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RESUMO

A encefalopatia hepatica ¢ uma sindrome neuropsiquidtrica que envolve
disfungdes cognitivas e motoras, devido a insuficiéncia hepatica. O figado possui
importante papel no metabolismo de lipideos e macronutrientes, na desintoxicacao e
regulacao do volume sanguineo. A tioacetamida ¢ comumente utilizada para induzir lesao
hepatica aguda, fibrose hepatica e cirrose em camundongos e outros modelos
experimentais. A Tioacetamida pode induzir vacuolizagdo intracelular disseminada,
necrose hepatocelular e infiltragdo de células inflamatérias no figado. Estudos clinicos e
experimentais sugerem que a enzima conversora de angiotensina (ECA), a Angiotensina
(Ang) II e o receptor angiotensinérgico do tipo 1 (AT1R), que compdem a via classica do
sistema renina-angiotensina (SRA), induzem neuroinflamagdo exacerbada em diferentes
doengas neurologicas. Por outro lado, Ang-(1-7), ECA2 e o receptor Mas, que integram o
eixo alternativo do SRA, tém-se mostrado um alvo terapéutico promissor em distirbios
neuropsiquiatricos, levando a neuroprotecao. Este estudo teve como objetivo investigar a
participa¢do dos componentes do SRA assim como os niveis de fatores neurotréficos,
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas no cortex pré-frontal e no hipocampo de
camundongos com EH induzida por TAA. Além disso, avaliamos as alteragdes
bioquimicas e histopatoldgicas no figado dos animais acometidos. Os camundongos com
EH apresentaram niveis corticais elevados de ECA e niveis de Ang-(1-7) reduzidos nas
amostras corticais € no hipocampo, em comparacao aos controles. Os camundongos com
EH apresentaram aumento da razdo Ang II/Ang-(1-7) em associagdo a niveis reduzidos
do fator de crescimento neural (NGF) no cortex pré-frontal. Houve aumento dos niveis de
IFN-y e CCL2 no cortex pré-frontal e de TNF, IL-6, IL-12 e CCL2 no hipocampo dos
camundongos com EH. TAA promoveu necrose hemorragica e inflamagdo associada com
aumento de marcadores de funcdo hepdtica e da atividade dos neutrdfilos e dos
macrofagos. Nossos dados apontam para a possivel participagdo dos componentes do
SRA na fisiopatologia da encefalopatia hepatica induzida por tioacetamida. Sugere-se que
a redu¢do de componentes da via alternativa do SRA esteja associada aos efeitos
deletérios da neuroinflamag¢do e ao menor efeito neuroprotetor do NGF na doenga.
Palavras-chave: sistema renina-angiotensina; citocinas; encefalopatia hepdatica; figado;

tioacetamida; fatores neurotroficos.



ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome that involves cognitive and
motor dysfunctions due to liver failure. The liver plays an important role in lipid and
macronutrient metabolism, in detoxification, and blood volume regulation.
Thioacetamide is commonly used to induce acute liver injury, liver fibrosis and cirrhosis
in mice and other experimental models. Thioacetamide can induce disseminated
intracellular vacuolization, hepatocellular necrosis, and infiltration of inflammatory cells
in the liver. Clinical and experimental studies suggest that the angiotensin converting
enzyme (ACE), Angiotensin (Ang) II, and angiotensin type 1 receptor (AT1R), that
compose the classical pathway of the renin—angiotensin system (RAS), exacerbate
neuroinflammation in different neurologic diseases. Conversely, Ang-(1-7), ACE2, and
Mas receptor, which integrate the alternative RAS axis, have been shown as a promise
therapeutic target in neuropsychiatric disorders, leading to neuroprotection. This study
aimed to investigate the participation of the RAS components and the levels of
neurotrophic factors, pro-inflammatory cytokines, and chemokine in pre-frontal cortex
and hippocampus of TAA-induced HE in mice. We also evaluated the histopathological
and biochemical changes in the liver of affected mice. Mice presented increased cortical
levels of ACE and decreased levels of Ang-(1-7) in pre-frontal cortex and hippocampal
samples compared to controls. HE mice had an increase in the Ang II/Ang-(1-7) ratio
along with reduced levels of neural growth factor (NGF) in the prefrontal cortex. The
animals also showed elevated levels of IFN-y and CCL2 in the prefrontal cortex and of
TNF, IL-6, IL-12, and CCL2 in the hippocampus, compared with controls. TAA
promoted hemorrhagic necrosis and inflammation associated with increased levels of
hepatic markers, and higher activity of neutrophils and macrophages. Our data suggest
the possible participation of components of the RAS in the pathophysiology of TAA-
induced HE. It is suggested that the reduction of components of the alternative RAS axis
is associated with the deleterious effects of neuroinflammation and lower neuroprotective
effects of NGF in the disease.

Keywords: Angiotensin-renin system; cytokines; hepatic encephalopathy; liver;

thioacetamide; neurotrophic factors.
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1. INTRODUCAO/REVISAO DA LITERATURA

1.1 Encefalopatia hepatica

A encefalopatia hepatica (EH) ¢ um disturbio neurologico associado a possiveis
complicagdes clinicas ocasionadas pela faléncia hepatica aguda (FHA) ou cronica (FHC)
(VILSTRUP et al., 2014). A doenga pode ainda estar associada a presenga de desvios porto-
sistémicos congénitos ou adquiridos (JAYAKUMAR & NORENBERG, 2018; DHAREL &
BAJAIJ, 2015; FERENCI et al., 2002). O paciente acometido pela EH apresenta alteragoes
neuropsiquiatricas, que variam desde um leve prejuizo do sono e da atengdo, caracterizando
assim a forma mais leve da doenca ou EH minima, até pronunciadas disfungdes cognitivas e
motoras, confusdo mental e coma (AMODIO et al, 2004; SHAWCROSS et al., 2005). No
entanto, pelo fato da EH apresentar etiologia heterogénea, o diagndstico clinico da doenca
torna-se complicado. Assim, as taxas de incidéncia podem apresentar grandes variagdes
(VILSTRUP et al., 2014). Um estudo com pacientes dinamarqueses portadores de cirrose
alcodlica mostrou que a mortalidade anual ap6s a manifestacdo da EH foi de 64% (JEPSEN et
al., 2010). Outros autores relatam que a encefalopatia sintomatica apresenta uma taxa de
incidéncia de 30 a 40% nos pacientes cirrdticos (VILSTRUP et al, 2014; JEPSEN et al.,
2010; AMODIO et al., 2001). Nos Estados Unidos da América (EUA), foram registradas
110.000 internacdes entre os anos de 2005 € 2009 (STEPANOVA et al., 2012).

Classificada como a 11* causa de morte no mundo, a cirrose hepatica ¢ uma das
causadoras da EH (ASRANI et al., 2018). Melo et al. (2017) mostraram que, no ano de 2015,
as mortes por cirrose e cancer hepatico em decorréncia do uso de alcool foram de 28 mil
mortes no Brasil. Sobre o transplante de figado, sabe-se que o procedimento ¢ muito
importante em diversas doencas hepaticas, incluindo a EH (TROTTER & CARDENAS,
2016). Especificamente sobre os dados epidemioldgicos da EH na América Latina e no Brasil,
observa-se escassez de informacdes.

Um estudo envolvendo os principais centros de transplante hepatico do Brasil, entre
2016 e 2021, buscou investigar as principais causas de insuficiéncia hepatica aguda que
levaram ao transplante de figado no pais. O estudo incluiu adultos e criangas e mostrou que a
etiologia da doenga, na maioria dos casos, era indeterminada. Nas causas determinadas, a
maior prevaléncia foi da lesdo hepatica induzida por drogas, principalmente nas regides Sul e
Sudeste (SANTOS et al., 2021). Nos Estados Unidos, a lesdo hepatica induzida por
medicamentos responde por 50% dos casos (REUBEN et al., 2010).

A FHA ¢ uma disfungdo critica e progressiva que, embora rara, apresenta um alto

risco de morte (THAWLEY, 2016). Clinicamente, observa-se grave deficiéncia funcional do
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figado, intensa lesdo hepatica e distarbios da coagulacdo (DELAY et al., 2019; GREK &
ARASI, 2016; BERNAL et al., 2013). De acordo com O’Grady JG, 2005, a FHA pode ser
dividida em hiperaguda, aguda e subaguda de acordo com o surgimento da encefalopatia, que
varia entre 7 e 28 dias (O’GRADY, 2005).

Geralmente, o processo necrotico estd associado ao uso ou exposicdo a drogas
hepatotoxicas, como o alcool, ou apds um quadro de hepatite viral (GREK & ARASI, 2016;
JAYAKUMAR & NORENBERG, 2018). No contexto da FHA, a encefalopatia hepatica
desenvolve-se de forma conturbada, com rapida deterioracdo do quadro neuroldgico, edema
cerebral, aumento da pressdo intracraniana (PIC), coma e morte (VAQUERO et al., 2003%
THUMBURU, et al., 2011; SHAWCROSS & WENDON, 2012). A FHA apresenta alta taxa
de mortalidade, variando entre 55 e 70% dos casos. Assim, um rapido e eficiente diagnostico
se faz necessario durante os atendimentos de urgéncias médicas em pacientes com FHA
(DELAY et al.,2019; AMODIO, 2018; VAQUERO et al., 2003a). Além disso, quanto mais a
doenga progride, mais chances o paciente tem de se tornar um candidato ao transplante
hepatico, aumentando também o seu risco de morte (BERNAL et al., 2010; O' GRADY et al,,
1993).

No contexto de FHC, a evolu¢do da EH acontece de forma mais lenta, estendendo-se
por meses e agravando-se gradualmente (SUREKA et al., 2015). Exacerbagdes constantes sao
comuns na EH em decorréncia da faléncia hepatica cronica e isso acaba gerando uma enorme
perda da qualidade de vida e da capacidade laborativa do paciente (SUREKA et al., 2015;
VAQUERO et al., 2003).

A cirrose € listada como a principal etiologia da EH, e uma das principais causas de
morte no mundo. Durante os cinco primeiros anos apds o diagnostico da cirrose, estima-se
que o risco de episddios de EH esteja em torno de 5-25% e apos o primeiro episddio, o risco
cumulativo situa-se em torno de 40% de recorréncia (VILSTRUP et al., 2014).

Por apresentar uma ampla gama de manifestacdes clinicas, alguns critérios sao
adotados para a classificagao e melhor manejo e diagnostico do quadro clinico do paciente. A
conferéncia de Viena, em 1998, classificou a EH em diferentes subclasses. O tipo A classifica
a EH associada a FHA (FERENCI et al., 1998). O tipo B se refere a EH decorrente de desvios
porto-sistémicos sem doenca hepatica associada. E o tipo C define a ocorréncia da EH em
pacientes com cirrose e hipertensao portal ou algum shunt porto-sist€émico (MUNOZ, 2008).
Nos casos do tipo C, associados a cirrose, a EH pode ser classificada em episddica, persistente
e subclinica, levando-se em considera¢do o tempo de duragdo dos sinais e sintomas. Como o

proprio nome diz, na forma episddica, o paciente exibe curtos periodos de distirbios da
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consciéncia e alteracdes cognitivas, retornando ao estado normal apds tratamento
(FREDERICK, 2011). Na forma persistente, os episdédios acontecem duas vezes a cada ano e
nao ¢ observado retorno a normalidade apos tratamento. Na forma subclinica ou minima, o
paciente muitas vezes continua com habilidades bem preservadas, como ¢ o caso da fala
(NARDONE, et al, 2016). No entanto, ao ser submetido a testes neuropsicologicos e
neurofisiologicos, demonstra déficit, tornando evidentes alteracdes do estado mental
(FERENCI et al., 2002; NARDONE, 2016). Por isso, a lentiddo observada em estagios
iniciais da doenga pode confundir o diagndstico e dificultar a terapia precoce. Nesse sentido, ¢
muito importante que técnicas de manejo e observagdo desse paciente sejam adotadas de
forma eficiente (NARDONE, 2016). Em muitos casos, os niveis de amodnia no sangue nao
estdo diretamente relacionados ao grau da EH, fazendo com que o diagnostico clinico para a
detec¢do de disfungdes neuroldgicas e exclusdo de outros tipos de doengas seja tdo
importante. Muitos pacientes acometidos pela EH ndo percebem alteragdes em seu
comportamento, ¢ acabam por resistir a avaliacdo clinica, dificultando abordagens médicas
(MUNOZ, 2008).

Clinicamente sao adotados sistemas de classificagao da EH. A escala de West-Haven ¢
uma boa forma de avaliagdo para os pacientes que apresentam EH aparente e em estagios
iniciais da doenga (MUNOZ, 2008; AMODIO, 2018). De acordo com os critérios de West-
Haven, os pacientes sdo classificados em graus de 1 a 4, de acordo com as alteragdes
neuropsicologicas apresentadas (Tabela 01). Outras escalas sdo utilizadas clinicamente para
avaliar estdgios mais avangados da doenga, como ¢ o caso da Escala de Coma de Glasgow.
Nela, ¢ avaliada a abertura ocular, fluéncia verbal e resposta motora (MOURI, et al., 2015;
REITH et al., 2016; revisdoes em BRAINE et al., 2017). Além disso, sistemas de classificagdao
mais precisos vém sendo recentemente estudados (MOURI, et al., 2015; AMODIO, 2018;
MONTAGNESE, et al., 2018).

Alguns tratamentos no intuito de reduzir a producao de amdnia no trato gastrointestinal
tém sido aplicados. Dentre eles, destacam-se os dissacarideos ndo absorviveis, antibidticos e
probidticos. Também sdo administrados moduladores do receptor dcido gama — aminobutirico
(GABA) e medicamentos que aumentam a remog¢ao da amonia através da producgdo de ureia

(BUTTERWORTH, 2019).



Tabela 01: Classificagcdo segundo critérios de West-haven (adaptado de Munoz, 2008 e Amodio, 2018).
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EH Quesito Funcao Comportamento | Anormalidades
consciéncia intelectual neuromusculares
e metabolicas
GRAU I Padrao anormal | Intervalode | Leves alteragdes Incoordenacao
(leve) do sono atencao comportamentais | muscular, tremor
reduzido metabolico.
GRAU II Leve letargia e Amnésia; Mudanga evidente | Asterixis, reflexos
(moderado) | desorientacao raciocinio na personalidade prejudicados,
bastante € comportamento ataxia.
prejudicado inadequado
GRAU III Sonoléncia, Incapacidade Desorientagdo Reflexos
(grave) semiestupor de raciocinar grosseira hiperativos, sinal
de Babinski.
GRAU IV Estupor Ausente Ausente Pupilas dilatadas,
(coma) inconsciente opistétono, coma.

1.2 Alteragdes patolégicas

Durante o desenvolvimento da EH em decorréncia da insuficiéncia hepatica € possivel
observar alteracdes histopatoldgicas importantes, como degeneracdo hidropica e necrose
centrolobular no figado, edema e disfun¢do astrocitica. Nosso grupo de pesquisa observou
elevados niveis de ALT, areas de necrose centrolobular e edema astrocitario, 24h apos a
administracdo de TAA em camundongos C57BL/6 fémeas (FALEIROS et al., 2014). A
ativagdo microglial ¢ um dos fatores responsaveis pelo aumento da liberagdo de citocinas no
encéfalo, aspecto observado em diversas doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas.
Analisando os aspectos morfoldgicos ultraestruturais presentes no coértex cerebral de
camundongos com IHA induzida por TAA através da microscopia eletronica de transmissao,
verificamos anormalidades morfoldgicas nos capilares cerebrais dos animais (FALEIROS et
al., 2014). O edema astrocitario ¢ comum durante o desenvolvimento da EH, sobretudo no
cérebro submetido a concentragdes elevadas de amoénia. Na EH em decorréncia da cirrose, €
comum observar uma alteracdo morfoldgica conhecida como astrocitose Alzheimer tipo 2, ou
seja, edema, alteragdo do padrdo de cromatina e palidez nuclear em astrocitos
(BUTTERWORTH, et al., 1987). Embora menos comum, a morte celular neuronal pode
acontecer na EH. Nas camadas corticais profundas, ocorre degeneracdo espongiforme
(BUTTERWORTH, 2007). Em pacientes com doenca hepatica terminal, observa-se lesao

diencefalica e degeneragdo cerebelar, com perda das células de Purkinje (KRIL &

BUTTERWORTH, 1997).
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Em amostras de tecido cerebral de pacientes com transtorno por uso de alcool e com
diagnéstico de EH, foi observada proliferacao microglial generalizada, com presenga de corpo
celular aumentado (DENNIS et al., 2014). O modelo utilizando ligadura do ducto biliar em
ratos, seguida de alimentacdo com acetato de amoénia para inducdo da EH e condigdo de
hiperamonemia, revelou que os astrocitos aumentaram seu tamanho em cerca de 60%. Assim
também, a frequéncia de ativagdo da microglia esteve aumentada (CHEN et al., 2014). No
cortex pré-frontal de ratos com IHA, foram observadas concentragdes extracelulares
aumentadas de glutamina, em decorréncia da desvascularizagdo hepatica em funcao da
progressdo da EH (MICHALAK ef al., 1996). Com o intuito de diminuir as concentragdes de
glutamina no cérebro e consequentemente o edema astrocitdrio e, a fim de evitar as
complicacdes advindas desse processo patologico, a metionina sulfoximina (MSO), foi
utilizada in vivo e in vitro. A administracdo desse inibidor de glutamina sintetase atenuou o
edema cerebral e diminuiu o pool/ de glutamina astrocitica (WILLARD-MACK et al., 1996;
BLEI et a., 1994; NORENBERG & BENDER, 1994). No entanto, essa abordagem
terapéutica ¢ discutida, pois pode interferir na disponibilidade de glutamato, prejudicando
assim a neurotransmissdo excitatdria e consequente piora da HE (COOPER et al., 1976; RAO

& MEISTER, 1972).

1.3 Modelos experimentais

Existem vérios modelos experimentais desenvolvidos para o estudo desta sindrome. E
importante ressaltar que os modelos devem reproduzir as caracteristicas clinicas apresentadas
em seres humanos, tais como hiperamonemia e inflamagio sistémica (DIAZ-GOMEZ et al.,
2011). Os modelos experimentais para o estudo de lesdo e fibrose hepatica vém sendo cada
vez mais explorados. Estudos recentes mostram inclusive, o uso de mamiferos, como
macacos, por exemplo, para o estudo destes processos (MATSUO et al., 2020; INOUE et al.,
2018).

Ratos ou camundongos com lesdao hepatica toxica a partir da administracdo de drogas
hepatotoxicas, como a tioacetamida (TAA), sdo considerados bons modelos da EH
ocasionada por insuficiéncia hepatica aguda (Tipo A). Para a reprodugdo da EH em
decorréncia da insuficiéncia hepatica cronica (Tipo B), modelos cirtirgicos sao os mais
amplamente utilizados, como, por exemplo, animais com ligadura do ducto biliar. Sobre a
inducdo de cirrose, a partir da utilizagdo do tetracloreto de carbono, pesquisadores ressaltam
ser um modelo de boa reprodutibilidade, mas h4 pouca alteragdo comportamental e taxa de

mortalidade alta (LIMA et al., 2019; SNODGRASS, 1989). Os modelos que mimetizam a
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doenca em decorréncia da lesdo hepatica alcodlica (Tipo C), ainda ndo sdo considerados
satisfatorios (BUTTERWORTH et al., 2009).

O modelo ideal para reproduzir a sindrome deve contemplar aspectos como:
reversibilidade por tratamento apropriado, fornecer janela terapéutica, reprodutibilidade para
inducdo do coma e aumento da pressao intracraniana e grau de insuficiéncia hepatica. A TAA
¢ um desses farmacos capazes de induzir tais respostas no modelo experimental
(SEPEHRINEZHAD et al, 2021). A TAA (CH3CSNH2) ¢ um farmaco originalmente
utilizado como fungicida e que depende da metabolizacao hepatica, pela agdo catalitica do
complexo microssomal citocromo P-450, em S-didxido de TAA, para que seu efeito seja
toxico (MANGIPUDY et al., 1995). Esse metabolito reduz a atividade antioxidante no figado,
acentuando a peroxidacao lipidica e estabelecendo uma condi¢dao de estresse oxidativo que
leva a lesdo hepatica e necrose tecidual (TUNEZ et al., 2005). A TAA ndo é diretamente
hepatotoxica, mas, seus metabolitos, sdo capazes de induzir lesdo a partir do estresse
oxidativo e inflamagdo, gerados ap6s sua administragdo, de maneira semelhante ao que
acontece nos seres humanos com EH (SEPEHRINEZHAD ef al., 2021). A TAA estimula a
liberacdo de ions cdlcio, gerando estresse oxidativo, o que acaba desencadeando alteracdes
fisiopatologicas e deslocamento estrutural e funcional nas células (HAJIPOUR et al., 2021).
O farmaco pode ser administrado de diferentes formas: oral - na 4gua ou na ragdo ingerida,
por intubacdo intragéastrica ou gavagem, ou por injegdes subcutaneas ou intraperitoneais
(FONTANA et al., 1996). A TAA induz a janela de tempo observada em pacientes com FHA,
e ¢ reproduzivel em varias espécies animais (SEPEHRINEZHAD, et al., 2021). Além disso, a
escolha por este modelo se deve ao fato de que o farmaco utilizado para a indugdo ¢ de baixo
custo e os animais da linhagem utilizada sdo disponibilizados em nossos biotérios.

Nosso grupo de pesquisa vem estudando os aspectos clinicos, patoldgicos e
inflamatorios da EH em camundongos, utilizando o fairmaco TAA. Observamos, na fase
aguda, necrose hepatica associada a alteracdo dos marcadores séricos de lesao hepatocelular.
Os animais com EH apresentaram aumento significativo nos niveis cerebrais do
neurotransmissor glutamato e de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias com alteragdes
morfoldgicas dos astrécitos e das células endoteliais (MIRANDA et al., 2010; FALEIROS et
al.,2014).

1.4 Fisiopatologia da Encefalopatia Hepatica
As caracteristicas fisiopatologicas da EH tém sido amplamente discutidas desde os

primeiros registros descritivos da doenca e, até hoje, ndo estdo estabelecidos com precisdao os
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mecanismos para sua génese (BUTTERWORTH, 2019; LIMA et al., 2019; ADAMS, et al.,
1949; BUTTERWORTH, et al., 1987). Sabe-se que seu surgimento estd relacionado com
eventos de hiperamonemia, agdo de neurotoxinas e outros efeitos que envolvem edema
cerebral e resposta neuroinflamatéria exacerbada, com aumento de citocinas pro-inflamatoérias
e estresse oxidativo/nitrosativo (FREDERICK, 2011, WRIGHT & JALAN, 2007,
SHAWCROSS & JALAN, 2005B; SHAWCROSS E JALAN, 2004; BUTTERWORTH,
2002). Com os recentes avangos cientificos referentes a EH, sua origem atualmente ¢
considerada multifatorial. No entanto, sua exata fisiopatologia ainda ndo ¢ totalmente
compreendida. Um consenso entre os estudiosos da area ¢ de que muito provavelmente trata-
se de um mecanismo multifatorial, com interacdo entre diversos fatores (JAYAKUMAR &
NORENBERG, 2018).

Como um produto normal da degradacdo de proteinas e outros compostos no
organismo, em condigdes normais, a amdnia é convertida em ureia, apds passar pelo figado,
orgdo responsavel pela neutralizagdo de substincias potencialmente toxicas ao organismo
(BUTTERWORTH, 2002; CABRERA-PASTOR et al., 2019). Em casos de insuficiéncia
hepética, ocorre o acimulo dessa substancia na corrente sanguinea, fazendo com que outros
orgaos, como o encéfalo e musculos, sejam responsaveis por sua neutralizacio (DHAREL &
BAJAIJ, 2015). Por sua vez, a hiperamonemia sistémica, resulta em alteragdes neuronais que
levam a EH (O’CARROLL, 2008; WRIGHT & JALAN, 2007; SEIFERT et al., 2006;
STEWART E CERHAN, 2005). Além do figado, outros tecidos também desempenham
mecanismos capazes de metabolizar a amonia circulante. No sistema nervoso central, mais
precisamente nos astrocitos, a glutamina sintetase incorpora a amoénia ao glutamato para
transforma-la em glutamina (CABRERA-PASTOR et al., 2019; SCHOUSBOE, et al., 2013).
Os astrocitos sdo células nervosas abundantes no sistema nervoso central e participam da
barreira hematoencefélica, contribuindo para a manutencdo da homeostase cerebral
(CABRERA-PASTOR et al., 2019; SCHOUSBOE, et al., 2013). Como resultado da
hiperamonemia, o excesso de glutamina citoplasmatica desencadeia desequilibrio osmético e
acimulo de 4gua no interior destas células, acarretando em edema cerebral e aumento da
pressdo intracraniana (PIC) (WRIGHT E JALAN, 2007; SEIFERT et al., 2006; STEWART E
CERHAN, 2005; SHAWCROSS E JALAN, 2005B; SHAWCROSS E JALAN, 2004). O
glutamato ¢ um dos principais neurotransmissores de fun¢do excitatoria em mamiferos. Sua
acao ¢ regulada por diferentes receptores e transportadores distribuidos sobre a membrana
celular de neurdnios e células gliais (ROBERTS E FRANKEL, 1950; SWANSON, et al.,
2005; FERRAGUTI E SHIGEMOTO, 2006). Dependendo da regido cerebral, o processo se
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estabelece de diferentes maneiras, principalmente no que se refere ao sistema glutamatérgico.
O glutamato ¢ um aminodcido livre presente no SNC e estd envolvido em processos de
desenvolvimento e plasticidade neural (GREWER et al, 2005; FERRAGUTI E
SHIGEMOTO, 2006). A glutamina, outro importante aminoacido, esta relacionada a
producdo de amoénia e glutamato no intestino, regulando também a producdo de GABA,
neurotransmissor de funcdo inibitéria (REUBI et al., 1978; SCHOUSBOE, et al., 2013).
Além disso, a amonia destaca-se como um importante fator no ciclo glutamina-glutamato-
GABA e qualquer alteragdo em seus niveis, consequentemente interfere na neurotransmissao
glutamatérgica e GABA¢érgica. Sendo a amonia uma substancia chave no contexto da EH, ¢
importante ressaltar seu envolvimento na neurotransmissao (LANZ et al., 2017; LLANSOLA
et al., 2015; CABRERA-PASTOR et al., 2019). Estudos mostram que a maioria dos
transportadores de glutamato ¢ expressa exclusivamente pelos astrocitos, ou seja, essa célula
pode desempenhar um papel crucial no processo de neurotransmissao. Assim como em outras
alteragdes neuroldgicas, na EH também sao relatadas variagdes na concentraciao de glutamato
e sua participacdo na patogénese da doenca (HIBA et al., 2016; LONGO et al., 2016;
KOSENKO et al., 2014a 014b; M. LLANSOLA et al., 2015). Estudos prévios da nossa
equipe de pesquisa mostraram aumento significativo na liberacdo do glutamato no coértex
cerebral em camundongos tratados com tioacetamida (TAA) (MIRANDA et al., 2010). Além
disso, conforme estudo de Mcardle ef al. (1996), também foi verificado aumento dos niveis
extracelulares de glutamato no hipocampo. Utilizando dois modelos de EH em ratos, Moroni
et al. (1938) relataram aumento da sintese e liberacdo de glutamato. Recentemente,
Hernandez-rabaza et al. (2016) e Galland et al., (2017) mostraram que no hipocampo de ratos
com hiperamonemia induzida, a absor¢ao de glutamato por astrocitos foi reduzida, e a partir
desse resultado, levantaram a suspeita da perda de expressdo de transportadores de glutamato
por essas células. Contudo, a patogénese da EH envolvendo alteragdes nos niveis do
neurotransmissor glutamato ainda ¢ motivo de estudo.

Possivelmente devido a sua proximidade com vasos sanguineos, os astrocitos sejam as
células mais afetadas pela hiperamonemia no sistema nervoso central (NORENBERG et al.,
2009). Além da hiperamonemia, o estresse oxidativo/nitrosativo também ¢ um dos fatores
discutidos em relagdo a patogénese da doenca. Esse processo ocorre quando ha um
desequilibrio entre a produgdo e neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) (BOSOI & ROSE; 2013). Além de participarem da sinalizagdo celular,
esses radicais sdo altamente reativos. O excesso desses radicais pode ocasionar lesdes e

consequente disfungdo celular (VALKO et al., 2007, BOSOI & ROSE; 2013). As
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consequéncias desse desbalanco sdo tantas, que acarretam modificagdes em niveis lipidicos,
proteicos e de acidos nucleicos. Modificagdes nos niveis dos acidos nucleicos sdo capazes de
influenciar a sintese anormal de proteinas e alterar processos de tradugdo génica. Essa série de
desequilibrios culmina em edema celular, capaz de produzir mais ROS, caracterizando um
ciclo vicioso (HAUSSINGER & GORG, 2010; REINEHR et al., 2007).

Especificamente as ROS, sdo geradas a partir de moléculas de oxigénio que nio sdao
totalmente reduzidas para formar agua, por exemplo. Dessa forma, anions superdxidos
acabam sendo produzidos e por apresentarem elétrons desemparelhados, tornam-se muito
reativos (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1992). Por se tratar de um mecanismo natural
inerente as células, a producdo de ROS interage diretamente com as defesas enzimdticas em
mamiferos. A glutationa, por exemplo, ¢ um antioxidante capaz de reduzir e tornar as ROS
menos reativas. Além disso, diversas outras moléculas antioxidantes participam ou interagem

nesse sistema de redugdo da reatividade de ROS (DOS SANTOS et al.,, 2015).
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Figura 01: Fisiopatologia da encefalopatia hepatica (adaptado de Cérdoba, J., e Minguez, B., 2008.

Hepatic encephalopathy. Seminars in Liver Disease, 28: 70-80).
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A amonia causa alteracdes celulares que desencadeiam diversas reagdes prejudiciais
ao funcionamento normal das organelas celulares (NORENBERG, et al., 2003). Tem sido
relatado que a amonia afeta negativamente a funcdo de varias enzimas responsaveis pelo
metabolismo energético nas mitocondrias. Alguns estudos tém mostrado os efeitos
fisiologicos e farmacologicos de um aminodcido bastante abundante no corpo humano, a
taurina. Esse antioxidante regula o pH e preserva o potencial de membrana mitocondrial
(HANSEN, et al., 2010). Recentemente, foi verificado que a administracdo de taurina em
condigdes de lesao hepatica aguda e cronica impediu o aumento nos niveis de amoOnia
plasmatica e cerebral (HEIDARYI, et al., 2016). O grupo observou edema cerebral pronunciado
em animais com lesdo hepatica aguda induzida por acetaminofeno e lesdo crénica por
ligadura do ducto biliar. Quando se administrou a taurina, os niveis de amoénia foram
significativamente reduzidos. As alteragdes histopatologicas induzidas pela lesdo hepatica
foram também menores nos animais tratados com taurina (HEIDARI, et al., 2016). Outros
estudos investigaram o papel da taurina nos eventos inflamatdrios, apoptoticos e de estresse
oxidativo em modelo animal de ratos com acidente vascular cerebral (NIU et al., 2018). Os
autores mostraram que a taurina reduziu os déficits neurologicos, edema cerebral e eventos de
morte celular. Além disso, produziu melhora significativa da fung¢do mitocondrial,
potencializando a sintese de proteinas na mitocondria. Dessa maneira, esse potente
antioxidante desponta como um alvo terapéutico no tratamento da EH (NIKNAHAD, et al.,
2017; NIU et al., 2018).

O papel da inflamacdo no contexto da EH vem sendo cada vez mais discutido.
Acredita-se que, associados a hiperamonemia, outros fatores como a libera¢do de mediadores
inflamatérios estejam intimamente implicados na patogénese da EH (WRIGHT &JALAN,
2007; SHAWCROSS et al., 2007; AVRAHAM et al., 2006; STEWART &CERHAN, 2005;
SHAWCROSS &JALAN, 2005B; SHAWCROSS & JALAN, 2004). A alta producgdo de
citocinas pro-inflamatoérias durante quadros de insuficiéncia e cirrose hepatica estd
diretamente relacionada a lesao hepatica (MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

Em estudo prévio, Shawcross e Jalan (2004), por meio da administragdo oral de uma
solucdo composta por aminodcidos que mimetizam a hemoglobina, induziram a
hiperamonemia em pacientes com cirrose hepatica que apresentavam uma resposta
inflamatoéria sistémica. Esses autores demonstraram que a presenga do processo inflamatorio
sistémico associado a hiperamonemia acarretou uma piora significativa na fun¢do neurologica
dos pacientes com cirrose. Esse achado indica que os mediadores inflamatorios sistémicos

podem atuar como moduladores dos efeitos neuropsicoldgicos decorrentes da hiperamonemia,
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corroborando a hipotese de que a inflamagdo ¢ importante para a patogénese da EH
(SHAWCROSS & JALAN, 2004).

Em consequéncia da hiperamonemia, os eventos neuroinflamatérios sao estimulados
ao longo da EH. Ocorre ativagao de células gliais e consequente liberagdo de citocinas,
quimiocinas e lipopolissacarideos (JAYAKUMAR, et al.,2015). Em 1971, GANS e
colaboradores sugeriram, pela primeira vez, uma relacdo entre infec¢des periféricas e
inflamacao em EH. Posteriormente, varios autores detectaram aumento nos niveis de IL-1p,
IL-6, TNF e outras citocinas e verificaram que, na auséncia de alguns receptores para
moléculas inflamatdrias, o edema cerebral caracteristico na EH era significativamente
diminuido (FALEIROS et al., 2014, WIGMORE et al., 1998; WRIGHT et al., 2007,
CHASTRE A. et al., 2012). Adicionalmente, Jiang et al., 2009 e Chung et al., 2001
mostraram atenua¢ao dos sintomas de EH e reducdo ou auséncia de edema apds a
administracdo de drogas anti-inflamatérias. Em cultura de astrocitos expostos a uma
combinac¢do de citocinas (IL-1pB, IL-6, TNF), o NF-kP foi fortemente ativado e, na presenca
de amonia, o evento foi potencializado. No entanto, o bloqueio de NF-kB impediu o edema
astrocitario (RAMA RAO et al., 2010; FRANK-CANNON et al., 2009).

Estudos anteriores mostram niveis aumentados de IL-6 e TNF associados a vérias
doencas hepaticas (PRYSTUPA et al., 2015). Um recente estudo mostra que, associada a
gravidade da lesdo hepatica, os niveis de citocinas pro-inflamatorias, TNF e IL-6, estdo
aumentados no modelo experimental de ratos deficientes para ECA2. E o dano hepatico foi
mais rapido do que nos animais controle. Ou seja, ECA2 exibiu papel protetor no modelo de
camundongos com lesdo hepatica induzida por TAA (WU et al., 2017). Outro aspecto que
tem ganhado destaque nos estudos de EH ¢ a participagdo de citocinas pr6 e anti-
inflamatorias. As citocinas sdo classificadas de acordo com seu papel principal na resposta
imune, podendo desempenhar diversas fun¢des conforme o estimulo antigénico. Dessa forma,
atuam na comunicacao entre as células, regulando a resposta imune. As células do sistema
imune possuem receptores especificos para as citocinas, ativando assim a resposta
imunolégica (LARRUBIA et al.,2009). E comum, em pacientes com cirrose, quadros de
inflamagao sistémica, que induzem o figado ao processo de fibrose. Assim, a lesdo hepatica
esta associada a altos niveis de citocinas pro-inflamatérias (DIRCHWOLF & RUF, 2015;
MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

Em pacientes cirroticos descompensados, os niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatorias sdo significativamente aumentados (TILG et al.,1992). Os niveis séricos de

TNF e IL-6 estdo relacionados com a gravidade da EH em pacientes cirroticos. Pacientes com
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hepatopatias ¢ EH apresentam niveis mais elevados de IL-6. Enquanto os niveis de IL-23 sdo
diminuidos nesses pacientes (REY & EFFENDI-YS, 2021). Alguns estudos mostram que
TNF, IL-6 e IL-1B podem influenciar na permeabilidade da barreira hematoencefalica (WU et
al.,2016; LICINIO & WONG, 1997). E conhecido que, na condi¢do de doenca hepatica
alcoolica (principal causa da cirrose), ha aumento dos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-6 ¢ TNF. Nessa condi¢do, foi verificada uma associagdo entre o
aumento ¢ a gravidade da doenga hepatica com a desregulagdao imunologica dos pacientes
(MC CLAIN & COHEN, 1989; DEVIERE et al., 1989).

O fator de necrose tumoral (TNF) ¢ uma citocina pré-inflamatoria responsavel por
desencadear uma série de eventos celulares relacionados a inflamagao, morte e diferenciacao
celular (BEUTLER et al, 1985). E o principal mediador da resposta inflamatéria
desencadeada principalmente pela presenca de lipopolissacarideos, presente na membrana de
bactérias gram-negativas e outros patogenos (BEUTLER et al.,, 1985). Foi descrito
inicialmente, em 1975, por um grupo de pesquisadores que estudavam a necrose hemorragica
e, mais tarde, foram definidas suas ag¢des em diferentes processos imunoldgicos e
inflamatérios (CARSWELL et al., 1975; BEUTLER et al., 1985; (PENNICA et al., 1985).
Sua produgdo ocorre por meio de macrofagos ativados, linfocitos ou mondcitos e ¢
caracterizado como uma proteina transmembrana do tipo II (KRIEGLER ef al., 1988). Pode
ligar-se aos receptores do tipo I e II (TNFR1 e TNFR2), sinalizando assim eventos de
recrutamento de células do sistema imune, respostas inflamatorias e apoptdticas (CROFT,
2009). Ao todo sdo reconhecidos dezenove tipos de ligantes e vinte e nove diferentes
receptores da superfamilia de TNF, constituindo-se na maior familia de citocinas (WIENS &
GLENNEY, 2011). Os ligantes sdo expressos em sua maioria por células do sistema imune,
como linfocitos, mondcitos células dendriticas e células natural killers (NK). J& os receptores
sdo expressos por uma variedade de tipos celulares (CABL-HIERRO E LAZZO, 2012; ZHAI,
et al, 1999; SMITH et al, 1994). Dependente da ligacdo a proteinas ativadoras de vias
intracelulares, a superfamilia de receptores de TNF ¢ dividida em dois grandes grupos: um
primeiro, contendo dominio de morte e o segundo conhecido pelo dominio TIM, o qual induz
sobrevivéncia (CABAL-HIERRO & LAZZO, 2012). Em baixas concentragdes, TNF estimula
células endoteliais a promoverem vasodilatacdo e consequente secrecdo de quimiocinas,
recrutando leucécitos e desencadeando um processo inflamatodrio local. No figado, aumenta a
sintese de proteinas séricas (BEUTLER et al., 1985).

Especialmente no SNC e devido a sua atividade pleiotropica, essa citocina é capaz de

induzir uma cascata de reagdes que se contrastam entre neuroprote¢do € morte neuronal
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(CROFT, 2009; O’CALLAGHAN, 2008). TNFR1 (também chamado de TNFRI, p55 e
TNFRSF1A) ¢ uma proteina de 55kDa e a agdo do TNF via esse receptor promove ativacao
de caspases e consequente morte celular. O receptor do tipo 1 pode ser expresso por variados
tipos celulares e seus efeitos citotdoxicos despertam bastante interesse de estudo. Além disso,
TNFR1 parece ser o receptor de alta afinidade para TNF solavel (GRELL et al., 1998;
WAIJANT et al., 2003; BRENNER et al., 2015; CABAL-HIERRO E LAZZO, 2012). A
ativacdo de TNF via TNFRI1 esta implicada na ativagdo de dois complexos distintos. O
complexo I, que desencadeia eventos antiapoptoticos e o complexo II, que promove morte
celular. Estudos com animais deficientes para o receptor TNFR1 mostram que suas células B
primarias apresentam defeitos morfofuncionais e que a angiogénese ¢ intensificada nesses
animais, diferentemente do que ¢ encontrado nos animais knockout para o TNFR2. TNFR1
também estd envolvido com a resposta contra microrganismos na medida em que ativa a
toxicidade de TNF (PASPARAKIS et al, 1996; PASPARAKIS et al, 2000; LUO et al, 2006;
CABAL-HIERRO & LAZZ0, 2012). Wiang et al. (2010) também mostraram que a interagao
de TNF com TNFRI1 estimula células endoteliais cerebrais a angiogénese induzida por
eritropoietina.

TNFR2 (ou TNF-R2, p75, TNFRSF1B) ¢ uma proteina com 75kDa e sua ativacdo vem
sendo descrita por desencadear respostas pro-sobrevivéncia, promovendo regeneragdo e
neuroprote¢ao (WARD-KAVANAGH et al, 2016; BRENNER et al., 2015; ETEMADI et al.,
2013; AGGARWAL, 2003). Este receptor ¢ expresso principalmente por células do sistema
imune, como os linfécitos (CABAL-HIERRO E LAZZO, 2012; LOCKSLEY et al., 2001).
Sua sinalizag¢do ativa proteinas adaptadoras, TRAF1 e TRAF2, e também a via de NF-Kp.
Além disso, alguns estudos mostram que pode haver uma sinalizacao cruzada entre TNFR1 e
TNFR2, exercendo efeitos diversos (RAO et al., 1995; NAUDE et al., 201 1). Assim como na
EH, a neuroinflamagdo estd implicada em uma série de doencas neurodegenerativas e
neuropsiquiatricas. Assim, os efeitos de TNF tém despertado cada vez mais interesse. Em
revisdo € com o intuito de relatar os efeitos dos receptores I e Il de TNF na Doenca de
Alzheimer, Orti-Casafl et al. (2019) corroboraram a hipdtese de que a expressdo aumentada
de TNFRI acelera a doenca de Alzheimer, enquanto que TNFR2 exerce efeitos contrarios,
representando assim um forte alvo terap€utico para o tratamento da doenga.

Recentemente, Dong ef al. (2016) inibiram a sinalizagdo de TNFRI1 e ativaram a
sinalizacdo seletiva de TNFR2, objetivando uma resposta neuroprotetora e regenerativa de
TNF em um modelo murino para neurodegeneracao aguda. Assim como TNF, seus receptores

também exercem efeitos variados em diferentes regides cerebrais. Estudos avaliando os
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potenciais terapéuticos das diferentes vias ativadas por esses dois receptores vém sendo cada
vez mais realizados (STACEY et al., 2017). Sabe-se que em um contexto de EH, os niveis de
citocinas pro-inflamatoérias, como ¢ o caso do TNF, estdo constantemente elevados. As células
endoteliais do SNC expressam receptores para TNF e IL-6 e sua ativagdo esta relacionada
com processos de sinalizacdes celulares importantes no desenvolvimento da doenca
(D’MELLO e SWAIN, 2014 e 2017; CAPURON E MILLER, 2011). Ainda, TNF pode
influenciar a produgdo de prostaglandinas e 6xido nitrico nas células endoteliais cerebrais, as
quais podem induzir alteragdes cerebrais importantes (AZHARI E SWAIN, 2018; D°MELLO
e SWAIN, 2017; DANTZER et al., 2008). Associado a inflamagdo sistémica descrita ao
longo da EH, ¢ possivel verificar também, elevados niveis de TNF circulante (HADIJHAMBI
et al.,2018; LUO et al., 2015; COLART et al., 2013). Ademais, em experimentos in vivo € in
vitro foi demonstrado que citocinas pro-inflamatorias estimulam a producdo de espécies
reativas de oxigénio e oOxido nitrico (GORG et al., 2006). Especificamente em FHA,
associado ao edema cerebral, foi visto que, in situ, houve aumento da expressdo de RNA
mensageiro para IL1-B, IL-6 e TNF (JIANG et al, 2009b). Associado a faléncia hepatica
fulminante (FHF), foi demonstrado que os niveis séricos de TNF estavam aumentados. Além
disso, a expressdo de seus receptores em células mononucleares e hepatocitos também estava
muito acima do que o encontrado em condi¢des normais, corroborando o envolvimento direto
de TNF na patogénese da doenca (STREETZ et al., 2000).

J& em animais deficientes para os receptores dessas mesmas citocinas, o edema
cerebral foi diminuido, bem como o tempo para o surgimento do coma foi maior (BEMEUR
et al., 2010c). Em modelo de rato para lesdo hepatica aguda induzida por tetracloreto de
carbono (CCL4), Dong e colaboradores (2016) mostraram que o TNF foi capaz de exibir
efeitos protetores € ao mesmo tempo prejudiciais. Os autores acreditam que os efeitos
deletérios foram mais marcantes do que os protetores (DONG et al., 2016).

Identificados como transportadores de amoénia em mamiferos, Rhbg e Rhcg
(glicoproteina B Rh) sdo expressos pelo rim, figado e outros 6rgaos (MERHI et al., 2000;
HUANG E LIU, 2001). Em um estudo inédito, Wang e colaboradores (2018) mostraram que
a expressdo dos transportadores de amoénia em camundongos com IHA encontrava-se
aumentada, bem como os niveis de amodnia. No grupo tratado com anti-TNF, foi observada
redugdo significativa nos niveis de amodnia, o que os autores sugerem como uma participagao
de TNF na regulacdo da expressdo de Rhcg (WANG et al., 2018).

Interferons (IFN) sdo importantes citocinas, classificadas de acordo com seu receptor

especifico. Os IFN-a e IFN-f sdo classificados como tipo I e se ligam ao receptor IFNAR. O
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IFN-y ¢ classificado como tipo II e se liga ao receptor IFINGR (SCHRODER et al., 2004). O
IFN-y ¢ produzido por diversos tipos celulares, como células NK, linfocitos B e, mais
abundantemente, por linfocitos T (YOUNG et al, 1996). Durante a resposta inflamatoria
inicial, as células apresentadoras de antigenos induzem a producdo de algumas citocinas,
como IL-12 e IL-18 que, por sua vez, estimulam a producdo de IFN-y pelas células NK e
linfocitos, amplificando cada vez mais a resposta inflamatéria (MUNDER et al., 1998;
BOEHM et al., 1997). Além de regular a fungdo imune do organismo, o IFN-y também pode
regular a func¢ao enddcrina (GROOLMAN et al., 1978). Alguns genes envolvidos com
eventos pro-apoptoticos, producio de o6xido nitrico e efeitos antiproliferativos sdo modulados
positivamente pelo IFN-y (SCHRODER et al., 2004).
No figado de camundongos com fibrose hepética induzida, o IFN-y excita a citotoxicidade de
células NK e também estimula a apoptose de células estreladas hepaticas ativadas (JEONG et
al.,2008; RADAEVA et al., 2006). A ativagao de células estreladas hepaticas ¢ importante no
desenvolvimento da fibrose hepatica e pode ser iniciada por uma variedade de citocinas,
fatores de crescimento e angiotensina Il (BATALLER & BRENNER, 2005).

As citocinas da familia IL-12 apresentam conexdes e interagdes funcionais Unicas
entre as citocinas. Nesta familia, estdo as citocinas heterodiméricas, 1L-12, IL-23, IL-27 ¢ IL-
35. IL-12 e IL-23, que exercem, predominantemente, efeitos pro-inflamatorios (VIGNALI &
KUCHROO, 2012; JONES & VIGNALI, 2011). Além disso, IL-12 pode induzir a produgao
de IFN-y por células NK e células T ativadas (VIGNALI & KUCHROO, 2012). IL-12 é uma
proteina de 70kDa envolvida nas respostas Thl. Sua forma bioativa ¢ conhecida como IL-
12p70, uma forma composta por duas subunidades unidas por dissulfetos (ZHANG &
WANG, 2008). Em pacientes com insuficiéncia hepatica decorrente do virus da hepatite B, os
niveis de IL-12p70 estdo aumentados (XUE et al., 2020). El-Emshaty e colaboradores (2015)
mostraram que pacientes com doenga hepatica cronica apresentam niveis elevados de IL-10 e
IL-12 e sugeriram que essas citocinas podem estar envolvidas na progressao da inflamacao
cronica presente nesses casos. Dessa forma, o estudo das citocinas como possiveis
biomarcadores do grau de inflamacdo devem ser mais explorado. Em estudo que comparou
pacientes portadores de hepatite viral e ndo viral, os niveis séricos de IL-12 ndo apresentaram
diferenca estatistica (REY & EFFENDI-YS, 2021). Interessantemente, IL-12 estimula a
liberacao de TNF pelas células T e NK, enquanto o TNF modula o estimulo ou inibigao de IL-
12. A ativagdo de TNFRI inibe a producdo de IL-12 por macréfagos (ZAKHAROVA &
ZIEGLER, 2005). Em camundongos, Kaneda et al. (2003) mostraram que a administracao de



27

IL-12 e IL-18 foi capaz de mediar esteatose hepdtica inflamatdria, com comprometimento
microcirculatodrio, levando a disfungdo mitocondrial nos hepatdcitos.

A IL-6 é composta por 212 aminoacidos e tem efeitos pleiotrdpicos na inflamagao,
regulando processos neurais, regenerativos e metabolicos. E produzida por diversos tipos
celulares, como macréfagos, células endoteliais e fibroblastos. Estd envolvida tanto na
resposta imune inata quanto adaptativa. No figado, participa da sintese de substancias de fase
aguda (AKIRA, 1993; KISHIMOTO, 1989; HIRANO ef al., 1980). O aumento dessa citocina
ja foi observado em ratos com IHA e EH induzidas por TAA (WANG et al, 2011). Em
pacientes, os niveis de IL-6 foram associados a gravidade da cirrose hepatica. A regulagdo
positiva dessa citocina estimula a ativagdo de células estreladas hepaticas, que por sua vez,
induzem a fibrose (REY & EFFENDI-YS, 2021). Ainda, neste mesmo estudo, os autores
mostraram que os niveis de IL-23 foram mais baixos nos pacientes com EH em comparagao
com o0s que ndo apresentaram tal complicacdo, sugerindo que IL-23 ndo seria um bom
marcador para predizer EH. Luo e colaboradores (2012) mostraram que a ndo depuracao da
amoénia em quadros de EH torna a barreira hematoencefalica mais permeavel a IL-6,
induzindo o edema astrocitario. Em um modelo de EH por ligadura do ducto biliar, os niveis
de IL-6 no hipocampo também estavam aumentados, corroborando a hipotese de que essa
citocina pro-inflamatoria também interaja com o estresse oxidativo presente no SNC durante a
EH (PIERZCHALA et al., 2021). O uso terapéutico de tranilast, um medicamento anti-
inflamatorio, foi capaz de reduzir os niveis séricos de IL-6 em modelo de EH induzida por
TAA. Luo e colaboradores (2012) mostraram que houve correlagdo positiva entre os niveis
séricos de IL-6 e de amoOnia plasmatica em pacientes com cirrose. Além disso, IL-6 foi
implicada no comprometimento de fungdes do hipocampo (memoria e aprendizagem) em
camundongos (SPARKMAN et al., 2006). Foi também descrito aumento nos niveis cerebrais
de IL-6 em amostras post-mortem de tecido cerebral de pacientes alcodlatras com EH
(DENNIS et al., 2014).

A CCL2 ¢ uma quimiocina com peso molecular entre 13 e 15 kDa, pertencente a
subfamilia CC. E expressa em linfocitos T, células NK e mondcitos. Seu principal receptor é
CCR2, presente em varios 0rgaos, incluindo o figado (LAZENNEC & RICHMOND, 2010).
CCL2 ¢ capaz de regular citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF e também recruta
macrofagos para os sitios de lesao (LU et al., 1998; JIANG et al., 1992). Bautista et al. (2002)
mostraram que, em situagdo de intoxicagdo alcodlica, as células endoteliais e de Kupffer sdo
preparadas para uma maior produgdo de quimiocinas. Além disso, a intoxica¢do cronica por

alcool pode suprimir a fun¢do imune inata de células do figado (BAUTISTA et al., 2002).
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Outros estudos mostram ainda uma importante participagdo de CCL2 em eventos
inflamatérios no figado. Kanda e colaboradores (2006) mostraram que, em camundongos, o
aumento na expressao de CCL2 no tecido adiposo contribuiu para a esteatose hepatica
associada a obesidade, promovendo a infiltracdo de macréfagos. Além disso, em animais com
superexpressdo de CCL2 no tecido adiposo, foram detectados resisténcia a insulina e
conteudo de triglicerideos hepaticos aumentados (KANDA et al., 2006). Similarmente, em
cultura de hepatocitos, Clément e colaboradores (2008) evidenciaram que CCL2 pode induzir
o acumulo de lipideos. De maneira interessante, Mandrekar e colaboradores (2012)
demonstraram que a auséncia de CCL2 protege os animais contra a lesdo hepatica alcodlica, a
partir da inibicdo de citocinas pro-inflamatérias (MANDREKAR et al., 2012).

Avaliando a participagdo das quimiocinas em modelo experimental de EH associada a
IHA, Faleiros e colaboradores (2014) mostraram aumento dos niveis encefalicos de CCL2,
CX3CL1, CCL3 e CCL5 durante o surgimento dos sintomas na doenga (FALEIROS et al.,
2014). Em modelo experimental de EH induzida por azoximetano, um estudo revelou que o
aumento de CCL2 no cortex, figado e soro estd intimamente ligado a ativagdo da microglia e
consequente declinio neurologico durante a EH. Nesse mesmo estudo, os autores utilizaram
inibidor do receptor 2 ou 4 de quimiocina e verificaram que houve reducdo das lesdes
hepaticas e neurologicas (ZHANG et al.., 2017, MCMILLIN et al., 2016). Assim como
relatado em diversos estudos, a inflamacdo sistémica presente na EH ocasiona a
neuroinflamag¢do, que, por sua vez, altera padrdes de neurotransmissdo e prejudica funcgdes
cognitivas e motoras. Altos niveis de CX3CL1 e CCL20 sdao encontrados em pacientes com
neuroinflamacdao e com EH. Além disso, hd intensa ativagdo microglial e astrocitaria,
resultando em morte de células de Purkinje (CABRERA-PASTOR ef al., 2019; MANGAS-
LOSADA et al., 2017).

Os fatores neurotréficos formam um grupo heterogéneo de polipeptideos que, por
meio de receptores especificos, exercem importante papel no desenvolvimento, diferenciagao,
sobrevivéncia, manuten¢ao e regeneragao do sistema nervoso em mamiferos (MARKUS, et
al., 2002; LANNI et al., 2010). Sao descritas trés familias de fatores neurotroficos. A familia
das neurotrofinas inclui o Fator de Crescimento Neural (NGF), o Fator Neurotrofico Derivado
do Cérebro (BDNF) e as Neurotrofinas 3 (NT3) e 4/5 (NT4/5). Neurotrofinas compreendem
uma familia de fatores neurotréficos relacionados, que apresentam estrutura altamente
homologa. Possuem grande similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e quando se associam
aos seus receptores formam homodimeros, por ligagdo ndo covalente (MCDONALDS &

CHAO, 1995; WARD-KAVANAGH et al, 2016; LAI et al., 1996; HALLBOOK, 1999;
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TERENGHI, 1999). Assim como muitos outros polipeptideos ativos, neurotrofinas sio
sintetizadas como precursores, pro-neurotrofinas, as quais sdo posteriormente clivadas para
darem origem as formas maduras. A clivagem da pro-neurotrofina pode ocorrer na via
secretoria ou apoOs sua secre¢do, de forma que os receptores podem ser expostos tanto a pro-
neurotrofina quanto a neurotrofina madura (HEMPSTEAD, 2006; TENG et al., 2010). A
especificidade da acdo de cada neurotrofina ocorre pela sua interagdo seletiva com membros
da familia de receptores do tipo tirosina cinase (Trk). Assim, o NGF liga-se especificamente a
TrkA (KAPLAN et al.,, 1991; KLEIN et al., 1991), enquanto BDNF e NT 4/5 ligam-se ao
TrkB. A familia do Fator Neurotréfico Derivado da Glia (GDNF) ¢ composta pelo proprio
GDNF, pela Neurturina (NTN), pela Persefina (PSP) e pela Artemina (ART) (AIRAKSINEN
et al., 2002). A expressdao de fatores neurotroficos e de seus receptores em processos de
degeneracdo nervosa ¢ diferencialmente regulada, de forma que os mesmos podem agir
cooperativamente para promover a regeneracdo das fibras nervosas (FUNAKOSHI et al.,
1993; MARCOL et al., 2007; NISHI, 1994; LEWIN & BARDE, 1996; BOYD; GORDON,
2003).

O BDNF ¢ o segundo membro da familia das neurotrofinas, que foi purificado do
cérebro de porco em 1982 (BARDE et al., 1982). O gene que codifica o BDNF ¢ constituido
por pelo menos oito promotores distintos, que iniciam a transcri¢do de multiplos RNA
mensageiros (RNAm). Embora até 18 transcritos possam ser produzidos, todos codificam
uma unica proteina madura de BDNF, de forma que é sugerido que esta complexa
organizagdo transcricional deva estar relacionada com diferentes niveis de regulacdo ou
diferentes localizagdes subcelulares do BDNF ou de seus RNAm. Assim como o NGF, BDNF
¢ secretado tanto na sua forma precursora, pr6-BDNF, como na sua forma madura
(PRUUNSILD et al., 2007, GREENBERG et al., 2009; BEGNI et al., 2016). A investigacao
dos fatores neurotréficos como potencial tratamento para doengas neurodegenerativas muito
comuns, como as Doengas de Parkinson e de Alzheimer, estd em crescente ascensao (ALLEN

etal.,2013).

O BDNF, juntamente com seu receptor TrkB, ¢ a neurotrofina mais amplamente
expressa no SNC. O BDNF ¢ produzido principalmente por neurdnios, sendo mais abundante
no hipocampo e cortex cerebral, mas também estd presente no tdlamo e hipotdlamo, bulbo
olfatério, amigdala, cerebelo ¢ medula espinhal (CONNER et al., 1997). As funcdes do
BDNF no SNC estdo bem definidas, incluindo a¢des nos processos de diferenciagdo neuronal

a partir de células tronco, inducdo de crescimento axonal e dendritico de neurdnios, formacao
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e maturacdo de sinapses glutamatérgicas e GABAérgicas e o refinamento de conexdes
sinapticas, como potenciacdo de longo termo (LTP). Tais fungdes se relacionam com
aprendizagem e formag¢ao de memoéria (BRAMHAM; MESSAOUDI, 2005); GOTTMANN;
MITTMANN; LESSMANN, 2009; MINICHIELLO, 2009; EDELMANN et al., 2013; PARK
& POO, 2013). Alteragdes na expressao e funcdo de BDNF estdo relacionadas a uma série de
desordens psiquiatricas, tais como estresse, depressdo e esquizofrenia, além de desordens
neurodegenerativas, como as Doengas de Parkinson e de Alzheimer, entre outras. Em fungao
de seu envolvimento nessas doengas, 0 BDNF tem sido apontado como possivel alvo para
tratamentos farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos das mesmas (HE et al., 2013; BEGNI;
RIVA; CATTANEO, 2016; TANILA, 2016). O BDNF também pode ser produzido por
células inflamatorias, tais como monocitos, linfocitos e eosindfilos (KERSCHENSTEINER et

al., 1999); NOGA et al., 2003; CHAN et al., 2015).

Além de varias fungdes neuroprotetoras bem definidas, o BDNF desempenha papel
fundamental nos processos de aprendizagem e memoria (ZHANG, et al., 2016). Nesse
sentido, entender o papel dessa neurotrofina no contexto da EH pode mostrar novos alvos
terapéuticos que previnam os déficits cognitivos apresentados ao longo da doenca. Em
recentes estudos, foi visto que a expressdo de BDNF no cortex, hipocampo e corpo estriado
foi significativamente diminuida em ratos com ligacdo do ducto biliar como modelo de EH.
Os autores ressaltaram que a expressao de BDNF parece ser negativamente regulada pela
neuroinflama¢do (DHANDA et al., 2018; GALLAND et al., 2017). Um estudo recente
sugere que o BDNF esteja envolvido na fisiopatologia de EH e possa ser utilizado como um
potencial biomarcador da doenca (STAWICKA et al., 2021). Em sinapses ativas, o BDNF
induziu alteracdes morfologicas em astrocitos mediadas pelo receptor tirosina quinase B
(TrkBT). A senescéncia de astrocitos correlaciona-se diretamente com o estresse oxidativo,
como ¢ observado em diversas doengas neurodegenerativas. Em cultura de astrécitos, Gorg e
colaboradores (2018) verificaram que a toxicidade da amoénia na EH pode estar associada a
senescéncia precoce dos astrocitos. Assim, pode-se inferir que o envelhecimento de astrdcitos,
principalmente ocasionado pela hiperamonemia, seja capaz de interferir na estabilidade das

conexdes sinapticas (GORG et al., 2018).

O Fator de Crescimento Neural (NGF) foi descrito por LEVI-MONTALCINI E
HAMBURGER (1953), tendo sido, a partir dai, estabelecido seu papel no desenvolvimento,
diferenciagdo e¢ manutengdo de neurdnios (LEVI-MONTALCINI & ANGELETI, 1968;
THOENEN & BARDE, 1980; LEVI-MONTALCINI, 1987). NGF foi primeiramente
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purificado da glandula salivar do camundongo e descrito como um complexo de trés
polipeptideos, designados como subunidades a, 3 e y. Entretanto esse complexo ndo ocorre
em outros tecidos do camundongo e nem em outras espécies, que expressam somente a
subunidade B, responsavel pela atividade bioldgica do NGF. As fung¢des das subunidades a e y
na glandula salivar de camundongos ainda ndo estdo esclarecidas, mas parecem relacionar-se
com o metabolismo de calicreinas no 6rgdo (MCDOLNAD et al., 1991; BRADSHAW et al.,
1994).

O NGF tem agao bem determinada no SNC, agindo sobre os neurdnios colinérgicos do
prosencéfalo basal, do nicleo caudado e do putamen. NGF ¢ produzido no SNC tanto durante
o desenvolvimento quanto na vida adulta, principalmente por neurdnios do hipocampo, cortex
e regides olfatorias, alvos de neurdnios colinérgicos. No entanto, células gliais, incluindo
astrocitos e microglia, também contribuem para essa produgdo. A expressao de NGF nessas
regides ¢ marcadamente aumentada em situagdes de isquemia, hipoglicemia e lesdo tecidual
(LINDVALL et al., 1994; SOFRONIEW; HOWE; MOBLEY, 2001; Barry et al., 2011). As
acoes do NGF sobre neurdnios incluem ativacao, indugdo de diferenciacdo, sobrevivéncia e
proliferacdo, regulacdo da sinapse e da sintese de neurotransmissores; além de possuir papel
protetor em condi¢des de degeneracdo. Além de suas acgdes originalmente definidas no
sistema nervoso, varios outros papéis tém sido atribuidos ao NGF, entre eles participa¢do em
processos de proliferacdo e ativacao celular (NICO et al., 2008; BLAIS et al., 2013), balango
energético (FARGALI et al., 2012) gametogénese (LINHER-MELVILLE; LI, 2013) e, de
maneira notavel, o papel de promover comunicacdo entre os sistemas nervoso e imune
(ALOE; SIMONE; PROPERZI, 1999; SCURI et al., 2010; KRITASL et al., 2014; ALOE et
al., 2015; KUMAR et al., 2017). O declinio cognitivo observado em diversas doencas tem
sido associado as alteragdes de NGF, como nas Doengas de Alzheimer e de Parkinson, por

exemplo (BARBOSA et al., 2012).

Descoberto bem depois de NGF e BDNF, o GDNF tem efeito sobre o crescimento,
protecdo e regeneragdo de neurdnios e cé€lulas nervosas. Foi inicialmente descoberto em
neurdnios dopaminérgicos embriondrios do mesencéfalo de ratos. Logo depois, verificou-se
que seu efeito neuroprotetor estendia-se a outros tipos de células nervosas, como por exemplo
os astrocitos (LIN et al., 1993; AIRAKSINEN, ef al., 1999 e 2002). O GDNF pertence a
familia de fatores de crescimento e transformacao do tipo B (TGFp) e esta intimamente ligado
a regeneracdo de nervos periféricos, promovendo crescimento e alongamento axonal

(SCHERER et al., 2001; CHEN et al., 2001). O GDNF atua por meio dos receptores
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extracelulares GFRal-4, sendo que possui maior afinidade para GFRal (SARIOLA ¢
SAARMA, 2003).

Sabe-se que o GDNF ¢ produzido por células nervosas (BURKE, 2006). Na Doenca
de Parkinson, exerce forte efeito sobre a restauracdo de neuronios dopaminérgicos
(PASCUAL et al,, 2011). Alguns estudos tém mostrado que o GDNF exibe efeito protetor e
homeostatico tanto na barreira hematoencefalica, como também em neurénios GABaérgicos
(IBANEZ ¢ ANDRESSO, 2016; IGARASHI et al., 2000). Além disso, exerce efeitos na
ativacdo microglial e diminui¢cdo da inflamagao neuronal (SUN et al., 2014; ROCHA et al.,
2012). Por isso, tem sido amplamente estudado como um alvo terapéutico nas doencas
neurodegenerativas (ALLEN et al., 2013). Em contrapartida, existem relatos da participagao
desse fator neurotréfico em processos de envelhecimento e varios disturbios e doengas

neuropsiquiatricas (revisdo em POPOVA et al., 2017).

Poucos s@o os estudos que avaliam a participagdo do GDNF nas hepatopatias. GDNF e
seu receptor cognato sdo expressos no figado e desempenham importante papel no
metabolismo lipidico (MWANGI, et al.,, 2014). Além disso, promove diferenciacdo e
regeneragdo de neurdnios dopaminérgicos (LIN et al., 1993). Vakili et al. (2016) mostraram
redu¢do de gordura de até 60% em figados de animais com esteatose. Os figados foram
perfundidos com GDNF, o que estimulou a lipdlise nesses 6rgdos. Além disso, Mwangi e
colaboradores (2014) mostraram que camundongos transgénicos que superexpressavam
GDNF foram resistentes ao ganho de peso e esteatose induzidos por dieta hipercaldrica. Em
modelo experimental para isquemia cerebral, o GDNF administrado via intravenosa exibiu
melhora no desempenho comportamental dos animais e aumento dos niveis desse fator
neurotrofico no hemisfério cerebral infartado (HORITA et al., 2006). No contexto da EH,

GDNF parece ainda nao ter sido estudado.

1.5 Sistema renina-angiotensina e encefalopatia hepatica

O sistema renina-angiotensina (SRA) ¢ um conjunto peptidico-enziméatico envolvido
no processo de vasoconstricdo, que regula o volume de liquidos extracelulares e pressao
arterial, objetivando, assim, uma homeostase circulatéria (SPARKS et al., 2014). Este sistema
influencia amplamente as fungdes cardiovasculares, cerebrais e renais por meio de multiplos
mediadores, receptores € mecanismos de sinalizagdo intracelular (CAREY & SIRAGY, 2003;
CHAPPELL et al., 2004; SIMOES E SILVA et al., 2006; SANTOS et al., 2008). O eixo
classico do SRA ¢ constituido pela enzima conversora de angiotensina (ECA), angiotensina II

(Ang II) e seu receptor do tipo 1 (AT1), por meio do qual a Ang II exerce a maior parte de
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seus efeitos (ORO et al., 2007; WOLF, 2006). A fisiologia do eixo classico de SRA inicia-se
com a renina, que ¢ uma enzima proteolitica encontrada nos tecidos ou circulagdo sob a forma
ativa ou inativa (pro-renina). A concentracdo de renina circulante esta relacionada com a
velocidade de formagdo da Ang II. Nos seres humanos, um unico gene localizado no
cromossomo 1 codifica a renina. Sua forma ativa ¢ capaz de clivar o angiotensinogénio (uma
glicoproteina plasmatica, sintetizada principalmente no figado) para a formacdo de
angiotensina I, que, na sequéncia, ¢ clivada pela ECA para a formacao de Ang II, que € o
principal peptideo ativo do SRA (SPARKS et al, 2014; A.J., MARIAN, 2013;
CRACKOWER, et al., 2002). Sabe-se que seu receptor AT1 ¢ altamente expresso em células
endoteliais cerebrovasculares, neurdnios e astrocitos. A acdo de Ang II via receptor AT1 ativa
as células da glia e neurdnios dopaminérgicos, o complexo NADPH-oxidase, que ¢ uma das
fontes intracelulares de espécies reativas de oxigénio (BABIOR, 2004; SESHIAH, et al.,
2012). Além disso, foi verificado acumulo de ferro em 6rgios como figado, rim e coragcdo em
estudos com a administragdo de Ang Il em ratos (SAITO et al., 2005; ISHIZAKA et al.,
2002). Alguns estudos mostraram que a ativagdo em excesso do eixo classico do sistema SRA
no SNC potencializa a resposta inflamatdria da micréglia e promove o estresse oxidativo e
degeneracdo do tecido nervoso (GARRIDO-GIL et al., 2013; JOGLAR et al., 2009;
RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2008).
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Figura 02: Sistema renina-angiotensina — eixo classico (adaptado de Simdes e Silva, AC et al., 2017,

Soénia Villapol, 2015).
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Virios trabalhos tém sugerido que os bloqueadores dos receptores AT1 da Ang II sdo
neuroprotetores ¢ potenciais alvos terapéuticos em diferentes doengas neurologicas (SONIA
VILLAPOL, 2015). Atualmente, existem diversos tipos de bloqueadores clinicamente
disponiveis. Tais bloqueadores estdo associados a reducao das respostas inflamatorias e da
apoptose induzida pelo glutamato. Estes bloqueadores entram no encéfalo, protegendo o fluxo
sanguineo cerebral, mantendo a fung¢do da barreira hematoencefalica e reduzindo a inflamacao
excessiva e as alteragdes neuronais em modelos experimentais de isquemia e reperfusdo
cerebral, e nas Doencas de Alzheimer e de Parkinson (SONIA VILLAPOL, 2015).

Em doengas hepdticas, sdo comuns os eventos neuroinflamatorios e fibroticos
(LUBEL et al., 2008). Alguns estudos defendem a participacdo ativa do eixo classico do SRA
na fibrose hepatica. A Ang II promove diferenciacdo e proliferagdo de miofibroblastos no
figado (BATALLER & BRENNER, 2001). Além disso, a maioria dos efeitos mediados pela
acao de Ang II no figado parecem acontecer via receptor AT1 (KANNO et al., 2003). No que
diz respeito ao envolvimento do SRA no sistema nervoso e a acdo de TNF, sabe-se que os
neurdnios dopaminérgicos apresentam alta sensibilidade aos efeitos dessa citocina (MOGTI et
al., 1994). Borrajo e colaboradores (2014) demonstraram a existéncia de uma interacao entre
Ang Il e TNF microglial. Tal relagdo exerce influéncia sobre a degeneragdo de neurdnios
dopaminérgicos (BORRAJO et al., 2014).

A identificacdo de novos componentes do SRA ampliou sua complexidade.
Atualmente, admite-se a existéncia no SRA de um eixo contrarregulatério intrinseco ou
alternativo, formado pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (TIPNIS et al., 2000;
DONOGHUE et al., 2000), que cliva Ang II em angiotensina Ang-(1-7) que, por sua vez, atua
em seu receptor especifico, o receptor Mas (SANTOS et al., 2003). As fungdes desse novo
eixo sdo, na maioria das vezes, opostas as funcgdes atribuidas ao eixo classico do SRA
(SANTOS et al., 2008; MASCOLO et al., 2017; SANTOS et al., 2018). Em estudo recente
sobre a ativacao do eixo ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas, Kangussu et al. (2015) mostraram
que efeitos cardioprotetores foram obtidos em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
Ang-(1-7). Houve redugdo de hipertrofia e lesdes cardiacas (KANGUSSU et al., 2015). No
cérebro de animais hipertensos, a infusdo de Ang-(1-7) reduziu a concentragdo de Ang Il e a
expressdao de seu receptor AT1, aumentando a sensibilidade do barorreflexo. Além disso, a
administracdo dessa angiotensina estd implicada na reducdo do estresse oxidativo e morte
neuronal no cérebro de ratos hipertensos (JIANG et al., 2013; KAR et al., 2011). Prestes e
colaboradores (2017) revisaram dados de varios trabalhos que mostram o efeito inibitorio do

eixo ECA2/Ang-(1-7) / receptor Mas sobre a liberacdo de citocinas e ativagdo de vias de
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sinalizacdo envolvidas em processos inflamatdrios e fibréticos de varias doengas, tais como
doenga renal cronica, doengas hepaticas e asma. (PRESTES et al., 2017).

O papel do SRA nas doengas neurodegenerativas tem sido amplamente investigado
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2017). Na Doenca de Parkinson, verificou-se que os niveis de
Ang II sdo mais elevados no cérebro do que na circulagdo. Além disso, especula-se sobre o
envolvimento do SRA na fisiopatologia da morte neuronal que ocorre na Doenca de
Parkinson, visto que o bloqueio do SRA atenuou as lesdes e os sintomas da doenga
(MERTENS et al., 2010; VALENZUELA et al., 2010). Utilizando farmaco inibidor de ECA,
Hariharan et al. (2014) mostraram significativa melhora dos padrdes neurocomportamentais,
reducdo das agdes enzimaticas prejudiciais e também do estresse oxidativo ocasionados pela
Ang II em modelo experimental de Doeng¢a de Huntington. Em estudos sobre esclerose
multipla em camundongos, a Ang II também foi relacionada a inflamagdo do SNC, a medida
em que atua sobre a regulagdo de TGF-f (LANZ et al., 2010). Dessa forma, os efeitos
deletérios do eixo ECA/Ang II/ receptor AT1 tém sido cada vez mais relacionados as lesdes

celulares presentes nas doengas neurodegenerativas.
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Figura 03: Sistema renina-angiotensina no sistema nervoso central - Efeitos via receptor AT1 e AT2

(adaptado de Cosarderelioglu et al., 2020).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que o eixo classico do SRA (ECA/Ang 11/

receptor AT1) acentua a neuroinflamacao em diferentes doengas neurologicas. A agdo de Ang
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IT via receptor AT1 ¢ capaz de ativar a producao de espécies reativas de oxigénio em células
da glia e neurénios dopaminérgicos (BABIOR, 2004; SESHIAH, et al., 2012). A
hiperativagao neuronal de Ang II e ECA tem sido associada ao aumento da morte celular e
neurodegeneracao desencadeadas por processos inflamatérios em diferentes doengas
neurologicas (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2017). Recentemente, demonstramos a
interagdo entre o SRA e o 6xido nitrico na fase aguda da infec¢do por 7. cruzi em ratos. Os
animais infectados e tratados com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase apresentaram
maior parasitemia, parasitismo cerebral e neuroinflamacao associados a redu¢do dos niveis
teciduais de ECA2 (RACHID et al., 2019). Por outro lado, a Ang-(1-7) quando se liga ao
receptor Mas promove efeitos neuroprotetores, antiapoptoticos e anti-inflamatorios (JIANG et
al., 2009; ROCHA et al., 2018). Os efeitos benéficos da infusdo intraventricular de Ang-(1-7)
também foram demonstrados em ratos com isquemia cerebral permanente. A Ang-(1-7)
melhorou os déficits neuroldgicos, reduziu o volume do infarto e de citocinas pro-
inflamatorias no encéfalo (JIANG et al., 2012). Outro possivel mecanismo de neuroprote¢ao
induzido pela reducao da atividade do eixo classico e aumento da expressao dos componentes
do eixo alternativo do SRA esté associado a elevagao dos niveis dos fatores neurotréficos no
encéfalo, especialmente do BDNF (FOUDA et al., 2017; ISHRAT et al., 2015). Candesartan,
um antagonista de receptores ATI, promoveu aumento da neuroplasticidade e da
concentracdo de BDNF no cérebro de ratos submetidos a isquemia e reperfusao (ISHRAT et
al., 2015).

No entanto, ndo existem estudos sobre a participacao dos eixos classico e alternativo
do SRA na EH experimental. Acredita-se que a compreensdo dos mecanismos
fisiopatologicos e da participacio do SRA na EH auxilie na busca por futuros alvos
terapéuticos que possam atuar como neuroprotetores e anti-inflamatorios nesta grave
complicagio da FHA ou da FHC. Para essa finalidade, o presente estudo avaliou as
concentracoes de moléculas das duas vias do SRA, de CCL2, de citocinas e de fatores
neurotroéficos no hipocampo e no cortex pré-frontal de camundongos com EH induzida por

TAA.
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1. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral
Avaliar os componentes das vias cldssica e alternativa do SRA e dos parametros
inflamatérios e neuroquimicos no cortex pré-frontal e no hipocampo de camundongos com

EH induzida por TAA.

2.2 - Objetivos especificos

Nos grupos controle e nos animais submetidos a indu¢do da EH com TAA:

2.1.1 Avaliar a atividade locomotora através do teste de campo aberto;

2.1.2  Verificar as alteracdes histopatologicas no figado;

2.1.3 Medir as concentragdes dos componentes do SRA (Ang II, Ang 1-7, ACE e ACE2) no
cortex pré-frontal e no hipocampo;

2.1.4 Quantificar os niveis de TNF, IFN-y, IL-6, IL-12 p70 e da quimiocina CCL2 no cortex
pré-frontal e hipocampo;

2.1.5 Mensurar as concentragdes dos fatores neurotroficos (BDNF, NGF e GDNF) no cortex

pré-frontal e hipocampo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e grupos experimentais

No presente estudo, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, machos e
fémeas com oito a doze semanas de idade, obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG). Os
animais foram mantidos com agua e racao ad libitum. Este projeto foi submetido ao Comité
de Etica em Experimenta¢do Animal (CETEA) da UFMG e aprovado (protocolo 341/2018).
Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle, que recebeu
apenas salina via intraperitoneal e grupo com EH induzida via administracdo de TAA,

conforme descrito previamente pelo nosso grupo de pesquisa (FALEIROS et al., 2014).

3.2 Inducio da insuficiéncia hepatica

A insuficiéncia hepatica foi induzida por meio da administragdo intraperitoneal de
dose Unica de 600 mg/kg de TAA (CH3CSNH), conforme padronizado previamente pelo
nosso grupo de pesquisa (Miranda et al., 2010; Faleiros et al. 2014). Os animais receberam
aplicagdes de soro glicosado didrias para evitar a desidratacao e hipoglicemia causadas pelo
farmaco. Apds 1, 3 e 7 dias, os animais foram eutanasiados com injecao intraperitoneal em
sobredose de xilazina e cetamina, com posterior remog¢ao dos encéfalos e figados para analise.
Fragmentos do lobo lateral esquerdo do figado foram coletados e armazenados em formol
tamponado a 10%. Os encéfalos de cada animal foram devidamente retirados, acondicionados
e estocados no freezer -20°C até o processamento para realizacdo de ensaio imunoenzimatico

(ELISA) e cytometric bead array (CBA).

3.3 Analise de parametros comportamentais

Os parametros comportamentais foram avaliados por meio do teste de Campo Aberto
(Open Field). O teste comportamental denominado Campo Aberto ¢ utilizado em estudos
experimentais para investigar simultaneamente a atividade locomotora e exploratdria, bem
como niveis de ansiedade (PODHORNA & BROWN, 2002). E um método valido e
amplamente empregado na avaliacdo de pardmetros comportamentais em modelos
experimentais de diversas doencas humanas (TAKAHASHI et al., 2006). Antes do teste, os
animais foram conduzidos ao local do experimento para minimizar os efeitos da transferéncia
sobre o resultado dos testes. Os aparelhos foram devidamente limpos apds a avalia¢do de cada

animal, para evitar a influéncia de odores durante o teste (TAKAHASHI et al., 2006). Um
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sistema de capta¢do de imagem foi utilizado para registrar o comportamento dos animais, com
intuito de facilitar a avaliagdo dos parametros investigados. Para analise dos testes realizados

foi utilizado o software Anymaze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

3.4 Avaliacao histopatoldgica do figado

Fragmentos do lobo lateral esquerdo do figado foram fixados em formol tamponado a
10% ou armazenados em freezer a -20°C. Em seguida, foram feitos cortes do tecido obtendo-
se fatias de 1 mm de espessura. Posteriormente, as fatias foram desidratadas em séries
crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cada amostra foi cortada
e processada em micrétomo para obter-se sec¢des de 4 um de espessura em intervalos de 70
pum e coradas em hematoxilina-eosina. Cortes seriados de 4 um foram obtidos a partir dos
blocos de parafina, transferidos para laminas gelatinizadas e posteriormente desparafinizados

e reidratados. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris.

3.5 Dosagem dos componentes do Sistema Renina Angiotensina [ACE, Ang II, ACE2
and Ang-(1-7)] por ensaio imunoenzimatico

As concentracdes dos componentes do SRA no cortex e no hipocampo foram avaliadas
por meio de kits de ELISA, conforme instrugdes do fabricante (MyBioSource, San Diego,
CA, USA). As amostras foram cuidadosamente homogeneizadas em solucdo de extracao.
(100 mg de tecido por mL), contendo 0.4M NaCl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, juntamente
com os inibidores de proteases fluoreto de fenilmetilsufonila 0.1 mM, 0.1 mM de cloreto de
benzetonio, 10 mM EDTA and 20 KIU aprotinina, usando Ultra-Turrax. O tecido foi entdo
macerado por um homogeneizador ultrassonico. Apdés a maceracdo, o homogeneizado
resultante foi centrifugado a 13,000g por 10 min at 4°C. O sobrenadante foi recolhido,
aliquotado e estocado em freezer -70° C até utilizagdo para o ensaio imunoenzimatico. A
técnica utilizada foi ELISA sanduiche, exceto para ECA, onde aplicamos o método ELISA
competitivo. As avaliagdes bioquimicas foram realizadas por pesquisa cega. Os resultados
foram expressos em pg/100mg de tecido. A sensibilidade dos ensaios foi de 1,0pg/mL para

ECA e ECA2; 2,0 pg/Ml para Ang-(1-7) e 18,75 pg/mL para Ang II.

3.6 Mensuraciao dos fatores neurotroficos NGF, BDNF e GDNF no cortex pré-frontal e
no hipocampo
As concentragdes dos fatores neurotréficos (BDNF, GDNF e NGF) foram detectadas no

homogenato do cértex pré-frontal e do hipocampo de cada animal, por ELISA, utilizando-se
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anticorpos (R&D Systems, DuoSet) e de acordo com os procedimentos previamente descritos
pelo fabricante. As amostras foram pesadas e trituradas em tampao de lise por um
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125, Fisher Scientific). Em seguida, o homogenato
foi centrifugado a 14.000 RPM por 20min, a 4°C, e o sobrenadante colhido, aliquotado e
estocado a -80°C. Posteriormente, placas de 96 pocos (Maxisorb) foram sensibilizadas com
anticorpos de captura especificos (diluidos em solugdo de PBS 1x e BSA 0,1%) e incubadas
overnight a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05%
Tween-20 e entdo bloqueadas por 2 horas com solucdo de PBS 1x e BSA 1% a temperatura
ambiente. As amostras e o padrdo para citocinas foram diluidos (em PBS 1x e BSA 0,1%) e
incubados overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram novamente lavadas trés vezes
(com PBS contendo Tween-20) e incubadas a temperatura ambiente com anticorpos de
deteccao (biotinilados) durante duas horas. Adicionou-se uma solugdo contendo streptavidina
ligada a peroxidase (Pharmingen), mantendo o sistema em repouso por 20 minutos.
Posteriormente, as placas foram lavadas novamente e adicionou-se solugdo substrato
contendo tampao citrato, ortofenildiamina (OPD, Sigma) e peroxido de hidrogénio (Merck).
A reagdo foi interrompida adicionando-se solug¢do de acido sulfirico IM (Merck). A
densidade optica foi quantificada com o uso do espectrofotdmetro (Status - labsystems,
Multiskan RC, Uniscience do Brasil) no comprimento de onda de 490 nm (nandmetro). Os

resultados foram expressos em pg/100mg de tecido.

3.7 Deteccao dos niveis de citocinas pré-inflamatorias (TNF, IFN-y, IL-6, IL-12p70) e da

quimiocina CCL2  no cortex pré-frontal e no hipocampo

Fragmentos de cortex pré-frontal e do hipocampo foram homogeneizados em uma
solucao de extracdo PBS contendo um coquetel inibidor de protease (100 mg de tecido por
mililitro) contendo NaCl, 20mM Tris-Hcl, 10 % glycerol, ImM PMSF, 1uM Pepstatina A,
10mM EDTA, 10 uM E-64 e 0,5 mM vanadato de so6dio. Em seguida, os lisados foram
centrifugados a 13.000g, durante 10min a 4°C e armazenados a -70°C. O sobrenadante foi
coletado. As concentragdes das citocinas TNF, INF-y, IL-6, IL-12p70 e da quimiocina CCL2
foram mensuradas usando o kit BD™ CBA Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, San
Diego, CA), de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentracdo dos mediadores
inflamatorios foi determinada por FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). O

limite de detec¢ao do ensaio CBA foi de cerca de 0,2 pg/mL.
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3.8 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram avaliados com relagdo ao tipo de distribui¢ao, usando-
se o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. As diferengas foram comparadas usando o
teste t de Student. Todas as andlises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5
(GraphPad Sofware, La Jolla, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (SEM). A significancia estatistica foi considerada quando

p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade locomotora e alteracdes histopatolégicas

Os animais que receberam TAA apresentaram redugdo significativa da atividade
locomotora comparados aos seus controles (p<0,0001) (Fig. 1 A). Além disso, os animais
com EH apresentaram lesdo hepatica grave, caracterizada por necrose hemorragica de

distribui¢do centrolobular a médio zonal de todos os animais avaliados (Fig. 1 B-G).
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Figura 4. Reducio da atividade locomotora e histopatologia do figado apés encefalopatia hepatica induzida pelo TAA. Os
camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto 24 horas apos a administracdo do TAA. (A) A atividade motora foi reduzida em
camundongos tratados com TAA, em comparagdo com animais controles (***p<0,001). n=7 por grupo. Os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média. Fotomicrografias das seccdes do figado coradas em H&E. Animal controle - figado com aspecto

histolégico normal (B-D). Camundongo tratado com TAA (E-G) exibiu necrose hemorragica maciga (estrelas) com distribui¢ao
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4.2 Niveis dos componentes do SRA (Ang II, Ang 1-7, ACE e ACE2) no cortex pré-
frontal e no hipocampo

Os niveis de Ang II tanto no cértex pré-frontal (A) quanto no hipocampo (Fig. 2B)
foram similares nos grupos controle ¢ EH (n=5 por grupo). A EH promoveu reducao da
expressao de Ang (1-7) em ambas as regides avaliadas (*p<0,05) (Fig. 2 C e D). Além disso,
houve aumento da razdo Ang II/Ang (1-7) no cortex pré-frontal de camundongos com HE

(*p<0,001) (Fig. 2 E), quando comparado com animais controle.
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Figura 5. Expressiao de Ang II, Ang (1-7) e Ang II/Ang (1-7) no cértex pré-frontal e hipocampo apos 24

horas de administracio de TAA em camundongos. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da

média. N=5 por grupo.

TAA induziu aumento da expressdo ACE no cortex pré-frontal (*p<0,05) (Fig. 3 A).
Esta diferenca nao foi observada no hipocampo (Fig. 3 B). Niveis semelhantes de ACE2 (C e
D), bem como da razao ACE/ACE2 (Fig. 3 E e F) foram similares em ambos os grupos e

regides avaliadas (n=5, por grupo).
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Figura 6. Expressao de ACE e de ACE2 no cértex pré-frontal e no hipocampo, 24 horas apés inducio com

TAA em camundongos. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. N=5 por grupo.

4.3 Concentracdes de TNF, IFN-y, IL-6, IL-12 p70 e da quimiocina CCL2 no cortex pré-

frontal e hipocampo

Os animais com EH apresentaram aumento dos niveis IFN-gama (**p<0,005) no
cortex pré-frontal (Fig. 4 B) e TNF (*p<0,02) (Fig. 4 A), IL-6 (**p<0.002) (Fig. 4 C) e IL-12
p70 (*p<0,05) (Fig. 4 D) no hipocampo. Niveis mais elevados de CCL2 foram detectados no
cortex pré-frontal (*p<0,05) e no hipocampo (***p<0,0002) dos animais com EH, em

comparagdo com animais de controle.
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Figura 7. Niveis de citocinas TNF, IFN-gama, IL-6, IL12 p70 e da quimiocina CCL2 no cértex pré-frontal

e no hipocampo 24 horas apés a administracio de TAA em camundongos. Os resultados foram expressos

em média + erro padrdo da média. N=5 por grupo.



47

4.4 Dosagem dos fatores neurotroficos (BDNF, NGF e GDNF) no cortex pré-frontal e
hipocampo

As concentragdes dos fatores neurotréficos BDNF (Fig. 5 A-B) e GDNF (Fig. 5 E -F)
nao foram alteradas apds a administragdo do TAA em ambas as regides encefalicas avaliadas.
Os niveis de NGF no cortex pré-frontal foram significativamente maiores nos animais com
EH (**p<0,01), comparado com os animais controles (Fig. 5 C). Ambos os grupos

apresentaram niveis similares de NGF no hipocampo (Fig. 5 D).

1501 1501
38 T ?
c £
[e] -
£s 100 T gg 100+
3 Ex ——
S g g2
x = e~
gL 501 TL 501
6 a =}
O m )
0 0
Controle EH Controle EH
4000- 4000-
-
£ 3000 B 30001
s E g
£s _xx ES
£ 5, 20001 S g, 20007
x 2 8
Su s
5 S 1000- £ 10001
o=z
0 0
Controle EH Controle EH
10000- 6000-
g S 8000 g —T— -0
6o 8 o 4000
uz S 6000 %,8_
LB So
o Q
x o 40004 82
gy £ & 2000
S8 20001 8
0 0
Controle EH Controle EH

Figura 8. Niveis dos fatores neurotréficos BDNF, NGF e GDNF no cortex pré-frontal e no hipocampo 24
horas apdés a administracio de TAA em camundongos. Os resultados foram expressos em média + erro

padrao da média. N=5 por grupo.
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5. DISCUSSAO

Resultante da FHA ou FHC e acarretando comprometimentos neuropsiquidtricos leves
a sérios, tais como déficit de atencdo e alteracdes psicomotoras, a EH exerce importante
influéncia na qualidade de vida dos pacientes (VILSTRUP et al., 2014; FELIPO, 2013). Afeta
milhares de pessoas e o Unico tratamento definitivo ainda € o transplante de figado. Estima-se
que apds um ano, a taxa de sobrevida do transplantado esteja em torno de 79% (GERMANI et
al., 2012). O diagnostico e tratamento precoces elevam nao sé as taxas da expectativa de vida
como também melhoram a qualidade de vida do paciente (FELIPO, 2013). Atualmente,
existem varias classificagcdes disponiveis e muito ainda se tem discutido sobre os tratamentos
para EH e a importancia de novos alvos terapéuticos (AMODIO, 2018; MONTAGNESE, et
al., 2018; NUSRAT et al., 2014). Varios modelos experimentais para estudo da doenga tém
sido desenvolvidos e testados (CITTOLIN-SANTOS et al., 2019; LIMA et al., 2019; DETRY
etal., 2013; BUTTERWORTH et al., 2009).

A THA ¢ uma sindrome clinica com risco de vida, caracterizada por uma rapida perda
de funcdo dos hepatocitos em um paciente sem doenca hepéatica pré-existente (O'GRADY,
2005). A causa mais comum de IHA nos Estados Unidos da América (EUA) e Reino Unido ¢é
overdose de paracetamol. No Brasil, um estudo recente revelou que aproximadamente 26%
dos casos de IHA foram causados por lesdo hepatica induzida por drogas (SANTOS et al.,
2021). Varios agentes quimicos como acetaminofeno, galactosamina, lipopolissacarideo e
TAA tém sido utilizados para a inducdo da lesdo hepatica aguda em roedores. Estes agentes
quimicos, dependendo da dose e do periodo de administragdo, tém sido aplicados para induzir
lesdao hepatica aguda, fibrose hepatica e cirrose em camundongos, ratos e Macaca fascicularis
(MANGIPUDY et al., 1995; MATSUO et al., 2020; MIRANDA et al., 2010). No presente
estudo, os animais que receberam a administragio de TAA exibiram areas de necrose
hemorragica e presenca de inflamacdo associada com aumento de marcadores de lesdo
hepatica (ALT) e da atividade dos neutrofilos e macrofagos. Foi observado aumento dos
niveis de ALT e piora da fun¢do de depuragao do ICG, pardmetros usados para monitorar
doencas hepaticas graves em humanos (BAUER et al., 2004) e em animais (LUEDDE et al.,
2014). A morte celular e consequente disfuncdo hepatica induzida pela TAA estdo presentes
em modelos experimentais com ratos e camundongos (BATALLER E BRENNER, 2005;
BARKER E SMUCKLER, 1973). Dados similares foram descritos em ratos Sprague-Dawley.
A TAA levou a necrose hepatocelular e infiltragdo de células inflamatérias (CZARNECKA et
al., 2020).
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De maneira inédita, este trabalho avaliou a concentra¢do de moléculas do eixo classico
do SRA, formado pela ECA, Ang II e seu receptor ATI1, e do eixo contrarregulatorio,
constituido pela ECA2, Ang-(1-7) e seu receptor Mas (ORO et al., 2007, WOLF, 2006;
TIPNIS et al., 2000, DONOGHUE et al., 2000). Nossos dados sugerem que a formagao de
Ang(1-7) diminui no SNC de camundongos com EH induzida por TAA. Além disso,
fornecemos evidéncias de que o eixo alternativo do SRA pode estar associado a efeitos
neuroprotetores mediado por fatores neurotroficos. O SRA desempenha papel importante nos
processos cognitivos e de diferenciacdo neuronal (JIANG ef al., 2013), bem como na
fisiopatologia de doengas neuroldgicas, como a Doenca de Alzheimer, acidente vascular
cerebral isquémico ¢ Doenca de Parkinson (KANGUSSU et al., 2019b; LABANDEIRA-
GARCIA et al,, 2017).

No presente estudo, verificamos a redu¢do dos niveis de Ang-(1-7), bem como um
aumento na concentracdo de ECA e na razdo Ang II/Ang-(1-7) no encéfalo de camundongos
com EH, um dia apos a administracdo de TAA. Esses resultados sugerem que a reducao da
Ang-(1-7) possa ter contribuido para o processo neuroinflamatdrio que ocorre durante a EH
experimental. No encéfalo, a Ang (1-7) € produzida principalmente a partir da clivagem da
Ang II pela enzima ECA2. Sabe-se que as agdes da Ang-(1-7) sdo opostas aos efeitos
mediados pela ligacdo de Ang II ao seu receptor AT1 (SANTOS et al, 2018).

Ang II, atuando via receptor ATI, exerce efeitos deletérios no cérebro, causando
neurotoxicidade, inflamacdo e rompimento da barreira hematoencefilica (FARAG, et al,
2017). Alguns trabalhos utilizando bloqueadores dos receptores AT1 mostraram reducdo
significativa e protecdo contra lesdbes ao SNC (LI et al, 2008). Em doencas
neurodegenerativas, como as Doengas de Parkinson e de Alzheimer, a estimulacao de Ang II
promoveu aumento na produgdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio, potencializando
as chances de morte neuronal (JOGLAR et al., 2009). O eixo ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas
age em sentido oposto aos efeitos da Ang II. Esse eixo controla processos inflamatorios em
varias doencas hepaticas e renais, reduzindo a liberagdo de citocinas e inibindo vias de
sinalizacdo envolvidas em processos fibroticos (revisdio em PRESTES et al, 2017,
SILVEIRA et al., 2013). As agdes benéficas exercidas pela Ang-(1-7) ocorrem, em sua
maioria, a partir da ativacao do receptor Mas. No entanto, em escala bem menor, a Ang-(1-7)
também pode agir via receptor AT2 (HELLNER, ef al, 2005). Esse eixo promove acdo
antioxidante, o que ajuda a manter a homeostase no endotélio vascular cerebral (VERMA, et

al., 2012; VAAJANEN et al., 2008).
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Vérios trabalhos relatam que a Ang-(1-7) inibe diversos mecanismos
neurodegenerativos, como estresse oxidativo e morte neuronal no cérebro de ratos hipertensos
(JIANG et al, 2013; KAR et al, 2011). A infusdao dessa angiotensina promoveu redugao da
concentracdo de Ang Il e da expressdo do receptor AT1. Prestes e colaboradores (2017)
relataram os efeitos pro-inflamatorios e pro-fibroticos da Ang Il que estdo presentes em varias
doengas humanas, como doenga renal cronica, colite, aterosclerose dentre outras.

As citocinas desempenham papel chave na regulagdo dos processos inflamatorios
(KELSO, 1998). IL-10, por exemplo, ¢ uma citocina com poder anti-inflamatorio, que inibe a
producdo de citocinas pré-inflamatoérias. Em presenca de ativagdo do eixo ECA2/Ang-(1-
7)/receptor Mas houve maior produgdo de IL-10 durante a inflamagdo pulmonar
(RODRIGUES-MACHADO et al., 2013; SHENOY et al., 2010; MOORE et al., 2001).
Estudos prévios realizados por nosso grupo mostraram aumento dos niveis séricos e cerebrais
de citocinas (TNF, CXCL1/KC e CCL3/MIP-1a) 24hs e 36hs pos-inducdo da EH. Acredita-se
que a ativacdo microglial na EH estimule a producdo de citocinas pro-inflamatérias, que
ativam a neuroinflamag¢do e acabam prejudicando o funcionamento cerebral (FALEIROS et
al., 2014).

Nossos resultados mostraram aumento de citocinas pro-inflamatoérias tanto no cortex
pré-frontal quanto no hipocampo de animais com EH. Esses dados reforcam o conhecimento
descrito na literatura sobre a associacao entre os elevados niveis de citocinas em pacientes e
modelos experimentais de EH (REY & EFFENDI-YS, 2021; WU et al., 2016; LICINIO &
WONG, 1997). No presente estudo, avaliamos a expressdo das citocinas IL-12p70, IL-6, TNF
e [FN-y, e da quimiocina CCL2. Dessa forma, ampliamos nossas investigagdes ao avaliarmos
outros mediadores na patogénese da EH. As acdes do TNF, citocina pré-inflamatoria, ainda
ndo sdo totalmente compreendidas no contexto da EH. No entanto, sabe-se que o TNF pode
induzir a producdo de prostaglandinas e 6xido nitrico em células endoteliais cerebrais, além
de se apresentar em niveis aumentados nas condi¢cdoes de FHC e EH (HADIJHAMBI et al.,
2018; AZHARI E SWAIN, 2018; D’MELLO et al., 2017; LUO et al., 2015; COLART et al.,
2013; DANTZER et al., 2008). Neste trabalho, confirmamos o aumento de TNF no
hipocampo dos animais com EH. Estudos mostram que o bloqueio de TNF com etanercepte
promoveu redu¢do da inflamagao periférica e encefélica e atraso na progressao da doenga em
camundongos com EH induzida por azoximetano. Além disso, houve redugdo da atividade
microglial, do estresse oxidativo e dos niveis plasmaticos de amonia, além de normalizagao

das concentracoes de IL-6 (CHASTRE, et al., 2012).
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Sobre IL-6 e IL-12p70, verificamos aumento dos seus niveis no hipocampo de animais
com EH. Diversos estudam mostraram a associa¢do da gravidade da EH com niveis elevados
de citocinas em modelos experimentais ¢ em seres humanos, ou seja, a inflamagao esta
intimamente ligada a piora do quadro de EH (REY & EFFENDI-YS, 2021; WU et al., 2016;
LICINIO & WONG, 1997). Niveis elevados de IL-6 sdo achados comuns em pacientes com
EH. Alguns autores justificam que a hiperamonemia contribui para o aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica para IL-6, o que induz edema astrocitario e
consequente agravamento do quadro de EH. Além disso, IL-6 parece se relacionar com a
inducao de apoptose via ativagdo de STAT3.

No que diz respeito a quimiocina CCL2, esta esteve aumentada tanto no cortex pré-
frontal quanto no hipocampo dos camundongos com EH. CCL2 exibe um papel importante no
contexto inflamatdrio, pois pode regular citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF. Além
disso, essa quimiocina esta ligada a ativacdo da micrdglia. Kanda e colaboradores (2006)
observaram que o aumento na expressdao de CCL2 contribui para a infiltragdo de macrofagos
durante a esteatose hepatica associada a obesidade em camundongos. Além disso, em animais
com superexpressdao de CCL2 no tecido adiposo, foi vista resisténcia a insulina e aumento dos
triglicerideos hepaticos (KANDA et al, 2006). O aumento de CCL2 foi detectado
sistemicamente apds lesdo hepatica aguda induzida por azoximetano. Além disso, esta
quimiocina foi envolvida na ativagcdo da microglia e no declinio neurolégico associado a EH
(MCMILLIN et al.,, 2014). A ativacdo das células cerebrais se deve a sinais estimulantes
promovidos por algumas quimiocinas. A CCL2, por exemplo, ja foi estudada na condi¢do de
EH e foi verificado que seus niveis se encontram elevados em neurdnios, o que também
contribuiu para o aumento de IL-1f e IL-6. A microglia possui receptores especificos para as
quimiocinas e citocinas, que certamente estdo envolvidas na modulagdo da neuroinflamagao
(ZHANG et al., 2017; MCMILLIN et al., 2014). McMillin e colaboradores (2016) relataram
expressao reduzida do receptor CX3CR1 na microglia de camundongos com EH induzida por
azoximetano. Os autores sugerem que a expressao de CX3CLI1 (fraquitalquina) e seu receptor
sejam negativamente regulados durante o déficit neurologico na EH e que, ao aumentarem os
niveis de fraquitalquina por meio de uma infusdo soluvel no cérebro de animais tratados com
azoximetano, houve diminuicdo ndao s6 da ativacdo microglial, como também da lesdao
hepatica e da expressdo de IL-6, TNF-a e CX3CRI1, reduzindo a neuroinflamacgdo e se
destacando como potencial alvo terapéutico. Além disso, a expressdo da quimiocina pro-
inflamatoria CCL2, que também estd envolvida na ativagcdo da micréglia, foi reduzida nesse

modelo de EH descrito pelos autores (MCMILLIN, et al., 2016).
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Em nosso trabalho, observamos niveis aumentados de IFN-y no cortex pré-frontal.
IFN-y desempenha importante papel nas respostas inflamatdrias, participando de varias vias
de sinalizagcdo. Um estudo mostra que, no figado de camundongos com fibrose hepatica
induzida, IFN-y estimula a citotoxicidade de células NK e a apoptose de células estreladas
hepaticas ativadas (JEONG et al., 2008; RADAEVA et al., 2006). Em ratos com EH induzida
por ligacdo do ducto biliar, os niveis de IFN-y também estavam aumentados (HSU et al.,
2021).

Sobre os fatores neurotroficos, sabemos que esses polipeptideos sdo capazes de
promover ndo s6 a manutencdo, como também diferenciagdo, sobrevivéncia e manutengdo
neuronal (MARKUS, et al, 2002; LANNI et al, 2010; ZHANG et al. 2000). Em nosso
estudo, a reducdo de Ang-(1-7) e aumento da razdo Ang II/ Ang-(1-7) ocorreu
concomitantente a diminui¢do dos niveis de NGF no cortex pré-frontal de camundongos com
EH. Da mesma forma, o aumento na expressao de Ang II e baixos niveis de NGF foram
observados nos ganglios da raiz dorsal lombar ipsilateral de ratos com lesdo de constricao
cronica do nervo cidtico. Os autores observaram a co-localiza¢do do receptor AT2 com NGF,
mostrando uma potencial interagao entre este fator neurotrofico e a sinalizagdo aumentada do
receptor AT2 (KHAN et al.,, 2017). Em outro trabalho, o pré-tratamento com NGF atenuou
efeitos induzidos por Ang Il em neurdnios do nucleo do trato solitario (ENDOH et al., 2008).
Além disso, a expressdo de ECA foi diminuida em células neuronais de ratos e camundongos
quando cultivadas com NGF (KOSHYA et al., 1985).

Similar ao nosso trabalho, outros estudos também observaram que a expressdo de
fatores neurotroficos pode ser negativamente regulada pela neuroinflamacao (DHANDA et
al., 2018; GALLAND et al., 2017). No entanto, em condi¢des de isquemia e hipoglicemia,
alguns autores relataram aumento da expressio de NGF (LINDVALL et al, 1994;
SOFRONIEW; HOWE; MOBLEY, 2001; BARRY et al., 2011). Atualmente, sdo escassos 0s
estudos sobre NGF no contexto da EH. Nosso estudo ¢ pioneiro nesse sentido e analises
posteriores serdo necessarias para a elucidacao da participacao dessa neurotrofina na EH.

Por outro lado, ndo observamos modificacdes nas concentracoes de GDNF ¢ BDNF
no cortex e hipocampo em nenhum dos grupos experimentais. Taba e colaboradores (2016)
mostraram que a administragdo de GDNF estimulou a lip6lise em animais acometidos por
esteatose hepatica. Além disso, sabe-se que assim como os demais fatores neurotroficos, o
GDNF exerce papel neuroprotetor e reduz a neuroinflamagao (SUN et al., 2014; ROCHA et
al.,2012).
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6. CONSIDERACOES FINAIS:

Nossos dados apontam para a possivel participacdo dos componentes do SRA na
fisiopatologia da EH induzida por tioacetamida. A redugdo encontrada nas concentragdes de
Ang-(1-7) pode ter contribuido para os efeitos deletérios associados ao aumento dos

mediadores inflamatorios e menor agdo neuroprotetora de NGF na encefalopatia hepatica.

TAA

Lesao hepatica
aguda

Déficits motores

Necrose hepética

4 Angio (1-7) : T Ang Il/Ang (1-7) ratio | 4 NGF

T TNF, IFN-y, IL-6, IL-12, CCL2

Sugere-se investigagdo mais detalhada dos possiveis mecanismos envolvidos durante
o curso da doenga, possibilitando perspectivas para pesquisas futuras com tratamento da
encefalopatia hepatica.

Infelizmente, devido ao cenario de pandemia estabelecido nos anos de 2020 e 2021,
parte de nossa proposta inicial ndo foi realizada, visto que as atividades laboratoriais foram

suspendidas em carater emergencial e sem data fixa para retorno.
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