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RESUMO

A encefalopatia hepéatica (EH) &€ uma complicacdo neuroldgica que ocorre em
consequéncia a doenca hepatica. Pacientes que sofrem com EH podem apresentar
sintomas neuropsiquiatricos, neuromusculares e comportamentais, 0 que causa grande
impacto na qualidade de vida e capacidade laborativa. Atualmente, o Unico tratamento
definitivo para a faléncia hepatica € o transplante, evidenciando assim a necessidade de
desvendar a fisiopatologia e os mecanismos envolvidos na doenca, a fim de encontrar
novos focos terapéuticos e medidas suportivas até que o transplante esteja disponivel.
Modelos experimentais de EH em roedores tém sido amplamente utilizados. Acredita-se
que estes modelos fornecam informzacOes relevantes para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na patogénese da doenca, bem como possibilitem o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos. Estudos que avaliam as sequelas
neuroldgicas apds o desenvolvimento da EH assim como sua associagdo com dados
teciduais, perfis inflamatério e neuroquimico em fases mais tardias da doenca sao
escassos. Por meio da utilizacdo de camundongos C57BL/6, fémeas, entre oite e doze
semanas de idade, foram investigadas as alteracbes comportamentais e patoldgicas
associadas as respostas inflamatoria e neuroprotetora na EH induzida por faléncia
hepética por injecdo intraperitoneal de tioacetamida (TAA). Os camundongos foram
divididos em grupos TAA e grupo controle, sendo esses ultimos, submetidos a injecéo
intraperitoneal de salina. Os animais do grupo TAA apresentaram dano hepatico
associado a maior atividade dos neutrofilos e macréfagos. Além disso, os animais
induzidos demonstraram através da aplicacdo de testes, comportamento semelhante a
ansiedade e a depressao e alteragdes morfoldgicas dos astrdcitos e da microglia. Este
mesmo grupo apresentou reducdo significativa da expressdo das citocinas pré-
inflamatorias interferon-y (IFN-y) e interleucina-6 (IL-6) no hipocampo e do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BNDF) no cortex cerebral, qguando comparado com
0s animais do grupo controle. Nossos resultados sugerem que disfungdes das respostas
inflamatoria e neuroprotetora estejam associadas a formacdo dos déficits

comportamentais na EH murina.

Palavras Chaves: Encefalopatia hepatica, Tioacetamida, Comportamento,

Depressdo, Ansiedade, Patologia, Inflamac&o, Fatores Neurotroficos



ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neurological complication observed in hepatic failu

HE patients may present neuropsychiatric, neuromuscular, and behavioral disorders,
which may impair quality of life and work capability. Currently, the only definitive
treatment for hepatic failure is transplantation, which highlights the need for complete
understanding of the pathophysiology and mechanisms involved in the disease, in order
to establish new therapeutic targets and supportive measures until transplantation is
available. Experimental models of HE in rodents have been widely used. It is believed
that these models provide relevant information for understanding the mechanisms
involved in the pathogenesis of the disease, as well as the development of new
therapeutic targets. Studies evaluating neurological sequelae after the development of
hepatic encephalopathy as well as its association with tissue data, inflammatory and
neurochemical profiles in later stages of the disease are scarce. Using C57BL/6 female
mice, between eight and twelve weeks age, we investigated behavioral and pathological
changes association with inflammatory and neuroprotective responses during HE that
follows hepatic failure induced by intraperitoneal injection of thioacetamide (TAA).
Mice were divided into TAA and control groups, the latter being submitted to
intraperitoneal injection of saline. TAA animals presented liver damage associated with
increased activity of neutrophils and macrophages. In addition, induced animals
demonstrated in the applied tests, anxiety-like and depression-like behavior and
morphological changes of astrocytes and microglia. This same group showed a
significant reduction in expression of proinflammatory cytokines interferon-y (IFN-y)
and interleukin-6 (IL-6) in the hippocampus and the brain-derived neurotrophic factor
(BNDF) in the cerebral cortex when compared to the control animals. Our results
suggest that inflammatory and neuroprotective responses disorders are associated with

behavioral deficits in murine hepatic encephalopathy.

Keywords: Hepatic encephalopathy, Thioacetamide, TAA, Behavior, Depression,

Anxiety, Pathology, Inflammation, Neurotrophic factors
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1. INTRODUCAO

A encefalopatia hepatica (EH) é uma condi¢do neuropsiquiatrica decorrente de doenca
hepéatica descompensada ou shunts portossistémicos. A EH € caracterizada por amplo
espectro de sinais e sintomas, desde déficits motores e cognitivos, alteracdes de
personalidade, distdrbios do sono, podendo evoluir até coma e morte (VILSTRUP et al.,
2014). Esta doenga gera comprometimento da qualidade de vida dos pacientes e em uma
carga social e econémica significativa para os provedores de saude (AGRAWAL;
UMAPATHY; DHIMAN, 2015).

A EH é uma sindrome complexa, e sua fisiopatogenia, incluindo os mecanismos
celulares e moleculares, ainda ndo foram completamente elucidados. Vérias teorias tém
sido propostas, dentre elas: disfuncdo de neurotransmissores, envolvimento de bactérias
intestinais, estresse oxidativo e nitrosativo, sendo as da hiperamonemia e
neuroinflamacdo as mais reconhecidas. A EH pode se desenvolver em condig¢des nas
quais substancias potencialmente téxicas, como a aménia (NHs), ndo sdo metabolizadas
pelo figado (BLEI et al., 2002). A hiperamonemia pode promover alteracdes na

atividade neuronal, ocasionando dessincronizacao das redes neuronais.

Outro fator destacado na patogénese da doenca € a elevacdo de citocinas pro-
inflamatdrias no sangue durante a faléncia hepética aguda (FHA) (JIANG, WENLEI,
DESJARDINS; BUTTERWORTH, 2009). Sabe-se que as citocinas pro-inflamatorias
podem atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), contribuindo assim para a
inflamacédo no sistema nervoso central (SNC) (COLTART; TRANAH; SHAWCROSS,
2013). A neuroinflamacdo esta associada ao desenvolvimento de déficits cognitivos e
motores na encefalopatia hepatica minima (EHM) e evidente apds insuficiéncia hepatica
cronica. Esta hipétese foi apoiada por estudos utilizando modelos experimentais de EH
(YIRMIYA; GOSHEN, 2011; TENORIO-LARANGA et al.,, 2015). Além disso,
déficits neurocomportamentais ap6s EH foram maiores em pacientes cirroticos com
niveis aumentados de proteina C-reativa e IL-6, sugerindo que a inflamacéo sistémica
pode ser um fator critico no desenvolvimento de EH (SHAWCROSS, D L et al., 2007).

Os fatores neurotroficos tém sido extensivamente estudados em doencas

neurodegenerativas como Doenca de Alzheimer e depressdo (BUDNI et al., 2015). O
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fator neurotrofico induzido pelo cérebro (BDNF) é uma neurotrofina responsavel pela
sobrevivéncia, diferenciagdo e crescimento dos neurdnios centrais e periféricos durante
o desenvolvimento e na vida adulta. E bem compreendido que o BDNF é também
central para a potenciacdo, aprendizagem e memoria de longo prazo (ZHANG et al.,
2016).

Nosso grupo de pesquisa descreveu previamente alteragGes significativas no estado
neuropsiquiatrico, comportamento motor e funcdo reflexa e sensorial associadas ao
aumento na liberacdo de glutamato no cértex cerebral dos camundongos com EH. Neste
estudo, os camundongos C57BL/6, machos induzidos apresentaram taxa de mortalidade
de cerca de 40%. Ap6s 48 horas, os animais apresentavam tendéncia a melhora e
sobrevivéncia (MIRANDA et al., 2010). No entanto, os trabalhos avaliando as sequelas
neuroldgicas apds o desenvolvimento da EH assim como as alteracdes patoldgicas,
inflamatorias e neuroquimicas em fases mais tardias da doenca séo escassos. Acredita-
se que a validacdo de modelos experimentais e a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na patogénese da EH possibilitem o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos para a doenca.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histéria da Encefalopatia Hepatica

A associacdo entre doenca hepética e distarbios do humor foi reconhecida por
Hipdcrates (460-371 a.C), que descreveu a conexdo entre a ictericia e distdrbios
comportamentais agudos, sendo provavel que, junto a seus discipulos, tenha observado
quadros de encefalopatia associados a insuficiéncia hepatica grave. Por cerca de 2000
anos a principal evidéncia foi a associacdo entre ictericia, febre e delirio. Apenas no
século XVIII houve descricdo de disfuncdo mental decorrente de cirrose hepética por
Giovanni Battista Morgagni, professor italiano de medicina, que descreveu um caso de
EH com o relato da historia de um nobre de Veneza, abusador de alcool no passado, que
desenvolveu ascite, episodios de agitacdo, sonoléncia prolongada e delirios. Quando

veio a Obito, sua autdpsia revelou a existéncia de cirrose hepatica (AMODIO, 2015).
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Avancos no estudo da EH ocorreram através dos estudos de Hann e seus colaboradores
(1893), que demonstraram que cdes submetidos a cirurgia de shunt portacaval
experimental desenvolveram mudancgas comportamentais dentro de 10 a 40 dias apds o
procedimento, incluindo irritabilidade, ataxia, convulsdes e coma. Os animais
demonstraram piora dos sintomas apos ingestdo de carne, mas ndo de pdo ou leite,

auxiliando na compreensdo da associacdo entre o figado e o cérebro.

Nos anos 30, van Coulert e seus colaboradores reportaram a capacidade da amonia de
induzir coma ou estupor em pacientes cirrdticos e demonstraram que a carga de NH; oral
capaz de produzir coma, ndo era constante. O mesmo paciente poderia ou ndo entrar em
estado comatoso com a mesma carga de NHs, deixando clara a existéncia de outros
fatores associados a NHs; no desenvolvimento do coma. S. Sherlock avangou com a
descricdo do quadro clinico, fisiopatologia e tratamento da EH nos anos 50, criou o
termo “‘encefalopatia sisttmica portal”’, além de confirmar o papel relevante da

hiperamonemia na fisiopatologia da doenca (SHERLOCK, 1956).

Em 1957, o termo “encefalopatia hepatica” foi criado por Fazekas e colaboradores. Em
1978 Rikkers relatou a “encefalopatia hepatica latente”, na qual, apesar da auséncia de
sintomatologia evidente, os pacientes apresentavam déficit cognitivo e alteracdes no
exame psicométrico e eletroencefalograma. Apenas em 1998, H. Schomerus e W.
Hamster criaram o termo “encefalopatia hepatica minima” (EHM), uma vez que o termo
“subclinica” poderia produzir a falsa ideia de falta de implicag&o clinica dessa condicéo
(WEISSENBORN et al., 2001).

2.2. Definicao e Classificacdo da encefalopatia hepatica

A EH é definida como uma sindrome neuropsiquiatrica, potencialmente reversivel, que
ocorre em pacientes com doenca hepética aguda ou crénica (BUTTERWORTH et al.,
2009). Clinicamente, a EH é caracterizada por amplo espectro de sinais e sintomas,
desde discreto prejuizo do sono, déficits cognitivos, niveis alterados de consciéncia até
coma e morte (VILSTRUP et al., 2014).

Segundo as diretrizes da Associacdo Americana para Estudo de Doencas do Figado
(AASLD), a EH deve ser classificada como tipo A, B ou C, de acordo com a doenca
subjacente. O tipo A é resultante de uma insuficiéncia hepatica aguda (IHA), o tipo B de
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um desvio portossistémico sem doenca hepatica intrinseca e o tipo C (crénico) é devido
a faléncia hepética crénica (FHC) (VILSTRUP et al., 2014).
Tabela — Classificacdo da encefalopatia hepéatica de acordo com nomenclatura estabelecida no

11° Congresso Mundial de Gastroenterologia, Viena e critérios de West Haven para
classificagdo de acordo com a gravidade

Tipo A Faléncia Hepatica Aguda
ETIOLOGIA Tipo B Shut portossistémico
Tipo C Faléncia Hepatica Cronica
EHM
Grau Falta trivial de consciéncia; euforia ou ansiedade; deficit de

atencdo

Letargia on apatia; alteracio de personalidade;

SEVERIDADE Grau [T . .
comportamento inapropriado

Gran III Sonoléncia a semi-estupor; confusio; desorientacéo intensa

Gran IV Coma

Episodica
CURSO Recorrente
Persistente
FATOR Precipitada
DESENCADEANTE Espontanea

2.3. Epidemiologia da encefalopatia hepética

A FHC, ou cirrose, € a etiologia mais comum de EH e esta entre as dez causas de morte
mais prevalentes na América Latina (MOSCOL; SANCHEZ 2011). Sua evolugéo é
lenta, ocorrendo ao longo de meses, e podendo apresentar periodos de exacerbacdo,
levando a perda da qualidade de vida e da capacidade laborativa do paciente
(VAQUERO; CHUNG; BLEI, 2003) Cerca de 80% dos pacientes com FHC
apresentardo uma forma menos grave de EH, conhecida como encefalopatia hepética
minima (EHM), caracterizada por discreto comprometimento cognitivo, déficit de
atencdo e reducdo da coordenacdo psicomotora. A EHM ¢ detectada apenas pela
aplicacdo de testes psicométricos ou neurofisioldgicos e é considerada um importante
fator preditivo para o desenvolvimento de EH, uma vez que cerca de 30 a 40% dos
pacientes cirréticos evoluem para essa condi¢do (ORTIZ; JACAS; CORDOBA, 2005).

21



A faléncia hepatica aguda (FHA) tem baixa incidéncia (cerca de 2.000 pessoas por ano
nos EUA e na Europa), no entanto, apresenta alta mortalidade, devido & rapida
progressao para EH, desencadeando edema cerebral, aumento da presséo intracraniana e
herniacao cerebral (TAYLOR et al., 2013). Sua etiologia é variavel, tendo como causas
mais frequentes as hepatites virais nos paises em desenvolvimento, e a hepatite
medicamentosa nos paises desenvolvidos (ICHAI; SAMUEL, 2011).

A EH frequentemente afeta a qualidade de vida, as estratégias de manejo clinico, a
prioridade de transplante hepatico e a sobrevida do paciente (STEPANOVA et al.,
2012). Trata-se de uma desordem de grande importancia clinica e socioecondmica, uma
vez que prejudica a rotina diaria do paciente, levando a dificuldade de aprendizado,
comprometendo sua capacidade de dirigir e trabalhar, e levando a maiores gastos pelo
sistema de saude e reducdo de mdo de obra (AGRAWAL; UMAPATHY; DHIMAN,
2015). O risco de mortalidade tem sido frequentemente associado com graus mais
intensos de EH, e sua incidéncia € maior em pacientes com infeccGes recorrentes
(YUAN et al., 2018)(WONG; GISH; AHMED, 2014).

Né&o ha estudos epidemioldgicos a respeito da prevaléncia da EH no Brasil, no entanto
sabe-se que as doencas hepaticas sdo importantes causas de mortalidade. Em 2016,
foram registrados 26.879 o6bitos no Brasil decorrentes de doengas do figado, segundo o
DATASUS.

Nos Estados Unidos, pacientes com EH sdo responsaveis por cerca de 110.000
hospitalizacdes por ano (2005-2009), gerando encargos de cerca de bilhes de dolares
aos sistemas de satde em 2003 (STEPANOVA et al., 2012).

2.4. Alteracdes neuroldgicas em pacientes com EH

Pacientes que apresentam EH podem apresentar alteracbes comportamentais,
neuropsiquiatricas e neuromusculares (MENDEZ-LOPEZ et al., 2015).

O quadro clinico da EH é caracterizado por um amplo espectro de manifestacdes
neuroldgicas e psiquiatricas ndo especificas. Os disturbios do sono, como a sonoléncia
diurna e a alternancia do ritmo sono-vigilia, estdo entre os primeiros sintomas a aparecer
(MONTAGNESE et al.,, 2017). Comportamentos inadequados e mudancas de
personalidade podem ser mais frequentes do que aqueles encontrados em condicGes

psiquiatricas. A presenca de asterixis (ou "tremor de flapping™) pode estar presente, ndo
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sendo, porém, sintoma patognoménico da doenca hepatica. Outros sintomas
neuroldgicos podem ser episddios raros de epilepsia transitoria (DELANTY et al.,
2001), anormalidades motoras, como bradicinesia e tremor (em 4% dos casos de
cirrose), podendo evoluir para ténus, rigidez, opistétono e coma (TRYC et al., 2013). A
EHM é um distdrbio de funcBes cognitivas, muitas vezes ndo evidente ou reconhecivel,
mas amplamente presente, em até 80% dos pacientes cirroticos. Os pacientes
apresentam alteracfes nos testes psicométricos, déficit de atencdo e orientacdo, reducéo
da qualidade de vida, diminuicdo de produtividade no trabalho, reducdo da capacidade

de conducdo, memoria e aprendizado (BAJAJ, 2008).
2.5. Modelos experimentais de encefalopatia hepatica

Para o melhor entendimento da fisiopatologia da EH e desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, sdo utilizadas vérias espécies de animais, incluindo cdes, caprinos,
suinos, coelhos, porquinhos da india, e, mais frequentemente, ratos e camundongos
(BUTTERWORTH et al., 2009).

Membros da Sociedade Internacional da Encefalopatia Hepética e Metabolismo do
Nitrogénio (ISHEN) estabeleceram em 2008, diretrizes para os modelos animais de EH.
Devido a variedade de fatores que influenciam no desenvolvimento dos sinais
neuroldgicos e a variedade de etiologias que levam a disfuncdo hepatica, a reproducao
da EH é considerada dificil em animais, e nenhum modelo experimental reproduz
fielmente todos os aspectos da EH. No entanto, a disponibilidade de modelos
experimentais € de suma importancia para o desenvolvimento de terapias e
compreensdo da fisiopatologia da doenca, uma vez que o ambiente in vivo ndo é
fielmente reproduzido in vitro (BUTTERWORTH et al., 2009).

Modelos animais de EH sdo estabelecidos através de varios métodos, incluindo
administracdo de hepatotoxinas e procedimentos cirargicos. Administracdo de
substancias hepatotdxicas induz hepatites graves ou faléncia hepatica aguda e,
consequentemente, EH tipo A (ZIMMERMAN et al., 1989). Shunt portocaval causa
sintomatologia de EH sem a inducédo de lesdo hepaética intrinseca, levando a EH tipo B
(WATANABE et al., 1997). Ligacdo do ducto biliar induz obstrugdo do fluxo biliar,
levando a cirrose e EH tipo C (JOVER et al., 2006).

Em relacdo as espécies utilizadas, animais de grande porte apresentam a vantagem de
facilidade de exame neuroldgico e de obtencdo de amostras bioldgicas, como sangue,
liquor e bidpsias, mas sdo pouco utilizados devido a entraves éticos e custos de
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obten¢do e manutencdo dos mesmos. As espécies mais utilizadas no estudo da EH séo
ratos e camundongos, uma vez que o custo para adquirir e manter esses animais é muito
menor, além de j& apresentarem literatura bem estabelecida sobre anatomia, patologia,
genoma e comportamento, e facilidade de obtencdo de anticorpos dessas espécies
(BUTTERWORTH et al.,, 2009). Ainda ndao hd um modelo animal ideal para
reproducdo da faléncia hepatica causada por etanol ou virus, etiologias frequentes de
EH no homem.

No intuito de estudar os modelos animais rotineiramente utilizados para reproducéao e
pesquisa da EH, o grupo de pesquisa redigiu 0 manuscrito intitulado “Hepatic
Encephalopathy: lessons from preclinical studies” (ANEXO 1), aceito para
publicacdo pelo World Journal of Hepatology.

2.5.1.Tioacetamida

A Tioacetamida (CHsCSNH:) (TAA) foi utilizada até os anos 40 como fungicida em
plantacdes de laranja, quando foi descoberto que sua administracdo crénica poderia
levar a cirrose e carcinoma hepatocelular. A TAA reduz a atividade antioxidante e
aumenta a peroxidagdo lipidica no figado, levando ao estresse oxidativo e necrose
celular (HAJOVSKY et al., 2012). Tem sido amplamente utilizada como modelo de
IHA em ratos e camundongos, produzindo encefalopatia, acidose metabdlica, elevagédo
de transaminases, coagulopatias e necrose centrolobular. Esse modelo apresenta boa
reprodutibilidade e alteracGes cerebrais e hepéaticas bem descritas (BRUCK et al., 1998)
(ZIMMERMAN et al., 1989). As principais formas de administracdo de TAA sao por
via oral, em agua de beber ou gavagem, e injecdo subcutdnea ou intraperitoneal
(FONTANA et al., 1996).

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu previamente um modelo de EH utilizando
camundongos da linhagem C57BL/6, através de injecdo intraperitoneal em dose Unica
de 600mg/kg, dissolvido em salina, causando alteracdo do estado neuropsiquiatrico,
atividade motora, fungéo reflexa e sensorial, necrose hepatica e elevacdo de glutamato
em tecido cerebral. O modelo apresentou taxa de mortalidade de 30-40% até 48 horas
pos-inducdo. Apds esse periodo, os animais apresentavam tendéncia a melhora,
evidenciando a reversibilidade do modelo (MIRANDA et al., 2010).
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2.6. Fisiopatologia da encefalopatia hepatica

Em seu processo fisiopatologico, a EH desenvolve-se por disturbios bioquimicos com
elevacdo dos niveis séricos de NHs, pela resposta neuroinflamatoria com aumento de
citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo e edema cerebral. Além disso, a
liberacdo de glutamato em grandes quantidades pode levar a morte da célula neuronal e
neurodegeneracao.

A EH é uma sindrome complexa, e sua fisiopatogenia, incluindo os mecanismos celular
e molecular, ainda ndo foram completamente elucidados. Existem varias teorias
propostas para sua explicacdo, dentre elas: disfungdo de neurotransmissores,
envolvimento de bactérias intestinais, estresse oxidativo e nitrosativo, dentre outras
(Figura 1).

As teorias da hiperamonemia e neuroinflamacgdo sdo as mais reconhecidas e, portanto,

serdo abordadas.

Ativac
Espécies reativas de oxigénio
Estresse oxidativo

Translocacdo bacteriana
Endotoxemia
Disbiose

Figura 1. Fatores contribuintes para a patogénese da EH, com énfase nos efeitos sistémicos da
amonia e inflamag&o decorrente da faléncia hepética. Fonte: Hadjihambi, A, 2018 (adaptado).

O comprometimento da funcdo hepética leva & ndo metabolizacdo da aménia em uréia, pelo
figado, causando acimulo de NHs circulante. A elevacdo dessa substancia com potencial toxico
leva a inflamacdo sistémica e estresse oxidativo, comprometendo as fungdes do organismo
como um todo.

A EH ocorre devido a combinacdo de uma série de mecanismos fisiopatoldgicos, como
inflamacdo (JIANG, YING et al., 2015), estresse oxidativo (CAULI et al., 2009),

neurotoxinas, dentre outros. Essas alteracdes se devem, principalmente, & incapacidade
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de metabolizacdo do figado lesado, levando ao acumulo de neurotoxinas no cérebro,
afetando a neurotransmissdo e produzindo alteragcbes celulares, que afetam
principalmente astrécitos (MENDEZ-LOPEZ et al., 2015). E importante salientar que o
dano celular cerebral ndo € apenas uma consequéncia do desenvolvimento de EH, mas
também um fator contribuinte (HADJIHAMBI et al., 2018).

2.6.1. Hiperamonemia

Niveis elevados de NHs no sangue e cérebro estdo intensamente relacionados a
patogénese da EH (FELIPO; BUTTERWORTH, 2002). A hiperamonemia decorrente
da insuficiéncia hepatica resulta em grave disfuncdo do SNC, podendo levar a edema
cerebral, convulsbes e coma. (GOMIDES et al., 2014).

A NH: resultante da metabolizacdo de compostos nitrogenados pela flora intestinal é,
em condicdes fisioldgicas, metabolizada pelo figado, através do ciclo da uréia, levando
a formacdo de uréia, que passa por excrecdo renal. AlteracGes hepaticas como FHA,
FHC ou desvios portossistémicos, prejudicam a funcdo de metabolizacdo do figado,

levando ao aumento dos niveis séricos de NHs.

Com a elevacdo dos niveis de NHs no sangue, a molécula cruza a BHE e passa a ser
metabolizada no SNC, como uma via alternativa (SHAWCROSS, DEBBIE L. et al.,
2010). Por ser uma substancia potencialmente toxica, em um cenério de hiperamonemia,
o cérebro se torna responsavel pela neutralizagdo de NHs. No cérebro, para sua
neutralizacdo, a amonia necessita se incorporar a glutamina, pela acdo da enzima
glutamina sintetase, presente em astrocitos, levando essas células ao edema citotdxico
devido ao aumento da entrada de agua por estresse osmoético (HAUSSINGER;
SCHLIESS, 2008).

Apesar das evidéncias do papel central da amonia na fisiopatologia da EH, na rotina
clinica, ndo é observada uma correlagdo consistente entre sua concentragdo no sangue e
a manifestacdo dos sinais de EH (SHAWCROSS, DEBBIE L. et al., 2010).
Curiosamente, niveis eclevados de NHs podem ser observados em pacientes
assintomaticos e a concentragdo de NHs ndo € sempre consistente com a gravidade da
EH em pacientes cirréticos (PANIS; MCMULLAN; EMOND, 1997) Além disso,
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agentes terapéuticos utilizados na reducdo da hiperamonemia, como L-ornitina e
lactulose, demonstram pouca eficécia na prevencdo de EH na IHA e IHC, sugerindo a
existéncia de outros fatores associados & NHs no desenvolvimento da EH.

A amonia, por si so, é capaz de induzir ativacdo de micrdglia e astrdcitos, levando ao
aumento de expressdo de citocinas inflamatorias como IL-1pB e IL-6. Esse achado sugere
que a hiperamonemia pode desencadear a neuroinflamacdo na EH de modo sinérgico.
No entanto, ainda faltam evidéncias para ligar os dois mecanismos (HERNANDEZ-
RABAZA et al., 2016)

2.6.2. Neuroinflamacgéo

A neuroinflamacdo é um importante componente no desenvolvimento da EH, assim
como a hiperamonemia (JAYAKUMAR; RAMA RAO; NORENBERG, 2015). Estudos
recentes tém demonstrado importante papel da inflamacdo na fisiopatologia da EH
aguda e cronica (COLTART; TRANAH; SHAWCROSS, 2013).

Evidéncias clinicas e experimentais da ativacdo da microglia, células residentes no
SNC, com funcdo imunoldgica, em resposta a FHA e FHC déao suporte a teoria da
neuroinflamagio (BELANGER; COTE; BUTTERWORTH, 2006) (ZEMTSOVA et al.,
2011)(JIANG, WENLEI; DESJARDINS; BUTTERWORTH, 2009).

A ativacdo microglial é frequentemente associada com o aumento da liberacdo de
citocinas e quimiocinas, também relacionadas com a patogénese de doencas
neurodegenerativas e  neuropsiquiatricas (RODRIGUEZ; VERKHRATSKY,
2011)(BLANK; PRINZ, 2013). Estratégias anti-inflamatorias atenuaram déficits
cognitivos e atividade motora alterada (HU et al., 1996), dando suporte ao
envolvimento na neuroinflamag&o na fisiopatologia da EH (HERNANDEZ-RABAZA et
al., 2015)(HERNANDEZ-RABAZA et al., 2015)(MCMILLIN et al., 2014).

2.6.3. Citocinas e quimiocinas

Citocinas sdo polipeptideos, geralmente associados com inflamagdo, ativacdo do
sistema imune, diferenciacdo e morte celular. Incluem interleucinas (IL), Interferons
(IFN), fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas e fatores de crescimento. Em sua

maioria, ndo possuem acdo sobre tecidos saudaveis, mas respondem rapidamente a
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lesdo, infeccdo ou inflamacdo dos mesmos, agindo como mensageiros intercelulares e
direcionando o recrutamento de células com perfil pré ou anti-inflamatorio. Além das
celulas imunes e da glia, neurdnios, células endoteliais e plaquetas também produzem
essas glicoproteinas. Em geral, citocinas pro-inflamatdrias cléassicas (TNF e IL-12)
possuem potencial neurotoxico e citocinas anti-inflamatorias (IL-10), neuroprotetor
(ALLAN; ROTHWELL, 2003).

IL-6 € uma citocina pleiotropica, potente indutora de inflamacdo local e sistémica
quando envolvida em resposta de fase aguda, mas pode exercer papel anti-
inflamatdrio. IL-6 possui papel na regulacdo do sono (HOGAN et al., 2003)(GRUOL,
2015) e suas concentragfes variam durante o dia e noite em cérebros de roedores
(GUAN et al., 2005) e seres humanos (REDWINE et al., 2000). Pacientes cirréticos
com EH podem apresentar graves disturbios do sono e elevacdo de IL-6 no sangue
periférico (MONTAGNESE et al., 2013).

IFN-y ¢ considerada uma citocina pré-inflamatoria e seus niveis se mostraram
inalterados nos cérebros de pacientes cirroticos analisados. Um estudo recente
mostrou ativacdo e proliferacdo microglial e elevacdo dos niveis de IL-6, e niveis
inalterados de IL-4, IL-10 e IFN-y em amostras cerebrais post mortem de quatro
pessoas de um grupo de nove pacientes cirréticos (DENNIS et al.,, 2014). A
importancia desse achado ainda é controversa, uma vez que IL-6 est4 envolvida em
diversos processos fisioldgicos no encefalo e possui carater pro-inflamatério ou anti-
inflamatdrio, dependendo do padrdo de citocinas presentes (GRUOL,
2015)(ROTHAUG; BECKER-PAULY; ROSE-JOHN, 2016).

A fraquitalquina (CX3CL1) é superexpressa por neurdnios e células endoteliais no SNC
e parece estar envolvida na sinalizagdo neurbnio-micréglia, sendo importante na
ativacdo de células microgliais. A sinalizacdo ativada pela CX3CL1 com o seu receptor
CX3CR1 presente na microglia tem sido associada a modulacdo da produgdo de
citocinas pro-inflamatorias e da neurogénese (LIMATOLA; RANSOHOFF, 2014).

2.6.4. Astrocitos e Micraéglia

A morte neuronal tem sido descrita na faléncia hepatica (BELANGER; COTE;
BUTTERWORTH, 2006). No entanto, sua prevaléncia e gravidade sdo consideradas
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insuficientes para justificar a variedade de sintomas caracteristicos da EH
(BUTTERWORTH, 2010).

A EH é caracterizada neuropatologicamente por edema astrocitario, ativacdo microglial
e proliferacdo de astrécitos Alzheimer tipo Il (BUTTERWORTH, 2010). O astrdcito é o
tipo celular mais abundante no SNC e tem como funcdo a sustentacéo do tecido nervoso
e a nutricdo neuronal, através da formacdo de pontes entre células endoteliais e corpos
neuronais, por onde passam o0s nutrientes do sangue. Esse tipo celular também é
importante para a remogdo do excesso de glutamato, substancia com potencial
excitotoxico, das fendas sinépticas (BLANK; PRINZ, 2013). Os astrocitos sdo as
células mais afetadas pela hiperamonemia no SNC, parcialmente devido a sua
proximidade com os vasos sanguineos (NORENBERG; RAMA RAOQO; JAYAKUMAR,
2009). Em resposta a exposicdo a amonia, essas células apresentam mudancas
morfoldgicas, como edema citotdxico, levando ao edema cerebral (SEYAN et al.,
2010). Astrocitos Alzheimer tipo Il apresentam nuacleo palido e nucléolo evidente e o
nimero de astrdcitos evidenciando essa alteracdo fenotipica pode ser correlacionado a
severidade da encefalopatia (CALVARUSO et al., 2007).

Os astrocitos liberam TNF-a, com consequente liberacdo de glutamato e concomitante
ativacdo da microglia. A ativacdo microglial € normalmente seguida de proliferacdo e
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF, IL-1B e IL-6, podendo levar a
morte neuronal (HADJIHAMBI et al., 2018).

A microglia corresponde a cerca de 20% do total de células da glia e € a principal fonte
de sintese de citocinas pro-inflamatdrias no encéfalo. Seu papel na patogénese da EH
ainda ndo € totalmente compreendido, mas torna-se ativada no SNC de modelos

experimentais para insuficiéncia hepatica aguda e crénica (KIM; JOH, 2006).

Em situacBes fisioldgicas, apresenta morfologia ramificada e estado quiescente,
mantendo a homeostase, vigilancia imunolégica, desativacdo de neurotransmissores e
producdo de fatores de crescimento. Em situacGes patoldgicas que afetem o SNC, como
na EH, essa célula é ativada e assume morfologia amebdide, apresentando atividade
fagocitica (HERNANDEZ-RABAZA et al., 2016)(MCMILLIN et al., 2014).

ApoOs sua ativacdo, a microglia produz diretamente e induz o aumento dos niveis de
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, citocinas, quimiocinas e metaloproteinases,

promovendo remocao dos debris celulares e facilitando a plasticidade neuronal, mas

29



levando também a expansédo da leséo tecidual, devido a sua atividade pro-inflamatoria
(SONG; ZHANG; DONG, 2013). A ativacdo da micrdglia foi demonstrada em
infeccdes no SNC e em doencgas neurodegenerativas, como Alzheimer (SARLUS et al.,
2017).

A inflamacdo, em associagdo com a hiperamonemia, exerce importante papel na
patogénese da EH. A aplicacdo de NHs a culturas celulares de astrécitos leva a edema
astrocitario e cerebral através de sistemas de sinalizacao inflamatéria (NF-kB, PLA2,
NOS, NOX, COX2). Além disso, a amdnia ativa a microglia e estimula as células
endoteliais do cérebro; alguns desses eventos também ocorrem em animais
experimentais e em humanos com HE. As consequéncias dessa resposta inflamatdria
(sintese e liberacdo de fatores inflamatorios da microglia ativada e células endoteliais),
juntamente com a hiperamonemia, levam ao edema cerebral na encefalopatia hepatica
aguda. A presenca de inflamacdo central e periférica também contribui para as
anormalidades comportamentais observadas na HE cronica (ZEMTSOVA et al., 2011).

2.6.5. Fatores Neurotréficos

Fatores neurotroficos sdo proteinas enddgenas sollveis, que regulam sobrevivéncia,
crescimento e plasticidade neuronais. Essas proteinas participam de varias funcdes
celulares através da ativacdo de receptores, incluindo a expressao dos genes envolvidos

na regulacdo da neuroplasticidade e satde celular (SCHMIDT et al., 2008)

Dentre as varias neurotrofinas, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) tem
sido extensivamente estudado em doencgas neurodegenerativas, como na Doenca de
Alzheimer, e na depressdo (BUDNI et al., 2015). A hipdtese neurotrofica da depressédo é
baseada na reducgédo da quantidade ou expressdo de BDNF cerebral, principalmente no
sistema limbico desses pacientes (DUMAN; LI, 2012). Neuroinflamacéo aguda ou lesdo
cerebral desencadeia ativacao astrocitaria e elevacdo da expressdo de BDNF. CondicOes
cronicas ou subagudas elevam a expressao de TNF e reduzem a de BDNF, promovendo
neurodegeneracdo (SONG; ZHANG; DONG, 2013).

O fator neurotrofico derivado da linhagem de célula glial (GDNF) promove
desenvolvimento, diferenciagdo e protecdo das células do SNC e também possui papel
relevante em doencas neuropsiquiatricas. Varios estudos mensurando o nivel de GDNF
em pacientes com depressdao demonstraram resultados inconsistentes (LIN; TSENG,
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2015). O fator de crescimento neural (NGF) foi a primeira neurotrofina identificada
responsavel por exercer papel na sobrevivéncia e funcdo de neurbnios sensoriais e
simpaticos no sistema nervoso periférico (SNP) e neurbnios colinérgicos do
prosencéfalo no SNC (BUDNI et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os déficits neuroldgicos associados as alteracGes patoldgicas, inflamatorias e

neuroquimicas na encefalopatia hepatica experimental.

3.2. Objetivos especificos
Nos animais controle e induzidos (TAA):
1. Avaliar os parametros comportamentais no modelo murino de EH;
2. Analisar alteracdes histopatoldgicas no encéfalo e no figado;
3. Detectar os niveis hepaticos da alanina aminotransferase (ALT) e de depuracao
hepética do verde de indocianina (ICG);
4. Mensurar a atividade dos neutrofilos e dos macréfagos no figado e no encéfalo;
5. Caracterizar alteracdes morfoldgicas dos astrécitos e da microglia nas diferentes
regides do enceéfalo;
6. Quantificar os niveis teciduais das citocinas TNF, IL-10, IFN-g, IL12p70, IL-6 e
CCL2 e dos fatores neurotroficos BDNF, NGF e BDNF em diferentes regides
anatébmicas do encefalo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas, entre oito e 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 sob condicBes controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com 4gua e racdo ad libitum. Os camundongos foram
separados aleatoriamente em dois grupos: o grupo controle e o grupo EH induzida por
injecdo intraperitoneal de TAA. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o numero de protocolo 393/2017 (ANEXO 11).

A figura 2 resume o delineamento experimental realizado no presente estudo.
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Figado: ALT, ICG, MPO, NAG, | Figado: ALT, ICG, MPO, NAG,
histopatologia histopatologia

v
Teste campo
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Figado: ALT, ICG, MPO, NAG,
histopatologia

Encéfalo: MPO, NAG, Encéfalo: MPO, NAG,
histopatologia CBA e ELISA,
Histopatologiae
imunoistoquimica

Encéfalo: MPO, NAG,
histopatologia

Figura 2: Delineamento experimental para 0s grupos controle e TAA.

NUmero de animais por grupo:

Teste de campo aberto: controle: 6; TAA: 9

ALT: controle: 8; TAA 1d: 4; TAA 3d: 5; TAA 7d: 10

ICG: controle: 5; TAA 1d: 5; TAA 3d: 5; TAA 7d: 5

NAG e MPO: controle: 5; TAA 1d: 7, TAA 3d: 7, TAA 7d: 10
Histopatologia: controle: 6; TAA 1d: 6; TAA 3d: 6; TAA 7d: 10
LCE: controle: 5; TAA 7d: 10

Nado forgado: controle: 6; TAA 7d: 9

TRO: controle: 10; TAA: 10

ELISA: controle:6; TAA 7d: 7

CBA: controle: 8; TAA 7d: 8

Imunohistoquimica: controle: 5; TAA 7d: 10
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4.2. Inducédo da encefalopatia hepatica

O modelo utilizado para inducdo de EH foi o de faléncia hepatica aguda,
induzida por Tioacetamida (TAA, CHsCSNH-, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA),
previamente estabelecido por MIRANDA et al., 2010. Camundongos do grupo TAA
receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de TAA na dose Unica de 600mg/kg, diluida em
solucdo fisioldgica de cloreto de sédio 0,9% (NaCl 0,9%) na concentragdo de 40mg/mL.
Os animais do grupo controle receberam injecédo intraperitoneal de solucdo fisioldgica
NaCl 0,9% no volume proporcional. Foram utilizados camundongos fémeas, devido a
maior taxa de sobrevivéncia desses animais.

Ambos os grupos de animais receberam injecdo subcutanea (s.c.) de 500puL de
soro glicosado 5% para evitar desidratacdo e hipoglicemia, e foram mantidos sobre
manta térmica durante 30 minutos, para evitar hipotermia. Ap6s a inducéo, 0s animais
foram realocados nas gaiolas e mantidos durante 1, 3 e 7 dias sob as mesmas condigdes

anteriores de temperatura e luminosidade e livre acesso a agua e ragéo.

4.3. Avaliacao do peso dos animais

Os animais foram pesados antes do procedimento de inducdo da EH e

posteriormente todos os dias no mesmo horario, até o sétimo dia pds-inducéo.

4.4. Analise de parametros cognitivos e comportamentais

4.4.1. Avaliacdo da atividade locomotora por meio do teste de campo aberto

O teste de Campo Aberto, também conhecido como Open Field foi desenvolvido
para avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria e do nivel de ansiedade em
roedores (HALL & BALACHEY 1932), e foi realizado 24 horas e 7 dias apds a inducéo
da EH. Foi utilizado o aparelho PhenoTyper®, que consiste em uma caixa com base
quadrada branca e paredes de acrilico transparente. O teste foi realizado em uma sala
vazia e silenciosa e foi utilizado papel Kraft para revestir externamente as paredes da
caixa para evitar interferéncias com o meio externo. Os camundongos foram
posicionados, individualmente no centro da arena onde se moveram livre e

espontaneamente durante dez minutos. A arena foi higienizada com alcool 70% e seca

34



com papel toalha no intervalo de cada sessdo de exploracdo. Foram analisadas a
distancia total percorrida e a porcentagem de permanéncia no centro da arena durante a

exploracdo através do software EthoVision®.

4.4.2. Avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade por meio do teste de

labirinto em cruz elevado

Para avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade, foi realizado no
sétimo dia o teste do labirinto em cruz elevado (LCE), que é um teste de ansiedade nédo
condicionada, e se baseia no antagonismo entre o comportamento exploratorio
espontaneo do animal e sua aversdo inata a elementos ansiogénicos como elevagéo e
uma area aberta desconhecida. O labirinto em cruz elevado (LCE) (Insight® SP, Brasil)
possui dois bragos abertos e dois fechados, dispostos em direcdes opostas, formando
uma cruz, que emergem de uma plataforma central, que apresenta uma elevagdo da
base. O teste de LCE foi conduzido como descrito por (WALF; FRYE, 2007). Cada
camundongo foi colocado individualmente no centro da plataforma com a cabeca
direcionada para um braco aberto. O animal percorreu livremente o labirinto por cinco
minutos. Foi considerada entrada no brago quando o camundongo colocou as quatro
patas no mesmo, caso contrario, a localizacdo foi considerada no centro do labirinto.
Foram analisadas as entradas nos bracos abertos e fechados e o tempo gasto nos
mesmos. A medida da ansiedade foi apresentada pelo numero de entradas e pela
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos, sendo que baixas porcentagens na
regido aberta indicam maiores niveis de ansiedade (DE MIRANDA et al., 2011). Entre

cada teste, o labirinto foi limpo com alcool 70% e seco com papel toalha.

4.4.3. Avaliacdo do comportamento semelhante & depressdo por meio do teste de
nado forcado

O teste do nado forcado foi primeiramente proposto para ratos e entdo adaptado
para camundongos (DELALANDE, 1978) e consiste em colocar o animal em um
tanque cilindrico contendo agua limpa a 25°C e a uma profundidade que o animal néo
consiga tocar o fundo do tanque com a cauda.

Camundongos forcados a nadar em um espago restrito do qual ndo podem escapar, apos
um periodo inicial de atividade vigorosa, adotam uma postura imdvel e permanecem

flutuando passivamente, realizando 0s movimentos necessarios apenas para manter suas
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cabecas acima da agua (DELALANDE, 1978). Uma frequéncia elevada dessa
imobilidade € caracteristica de um estado depressivo. Cada animal permaneceu por 6
min em um béquer de vidro de 5 litros com &gua. Apds o término do teste, cada animal
foi seco com uma toalha e mantido por 30 minutos sobre manta térmica, para evitar
hipotermia. Entre cada teste a 4gua do cilindro foi substituida por agua limpa. Todas as
sessOes foram gravadas por uma camera posicionada a 20 cm da borda do cilindro para
que o0s registros fossem analisados posteriormente. Foram analisados o0s
comportamentos de imobilidade: auséncia de movimentos bruscos, realizando
movimentos necessarios apenas para manter a cabeca acima da agua; nado: movimentos
horizontais do animal pelo tanque, movimentando as patas vigorosamente; e climbing:
impulso vertical do animal, geralmente apoiando-se nas paredes do tanque, realizando

movimentos de escalada.

4.4.4. Avaliacdo da memoria de curto e longo prazo por meio do teste de
reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) foi realizado para avaliacdo da
memoria de curto e longo prazo no sétimo dia pds-inducédo (p.i.). Durante o periodo de
adaptacéo, no quinto dia p.i., 0s animais tiveram a oportunidade de explorar a arena por
10 minutos. No dia seguinte, sexto dia p.i., uma sessdo de treinamento foi conduzida,
individualmente, durante 10 minutos. Dois objetos idénticos foram posicionados em
cantos adjacentes a 8cm das paredes. Durante o teste de memoria de curta duragdo, 1,5
horas ap6s o treino (6° dia p.i.), 0s camundongos exploraram a arena por 5 minutos, na
presenca do objeto familiar (A) e do novo objeto (B). Os objetos eram distintos em cor e
formato, mas feitos do mesmo material (gesso). 24 horas apds o treino, foi realizado
novo teste para avaliagdo da memoria de longo prazo, no qual o novo objeto foi
novamente substituido por outro de formato e cor diferentes, e os animais exploraram a
arena novamente por 5 minutos. A arena foi higienizada com alcool 70% e seca com
papel toalha no intervalo de cada sessdo de exploracdo. A preferéncia exploratoria foi
definida pela porcentagem do tempo total de exploracdo gasto pelo animal na
investigacdo do objeto familiar (A) ou do novo objeto (B) e foi calculada para cada
animal através da relacdo: TB/(TA+TB), sendo TA o tempo gasto explorando o objeto
familiar e TB o tempo gasto explorando o novo objeto. O Software Anymaze®

(Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA) foi utilizado para analise comportamental.
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62 dia p.i. 72 dia p.i.
52 dia p.i. 62 dia p.i. 1,5h apds treinamento 24h ap6s treinamento

Adaptagdo Treinamento Meméria de curto prazo  Meméria de longo prazo
10 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

Figura 3. Desenho esquematico do teste de reconhecimento de objetos (TRO)

Esquema representando a arena do aparelho PhenoTyper demonstrando a disposic¢éo de objetos
nos dias 5, 6 e 7 p.i. e as duragdes dos respectivos testes.

4.5. Eutanésia e coleta de amostras

Apbs os periodos estipulados, os animais foram eutanasiados com injecdo i.p. de uma
combinacdo de 100 mg/kg de cetamina (Syntec) e 10 mg/kg de xilazina (Syntec), sendo
0 volume administrado individualizado por peso, considerando a proporc¢éo de 0,3 mL
de anestésico/10g de massa do animal. Foi realizada necrdpsia e coleta do encéfalo e do
figado, armazenados a -20°C para posterior mensuracdo dos niveis de mieloperoxidase
(MPO) E N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Para citocinas e fatores neurotroficos
foram coletadas regides especificas do encéfalo: cortex cerebral, estriado e hipocampo,
e mantidas em refrigeracdo -20°C para posterior processamento e analises. Para andlise
histopatoldgica e imunoistoquimica, os 6rgdos foram imediatamente removidos e
fixados em formalina tamponada 10% e posterior processamento. Para dosagem de ALT
e de depuracdo hepatica do ICG, foi realizada transec¢do da veia cava inferior e succao
cuidadosa do sangue com pipeta de Pasteur. A dosagem de ICG foi realizada
imediatamente apos a coleta. Para posterior dosagem de ALT o sangue foi mantido em

refrigeracdo a -20°C.

4.6. Ensaio para deteccao dos niveis de Mieloperoxidase (MPO) E N-acetil-3-D-

glicosaminidase (NAG) no figado e no encéfalo

Foram realizadas estimativas da migragdo de neutrofilos e macrdéfagos para figado e
cerebro através da dosagem da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-

acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) A NAG é uma enzima lisossdmica produzida pela
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ativacdo de macrofagos e sua quantificacao € utilizada como indice de infiltracdo dessas
células no foco de inflamacéo (BAILEY, 1988).

A MPO ¢é uma enzima encontrada nos granulos de neutréfilos, e sua quantificacdo é
utilizada como marcador bioquimico de recrutamento dessas células para o foco
inflamatorio, permitindo demonstrar a presenca de neutréfilos quantitativamente
(MULLANE et al., 1985).

4.6.1. Processamento do tecido hepatico e cerebral para os ensaios de MPO e NAG

Adicionou-se 100 mg de tecido hepatico e cerebral a 1mL de solucdo de extracdo de
citocinas (NaCl 0,4 mol/L, Na2HPO 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de
benzalcdnio 0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v),
aprotinina 20 Ul) para o processamento em homogeneizador de tecidos (Power Gen 125
- Fisher Scientific, Pennsylvania, EUA). As amostras foram entdo centrifugadas por 10
minutos a 4°C e 10.000rpm. O pellet foi homogeneizado em 1,9 mL do Tampéo 1, com
pH 4,7, contendo 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L de Na2zHPO4, 0,015 mol/L de EDTA e
centrifugado por 10 minutos a 4°C e 10.000rpm. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet submetido a lise celular através da adigcdo de 1,5 mL de NaCl 0,2% (p/v) por
aproximadamente 30 segundos. Posteriormente foi adicionado 1,5 mL de uma solucéo
de NaCl 1,6% (p/v) com glicose 5% (p/v) e a solucdo final foi homogeneizada e
dividida igualmente em dois eppendorfs® que foram centrifugados por 10 minutos a
4°C e 10.000rpm. O sobrenadante foi descartado, os eppendorfs® identificados para
NAG e MPO e foram adicionados 800 pL de salina 0,9% (p/v) com triton X-100 1%
(p/v), para o ensaio de NAG; ou 800 uL de tampao fosfato [0,05 mol/L de NasPOs e
0,5% (p/v) de hexadecil-trimetil brometo de aménia, pH 5,4] para o ensaio de MPO. As
amostras foram homogeneizadas e congeladas a -80°C para posterior realizacdo dos

ensaios enzimaticos.

4.6.2. Dosagem da atividade da MPO

Para liberacdo da enzima das vesiculas citoplasmaticas, o tecido processado foi
submetido a trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, e,

entdo, centrifugado por 15 minutos a 4°C e 10.000rpm. Para o ensaio enzimatico foi
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utilizado o sobrenadante. A reacdo se inicia com a adicdo de 25 pL de
tetrametilbenzidina (Sigma) diluida em dimetilsulféxido (DMSO, Merck) na
concentracdo de 1,6 mmol/L a 25 pL da amostra em uma placa de 96 pogos (C96
MicroWellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). A placa foi
levada a estufa a 37°C por 10 minutos e depois foram adicionados 100 pL de peroxido
de hidrogénio 1,2 mmol/L em tampdo fosfato de sdédio 80mmol/L, pH 5,4.
Posteriormente, foi feita uma nova incubacgdo a 37°C por mais 10 minutos. Para cessar a
reacao, foram adicionados 100 pL de H2SO4 1 mol/L. A atividade da MPO foi calculada
pela medida das alteracdes na densidade Optica a 450nm. Os resultados foram expressos

em atividade de absorbancia de MPO.

4.6.3. Dosagem da atividade da NAG

O tecido processado foi centrifugado por 10 minutos a 4°C e 3.000rpm. Para 0 ensaio
enzimatico, foi utilizado o sobrenadante. A reacdo inicia-se com a adi¢do de 100 pL das
amostras em uma placa de 96 pocos. Foram adicionados 100 pL do substrato (p-
nitrofenil-N-acedtil-B-D glicosamina, Sigma) as amostras, diluido em tampao
citrato/fosfato pH4,5 na concentracdo de 2,24 mol/L. Sobrenadante e substrato foram
levados a estufa a 37°C por 10 minutos. Apds a incubacdo, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 100 pL de tampdo glicina 0,2 mol/L, pH 10,6. A absorbancia foi
analisada por espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no
comprimento de onda de 405nm. Os resultados foram expressos em atividade de
absorbancia de NAG.

4.7. Depuracdo hepética do verde de indocianina

A funcdo metabdlica do figado foi avaliada por meio da depuracdo hepética do verde de
indocianina (ICG; SIGMA), um teste geralmente utilizado clinicamente. A reducdo da
depuracdo do ICG esta correlacionada com a perda da funcdo hepéatica. O ICG foi
dosado no soro dos camundongos dos grupos controle e TAA 1, 3 e 7 dias apos a
inducdo de EH. O ICG foi aplicado na dose de 20mg/kg, diluido em &gua para injecao,
através do plexo retro orbital, com seringa de insulina, que ndo possui volume morto. O
volume foi ajustado de acordo com o peso de cada animal. Exatamente 20 minutos ap6s

a injecdo, os camundongos foram eutanasiados e seus sangues coletados e centrifugados
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por 10 minutos a 7.000 rpm, em temperatura ambiente. Foi realizada a dilui¢do seriada
de acordo com o protocolo do fabricante. Ap0s a leitura no aparelho leitor de ELISA,
os resultados foram multiplicados pelo fator de diluicdo. A quantidade de ICG foi

determinada por espectrofotometria (absorbancia em 800nm).

4.8. Estimativa de lesdo hepatocelular pela mensuracéo de ALT

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima presente no citoplasma de hepatécitos
e, apesar de ndo-especifica para o figado, se eleva rapidamente apds injuria hepatica,
sendo seu aumento sérico, um marcador sensivel de lesdo hepatocelular, permitindo que
seja utilizada como teste de triagem de dano hepéatico (SENIOR, 2012). A ALT foi
dosada no soro dos camundongos dos grupos controle e TAA 1, 3 e 7 dias, como indice
de les@o hepatocelular, utilizando um teste cinético (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). O
sangue foi coletado através da seccdo da veia cava inferior, e suc¢do com pipeta de
Pasteur. Para separacdo do soro, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a
10.000 rpm, em temperatura ambiente. Posteriormente, foi utilizado o kit Transaminase
ALT Cinética (K049, Bioclin) de acordo com as instru¢es do fabricante. O teste
consiste em rea¢des quimicas com oxidacdo de NADH em NAD-+ na presenca de ALT e
lactato desidrogenase (LDH). S&o realizadas quatro leituras por espectrofotometria, em
intervalos de um minuto e a variacdo da absorbancia reflete a quantidade de ALT no
soro. As leituras séo realizadas no comprimento de onda de 340 nm no aparelho leitor
de ELISA.

4.9. Analises histopatoldgica e imunoistoquimica

Apos eutandsia os encéfalos e fragmentos dos lobos quadrados do figado foram
imediatamente removidos e fixados em formalina tamponada 10%. Apds fixacdo, 0s
encéfalos foram cortados em fatias coronais de 2mm de espessura, utilizando uma
matriz para corte de cérebros de camundongos (Insight LTDA, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil). Para obtencdo de laminas histologicas, as fatias foram desidratadas em série
crescente de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cada amostra foi
clivada e processada em micrétomo para obter-se seccdes de 4 um de espessura em

intervalos de 70 um. As laminas entdo foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E).
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Outras secOes dos fragmentos do encéfalo foram utilizadas para anélise
imunoistoquimica para - lonized calcium-binding adaptor molecule-1 (lba-1) e glial
fibrillary acidic protein (GFAP) ao sétimo dia p6s-inducdo. Essas se¢des passaram por
recuperacdo antigénica com tampao de sodio-citrato (pH 6) por 28 minutos em panela
de pressdo e bloqueio de peroxidase com H,O,e solucdo de PBS (10%) por 30
minutos. Posteriormente foi realizado o bloqueio de proteina com o blogueador de
proteina (kit Novolink, Leica). As sec¢bes foram entdo incubadas com anticorpos
monoclonais de coelho contra Iba-1 (Abcam) e GFAP (Diagnostic BioSystems,
California, EUA), em diluigcdo 1:2000 e 1:200, respectivamente, e incubadas overnight a
4°C. Anticorpo secundario policlonal biotilinado e streptavidina-HRP (Leica) foram
aplicadas e as se¢Oes foram incubadas com diaminobenzidina 5% (v/v) (Leica). As
laminas foram entdo contracoradas com hematoxilina e examinadas por microscopia

oOptica.

4.10. Avaliacdo dos niveis teciduais de citocinas/qumiocinas por Cytometric Bead
Array - CBA

Apdbs os testes comportamentais os animais foram eutanasiados e seus encéfalos
retirados. Foram coletadas amostras do cértex, estriado e hipocampo para dosagem das
citocinas. Os tecidos foram armazenados em freezer -20°C e em seguida processados
em solucdo tampdo de homogeneizacdo para realizacdo de analises via CBA. As
concentracdes das citocinas Fator de necrose tumoral (TNF), Interleucina 10 (IL-10),
Interferon gama (IFN-g), Interleucina 12 (1L12p70), Interleucina 6 (IL-6) e CCL2 foram
avaliadas por meio de Kits de CBA (Cytometric Bead Array) obtidos da BD
Biosciences, de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante. A
concentracdo dos mediadores inflamatdrios foi determinada por leitura no instrumento
FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

4.11. Determinagdo dos niveis teciduais dos fatores neurotroficos e da

fraquitalquina por ELISA

As concentragdes dos fatores neurotroficos (BDNF, GDNF e NGF) e da fraquitalquina
(CX3CL1) foram mensuradas no homogenato do cérebro (cortex, estriado e hipocampo)
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de cada animal, por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se anticorpos R&D
Systems (DuoSet) e de acordo com o0s procedimentos previamente descritos pelo
fabricante. Os encéfalos de cada animal foram devidamente retirados, acondicionados e
estocados no freezer -20°C até o processamento. As amostras foram pesadas e
padronizadas em uma média de 190mg de tecido cerebral. Logo apds foram trituradas
em tampdo de lise por um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125,Fisher
Scientific) a uma velocidade média. O fundo do eppendorf, ao se fazer a trituragdo
permaneceu no gelo, evitando aquecimento da amostra. ApO0s a maceracdo, O
homogenato que se encontrava o mais uniforme possivel, foi centrifugado a 14.000
RPM por 20min, a 4°C, e o sobrenadante colhido, aliquotado e estocado a -80°C até a
utilizacdo para o ensaio imunoenzimatico. Para tal, placas de 96 pocos (Maxisorb)
foram sensibilizadas com anticorpos de captura especificos (diluidos em solucdo 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
solugdo de PBS 1x e BSA 1% a temperatura ambiente. Enquanto isso as placas foram
deixadas no agitador. As amostras e o0 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 deteccdo (biotinilados) durante duas horas. Adicionou-se uma
solucdo contendo streptavidina ligada a peroxidase (Pharmingen), mantendo o sistema
em repouso por 20 minutos. Posteriormente, as placas foram lavadas novamente e
adicionou-se solugéo substrato contendo tampado citrato, ortofenildiamina (OPD, Sigma)
e perdxido de hidrogénio (Merck). Feito isso, as placas foram incubadas em uma caixa
fechada e escura a temperatura ambiente. O tempo de coloracdo amarelada foi
monitorado entre 20 a 30 minutos. Quando a coloracdo amarelada tornou-se adequada, a
reacdo foi interrompida imediatamente adicionando-se a solucdo stop (&cido sulfurico
1M, 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).

4.12. Analise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Kolmorov-Smirnov). As

diferengas foram comparadas usando o teste t de Student. A andlise de variancia de duas
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vias foi empregada para analisar a porcentagem de peso corporal original. 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 padrao

da meédia (SEM). O significado estatistico foi assumido para todos os valores de p<0,05.

5. RESULTADOS
5.1. Reducéo do peso corporal

Os animais foram pesados diariamente com a mesma balanca e no mesmo horario do
dia 0, antes da inducdo de EH, até o dia 7, quando foram eutanasiados. Ndo houve
mortalidade até 0 momento da eutandsia. Os animais do grupo TAA mostraram perda
de peso significativa em relacdo ao grupo controle (Fig.4).
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Figura 4. Variacdo do peso corporal dos animais durante o experimento. Controle (n=5), TAA
(n=10). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Grupo controle e TAA: EH induzida por
tioacetamida.
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5.2. Atividade locomotora reduzida no dia 1 p.i. e normalizada no dia 7 p.i.

Para execucdo dos testes comportamentais € necessario que a atividade locomotora dos
animais esteja preservada, pois a reducdo da mobilidade pode levar a um resultado
enviesado, devido a diminui¢do da locomocdo. Foi realizado o teste de campo aberto
para avaliacdo da atividade locomotora dos camundongos um e sete dias ap0s a inducao
da EH. No primeiro momento avaliado, observou-se reducdo significativa da
motricidade dos animais TAA em comparacdo ao grupo controle (p<0,001). No

segundo momento do teste, 0s animais mostraram recuperacao da atividade locomotora
(Fig.5).
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Figura 5. Reducéo e recuperagdo da atividade locomotora dos animais TAA 1 dia (a) e 7 dias
(b) p.i.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e avaliados por meio do teste em
campo aberto. Sua movimentacdo livre em uma arena foi filmada e analisada pelo software
EthoVision®. Quando comparado ao grupo controle (n=6), os animais TAA (n=9) apresentam
diferenca estatisticamente significante da atividade locomotora no teste 1 dia p.i. (p<0,001) (A).
No teste 7 dias p.i.(B), ndo ha diferenca estatistica entre a motricidade dos animais dos dois
grupos, permitindo assim a realizagéo de outros testes comportamentais. (*** p<0,001).: Grupo

controle e TAA: EH induzida por tioacetamida.
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5.3. Comportamento semelhante a ansiedade

Houve reducdo significativa da porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE
pelos camundongos do grupo TAA em relacdo ao grupo controle aos sete dias p.i.,

evidenciando comportamento semelhante a ansiedade nos animais com EH (Fig. 6).
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Figura 6. Comportamento semelhante a ansiedade no grupo TAA, 7 dias p.i.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e avaliados por meio do teste de
labirinto em cruz. Sua movimentacdo livre no LCE foi filmada e analisada pelo software
EthoVision®. Quando comparado ao grupo controle (n=5), os animais TAA (n=10) apresentam
reducdo estatisticamente significante das entradas nos bracos abertos do labirinto 7 dias p.i.
(p<0,01), evidenciando comportamento semelhante a ansiedade nesses animais (** p<0,01).

Grupo controle e TAA: EH induzida por tioacetamida.
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5.4. Comportamento semelhante a depressao

Os animais do grupo TAA apresentaram reducdo do tempo gasto com a atividade de
“climbing” em relagdo ao grupo controle aos sete dias p.i., evidenciando

comportamento semelhante a depressdo nos animais com EH (Fig. 7).

*%*

Tempo gasto em "climbing" (s)

Controle TAA

Figura 7. Comportamento semelhante a depressdo no grupo TAA, 7 dias p.i.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e avaliados por meio do teste de nado
forcado. Seus tipos de comportamento foram filmados e analisados manualmente. Quando
comparado ao grupo controle (n=6), os animais TAA (n=9) apresentam reducéo estatisticamente
significante do comportamento de “climbing” 7 dias p.i. (p<0,01), evidenciando comportamento

semelhante a depressdo nesses animais (** p<0,01) Grupo controle e TAA: EH induzida por
tioacetamida.
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5.5. Auséncia de déficit de memoria a curto e longo prazo

O teste de reconhecimento de objetos (TRO), realizado no sétimo dia p6s inducéo, foi
validado, uma vez que os animais do grupo controle passaram mais de 60% do tempo
explorando o novo objeto, o que é esperado, visto que o0 roedor possui essa tendéncia
inata de explorar o que é novo para ele. Entretanto, os animais do grupo TAA também
fizeram adequada discriminacéo dos objetos, visto que ndo houve diferenca significativa
entre este grupo e o grupo controle em relagdo ao tempo explorando o novo objeto.
Conclui-se assim, que, os animais do grupo TAA néo apresentam dano de memoria de
curto prazo (teste de 1,5h) ou de memoria de longo prazo (teste de 24h) com base no

teste de reconhecimento de objetos (Fig.8).

ot
S

3 Controle
L . TAA

L

N
o
1

N
e

% explorando novo objeto

o

Ooh 1h30 24h Oh 1h30 24h

Figura 8. Avaliacdo da memoria a curto e longo prazo.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e avaliados por meio do TRO. Seus
tipos de comportamento foram filmados e analisados pelo software EthoVision®. Foram
analisados trés momentos do TRO: 0, 1,5h e 24h, se referindo a sessdo de treinamento, a sessao
para avaliacdo de memdria de curto prazo e de longo prazo, respectivamente. Grupo controle
(n=6); TAA (n=10): grupo EH induzida por tioacetamida.
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5.6. Lesao hepatocelular evidente 1 dia p.i.

A dosagem de ALT apresentou um pico no dia 1 apés a inducdo, retornando aos niveis
basais no dia 3 p.i., demonstrando que nesse momento ha intensa lesdo hepatocelular
(Fig. 9).
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Figura 9. Dosagem de ALT nos grupos controle, 1, 3 e 7 dias p.i..

Foi realizada mensuragdo de ALT de animais dos quatro grupos experimentais: controle (n=8),
dia 1 p.i. (n=4), dia 3 p.i. (n=5), dia 7 p.i. (n=10). Ha& aumento significativo de ALT no tempo de
24h p.i. (**p<0,01) em relacdo aos outros grupos.
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5.7. Reducéo intensa da funcao hepatica nos dias 1 e 3 p.i.

A depuracdo hepética de ICG apresentou-se comprometida nos dias um e trés pos
inducdo, retornando a normalidade no sétimo dia p.i., indicando a reversibilidade do

processo e retomada do metabolismo hepatico (Fig. 10).
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Figura 10. Depuracdo de ICG nos grupos controle, 24h, 72h, e 7 dias p.i.

Foi realizada mensuracdo da depuragdo hepatica de ICG de animais dos quatro grupos
experimentais: controle (n=5), dia 1 p.i. (n=5), dia 3 p.i. (n=5), dia 7 p.i. (n=5). H& aumento
significativo dos niveis de ICG no tempo de 24h p.i. (*p<0,05) e 72h p.i. (**p<0,01) em relacdo
aos outros grupos, indicando que nesses momentos sua depuracdo esta reduzida e, portanto, ha

reducdo da fungdo hepatica.
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5.8. Maior taxa de migracao de neutrofilos e macrofagos para o tecido hepatico nos

dias 1 e 3 p.i.

Os animais do grupo TAA apresentaram niveis hepaticos significativamente maiores de
NAG e MPO em relacdo aos animais do grupo controle nos dias um e trés pds-inducéo,
indicando que nesses periodos ha maior migracdo de neutréfilos e macréfagos para o
figado. N&o foi observada atividade dessas enzimas em tecido cerebral nos periodos

avaliados (Fig. 11).
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Figura 11. Dosagem hepética das enzimas NAG e MPO, 1, 3 e 7 dias p.i.

Foi realizada mensuracdo de NAG e MPO de animais dos quatro grupos experimentais controle
(n=5), dia 1 p.i. (n=7), dia 3 p.i. (n=7), dia 7 p.i. (n=10). Houve aumento significativo de NAG
nos momentos 1 dia p.i. (*p<0,05) e 3 dias (***p<0,001) e MPO nos momentos 1 dia p.i.
(***p<0,001) e 3 dias (**p<0,01) em relacdo ao grupo controle. Os resultados demonstram,
portanto, que ha aumento da migracdo de macréfagos e neutréfilos para o tecido hepatico nos

tempos de 1 e 3 dias ap6s inducéo de EH em comparagéo ao grupo controle.
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5.9. LesOes hepatica e encefalica evidenciadas pela histopatologia

A avaliacdo histopatoldgica revelou areas multifocais de necrose e hemorragia hepatica
associadas a infiltracdo inicial de polimorfonucleares nos dias um e trés p.i., sendo que
essas lesbes se localizam principalmente na regido centrolobular (Fig 12 A-H). No dia 7
p.i., foram visualizadas infiltracbes de celulas inflamat6rias mononucleares e
proliferacdo de células gigantes localizadas proximos aos focos de necrose. As seccoes

de figado dos animais controles apresentaram aspecto histologico normal.

Em todos os periodos avaliados foram encontradas areas focais de hemorragia no
cerebelo do grupo TAA (Fig.12 I-L). Nao foram observadas alteracbes microscopicas

nos encéfalos dos animais controles.
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Figura 12. Histopatologia das lesdes hepatica e cerebral nos grupos TAA 1, 3 e 7 dias.

Fotomicrografia de sec¢Ges do figado (A-H) e do encéfalo (I-L) coradas por H&E de
camundongos C57BL/6 com EH induzida por TAA por via intraperitoneal 1 dia p.i. (B,FJ), 3
dias p.i. (C,G,K), 7 dias p.i. (D,H,L) e controles (A,E,,l). Aspeco histolégico normal no animal
controle (A,E). Necrose hemorrégica multifocal associada a infiltracdo focal de neutréfilos no
figado no dia 1 p.i. (B,F). Infiltracdo de polimorfonucleares no dia 3 p.i. (C,G). Areas
coalescentes de inflamagdo caracterizadas pela infiltragdo de células mononucleares e células
gigantes no figado no dia 7 p.i. (D,H). Cerebelo sem alteracGes microscopicas, animal controle
(). Camundongo induzido mostrando hemorragia focal em cerebelo em todos os periodos pos-
inducdo (J,K,L). Aumentos originais: 20x (A-D, J); 40x (E-H,I,K,L). Grupo controle (n=5);
TAA 1d(n=6); TAA 3d(n=6); TAA 7d (n=6): grupo EH induzida por tioacetamida.
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5.10. Alteracdes morfoldgicas dos astrécitos e da microglia na encefalopatia

hepética

Os animais controles apresentaram células imunopositivas para GFAP localizadas ao
redor de vasos sanguineos e dispersas pelo neuropilo (Fig.13 A-D). Os animais TAA
também mostraram astrocitos imunomarcados distribuidos ao longo do tecido
encefalico. No entanto, pequenos focos com aumento da celularidade destas células
foram observados nos cartices cerebral e cerebelar. Os encéfalos dos animais controles
apresentaram microglia imunopositiva para iba-1 e com aspecto ramificado em
diferentes regides do encéfalo (Fig.13 E-F). J& os animais TAA apresentaram micréglia

imunomarcada para iba-1 com aspecto ameboide.
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Figura 13. Imunoistoquimica para GFAP e Iba-1.

Fotomicroscopia do encéfalo de camundongos controle (A, C, E) e TAA (B, D, F). Reacédo
imunoistoquimica para GFAP (A-D) e Iba-1 (E-F). Observam-se astrocitos imunopositivos para
GFAP no cortex cerebral (A-B) e no hipocampo (C-D). Animal TAA (D) apresenta maior
celularidade na regido cortical, comparado com o animal controle (C). Animal controle com
microglia imunomarcada para lba-1 e aspecto ramificado (E). Animal TAA com microglia
positiva para Iba-1 e aspecto amebdide (F). Aumento: A,B: 200x; C-F: 600x. Grupo controle:
(n=5); TAA (n=10): grupo EH induzida por tioacetamida.
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5.11. Redugéo dos niveis teciduais das citocinas pro-inflamatodrias IFN-y e 1L-6

Os niveis dos mediadores pré-inflamatorios (TNF, IFN-y, 1L12p70, IL-6 e CCL2) e
antiinflamatério (IL-10) foram avaliados nas regiGes do cortex cerebral, estriado e
hipocampo, sete dias ap0ds a inducdo da EH (Fig.14). As concentracdes das citocinas
TNF, IL12p70 e IL-10 e da quimiocina CCL2 estudadas no hipocampo foram similares
entre os grupos controle e TAA. A quantificacdo de citocinas por CBA demonstrou
reducdo significativa (p<0,05) dos niveis de IFN-y e IL-6 no hipocampo dos animais
induzidos em relagdo aos controles. Os niveis dos mediadores avaliados nas regides do
cortex cerebral e do estriado ndo foram estatisticamente distintos entre 0s grupos
controle e TAA.
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Figura 14. Quantificagdo de citocinas no tecido cerebral.

Foi realizada quantificacéo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias no tecido cerebral
(cortex, estriado e hipocampo) de animais dos grupos controle e TAA. Foi observada reducao
dos niveis teciduais de IFN-y e I1L-6 (p<0,05) no hipocampo dos animais do grupo induzido em
relacdo ao grupo controle (A). N&o foi observada diferenca estatistica das demais citocinas nas
regibes avaliadas (B e C). Grupo controle (n=8); TAA (n=8): grupo EH induzida por

tioacetamida.
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5.12. Reducdo das concentracdes de BDNF no cortex cerebral

As concentracdes dos fatores neurotroficos GDNF, BDNF e NGF foram avaliadas nas
regides do cortex cerebral, estriado e hipocampo, sete dias apds a indugdo da EH
(Fig.15). Os animais TAA apresentaram niveis de BDNF significativamente menores
(p<0,05) no cortex cerebral, quando comparados com 0s animais controles. Nao foram
observadas diferencas estatisticas nas concentragdes de GDNF e NGF no cortex
cerebral e de todos os fatores neurotréficos estudados no hipocampo e no estriado dos

grupos controle e TAA.
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Figura 15. Quantificagdo de fatores neurotroficos no tecido cerebral.

Avaliacdo dos niveis teciduais dos fatores neurotroficos GNDF, BDNF e NGF por ELISA de
animais dos grupos controle e TAA. Foi observada reducdo dos niveis teciduais de BDNF
(p<0,05) no cortex cerebral dos animais do grupo induzido em rela¢do ao grupo controle (A).
N&o foi observada diferenca estatistica dos demais marcadores nas regies avaliadas. Grupo

controle (n=6); TAA (n=7): grupo EH induzida por tioacetamida.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou alteraces comportamentais similares a ansiedade e
depressdo associadas as alteracdes patoldgicas e dos parametros inflamatérios e
neuroquimicos na EH induzida por TAA em camundongos. A EH é uma sindrome
neuropsiquiatrica grave e progressiva que se desenvolve em pacientes com faléncia
hepatica ou desvio portossistémico. Atualmente, o Unico tratamento definitivo para a
faléncia hepatica é o transplante, procedimento de alto custo financeiro e complexidade,
além de longa fila de espera (BERNAL et al., 2010). Segundo estatistica européia, a
taxa de sobrevida em 1 ano pos-transplante é de 79% (GERMANI et al., 2012).

Ha importante associacdo entre a EH e o progndstico e evolucdo do paciente com
faléncia hepatica. A inflamacdo sisttémica colabora para o avanco do quadro, sendo
essencial para a compreenséo da fisiopatologia da doenca e descoberta de novos alvos
terapéuticos, o uso de modelos animais. O modelo experimental por injecéo
intraperitoneal de TAA ja é extensivamente utilizado, no entanto, estudos com esse
modelo abordando sequelas neuropsiquiatricas tardias e sua associacdo ao padrdo de

citocinas e fatores neurotréficos no encéfalo sdo escassos.

A atividade locomotora preservada é essencial para outros testes comportamentais,
como o labirinto em cruz elevado, nado forcado e teste de reconhecimento de objetos. A
locomocéo prejudicada cria um viés de resultado pela baixa movimentacdo nos demais
testes. Em nosso modelo de injecdo i.p. de TAA, ao avaliarmos a locomocdo dos
animais através de teste em campo aberto, encontramos significativa reducdo da
atividade locomotora 1 dia ap6s a induc¢do, corroborando com os resultados obtidos pelo
nosso grupo de pesquisa (Miranda et al., 2010; Faleiros et al., 2014). Em momento mais
tardio, 7 dias p.i.,, 0os animais induzidos ja ndo apresentaram déficit locomotor,
possibilitando a execucdo de novos testes comportamentais, para avaliacdo de sequelas

neuropsiquiatricas no modelo.

Apesar da existéncia de muitos estudos em modelos animais experimentais com TAA, a
grande maioria utiliza ratos. Diferencas entre espécies podem gerar resultados
divergentes, o que é um fator limitante para comparac@es entre estudos. A histologia da

leséo hepatica provocada pela TAA consiste principalmente em necrose centrolobular e
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inflamacéo. Nossos resultados se mostraram de acordo com a literatura, e, em periodo
mais tardio (7 dias p.i.), observamos a presenca de infiltrado inflamat6rio de células
mononucleares e de células gigantes. A aplicacdo intraperitoneal de TAA em
camundongos induz faléncia hepatica aguda, produzindo sinais e sintomas semelhantes
aos vistos na EH, comprovada pela avaliacdo histopatoldgica, aumento de ALT e
aumento de ICG no soro dos camundongos no tempo de 1 dia pds inducéo, e seu efeito
hepatotdxico se deve ao estresse oxidativo e geracao de radicais livres (ZIMMERMAN
et al., 1989). Nosso estudo mostrou que as dosagens de ALT e de ICG retornaram ao
valor basal no sétimo dia p.i., indicando que, nesse momento, o figado retoma sua
capacidade funcional. Apesar de também recuperarem a capacidade motora no dia 7 p.i.,
os camundongos ainda apresentavam alteracdes comportamentais relacionadas a
ansiedade e depressao, indicando permanéncia de possivel alteracdo decorrente da EH
no SNC. Alguns autores demonstraram que 12 dias ap0s a injecdo intraperitoneal de
TAA, os camundongos ainda apresentavam déficits cognitivos (AVRAHAM, YOSEFA
et al., 2006), corroborando as alteracfes comportamentais persistentes em fases tardias
observadas no presente estudo. Outros trabalhos também demonstraram lesdo hepatica,
alteracbes motoras e neuropsiquiatricas utilizando esse modelo, no entanto, a maioria
dos estudos aborda a fase mais aguda da EH, até 2 dias p.i. (MIRANDA et al., 2010)
(GOMIDES et al., 2014).

Nosso grupo estabeleceu previamente 0 modelo de EH em camundongos que receberam
injecdo i.p. de TAA na dose de 600mg/kg, apresentando dano hepético confirmado pela
histopatologia, alteracdo de estado neuropsiquiatrico, comportamento motor, funcdes
reflexas e sensoriais, através da bateria SHIRPA (MIRANDA et al., 2010). Nosso
estudo abrangeu um periodo mais tardio da doenca, para avaliacdo de alteracdes
neuropsiquiatricas e estudo da expressdo fatores neurotroficos e citocinas presentes
neste momento. Nossos resultados avaliando a fungdo hepatica e comportamento motor
foram semelhantes, no entanto, a taxa de mortalidade observada por Miranda e
colaboradores, foi de cerca de 30 a 40%, utilizando camundongos machos. Em nosso
estudo, utilizamos camundongos fémeas, e ndo houve mortalidade, sugerindo que possa
haver algum tipo de protecdo hormonal neste modelo, exigindo mais estudos para

completa elucidacéo.
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A discrepancia entre as lesdes observadas na histopatologia do figado aos 7 dias p.i. e a
dosagem de ALT no soro, se deve a complexidade dos mecanismos envolvidos na
liberacdo das enzimas citosolicas. Sabe-se que a liberacdo dessas enzimas ocorre
durante as fases reversivel e irreversivel de lesdo do hepatdcito, portanto, sua detec¢édo
no soro ndo indica necessariamente morte celular (AVRAHAM, Y. et al., 2011). Nossos
resultados demonstraram a associacao das sequelas neuroldgicas com danos hepaticos e
encefalicos sete dias apds a inducdo da EH. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para elucidar os mecanismos exatos da associacdo entre lesdo hepatica a disfuncéo e

lesdo cerebral.

Diferentemente do que foi visto em nosso estudo, animais tratados cronicamente com
TAA na agua de beber, durante 20 semanas (KAWAI et al., 2012), ndo apresentaram
reducdo da atividade de climbing no teste de nado forcado, e, portanto, ndo apresentam
comportamento semelhante a depressdo. Esses animais apresentaram ainda, nesse teste,
aumento da atividade e reducdo de imobilidade, além de déficit cognitivo no teste de

reconhecimento de objetos, o que também ndo foi observado em nosso estudo.

Nossos resultados corroboram com os dados encontrados por AVRAHAM, YOSEFA et
al. (2006) que avaliou a funcdo cognitiva de camundongos no modelo de EH por
injecdo de TAA sete dias ap6s inducdo, ja que antes desse periodo, a cognicdo se
mostrou gravemente comprometida. Avraham e colaboradores estudaram o possivel
envolvimento de endocanabinbides na sindrome da EH, uma vez que seu papel €é
conhecido na reversdo do dano do trauma cerebral, assim como em outras condic¢des do
SNC. Avraham descreveu o nivel de endocanabindide elevado no SNC de
camundongos TAA. A utilizacdo de agonistas e antagonistas desses endocanabindides,

melhorou o escore neurolégico, funcdo cognitiva e atividade motora.

SHKANI-ESFAHANI et al. (2016) estudaram o papel da coenzima Q10 (CoQ10),
utilizada rotineiramente na medicina, conhecida por seu papel protetor, antioxidante, e
anti-inflamatorio sobre células, na EH experimental por TAA em ratos. Foi observado
que em relacdo ao grupo controle, os animais tratados apresentaram menor grau de
encefalopatia, maior atividade locomotora e niveis reduzidos de depressdo, além de
reducdo do escore de necrose centrolobular, apoptose, infiltragdo de células
inflamatdrias, vacuolizacdo e necrose hepéatica. No geral, a CoQ10 apresentou efeitos
positivos na injaria hepatica e as alteracbes comportamentais e bioquimicas
relacionadas a ela, demonstrando a importancia da inflamacéo na fisiopatologia da EH e
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alteracbes comportamentais, € como a terapéutica anti-inflamatoria pode ser um

importante alvo para tratamento de suporte desses pacientes.

No modelo de EH por ligacdo de ducto biliar (BDL) utilizado por DHANDA et al.,
2018, além do aumento de enzimas hepaticas, foi observada elevagdo dos niveis de IL-6
e TNF em tecido cerebral, hepatico e soro, inversamente ao observado em nosso estudo.
Foi descrita também reducdo da expressdo de GFAP e Iba-1 em tecido cerebral. A
reducdo de BDNF em tecido cerebral associada a déficits neuroldgicos observados
através de testes comportamentais corrobora com os resultados encontrados em nossa
pesquisa. Esses autores sugeriram que a inflamacdo sistémica e a reducdo de BDNF
desempenham papel fundamental no declinio das funcGes cognitivas.

A neuroinflamacdo associada a hiperamonemia aumenta o tonus GABAGérgico e
prejudica as funcbes cognitiva e motora, como demonstrado por HERNANDEZ-
RABAZA et al., 2016. Rabazza utilizou o modelo experimental de ratos Wistar
alimentados com dieta rica em amdnia. Foram realizados testes comportamentais para
avaliar aprendizagem e coordenacdo motora, ambos prejudicados no grupo
hiperamonémico. A expressdo de IL-1p e Iba-1 se mostrou no cerebelo dos animais
hiperamonémicos. GFAP ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos, mas
foram visualizados astrocitos com alteragdes morfoldgicas. Os resultados encontrados
por Rabazza demonstram mecanismos pelos quais a neuroinflamacdo secundaria a
hiperamonemia leva ao déficit cognitivo e comprometimento na coordenagdo motora, e
como o tratamento com sulforafano, composto obtido de vegetais com propriedades
antioxidantes e antiinflamatorias, reverte o quadro, demonstrando, mais uma vez, a
importancia da inflamacdo na patogénese e reversdo da EH (HERNANDEZ-RABAZA
etal., 2016).

A hiperamonemia induz neuroinflamacdo que contribui com os déficits cognitivos em
ratos com EH, como demonstrado por RODRIGO et al., 2010. Foram utilizados ratos
Wistar, divididos em dois grupos, o primeiro passou pela cirurgia de ligagdo de ducto
biliar (BDL) e o segundo foi alimentado com dieta rica em amodnia. Os dois grupos
apresentaram ativacdo da microglia, principalmente no cerebelo, demonstraram déficits
cognitivos e motores. A utilizagdo do anti-inflamatorio Ibuprofeno reduziu a ativacao
microglial, e restaurou os déficits cognitivos e motores, demonstrando a importancia da
indlamacéo na EH e a necessidade de estabelecer estratégias anti-inflamatorias para o

tratamento de suporte desses pacientes. A quimiocina CX3CL1 é altamente expressa em
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neurdnios e pode atuar no receptor CX3CR1 localizado na micréglia. A interacdo da
fraquitalquina com o receptor CX3CR1 atenua a resposta neuroinflamatdria. Sabe-se
que o aumento dos niveis da CX3CL1 reduz os déficits neuroldgicos, ativacdo
microglial e a expressdo de citocinas pro-inflamatorias durante a indugdo da EH por
azoximetano (MCMILLIN et al., 2016). No presente estudo ndo foram encontradas
alteragBes nos niveis teciduais da CX3CL1 nas regiGes do cortex cerebral, estriado e
hipocampo no periodo avaliado. Fato interessante é que foi observada redugdo da
expressdo das citocinas IFN-y e IL-6, sete dias apds a indugdo. Estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa observou aumento significativo dos niveis
séricos de TNF, CXCL1 e CCL3 e das concentracdes de TNF, IL-1p, CXCLI1, CCL2,
CCL3 e CCL5 no cortex pré-frontal até dois dias apds a inducdo da EH por tiocetamida
em camundongos fémeas C57BL/6 (FALEIROS et al., 2014). O presente trabalho
descreve, pela primeira vez, a presenca de déficits comportamentais associados com a
reducdo dos niveis de algumas citocinas pro-inflamatorias. Sabe-se que os fatores
neurotroficos podem modular a resposta inflamatéria e vice-versa (DE MIRANDA et
al., 2017; VICTORIA et al., 2017; XU et al., 2017).

Nosso estudo demonstrou a reducdo da expressdo de BDNF em cértex cerebral dos
animais induzidos com TAA, em relacdo ao grupo controle. Essa neurotrofina é
comumente relacionada a plasticidade sinaptica e déficits cognitivos, além de se mostrar
reduzida em diversas doencas neuropsiquiatricas, como doenca de Alzheimer e
depressdo. Além da reducdo de BDNF cortical, os animais do grupo TAA apresentaram

comportamento semelhante a depressdo no teste de nado forcado.

A administragdo de Harmina (inibidor da monoaminaoxidase), no estudo de
(FORTUNATO et al.,, 2009), induziu efeito anti-depressivo e elevou BDNF no
hipocampo de Ratos wistar. No teste de nado for¢ado, o grupo que recebeu a substancia,
apresentou reducdo do tempo de imobilidade e maior frequéncia dos comportamentos
de “climbing” e nado, associados ao aumento hipocampal de BDNF, permitindo, assim
como em nosso estudo, realizar a associagdo entre a reducdo de BDNF e
comportamento semelhante a depressdo e, como demonstrado por Fortunato, a elevacéo

de BDNF e efeito anti-depressivo.

A hiperamonemia prejudica 0 metabolismo de glutamato e reduz BDNF no hipocampo

de ratos wistar, como demonstrado por GALLAND et al., 2017. Foi utilizado um
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modelo hiperamonémico sem lesdo hepatica, atraves injecoes i.p. diarias de solucdo de
urease. BDNF se mostrou reduzido no hipocampo de ratos hiperamonémicos por um
mecanismo que deve envolver a producdo de astrdcitos, uma vez que 0os mesmos efeitos
foram observados em culturas celulares de astrocitos. Resultados demonstram
vulnerabilidade do hipocampo a toxicidade da amdnia, particularmente devido a
reducdo do metabolismo do glutamato e conteddo de BDNF, contribuindo para o
entendimento das alteracBes neuropsiquidtricas presentes na EH. Assim como
observado em nosso estudo, foi possivel estabelecer ligacdo entre a expressao de BDNF
e as alteracGes comportamentais. A GFAP, proteina caracteristica dos astrocitos, néo foi
alterada em ratos tratados com urease, em relacdo ao grupo controle, demonstrando que
a amonia ndo induziu astrogliose hipocampal. GFAP também inalterado foi encontrado
no cerebelo de pacientes cirréticos (KRIL; FLOWERS; BUTTERWORTH, 1997).
Além disso, a reducdo da expressdo de GFAP ja foi demonstrada em modelo de faléncia
hepética aguda em ratos (BELANGER et al., 2002).

Sugere-se estudos futuros avaliando os niveis de ativacdo dos astrocitos e da micrdglia
bem como das atividades pro-inflamatorias, antiinflamatorias, pré-resolutivas e
neuroprotetoras locais e sistémicas em fases mais tardias da EH sdo necessarios para
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na patogénese das disfuncbes

neuroldgicas observadas na doenca.
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7. CONCLUSOES

A inducdo da EH com TAA na dose Unica de 600mg/kg em camundongos fémeas
C57/BL6 promoveu alteracfes nos niveis séricos de ALT associados a dano hepatico e

aumento da atividade de neutrofilos e macréfagos no figado;

A EH promoveu alteracfes comportamentais similares a ansiedade e depressao sete dias
apos a inducdo. Estas alteracfes foram associadas a formacdo de focos de hemorragia
cerebelar, alteracbes morfoldgicas dos astrécitos e da microglia e reducdo dos niveis

teciduais das IFN-y e IL-6 e do fator neurotréfico BDNF.

Nossos resultados sugerem que disfungdes das respostas inflamatoria e neuroprotetora

estejam associadas a formacéo dos déficits comportamentais na EH murina.
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Abstract

Hepatic encephalopathy is a major complication closely related to the
progression of end-stage liver disease. Metabolic changes in advanced liver
failure can promote cognition impairment, attention deficits and motor
dysfunction that may result in coma and death. HE can be subdivided
according to the type of hepatic injury in acute liver failure (type A), associated
with a portosystemic shunting without intrinsic liver disease (type B) and due
to chronic liver disease (type C). Several studies have investigated the
pathogenesis of the disease and most of the mechanisms have been explored by
means of the use of animal models. This article aimed to review the use of
preclinical models to investigate hepatic encephalopathy. The most used animal
species are rats and mice. Experimental models of type A include surgical
procedures and the administration of hepatotoxic medications, whereas models
of types B and C are in general surgically induced lesions in liver tissue, which
evolve to hepatic cirrhosis. Preclinical models have allowed the comprehension

of the pathways related to HE.

Keywords: hepatic encephalopathy; acute liver failure; preclinical studies;

hepatic cirrhosis; neuroinflammation; hyperammonemia

Core tip:

Lima LCD, Miranda AS, Ferreira RN, Rachid MA, Simdes e Silva AC. In this
article, we have described the use of preclinical models to investigate hepatic
encephalopathy. We have briefly described the applicability and the

characteristics of these experimental models.
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1 - Introduction

Hepatic encephalopathy (HE) is defined as a neuropsychiatric syndrome
that occurs in patients with acute or chronic liver diseases [1l. Clinically, it is
characterized by a spectrum of symptoms including cognition impairment,
altered levels of consciousness that may progress to coma and death [2l. The risk
of mortality usually has been related with higher grades of HE and the
incidence of this disease increased in patients that had frequent infections 3 41.
Patients with HE led to a great impact on the quality of life and high costs
caused by increased healthcare utilization [> °l.

The pathophysiology of HE is not completely understood and several
studies have shown biochemical disturbances with elevation of serum ammonia
levels and increased oxidative stress in blood, alterations of neurotransmission
systems, development of brain edema, astrocyte swelling and inflammation [81.
A wide range of animals including dogs, goats, pigs, rabbits, guinea pigs, rats
and mice have been used for better understanding the mechanisms underlying
HE pathogenesis and for the development of novel therapeutic agents for HE,
providing a basis for future clinical research. Therefore, the objective of this
brief review is to discuss relevant aspects of the HE pathogenesis and the
currently animal models employed, which may closely resemble the disease in

humans.

2 - Hepatic Encephalopathy

Hepatic Encephalopathy (HE) is a central nervous system (CNS)
dysfunction resulted from acute or chronic liver failure that leads to a wide
range of neuropsychiatric manifestations 7l. Clinically, patients with HE may
present sleep-wake cycle disturbance, personality changes, cognitive, motor
activity and coordination dysfunctions, which ultimately progress to stupor,
coma and death. Importantly, HE often affects health-related quality of life,
clinical management strategies, liver transplant priority, and patient survival [8l.

According to the American Association for the Study of Liver Disease

(AASLD) updated guideline, the HE should be classified as type A, B, or C
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based on the underlying disease. The type A (acute) results from an acute liver
failure (ALF), the type B (by pass) is associated with a portosystemic shunting
without intrinsic liver disease and type C (chronic) is due to cirrhosis I"l. The
incidence of ALF is low, being around 2,000 people per year in the USA or
Europe [& 9. However, the mortality of ALF is high and mostly attributed to fast
progression to HE, leading to cerebral edema, increased intracranial pressure
and cerebral herniation [8 °1.

On the other hand, chronic liver diseases are highly prevalent, affecting
approximately 5.5 million individuals only in the USA. Around 80% of patients
with cirrhosis will develop a less severe form of HE, known as minimal HE
(MHE), which is characterized by mild cognitive impairment, attention deficits,
psychomotor slowing and impaired visuomotor and bimanual coordination [10].
The MHE is detected only by employing psychometric or neurophysiological
tests, and is considered an important predictive factor for the development of
HE, since 30-40% of cirrhotic patients progress to this later condition [0 111,
Apart from its educational and social impact, HE also carries out a significant
economic burden. For instance, in 2009, in the USA, HE leads to approximately
22,931 hospitalizations with an average cost of each stay ranging from 46,663 to
63,108 USD [81.

The broad spectrum of HE, especially regarding the type of underlying
disease, severity of clinical manifestations, and precipitating factors (e.g.
infections, gastrointestinal bleeding and drugs toxicity) should be considered to
understand the pathophysiological mechanisms of HE as well as to identify

potential therapeutic targets [12.

3 - Hepatic Encephalopathy Pathophysiology

HE is a complex condition whose cellular and molecular mechanism
remain to be fully elucidated. Over the past decades, some hypotheses have
been proposed, including neurotransmitter systems dysfunction, impaired
energy and lactate metabolisms and oxidative stress (for review see [ 13l),

However, the hyperammonemia and the neuroinflammation hypotheses have
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been the mostly recognized ones and will be briefly revisited in the current
review. Figure 1 shows the main pathophysiological features of the available

models of HE.

3.1 - Hyperammonemia

Currently, increased systemic and brain levels of ammonia are the main
factors implicated in HE pathogenesis. Under physiological conditions, the
ammonia, resulting from nitrogenous compounds like proteins metabolized by
gut microflora, is metabolized in the liver via the urea cycle forming urea,
which is mainly excreted by the kidneys. ALF, portosystemic shunting or
chronic liver disease can impair liver function, leading to increased levels of
ammonia in the blood [14,

Ammonia metabolism in the liver depends on the phosphate-activated
glutaminase (PAG) that catalyzes the hydrolysis of glutamine to produce
glutamate, energy, nucleotide synthesis and ammonia. PAG has two isoforms,
the hepatic type (L-PAG), restricted to the liver, and the kidney-type (K- PAG),
found in the kidney and also in the brain and in villus of the enterocytes,
especially in the small intestine. Interestingly, PAG activity in the intestine has
been associated with increased systemic levels of ammonia during liver
cirrhosis and seems to play a major role in the pathogenesis of hepatic
encephalopathy [15 161,

As the levels of ammonia enhance systemically, the molecule crosses the
blood-brain barrier and starts to be metabolized in the CNS [14l. The ammonia
detoxification in the brain requires its incorporation into glutamine by the
action of the enzyme glutamine synthetase, which is present only in astrocytes.
The glutamine accumulation in astrocytes as a result of ammonia detoxification
results in increased water entry and osmotic forces, ultimately inducing
astrocytes to swelling and cytotoxic edema [71. The impact of
hyperammonemia in astrocytes function in response to HE remains to be fully
elucidated. However, it has been reported that, apart from increasing oxidative

stress and osmotic pressure, hyperammonemia may also influence
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inflammatory and signal transduction pathways [18 191, gene expression and

neurotransmitters release 201 as well as post-translational protein modifications

[21]

Although a great deal of attention continues to be focused on ammonia
as the main toxin related to HE pathogenesis, there is evidence that patients
with elevated levels of systemic and local ammonia may not present HE
symptoms and the ammonia concentration is not always consistent with the
severity of HE in cirrhotic patients [22 23I. Moreover, ammonia-lowering agents
including r-ornithine, L-aspartate and lactulose have so far been of limited value
in preventing HE in ALF and in cirrhosis [242¢], supporting a role for other
factors alone or in association with ammonia in the development of HE. For
instance, the effect of the Glycerol Phenylbutyrato (GPB), approved by the Food
and Drug Administration (FDA) in 2013 for the treatment of urea cycle
disorders, was investigated in a randomized, double-blind, placebo-controlled
phase II trial with cirrhotic patients who experienced two or more hepatic
encephalopathy (HE) events in the last 6 months. The GPB acts as a lowering-
ammonia agent by producing phenylacetyl glutamine, which is excreted in
urine. GPB treatment in cirrhotic patients decreased plasma levels of ammonia,
the proportion of patients who experienced an HE and hospitalizations due to
HE. These findings supported the involvement of ammonia in HE

pathophysiology and the potential therapeutic role of GPB [27].

3.2 - Neuroinflammation

In addition to the ammonia hypothesis, brain inflammation also known
as neuroinflammation is thought to be a major component in the development
of HE. Clinical and experimental evidence of activation of microglia, the brain
resident immune cells, in response to ALF and cirrhosis extensively supported
the neuroinflammation hypothesis [28-32l. For instance, increased expression of
the major histocompatibility complex class II antigen marker CD11b/c (also
called OX-42), an indicator of microglial activation, was found in an ALF model

following liver ischemia in rats [Y. Importantly, the administration of
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minocycline, a potent inhibitor of microglial activation, attenuates the
encephalopathy grade and prevents brain edema in the same ALF experimental
model B2l Corroborating these findings, increased expression of microglial
activation markers including human leukocyte antigen DR (CR3/43) and
ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Iba-1) was found in the CNS of
patients with ALF associated with viral hepatitis [? and in liver cirrhosis [31],
respectively.

Microglial activation has been often associated with increased release of
cytokines and chemokines, which are also implicated in the pathogenesis of
neurodegenerative and neuropsychiatric diseases [33 341, A first evidence of up-
regulation of inflammatory molecules in HE was obtained in a study of patients
with ALF due to acetaminophen overdose. The levels of inflammatory
cytokines (TNF, IL-1£8 and IL-6) were measured in blood samples from an artery
and a reverse jugular catheter. Increased arterial cytokine levels correlated with
intracranial hypertension. Brain cytokine efflux was noted, indicating brain
cytokine production in these patients [35. Supporting data was also provided by
several studies employing pharmacological and non-pharmacological liver
failure models in rodents, which also showed increased levels of inflammatory
cytokines (TNF, IL-1f3 and IL-6) and of chemokines like CXCL-I, CCL2, CCL3,
CCL5 and CX3CL1 [30, 32, 36-38] Importantly, anti-inflammatory based strategies
attenuated cognitive decline and motor activity impairment, supporting the
involvement of neuroinflammation in HE pathophysiology [39-42l. It is worth
mentioning that ammonia alone is capable to induce microglial and astrocyte
activation, leading to increase expression of inflammatory cytokines as IL-1f3
and IL-6. This finding suggests that hyperammonemia may trigger
neuroinflammation in HE in a synergistic manner. However, a direct linking

between both mechanisms is still missing [431.

4 - Preclinical models

4.1 - Choice of animal species
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In 2008, a commission formed by members of ISHEN (International
Society of Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism) gathered in
Padua, Italy, to stablish guidelines for HE animal models. Due to the variety of
etiologies of hepatic dysfunction and the many factors that may influence the
development of neurological symptoms, HE is considered difficult to reproduce
faithfully in animals. Table 1 summarizes the main advantages and
disadvantages of the available HE models. Nowadays, there is not an ideal
animal model to resemble hepatic failure caused by ethanol, virus or
acetaminophen, the most common etiologies in human beings [441.

The availability of animal models is indispensable to study the
mechanisms of diseases and possible therapies [45l. Many animal species have
been used for the study of HE, including dogs, goats, pigs, rabbits, guinea pigs,
rats and mice. Large animals are advantageous in regard to neurological
examination and to availability of biological samples, like blood samples, body
fluids and biopsies, but are rarely used due to the cost of the animals, the
maintenance and ethical concerns. The most common species currently used in
HE models are rats and mice, mainly due to accessibility of molecular and
anatomical studies, and literature about behavioral, pathological and
biochemical methods and findings. Other advantages of these species are the
complete characterization of the genome, easy achievement of antibodies and

molecular probes and low costs to obtain and maintain the animals 41,

4.2 - Animal HE models of acute liver failure (type A)

According to the HE guidelines established by ISHEN, an animal
model of HE in ALF has to essentially reproduce clinical picture, to facilitate
staging of encephalopathy and to show the progression of symptoms, including
brain edema and its complications (intracranial hypertension and brain
herniation. The model should have also been capable of being reversed, with
high concentrations of ammonia and glutamine in the brain, classical hepatic
and brain pathology and minimal hazard to personnel from toxins and

infectious agents. All animal models of ALF produce hypothermia and

84



hypoglycemia, being essential to control the temperature and glucose levels,
and to provide supportive care to the animals. A brief description of ALF

models is presented in table 2.

4.2.1) Pharmacological Models

Several hepatotoxins have been extensively used in the development of
animal models of ALF [46l. The main hepatotoxic substances used to cause ALF
in animals include galactosamine, acetaminophen, azoxymethane (AOM) and
thioacetamide (TAA) [#4. Although the administration of carbon tetrachloride
(CCL4) has been primarily described as type A HE model, the acute liver failure
and behavioral changes in this model are not commonly observed. On the other
hand, the ability of this model to induce liver cirrhosis makes it a valuable tool
to study type C HE 4. Thus, in the current review, the CCL4 will be discussed
as a Type C HE model.

4.2.1.a) Thioacetamide

Until 1943, thioacetamide was used as fungicide in orange crops. In 1948,
it was discovered that chronic administration of the substance led to liver
cirrhosis and hepatocellular carcinomas. TAA causes hepatocellular necrosis
after biotransformation to an active metabolite via the flavin adenine
dinucleotide monooxygenase pathway, resulting in the formation of TAA-S-
oxide #71. TAA reduces antioxidant activity and enhances lipid peroxidation in
the liver, leading to oxidative stress and cellular necrosis 8. The most common
forms of administration of TAA are oral (in drinking water) and intraperitoneal
injection #°1. TAA has been extensively used as a model of ALF in rats and mice,
producing encephalopathy, metabolic acidosis, high transaminases, abnormal
coagulopathy and histological centrilobular necrosis. The TAA model of HE
shows good reproducibility and well-described hepatic and cerebral changes 50-

521, Chronic administration can produce hepatic cirrhosis [49 53,541,

4.2.1.b) D-Galactosamine
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D-Galactosamine (D-Gal) is an amino sugar and is metabolized in the
liver, causing depletion of uridine nucleotides and blockade of transcriptional
factors in the liver. The hepatic failure resulting from D-Gal administration has
been, at least in part, associated with the production of uridine-containing
compounds during hepatic biotransformation [%°l. The administration of D-Gal
in rats was described by Keppler et al. [5¢] as an acute hepatic failure model that
induced encephalopathy and increased aspartate transaminase, prothrombin
time, ammonia and intracranial pressure. This same model was described by
Blitzer et al. 5] in rabbits, and by Sielaff et al. [ and Diaz Buxo et al. 15 in
dogs.

There are differences in species susceptibility. Mice are resistant until
high doses are administered, while rats are sensitive to D-Gal-induced hepatic
failure [60]. D-Galactosamine and APAP models cause liver failure although the
development of HE is variable. Both models are difficult to reproduce and have

poorly characterized cerebral pathology [44.

4.2.1.c) Acetaminophen

Acetaminophen is known as APAP (in United States) and Paracetamol
(in Europe and other areas of the world). Acetaminophen has been widely used
as an antipyretic and/or analgesic since 1955, particularly due to the fact that it
is easily accessible in various formulations as an over-the-counter medication.
However, acetaminophen is one of the most common causes of acute liver
failure, accounting for more than 60% of all cases in the United States [611.

The metabolism of APAP occurs in the liver. Under normal
circumstances, the drug undergoes biotransformation by a combination of
glucuronidation, sulphation and is then excreted by the kidneys. When
excessive amounts of acetaminophen are administered, these metabolic
pathways are saturated and APAP is metabolized by the P450 cytochrome
oxidase enzyme system, leading to the formation of a toxic electrophile N-
acetyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI), which causes cell injury unless

conjugated with endogenous glutathione. NAPQI is thought to interrupt
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mitochondrial calcium flux resulting in cell damage by the formation of free
radical oxygen species, hydroxyl radicals, nitrites and nitrates. The cascade is
amplified by the activation of Kupffer cells and the production of cytotoxic
mediators (e.g. cytokines and free radicals), leading to apoptosis and cell
necrosis [62-65],

Miller et al. 1] reported a model of APAP-induced liver failure in pigs.
Animals exhibited metabolic acidosis, encephalopathy, coma, raised
transaminases and histological evidence of severe centrilobular coagulative
necrosis. However, changes produced by APAP administration were variable
according to animal species used, as was described by Gazzard et al. 7], who
showed variable clinical outcome in greyhound dogs.

Later, Francavilla et al. [8] induced ALF by APAP administration for the
first time in beagles. The authors compared the routes of administration:
intravenous, intramuscular and subcutaneous. APAP toxicity was very variable
in different animal models and the incidence of sudden death due to
methaemoglobinaemia was a frequent problem. This drug exhibited

cardiotoxicity and nephrotoxicity that was associated with acute lung injury [©°-

71].

4.2.1.d) Azoxymethane

Azoxymethane (AOM) is an active metabolite of the cycad palm nut
found on the island of Guam. AOM is a potent hepatotoxin that induces ALF in
mice in a dose-dependent fashion. Liver toxicity has also been reported in
humans, livestock and rats following the ingestion of Guam cycad palm nuts
due to AOM toxicity. AOM model was first described as a model of
hepatotoxin-induced liver failure and hepatic encephalopathy by Matkowsky;j
et al. [’2l. This model leads to encephalopathy, cerebral edema, elevated brain
ammonia and unbalanced amino acid levels. This model also shows
characteristics pathologic aspects [281.

The AOM model generates microvesicular steatosis, dilation of hepatic

sinusoids, and hepatocyte necrosis in addition to elevations of serum
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transaminases and bile acids with the largest increases when mice progressed

toward coma [731.

4.2.2) Surgical Models
The surgical models can be divided into variations of partial and total

hepatectomy, and partial and complete devascularization of the liver [4€],

4.2.2.a) Hepatic devascularization

Rappaport was the first to describe a devascularization model, in 1953
[74]. The model is usually produced by a portocaval anastomosis (PCA) with
subsequent hepatic artery ligation (HAL). ALF can be reversible by the
occlusion of the hepatic artery for only a short period of time. There is no blood
lost. The presence of necrotic hepatic tissue is comparable to ALF in humans [431.
Hypoxic insult leads to dysfunction of the mitochondrial respiratory chain,
which, in turn, reduces ATP levels due to impaired oxidative phosphorylation,
interferes with the intracellular calcium homeostasis and activates enzymes
responsible for protein, lipid and DNA damage. After hypoxic injury, the

reperfusion process induces more damage in liver tissue [75-771.

4.2.2.b) Hepatectomy

Hepatectomy is considered a model of post-operative liver failure
(POLF) that can accurately reproduce all neurological and metabolic changes as
a consequence of extensive liver resections in humans [78]. Almost 100% survival
and intense regeneration occur in partial hepatectomy that removes about 70%
of the liver in rats and pigs [7*81l. On the other hand, progressive necrosis
follows partial resections of the liver as reported by Panis et al. 2. Among
other disadvantages of partial hepatectomy are the lack of consistency of injury
degree, and the increased intraoperative blood loss. Additionally, the surgery
often hampers animal’s capability to immediately restore drink and food

consumption, which may lead to severe hypoglycemia and death [83].
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The altered physiological state is attribute to increased total blood flow
through the remnant liver tissue, leading to flow injury and damage to
sinusoidal endothelial cells, activation of Kupffer cells and release of
inflammatory cytokines 84 This model is also associated with increased levels
of aspartate transaminase (AST), tumor necrosis factor (TNF) and hypoglycemia
[85],

The “anhepatic” model is made by the total removal of the liver. In
clinical practice, the total hepatectomy has been performed only in cases of very
severe ALF, pending the arrival of a donor liver, which follows the removal of a
“toxic” organ [8¢ &1 Overall, the anhepatic model seems not to be suitable for
assessing therapies as the artificial liver support in the setting of the ALF

Moreover, due to the lack of the liver, this model is of very poor reversibility

[46]
4.3 - Animal HE models of types B and C

An ideal model of HE classified as type B or C should have some
essential features, including a precipitant factor and neuropathological findings
of HE, such as symptoms of encephalopathy, ranging from minimal hepatic
encephalopathy (MHE) to coma. Additionally, increased brain
ammonia/glutamine besides low-grade brain edema and Alzheimer Type II
astrocytosis at advanced stages of HE might also be observed. These models
should exhibit clinical response to established treatments [2°l. Table 3 displays
animal models of HE associated with portosystemic shunting (type B) and with

chronic liver disease (type C).
Type B Hepatic Encephalopathy
As previously mentioned, type B animal models of HE are based on

portal-systemic shunting and included the following approaches.

4.3.1) Portacaval anastomosis
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Portacaval anastomosis (PCA) is the most used animal model in the
study of chronic HE. The basis of this model is the creation of a portal-systemic
shunt (end-to-side PCA) that mimics the situation induced in cirrhosis by
collateral circulation 45,

It is known that the deviation of portal blood decreases the total hepatic
blood flow, depriving the liver of oxygen and hepatotrophic factors from the
portal vein, necessary to metabolic processes. These phenomena induce hepatic
parenchyma atrophy. Among other factors, the high levels of ammonia, as a
consequence of reduced hepatic metabolism, contribute to HE. The severity of
neurological manifestations depends on the intensity of liver injury. Animals
submitted to PCA have increased brain ammonia/glutamine, altered circadian

cycle, hypokinesia, reduced memory and learning ability [58l.

4.3.2) Congenital portacaval shunts

Dogs and cats with congenital portacaval shunts are considered
naturally occurring models of type B HE. These animals develop psychomotor
dysfunction, abnormal motor signs, altered day-night rhythms,

hyperammonemia, and hepatic dysfunction [#].

4.3.3) Graded portal vein stenosis

Graded portal vein stenosis provides a minimal hepatic encephalopathy
(MHE) model in rats. This procedure is easier to perform than the end-to-side
portacaval anastomosis. Alterations associated with this model are

hypoactivity, altered circadian cycle and increased brain ammonia/glutamine

[44]

Type C Hepatic Encephalopathy

Animal models of type C HE should lead to decompensated liver

cirrhosis. It is worth noting that there is not an ideal animal model of type C HE
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at the present time [*l. Some models that resemble human hepatic cirrhosis

have been employed as described bellow.

4.3.4) Carbon Tetrachloride CCly

Carbon Tetrachloride (CCls) was extensively used in the seventies as a
model of acute hepatic failure, but the species variation was significant, and it
was difficult to reproduce. It has been used more recently in the study of liver
cirrhosis [°0 91l CClsy is metabolized by cytochrome P-450, generating free
radicals, causing lipoperoxidation, increased hepatic membrane permeability,
tissue fibrosis and hepatic failure. This model does not seem to produce many
behavioral changes, except in cases of advanced cirrhosis 2. It is used in the
study of astrocytic response at the level of RNA synthesis. Inconsistent lesions
animal to animal may represent a major disadvantage. Moreover, the presence

of ascites may limit neurobehavioral assessment [44].

4.3.5) Bile duct ligation

The ligation of the common bile duct (BDL) induces a reproducible
model of biliary cirrhosis in rats, leading to liver failure, portal hypertension,
translocation of bacteria and immune system dysfunction. BDL rats show
hyperammonemia and decreased motor activities, but only low-grade
encephalopathy [45 9391, It is possible to reproduce the human neuropathology
of type C HE, Alzheimer type II astrocytosis, altered brain osmolytes, low-grade
brain edema, inflammation and motor activity deficits by feeding BDL rats with
ammonium salts. Of note, by giving ammonium salts to BDL rats, it is possible

to obtain a model of acute-on-chronic HE [%].

5. HE models resulting from pure hyperammonemia

These models are usually limited to rats and mice, and are used to study
the effects of hyperammonia on brain function, in the absence of liver damage
or portacaval shunting. It is produced by means of the administration of high-

ammonia diets, parenteral infusion of ammonia or urease treatment. These
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models are inexpensive and easily reproducible and result in animals with
impaired memory and learning skills [44. However, the disadvantages of these
models included time-consuming to produce alterations and that they are not

suitable for long-term studies [451.

6 - Concluding remarks

HE is a very severe complication in the context of liver failure. HE can be
subdivided according to the type of hepatic injury in acute liver failure (type
A), associated with a portosystemic shunting without intrinsic liver disease
(type B) and due to chronic liver disease (type C). The pathophysiology of HE
has two major factors: increased ammonia levels and neuroinflammation.

Preclinical models have been very useful in investigating the
mechanisms of HE and in evaluating novel therapeutic approaches. The most
used animal species are rats and mice. Experimental models of ALF (type A)
include surgical procedures (hepatectomy and hepatic devascularization) and
the administration of hepatotoxic medications. Surgical models resemble post-
operative liver failure in humans, whereas pharmacological models are similar
to adverse drug reactions due to hepatotoxicity.

Ideally, models of HE associated to portosystemic shunting (type B) and
due to chronic liver disease (type C) must exhibit liver cirrhosis, a precipitant
factor, neuropathological and neurochemical alterations. These models are in
general surgically induced lesions in liver tissue, which evolve to hepatic
cirrhosis.

In conclusion, preclinical models have allowed the comprehension of the
pathways related to neurological damage as a consequence of acute and chronic

liver injury, resulting in the identification of potential therapeutic targets.
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Figure Legends

Figure 1. Pathophisiological features of animal models of hepatic of hepatic
encephalopathy.

APAP: acetaminophen; A/C Hamm: acute/chronic hyperammonia; BDL: bile
duct-ligated; CCl4: carbon tetrachloride; GP-VS: graded portal-vein stenosis;
PCA: portosystemic anastomosis; TAA: thioacetamide.
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Table 1 - Advantages and disadvantages of animal models of hepatic

encephalopathy.

Model features Advantages Disavantages
Type A Model Type A models have Anhepatic model: Anhepatic model:
been  developed by ) )
Encephalopathy associated exclusion (anhepatic The course of HE is Neither procedure could
models), partial removal relatively rapid. lead to a potential recovery.

with acute liver failure.

of the liver or from the
administration of a

Applied to studies of brain
metabolism,

The surgical

lead to a great trauma to

procedure

hepatotoxins. . .
neurotransmission animal.
abnormalities, gene o
expression and  brain Absence of injured or
inflammation in ALF. necrotic hepatic cells.
The model responds to The toxic substances and
hypothermia, ~ ammonia- inflammatory =~ mediators
lowering agents and anti- present in the injured liver
inflammatory drugs. are not perfused into the
blood circulation.
Hepatotoxic model:
Partial hepatectomy:
Different hepatotoxins
could be used to create Ihe surgery is difficult to
Type A model. control.
Generally, these models Severe hypoglycemia leads
produce hypothermia, to death.
hypoglycaemia and other
systemic complications.
Hepatotoxic model:
. . Each of these toxins could
Thioacetamide: o .
produce hepatitis with
Model with good variable pathological
repeatability, easy nature.
v ' variations leads to lack of
reproducibility.
Acetaminophen: Some hepatotoxins shows
extrahepatic toxicity.
Easy preparation, low price
and dose-dependence.
Acetaminophen:
D-galactosamine: Poor reproducibility.
Good repeatability. Show side effect to kidneys
and other organs.
Simulate the
pathophysiological changes
of acute liver failure. .
D-galactosamine:
S.how. m amf.estaFlof’ls of High cost, short survival
liver injury is similar to . s
. L. time and poor stability.
viral hepatic failure.
Type B Model Type B models have been  Portacaval anastomosis: Portacaval anastomosis:
developed by
portosystemic ~ shunting Can better simulate the Cause severe coma due to
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Encephalopathy associated
with portosystemic by-pass
without liver disease.

(portacaval anastomosis,
congenital portacaval
shunts, graded portal
vein stenosis, and biliary
duct ligation). Different
HE aspects could be
assessed using different
shunt methods and
species (pig, dog, rabbit,
rat, and mouse).

mild HE
different

clinical
phenotypes  in
animal models.

(Dog) EEG changes and
neurological status
correlates with ammonia in
the plasma.

Congenital portacaval shunts:

(Dogs) Naturally develop
psychomotor dysfunction,
reduced hepatic function,
hyperammonemia, and are
susceptible to high protein
diets.

Graded portal vein stenosis:
Easy to perform.

The surgery may be
reversed.

(Rat) Provides a Minimal

Hepatic ~ Encephalopathy
model.
(Rat) Develop loss of

activity, altered circadian
rhythm, hyperammonemia,
and altered
ammonia/glutamine in the
brain.

hypersensitivity to
ammonia.
(Rabbit) Portacaval

anastomosis may lead to
death of animal in most of
the cases.

(Rat) Needs high surgical
skills to perform.

Congenital portacaval shunts:

Access to the animals with
this congenital alteration.

Type C Model.

Encephalopathy associated
with liver disease.

with
cirrhosis and  portal
hypertension (Type C) is
the most common form
of HE in patients. At

HE  associated

present, there is no
appropriate model to
study HE that occurs in
liver cirrhosis,
nevertheless some
models have been
developed.

Biliary duct ligation:

liver
portal
immune

Animals  develop
failure, jaundice,
hypertension,

system dysfunction, and

bacterial translocation.

(Rat) Reproducible model
of biliary cirrhosis with the

development of
hyperammonemia,  low-
grade encephalopathy, and
decreased locomotor
activity.

(Rat)  Bile  duct-ligated

animals fed with
ammonium salts provides a
model which reproduces
the human Alzheimer Type
II astrocytosis.

No satisfactory Type C
animal model induced by
alcoholic liver disease or
viral hepatitis exist at the
present time.

Biliary duct ligation:
Immune system
dysfunction and other

diseases may affect the
final HE phenotypes. (Rat)
Weight loss due to hunger
suppression.

CCly:

Animal-to-animal
variations leads to lack of
reproducibility.

Limited neurobehavioral
assessment due to presence
of ascites.
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Possible health damage
when a researcher uses this
chemical.

Models of
acute/chronic
hyperammonia.

These models are
designed to study the
effects of hyperammonia

on brain function
without liver
dysfunction.

Inexpensive and simple to
perform.

The model show alterations
of multiple
neurotransmitter
in the brain.

systems

The model
impairment in learning and
memory.

shows

Limited to rats and mice.

Time-consuming; not
suitable for long-term
studies.

Lacks liver failure.
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Table 2 - Brief description of type A animal models of hepatic encephalopathy

1. Surgical models

Species used

Main findings

1.1-Hepatic devascularization Rat, rabbit, pig | Increased AST, hypoglycemia,
lethargy and coma
1.2-Hepatectomy Rat, pig Increased AST, TNF, PT, NHjs,

lactate,  hypoglycemia,  hepatic

necrosis

2. Pharmacological models

Species used

Main findings

2.1-Galactosamine (IP, IV, SC) Rat, rabbit, Increased AST, PT, NHs, hepatic
guinea pig necrosis

2.2-Acetaminophen (IP, IV, SC, | Rat, dog, pig Increased AST, NHs, bilirubin,

oral) hypoglycemia, metabolic acidosis,
centrilobular coagulative necrosis

2.3-Thioacetamide (IP, oral) Rat Increased AST, PT, NHs;, metabolic
acidosis, centrilobular necrosis

2.4-Azoxymethane (IP, SC) Mouse Increased AST, NH3 and bilirubin,

hepatic necrosis.

Legend: AST - aspartate transaminase, TNF - tumor necrosis factor, PT -

prothrombin time, NH3 - ammonia, IP - intra-peritoneal, IV - intravenous, SC -

subcutaneous
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Table 3 - Brief description of findings obtained with type B and C experimental

models of hepatic encephalopathy.

Experimental model Animal species | Biological findings Clinical Signs
Portacaval anastomosis Rats, dog, rabbit, pig | Increased brain | Altered circadian
ammonia/glutamine | cycle, hypokinesia,
reduced memory and
learning ability
Congenital  portacaval | Dogs, cats Hyperammonemia, Hepatic dysfunction,
shunts psychomotor
dysfunction, motor
signs
Graded portal vein | Rats Increased brain | Minimal hepatic
stenosis ammonia/glutamine | encephalopathy, loss
of activity, altered
circadian cycle
Carbon Tetrachloride | Rats, mice Generation of free | Hepatic failure,
(CCLy) radicals, motor activity
lipoperoxidation, dysfunction
tissue fibrosis,
increased hepatic
membrane
permeability
Bile duct ligation Rats Bacterial Liver failure, portal
translocation, hypertension,
immune system | decreased locomotor
dysfunction, activities due to low
hyperammonaemia grade
encephalopathy
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