p.i. (****p<0,0001) em
comparacdo com os animais controles (n=18) (A). No entanto, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos que receberam TAA tratados com
telmisartan (n=20) e os controles tratados com telmisartan (n=18) 24 horas p.i. Além disso, 0s
animais TAA tratados com telmisartan apresentaram atividade locomotora significativamente
maior (p<0,05) que os animais TAA néo tratados. Esses resultados indicam que a exposic¢do a
TAA causou déficit locomotor nos camundongos ap06s 24 horas da indugdo, mas esse efeito foi

atenuado pelo tratamento com telmisartan (Figura 11) (A).
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A analise das distancias totais percorridas demostrou que, 72 horas apos a inducdo, o
grupo TAA (n=20) apresentou reducdo significativa da atividade locomotora (**p<0,005) em
comparagdo com o grupo controle (n=18). Os animais do grupo TAA tratado com telmisartan
(n=13) apresentaram distancias percorridas similares aos animais controles tratados com
telmisartan (n=18). Além disso, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas na atividade locomotora entre 0s animais expostos a TAA e 0s animais expostos

a TAA e tratados com telmisartan (Figura 11) (B).
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Figura 11. Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais e avaliados por meio do teste
em campo aberto. Sua movimentagdo livre em uma arena foi filmada por 10 minutos e analisada pelo
software EthoVision XT®. Os animais expostos a TAA (n=20) apresentaram reducdo significativa
(****p<0,0001) da atividade locomotora 24 horas ap6s a indugdo, quando comparados com 0s animais
controles (n=18). Nao houve diferenca estatisticamente entre os animais expostos a TAA tratados com
telmisartan (n=13) e animais tratados com telmisartan (n=18), 24 horas p.i. Os animais TAA tratados
com telmisartan apresentaram atividade locomotora significativamente maior (p<0,05) que os animais
TAA ndo tratados. A analise das distancias totais percorridas demostrou que, 72 horas ap6s a inducao,
0 grupo TAA (n=20) apresentou reducdo significativa da atividade locomotora (**p<0,005) em
comparagdo com o grupo controle (n=18). Os animais do grupo TAA tratado com telmisartan (n=13)
apresentaram distancias percorridas similares aos animais controles tratados com telmisartan (n=18). Os
resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). A anélise estatistica foi
realizada pelo teste de Anélise de Variancia Two-Way, seguido pelo teste de comparagdo multipla de
Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

5.4 Teste de forca de preensdo manual

5.4.1 Atividade neuromuscular das patas traseiras e estabilidade, e forca geral utilizando o

teste de forca de preensdo manual durante a execuc¢do do movimento
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Os camundongos C57BL/6 fémeas dos diferentes grupos experimentais néo
apresentaram alteracdes na atividade neuromuscular das patas traseiras e estabilidade (A) e na
atividade neuromuscular de forca geral (B) durante a execucdo dos movimentos, 74 horas p.i.
e tratamento (Figura 12).
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Figura 12. Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: Controle Salina (N=8),
Controle Tel (N=8), TAA (N=10), e TAA Tel (N=10). Posteriormente foram avaliados por meio do
teste de forca de preensdo manual. Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas na
atividade neuromuscular das patas traseiras e estabilidade durante a execu¢do do movimento, 72 horas
apo6s a administracdo da i.p. e tratamento por gavagem (A). Além, disso, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas na atividade neuromuscular de forca geral utilizado as patas
dianteiras e traseiras durante a execugdo do movimento durante a execu¢do do movimento, 72 horas
apos a administracdo da i.p. e tratamento por gavagem (B). A forca foi medida e corrigida pela
aceleracdo devida a gravidade (g = 9,8 m/s?). Os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (SEM). A anélise estatistica foi realizada pelo teste de Analise de Variancia Two-Way,
seguido pelo teste de comparacdo multipla de Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

5.5 Concentracdo sérica das enzimas transaminases

5.5.1 Efeitos de telmisartan na aspartato transaminase sérica (AST) e alanina transaminase
(ALT) 72 horas p.i.

A concentracdo sérica das enzimas transaminases AST e ALT ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre 0os grupos que receberam tratamento com telmisartan e
aqueles que nao foram tratados, tanto nos grupos expostos a TAA quanto nos grupos controle.
Os resultados revelam uma similaridade na concentracdo enzimatica entre os grupos induzidos

a EH e os grupos controles, observada 72 horas apo6s a inducéo (Figura 13).
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Figura 13: A concentracdo nos niveis séricos das enzimas transaminases AST E ALT foi mensurada
em gquatro grupos experimentais: Controle Salina (N=8), Controle Tel (N=8), TAA (N=10), e TAA Tel
(N=10). N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nos niveis da concentragdo
sérica das enzimas transaminases AST e ALT em todos os grupos analisados, 72 horas ap6s a
administracdo i.p. e tratamento por gavagem. Os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (SEM). A anélise estatistica foi realizada pelo teste de Anéalise de Variancia Two-Way,
seguido pelo teste de comparacdo maltipla de Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

6.1 Histopatologia e escore histopatologico do figado

6.1.1 Telmisartan atenuou o dano hepatocelular nos animais expostos a tioacetamida

Né&o foram observadas alteracdes histopatoldgicas nos animais controles nao tratados (Fig. 7 A-
B) e tratados com telmisartan (Fig. 7 C-D). A TAA induziu danos hepéticos intensos com
necrose centrolobular circundada por infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear,
composto por linfocitos e macrofagos, e areas de degeneracdao hidrépica (Fig. 7 E-F). Os
animais expostos a TAA tratados com telmisartan apresentaram focos inflamatérios compostos

por linfocitos e macrofagos delimitadas por areas de degeneracéo hidropica (Fig, 7 G-H).
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Figura 14. Imagens histopatoldgicas de se¢des do figado coradas com H&E. Controle ndo tratado (A-
B), controle tratado com telmisartan (C-D), TAA ndo tratado (E-F), TAA tratado com telmisartan (G-
H), 72 horas ap6és a indugdo com tiocetamida (TAA). Animais controles ndo tratado (A-B) e tratado com
telmisartan (C-D) ndo apresentaram alteracdes histopatoldgicas. O grupo TAA ndo tratado apresentou
necrose centrolobular (estrelas) circundada por infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear, composto por linfocitos e macréfagos (setas) e areas de degeneracao hidrépica (E-F). Os
animais expostos a TAA tratados com telmisartan apresentaram e focos inflamatérios compostos por
linfocitos e macrdfagos (setas) delimitadas por areas de degeneracdo hidropica (asteriscos).
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6.1.2 Telmisartan promoveu reducao do escore histopatoldgico para necrose hepatocelular nos

animais expostos a tioacetamida

A andlise do escore histopatolgico demostrou que o telmisartan promoveu uma reducao
significativa do escore de necrose (p <0,005), em comparagdo com o grupo TAA néo tratado.
Graus semelhantes de degeneracao hepatocelular e inflamagdo foram observados em ambos 0s

grupos (Fig. 8).
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Figura 15. Escore de graduacdo histopatologica de amostras de figado de camundongos TAA néo
tratados e tratados com telmisartan. Os escores para necrose, degeneracao e inflamacdo hepatica sdo
determinados com base no grau de dano hepatocelular, com 0 indicando nenhuma alteracéo histoldgica
e trés indicando o dano mais grave. Os figados dos animais tratados com telmisartan demostraram
necrose menos intensa em comparacao com os animais TAA ndo tratados. Os dados representam a média
+ SEM (n =6 por grupo). *** p <0,005 TAA ndo tratado versus TAA tratado com telmisartan.

7.1. Histopatologia do encéfalo

As anélises histologicas das se¢bes do encefalo, coradas em hematoxilina e eosina, revelaram

uma arquitetura cerebral e cerebelar preservada nos grupos estudados. No grupo controle, tanto
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tratado quanto ndo tratado com o telmisartan, observou-se uma organizacdo neuronal adequada,
evidenciando uma estrutura morfoldgica integra. Tanto nos grupos expostos a TAA quanto nos
grupos expostos a TAA tratados com o telmisartan, a distribuicdo celular e a integridade

neuronal foram mantidas.

8. DISCUSSAO

A EH embora seja uma condi¢do rara, € notoriamente caracterizada por sua rapida
progressédo e alta taxa de mortalidade (STEPANOVA et al., 2012; HIRODE et al., 2019). A
crescente compreensao cientifica tem destacado a importancia da interacdo sinérgica entre a
hiperamonemia e a neuroinflamacdo como fatores cruciais que desencadeiam mudancas
significativas na neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica (MICHALAK et al., 1996;
MCARDLE et al., 1996; TORRES et al., 2021). Essas altera¢cdes neuroquimicas desempenham
um papel central no desenvolvimento de distarbios cerebrais abrangentes, como déficits
cognitivos, bem como comprometimentos das habilidades motoras e de coordenacdo (DE
FRANCA et al., 2020; HAMDANI et al., 2021; POPEK et al., 2022).

Em um estudo recente conduzido por Oliveira et al. (2022), nosso grupo descreveu um
desequilibrio na regulacdo de peptideos nos eixos classico e alternativo do SRA em
camundongos de EH aguda induzida por TAA. Este estudo revelou um aumento na
concentracdo da ECA no cortex pré-frontal dos animais. Concomitantemente, foi observado
uma reducdo nos niveis de Angiotensina 1-7, tanto no cortex pré-frontal quanto no hipocampo.
Considerando o papel fundamental do SRA na modulacdo da inflamacédo e na resposta imune,
este desequilibrio pode estar intimamente relacionado a neuroinflamacdo exarcebada, um
fendmeno comum observado em diferentes modelos experimentais de EH (MIRANDA et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2022). Diante desses achados, nosso estudo se propos avaliar o impacto
do tratamento com telmisartan, um antagonista do receptor AT1 da Ang-Il, em camundongos
submetidos & EH induzida por TAA, abordando aspectos clinicos e alteracbes patoldgicas,
como parte desta complexa interacéo.

A administracdo de TAA comprometeu a condicéo fisica dos animais induzidos a EH,
e apesar dos animais submetidos a EH tratados com o telmisartan ndo terem exibido perda de
peso em comparacdo com seus controles respectivos, 0 tratamento com telmisartan néo

proporcionou beneficios clinicos nos periodos estudados, nem influenciou a sobrevida dos
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animais. No que tange a avaliacdo da atividade locomotora, realizada por meio do teste de
campo aberto, o presente trabalho demostrou, pela primeira vez, que o telmisartan tem o
potencial de atenuar a redugdo na atividade locomotora observada 24 horas apés a inducdo da
EH em camundongos C57BL/6 fémeas, decorrente da administracdo de uma Unica dose
intraperitoneal de 600mg/kg TAA. Estes achados ganham uma importancia particular,
considerando que o prejuizo na atividade locomotora € consistentemente observado como um
marcador precoce em modelos experimentais de EH aguda (MIRANDA et al.,, 2010;
FALEIROS et al., 2014; CITTOLIN-SANTOS et al., 2019). Além do contexto da EH, o
telmisartan mostrou-se promissor no tratamento de doencas neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer e Huntington. Sua eficacia origina-se da capacidade de inibir o receptor
AT1R e ativar o receptor PPAR-y, estabelecendo um equilibrio na regulacdo da
neuroinflamacédo, um fator chave na progresséo dessas doencas. Em um estudo no modelo de
doenca de Parkinson, camundongos C57BL/6J que receberam 10 mg/kg de telmisartan uma
hora antes da exposi¢do a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) durante dois dias
consecutivos exibiram uma recuperagao no prejuizo locomotor, uma diminui¢do na expressao
da proteina a-sinucleina (a-SYN) e um aumento nos fatores neurotr6ficos BDNF e GDNF
(SATHIYA et al., 2013). Em um estudo com a doenca de Huntington, ratos Wistar tratados
com 10 mg/kg de telmisartan, tanto antes quanto ap6s a indugdo com acido 3-nitropropibnico
(3-NP), apresentaram melhora nos disturbios motores e uma reducdo nas citocinas pré-
inflamatorias TNF-a ¢ IL-1P no encéfalo, relacionadas a patogénese da doenca (RASSHEED
et al., 2022). Consecutivamente, em um estudo com modelos de Alzheimer, camundongos ddY
que receberam pré-tratamento com 0,35 mg/kg telmisartan durante um periodo de 14 dias
precedentes a inducdo da doenca por meio da injecédo intracerebroventricular do peptideo Beta-
Amildide 1-40 (AB1-40) exibiram redugdo na expressdo de citocinas inflamatdrias cerebrais,
indicando um uso potencial na modulacdo da resposta inflamatéria associada a doenca
(TSUKUDA et al., 2009). A ECA é responsavel por converter a Ang | em Ang Il. Quando a
Ang Il se liga ao seu receptor AT1R, ocorrem alteracOes intracelulares que desencadeiam a
expressdo de citocinas de perfil pro-inflamatorias, como TNF, IL-1p e IL-6 em células
endoteliais e microglia (GARRIDO-GIL et al., 2017). Em contrapartida, a Ang-1-7 tem papel
crucial na modulacédo desses efeitos pro-inflamatdrios associados a via classica do SRA. Em
culturas de microglia derivadas do hipotdlamo, a exposi¢édo a pro-renina seguida do tratamento

com um anélogo da Ang-1-7 resultou em uma diminui¢do nos niveis de mRNA de citocinas
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pré-inflamatorias, tais como IL-1B e TNFa, enquanto aumentou a expressao de mRNA da
citocina anti-inflamatdria I1L-10. Esses resultados apontam para um efeito neuromodulador dos
componentes da via alternativa nas respostas inflamatdrias mediadas por micréglia (LIU et al.,
2015).

Na fase aguda da EH, pela primeira vez, os achados do teste de forca de preensdo manual
ndo indicaram prejuizo na atividade neuromuscular, estabilidade ou forga geral nos diferentes
grupos avaliados. Esses resultados sugerem que, apesar do impacto do TAA sobre a locomocéo,
a habilidade de gerar forca muscular e a funcdo neuromuscular se mantém inalteradas em nosso
modelo de EH aguda. Em contraste com nossas descobertas, estudos anteriores que utilizaram
modelos de EH cronica, induzida por cirurgia de ligadura do ducto biliar, demonstraram
prejuizos na forca muscular ap6s 43 dias da inducdo (HAKEMI et al., 2023). De maneira
similar, um modelo de EH crdnica induzida por timidina e desoxiuridina também revelou danos
na forga muscular ap6s um ano da inducédo (DIAZ et al., 2014).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que via classica do SRA (ACE/Ang II/AT1R)
também induz a hepatite em diferentes doencas hepaticas. A acdo de Ang Il via receptor AT1
¢ capaz de ativar a producdo prostaglandinas, citocinas pro-inflamatérias, bem como de
espécies reativas de oxigénio em células endoteliais hepéticas, células estreladas hepaticas,
células de kupffer e macré6fagos derivados de monécitos (BATALLERB et al., 2003; KANNO
et al., 2005; MORRIS et al., 2013). A regulacdo positiva da Ang Il tem sido associada ao
aumento da morte hepatocelular e inflamacdo exacerbada desencadeadas por processos
inflamatorios em diferentes modelos experimentais de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA), doenca hepéatica alcodlica (DHA), isquemia-reperfusdo hepéatica (IR) e
hepatotoxicidade aguda induzida por drogas em ratos e camundongos (FOUAD et al., 2012;
FOUAD et al., 2012; ATAWIA et al., 2017; ABDELHAMID et al., 2021). Em estudos com
camundongos, a lesdo hepética aguda induzida por TAA é caracterizada por extensas areas de
necrose hemorragica (MIRANDA et al., 2010). Observa-se também a presenca degeneracao
hidrépica (FALEIROS et al., 2014). Paralelamente, hd um aumento nas concentragdes dos
marcadores hepaticos AST e ALT, bem como alterag¢fes na funcéo hepética evidenciada pelos
niveis de bilirrubina (CHENG et al., 2021). Em modelos de lesdo hepatica aguda causada por
acetaminofeno, séo evidentes a necrose centrolobular, degeneracdo baloniforme, vacuolizacao
citoplasmatica e congestdo dos sinusoides hepaticos. Nota-se também um aumento de Ang I,
NF-kB, TNF-a e iNOS no tecido hepatico (FOUAD et al., 2012). Quando a lesdo hepética



57
aguda € induzida por arsénico, as lesdes incluem degeneracdo baloniforme, vacuolizacdo
citoplasmatica e areas focais de necrose coagulativa nos hepatocitos (FOUAD et al., 2012). Nos
modelos induzidos por azoximetano, observam-se lesdes hepéaticas, como necrose macica,
hemorragia intra-hepética e infiltrado inflamatorio. Além disso, observam-se alteracdes nos
niveis de AST e bilirrubina (HORI et al., 2011).

Nossos resultados indicam que o telmisartan exerce efeito hepatoprotetor na EH
induzida por TAA. As analises histopatoldgicas realizadas em animais tratados com telmisartan
apos a exposicdo a TAA ndo revelaram evidéncias de necrose hepatocelular. O bloqueio do
receptor AT1R pelo telmisartan regula negativamente a modulacdo de processos inflamatorios
e de proliferacdo celular, reduzindo a resposta inflamatoéria e o crescimento celular anormal
(VILLAPOL et al., 2015). Além disso, o telmisartan age como um agonista parcial do receptor
PPAR-y, que, ao ligar-se a esse receptor, regula a expressao de genes anti-inflamatérios e
suprime genes pro-inflamatdrios. Isso culmina em uma resposta anti-inflamatéria e pode
explicar, em parte, os beneficios observados do telmisartan na mitigacdo das alteracdes
hepéticas pela TAA (SALMANI et al., 2020; QUAN et al., 2023). Em um modelo experimental
com camundongos, o telmisartan mostrou reduzir a expressédo de TNF-o, NF-kB e iNOS em
lesGes hepaticas agudas induzidas por acetaminofeno, revertendo as alteragdes histopatologicas
e diminuindo os niveis de Ang Il nos tecidos. (FOUAD et al., 2012). Em um estudo correlato
gue investigou a lesdo hepética aguda induzida por arsénico em camundongos, observou-se que
o telmisartan igualmente diminuiu a expressdo de Ang Il, INOS, TNF-a, NF-kB e COX-2 no
figado, atenuando a necrose hepéatica (FOUAD et al., 2012). Ratos com lesdo hepética aguda
causada por tetracloreto de carbono (CCl4) também mostraram melhora nos marcadores de
lesdo hepética e funcdo hepatica apos o tratamento com telmisartan (ATAWIA et al., 2016).
Além disso, O bloqueio do receptor AT1 da Angll, associado a regulacdo da sinalizagdo
mediada pelo receptor PPAR-y por meio do telmisartan, demonstrou efeitos benéficos na lesdo
de isquemia-reperfusdo. O telmisartan promoveu um aumento na expressdo do PPAR-y,
inibindo a via TLR4/NF-kB, atenuando a necrose hepatica causada pela isquemia-reperfusao
(MORSY et al., 2022). O telmisartan demonstrou beneficios em casos de leséo de isquemia-
reperfusdo, onde aumentou a expressdo do PPAR-y ¢ inibiu a via TLR4/NF-kB, atenuando a
lesdo causada pela isquemia-reperfusao.

A avaliacdo dos niveis séricos de AST e ALT ap0s 72 horas nao revelou diferencas

significativas entre os grupos, indicando que a administragdo de 10mg/kg de telmisartan com 6
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e a cada 12 horas ndo teve efeitos adversos na funcdo hepatica durante esse periodo. Em um
estudo anterior, observamos um padrdo semelhante em nosso modelo de lesdo hepética aguda
induzida por TAA, onde a dosagem da enzima transaminase ALT também ndo apresentou
alteracdes (LIMA et al., 2019). Embora amplamente utilizadas para identificar lesdes agudas,
essas enzimas tém uma meia-vida curta, podendo nédo se manter elevadas nos niveis séricos em
estagios mais tardios da lesdo (MORILES et al., 2002). Em estudo envolvendo camundongos
submetidos a lesdo hepética aguda por nitrato de chumbo, verificou-se que o aumento persistiu
por dois dias para ALT e trés dias para AST, sugerindo que a duragdo da elevagdo dessas

enzimas pode variar em resposta a diferentes agentes lesivos (O'BRIEN et al. 2002).

Conclusao

Nossos dados sugerem que o tratamento com telmisartan na dose de 10 mg/kg,
administrado 6 horas, seguido de 12 horas ao longo de um periodo de 72 horas apés a inducéao
da lesdo hepatica aguda por tioacetamida, promoveu melhora dos déficits locomotores e das

lesGes hepaticas em camundongos.
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