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RESUMO

A encefalopatia hepatica (EH) ¢ uma sindrome neuropsiquiatrica que resulta da
faléncia hepatica aguda (FHA), sendo uma de suas principais complicac¢des. O seu surgimento
implica em aumento da gravidade do quadro e da chance de morte nesses pacientes. Em seu
processo fisiopatologico, a EH desenvolve-se por alteragdes cerebrais induzidas pelo aumento
da amonia e resposta neuroinflamatdria com aumento de citocinas proinflamatdrias e estresse
oxidativo/nitrosativo. A compreensdao da neuroinflamacdo nesse cenario ¢ fundamental para
ampliar o espectro clinico de intervengao terapéutica na EH e aumentar a sobrevida na FHA.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi de elucidar o envolvimento celular e o perfil
de resposta inflamatoria no cérebro de camundongos com EH induzida por tioacetamida, uma
droga hepatotdxica.

A atividade locomotora foi utilizada como pardmetro clinico para avaliar a
apresentacdo e a intensidade de sintomas nos modelos experimentais desse estudo.
Observamos que, em 24, 36 e 48 horas pos-indu¢do da EH, houve reducdo significativa da
movimentagdo desses animais. Além disso, em 24 horas, essa reducdo foi mais relavante se
comparados ao grupo controle. Em paralalo a esse quadro sintomdtico precoce e intenso,
também notamos aumento no nivel cerebral da citocina proinflamatéria IL-1B e das
quimiocinas CXCL1/KC, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1o. e CCL5/RANTES. Além disso,
houve maior gradiente cerebral da citocina TNF-0, quando comparado ao sangue, e queda na
atividade das enzimas antioxidantes SOD, GSH-Px e catalase.

Ao investigarmos a participagdo celular nesse processo, ndo observamos infiltrado
leucocitario ou ativagdo de micréglia, célula mieldide residente no sistema nervoso central,
embora houve evidéncia de acometimento de astrécitos, célula-alvo nesse processo.

Dessa maneira, descrevemos, em um momento precoce no desenvolvimento da EH,
um processo neuroinflamatério provavelmente relacionado ao astrécito, em que o estresse
oxidativo e a produg¢do de citocinas e quimiocinas cerebrais contribuem para a intensidade dos
sintomas. Estudos posteriores serdo necessarios para elucidar mecanismos da participacdo do
astrocito e de outras células na EH além de investigar a importancia ponderada da inflamacao

e do estresse oxidativo em seu desenvolvimento.
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ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome that results from acute
liver failure (ALF) and one of its major complications. HE emergence implies an increase in
the severity and risk of death in these patients. In its pathophysiological process, HE develops
in consequence of hyperammonemia in the brain and a neuroinflammatory response with
increased proinflammatory cytokines and oxidative and nitrosative stress. The understanding
of neuroinflammation in this scenario is important to expand the clinical spectrum of
therapeutic intervention in HE and improve survival in ALF. Therefore, the objective of this
study was to elucidate the cellular profile involvement and inflammatory response in the brain
of mice with HE induced by thioacetamide, a hepatotoxic drug.

The locomotor activity was used as a parameter to evaluate clinical presentation and
severity of symptoms in the experimental models of this study. We observed that in 24, 36
and 48 hours post-induction of HE, there was significant reduction in the movement of these
animals. Furthermore, in 24 hours, this reduction was more relevant compared to the control
group. In parallel with this early and intense symptomatic scenario, we also noticed an
increase in the level of brain proinflammatory cytokine IL-1 3 and chemokines CXCL1/KC,
CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1 « and CCL5/RANTES. Moreover, there was also a higher
gradient of cytokine TNF- « in the brain when compared to blood, and a diminished activity
of antioxidant enzymes SOD, GSH-Px and catalase.

By investigating the cellular participation in this process, we observed no leukocyte
infiltration or activation of microglia, resident myeloid cells in the central nervous system,
although there was evidence of involvement of astrocytes, the target cell in the process.

Thus, we describe in a moment early in the development of HE, a neuroinflammatory
process that is probably related to astrocyte, wherein the oxidative stress and the production
of cytokines and chemokines in the brain may contribute to the intensity of symptoms.
Further studies are needed to elucidate the mechanisms of participation of astrocytes and
other cells of HE in addition to investigate the weighted importance of inflammation and

oxidative stress in its development.
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1) INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

A encefalopatia hepatica (EH) ¢ uma sindrome neuropsiquidtrica, potencialmente
reversivel, composta por um amplo espectro de sinais e sintomas que variam desde discreto
prejuizo do sono e da atencdo até pronunciadas disfungdes cognitivas e motoras, confusao
mental e coma (SHAWCROSS & WENDON, 2011). A EH ¢ uma das possiveis complicagdes
clinicas decorrentes da faléncia hepatica aguda (FHA) ou cronica (FHC), nas quais
substancias potencialmente toxicas, como a amonia (NH3) ndo sdo metabolizadas pelo figado
(FERENCI et al., 2002).

A etiologia mais comum da EH ¢ a FHC, ou cirrose, que ¢ listada como a 14* causa de
morte mais prevalente no mundo e a 10° na América Latina (DAVALOS MOSCOL &
BUSTIO SANCHEZ, 2011). No contexto da FHC, a EH apresenta uma evolucao indolente ao
longo de meses, com periodos de exacerbagdes frequentes, o que gera uma enorme perda da
qualidade de vida e da capacidade laborativa do paciente. J4 na FHA, embora mais rara, a EH
caracteriza-se por uma progressao dramatica com rapida deterioracdo do quadro neuroldgico,
edema cerebral, aumento da pressdo intracraniana (PIC), coma e morte (VAQUERO et al.,
2003a).

A FHA ¢ uma urgéncia médica com alta taxa de mortalidade, principalmente por
hipertensdo intracraniana em consequéncia de edema cerebral (O' GRADY et al., 1993). Sua
etiologia varia geograficamente sendo que, nos paises em desenvolvimento, as hepatites virais
sdo0 as causas mais frequentes, enquanto que, nos paises desenvolvidos, esse lugar ¢ ocupado
pela hepatite medicamentosa (ICHAI & SAMUEL, 2011).

Conceitualmente, a FHA caracteriza-se pela perda da funcdo hepatica apds extensa
necrose celular, com surgimento de hiperbilirrubinemia, coagulopatia e EH, sendo esta um
importante fator progndstico. O periodo decorrente entre a lesdo hepatica inicial e a
manifestagdo da EH estima a chance de sobrevivéncia do paciente e sua progressdo para
estagios mais graves aumenta o risco de morte (BERNAL et al, 2010; LEE, 2012; O'
GRADY et al., 1993; STRAVITZ & KRAMER, 2009).

Atualmente, o transplante hepatico ¢ o Unico tratamento definitivo disponivel para a

FHA e cerca de apenas 15% dos pacientes que apresentam critérios para o procedimento
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sobrevivem sem o mesmo (BERNAL et al., 2010; VIANA et al., 2008). Desse modo, o
suporte clinico ¢ o cerne principal dentre as abordagens terapéuticas da FHA, com o intuito de
manter a funcionalidade e viabilidade do organismo do paciente até o transplante ou até a
recuperacdo completa e espontdnea do quadro (BERNAL et al., 2010; MARQUES et al.,
2012; STRAVITZ & KRAMER, 2009; VIANA et al., 2008).

Entre os pontos mais importantes do suporte clinico desse tipo de paciente estd o
manejo da EH, crucial para uma melhor evolugdo do quadro. Hoje, o foco de concentragao
médica estd em medidas suportivas que tentam retardar a sua progressao e a elevagdo da PIC
(MPABANZI & JALAN, 2012; SHAWCROSS & WENDON, 2012).

Dessa maneira, conhecer sua fisiopatologia torna-se fundamental, uma vez que
possibilita explorar possiveis alvos de intervencdo terapéutica especifica. Ainda ndo
totalmente elucidada, alguns poucos aspectos de sua patogenia estdo bem estabelecidos

enquanto a maioria permanece em discussao.

1.2. Fisiopatologia

O figado possui uma capacidade metabélica extraordinéria. E o 6rgio responsavel pela
sintese, degradacdo e neutralizacdo de diversas substincias potencialmente toxicas ou
essenciais ao funcionamento geral do organismo. Entre esses processos, a metabolizacdo da
NH; em ureia ¢ de responsabilidade quase que exclusiva do figado em um contexto normal
(ADEVA et al., 2012). Contudo, em vigiéncia de uma disfun¢do hepatica suficientemente
grave, como a FHA, capaz de reduzir a metabolizacdo da NHj a niveis criticos, ocorre
acumulo dessa substancia na corrente sanguinea. Consequentemente, outros 6rgaos, como o
cérebro e os musculos, passam a ser os responsaveis por sua neutralizacio (ADEVA et al.,
2012).

No cérebro, a NHj € transformada em glutamina (Gln), a partir de glutamato (Glu),
pela enzima glutamina sintetase (GS), localizada no citoplasma dos astrocitos (BRUSILOW
et al., 2010). Célula central no desenvolvimento da EH, o astrécito ¢ pertencente a neuroglia -
grupo de células nervosas outras que ndo os neurdnios - € possui, entre suas principais
funcdes, a manutencao da homeostase do meio extracelular para o funcionamento 6timo dos
neurdnios (PARPURA et al., 2012). Sendo a NH; uma substancia potencialmente toxica, os
astrocitos sdao os responsaveis pela sua neutralizagdio em um cendrio de hiperamonemia,

produzindo uma quantidade excessiva de Gln e consequente hiperosmolaridade, com aumento
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do volume aquoso intracelular e edema astrocitario, alteracao patologica caracteristica da EH
(BRUSILOW et al., 2010; CHAVARRIA et al., 2010).

O papel da NH; na fisiopatologia da EH hd muito ¢ reconhecido. Seu nivel arterial
elevado e sua persisténcia por tempo prolongado estd diretamente relacionado a ocorréncia de
aumento da PIC, herniagdo cerebral e morte em pacientes com FHA (BERNAL et al., 2007,
BHATIA et al., 2006; CLEMMENSON et al., 1999; KUMAR et al., 2012). Em experimentos
in vitro com cultura de astrocitos e tecido cerebral, foi observada a ocorréncia de edema
celular e tecidual na presenca de NH3, em uma maneira dose-tempo dependente (BACK et al.,
2011; NOREMBERG et al., 1991). Além disso, foi demonstrado que a inje¢@o intraperitoneal
de NH; em ratos sem lesdo hepatica ¢ capaz de induzir alteragdes neuroldgicas dose
dependente, com coma e morte (GORG et al., 2008; HERMENEGILDO et al., 2000).

Contudo, o efeito da NH; na EH ndo parece se restringir ao estresse osmotico causado
pela Gln e consideraveis evidéncias apontam para uma importante participagdo da inflamacao
e do estresse oxidativo (BOSOI & ROSE, 2012; BUTTERWORTH, 2011; SKOWRONSKA
& ALBRECHT, 2012). Em modelos animais sem lesdao hepatica, foi observado aumento dos
niveis cerebrais de citocinas proinflamatdrias, prostaglandinas e estresse oxidativo/nitrosativo
quando administrado NH; por via oral ou intraperitoneal (GORG et al., 2008; RODRIGO et
al., 2010). Ademais, a NH3 também promove uma disfuncdo na atividade neuronal através da
ativacdo de receptores excitatorios do tipo N-metil D-aspartato (NMDA) no cérebro,
acarretando em dessincronizacdo das redes neuronais, o que poderia explicar, em parte, a
sintomatologia observada em pacientes com EH (HERMENEGILDO et al., 2000;
SCHWARZ et al., 2012). Interessantemente, estudos que intencionaram avaliar os efeitos da
redugdo plasmatica e cerebral da NHj, através de medidas expoliativas ou potencializadoras
do metabolismo muscular, ndo demonstraram evidéncia de eficicia dessas estratégias em
pacientes com faléncia hepatica e EH (ALBA et al., 2002; ALS-NIELSEN et al., 2004; LUO
et al.,2011; PEREZ HERNANDEZ et al., 2011).

Nesse sentido, discute-se o conceito de sinergia na fisiopatologia da EH, na qual
fatores como a inflamacdo e o estresse oxidativo tem seus papéis redefinidos, ndo como
coadjuvantes, mas como personagens centrais e amplificadores da neurotoxicidade da NHj
(BUTTERWORTH, 2008). Esse novo olhar sob a EH traz uma perspectiva animadora, uma
vez que abre possibilidades e caminhos a serem explorados, no intuito de ampliar e melhorar

o arsenal terap€utico, para a condugdo clinica desses pacientes.
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1.3. Inflamacao

Atualmente, ¢ crescente o nimero de evidéncias que demonstram a inflamag¢do como
um dos pontos-chave na abordagem da EH e sua sinergia com a NH; e a Gln
(BUTTERWORTH, 2011). A presenca da sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS)
em pacientes com FHA, mesmo sem o desenvolvimento de infec¢des, ¢ um importante fator
na progressao e piora da EH, sugerindo que a magnitude da resposta inflamatéria do paciente
estaria diretamente relacionada ao seu prognéstico (ROLANDO et al., 2000; VAQUERO et
al., 2003b). Além disso, a propria EH predispde esse paciente a uma chance maior de
infec¢cdes com consequente surgimento ou piora da SIRS (ROLANDO et al., 2000).

A SIRS trata-se da manifestacao clinica de uma resposta inflamatoria com ativagao de
leucocitos e macica producgdo de citocinas proinflamatorias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e as interleucinas 1-beta e 6 (IL-18 e IL-6, respectivamente) (ROLANDO et al.,
2000). As citocinas proinflamatorias sao substancias imunorreguladoras com a capacidade de
estimular a resposta imunolédgica frente a varios disturbios da homeostase. Esse aumento dos
niveis de citocinas circulantes, principalmente a TNF-a, ¢ neurotoxico e esta relacionado ao
surgimento de sintomas neurologicos e progressdo para estdgios graves de EH na FHA
(BEMEUR & BUTTERWORTH, 2012; ODEH, 2007).

Em pacientes com FHA, Gupta e colaboradores (2010), através de espectroscopia de
ressonancia nuclear magnética, estabeleceram uma relagdo direta entre os niveis de NH3z e Gln
no cérebro e o de TNF-a no sangue. Outro estudo, envolvendo 29 pacientes com FHA por
sobredose de paracetamol (APAP), uma droga hepatoxica, Rolando e colaboradores (1995)
observaram que, embora todos os pacientes apresentavam niveis semelhantes de TNF-a
circulante a admiss@o, houve aumento desses niveis nos pacientes que desenvolveram EH e
coma (n=15), enquanto que, no restante (n=14), houve queda de TNF-a circulante € nenhum
sinal de EH. A TNF-o também est4 diretamente relacionado ao aumento de fluxo sanguineo
cerebral em pacientes com FHA, o que contribui para elevagdo da PIC e progressdo da EH
(JALAN et al., 2004).

Complementarmente, em ratos com EH induzida por TAA, foi observado maior nivel
circulante de TNF-a em paralelo a menor movimentagao ativa dos animais, critério clinico
utilizado nesse estudo (CHU et al., 2001). Ademais, em um estudo recente, o uso de
etanercept, um bloqueador do receptor solivel de TNF-a (sSTNFR-2), em camundongos com

FHA toxica por azoximetano (AOM), atrasou significativamente o desenvolvimento de coma
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nesses animais, além de reduzir os niveis circulantes de TNF-a ¢ IL-6 (CHASTRE et al.,
2012).

Além disso, atualmente, evidéncias consideraveis discutem o papel da inflamagdo na
patogénese da EH sob outra perspectiva na qual, ndo s6 a resposta inflamatoria sistémica mas,
também, a resposta neuroinflamatoria participa desse processo (BEMEUR &

BUTTERWORTH, 2012; BUTTERWORTH, 2011).

1.4. Neuroinflamacao

Em um estudo com pacientes com FHA, Wright e colaboradores (2007), através da
diferenca dos niveis de TNF-a, IL-18 e IL-6 entre a artéria cardtida e a veia jugular,
demonstraram uma boa correlacdo entre o efluxo cerebral de citocinas € o aumento da PIC,
sugerindo maior produgdo cerebral dessas citocinas em paralelo a piora clinica do paciente.

Jiang e colaboradores (2009b) demonstraram, em ratos com FHA por
desvascularizacdo hepatica, significativo edema cerebral com aumento dos niveis e da
expressdo de RNA mensageiro (RNAm) de TNF-a, IL1-8 e IL-6 in situ, quando esses animais
desenvolviam coma. Bémeur e colaboradores (2010c) também reportaram aumento na
expressao de RNAm de TNF-o e IL1-B no cortex frontal de camundongos da linhagem
C57BL-6, quando em coma. Nesse mesmo trabalho, Bémeur ainda utilizou camundongos
knock-out para receptores de TNF-a e IL1-8, TNFR1 e IL-1R1, respectivamente, e observou
menor edema cerebral e maior tempo para atingir o coma nesses animais.

Assim, a neuroinflamagdo e a producdo de citocinas no proprio cérebro ganham
destaque e, somadas a disfuncdo astrocitaria, a EH pode ser considerada uma gliopatia
priméaria (BUTTERWORTH, 2012). Nesse sentido, outra célula da neuroglia, a microglia,
surge em um papel ainda em investigacao.

A microglia ¢ uma célula fagocitica e mononuclear, residente do sistema nervoso
central (SNC), embora seja derivada da linhagem mieldide da medula 6ssea (PRINZ &
MILDNER, 2011). Entre suas fun¢des, destaca-se a vigilancia do SNC com o intuito de
manter a homeostase. Frente a diversos estimulos, como debris celulares, estresse oxidativo e
substancias proinflamatorias, a micréglia muda seu fendtipo do estado de repouso para o
ativado, quando inicia uma resposta imunoldgica com produgdo de citocinas proinflamatoérias,
oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (HANISCH & KETTENMANN,
2007).
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Zemtsova e colaboradores (2011) demonstraram ativagao de micrdglia por aumento da
expressdo da proteina adaptadora de ligagdo do calcio ionizado-1 (ionized calcium-binding
adaptor molecule-1, Iba-1) em cultura celular exposta a NHs Os autores reportaram também
maior producdo de ROS sem, contudo, haver aumento na expressdo de RNAm de citocinas
proinflamatorias. No mesmo estudo, perfil semelhante foi observado post mortem em
amostras de cérebro de pacientes cirroticos com EH comparado aos sem EH.

Em outro estudo, Jiang e colaboradores (2009a) demonstraram reducdo dos niveis de
TNF-a, IL1-8 e IL-6 no liquido céfalo-raquidiano (LCF) ap6s tratar um modelo experimental
de EH por isquemia hepatica com minociclina, um antibidtico inibidor da ativagdo de
microglia. Comparados aos controles, a minociclina ainda diminuiu significativamente o
edema cerebral e aumentou a laténcia até a instalagdo do coma.

Nesse sentido, abre-se um caminho interessante para descobertas acerca do
mecanismo envolvido na fisiopatologia da EH e permite a utilizagdo de farmacos como a
minociclina. Sob o foco de se tratar de uma gliopatia primaria, a relacdo imunolédgica entre
astrocitos e microglia, por meio da neuroinflamacio e do estresse oxidativo/nitrosativo, deve

ser aprofundada.

1.5. Estresse oxidativo/nitrosativo

O estresse oxidativo/nitrosativo ocorre quando ha um desbalango entre a producao de
radicais livres - espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), como os
superoxidos (027), peréxido de hidrogénio (H,O,), peroxinitrito (ONOO’) e 6xido nitrico
(NO) - e sua neutralizacdo (BOSOI & ROSE, 2012). Enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase, além de
moléculas neutralizadoras como a glutationa e a albumina, sdo parte do arsenal biologico de
defesa contra o estresse oxidativo e a reducdo de sua atividade pode resultar em lesdo celular
(BOSOI & ROSE; 2012). O aumento dos niveis de ROS e RNS acarreta, por sua vez, em
desarranjos moleculares em nivel protéico, lipidico e de 4cidos nucléicos, levando a disfungao
e ao edema celular (BOSOI & ROSE, 2012; HAUSSINGER & GORG, 2010; SCHLIESS et
al., 2006). Além disso, o edema celular ¢ capaz de promover mais producdo de ROS,
instalando-se assim um circulo vicioso (REINEHR et al., 2007).

Murthy e colaboradores (2001) demonstraram que a adigdo de NH; a cultura de
astrocitos aumenta a producdo de radicais livres e que esse efeito ¢ revertido pela a¢do da

SOD e da catalase. A exposicdo de astrocitos a NHj3 induz a produgcdo de ROS e RNS,
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potencializando seus efeitos deletérios, de maneira direta, por ativacdo de receptores
excitatorios do tipo NMDA, e indireta, através de disfuncdo mitocondrial causada pela Gln
(NORENBERG et al., 2009; RAMA RAO et al., 2005; SKOWRONSKA & ALBRECHT,
2012).

Experimentos in vitro e in vivo descreveram ativagdo da via cerebral Glu-monofosfato
ciclico de guanosina (cGMP)-NO, pela NHs, através da interacdo com receptores NMDA,
acarretando em aumento de calcio (Ca®") intracelular e indugdo da produgdo de NO ¢ RNS
(HERMENEGILDO et al., 2000; KOSENKO et al., 2003; KRUCZEK et al, 2011).
Explorando o influxo de Ca** gerado pela NHi, Jayakumar e colaboradores (2009)
demonstraram, in vitro, que o aumento de ROS e RNS ¢ prevenido tanto pela utilizacdo de
quelante de Ca** como por inibidores das enzimas produtoras de radicais livres, com redugio
do edema celular de astrécito.

A GIln também ¢ uma importante indutora do estresse oxidativo no astrécito
(ALBRECHT & NOREMBERG, 2006; ALBRECHT et al., 2010; DESJARDINS et al.,
2012). Jayakumar e colaboradores (2004) demonstraram que a exposi¢ao de astrocitos
diretamente a GIn desencadeia a produgdo de radicais livres. Albrecht e Norenberg,
publicaram em 2006, uma revisdo sobre o papel da Gln na fisiopatologia da HE e chamaram-
na de "Cavalo de Troia" da neurotoxicidade da NH;. Segundo os autores, a Gln seria um
veiculo através do qual a NH; atinge o interior da mitocdndria astrocitaria, onde exerce sua
principal toxicidade: indug@o da permeabilidade transitoria mitocondrial (MPT) e produgao de
radicais livres.

A Gln ¢ conduzida ao interior da mitocondria astrocitdria por um transportador (Gln-
Tx) com alta afinidade para diversos metabolitos, principalmente a histidina. No citoplasma
mitocondrial, a Gln ¢ hidrolizada novamente em NH; e Glu, através da enzima glutaminase
dependente de fosfato (PAG), induzindo, consequentemente, a MPT e a produgdo de ROS
(ALBRECHT & NOREMBERG, 2006; RAMA RAO et al., 2003b). A MPT ¢ um processo
dependente de Ca®", em que um influxo aumentado desse fon para o interior da mitocondria
acarreta em colapso do potencial de membrana com disfungdo da cascata energética e mais
producdo de ROS (RAMA RAO et al., 2003b, 2005). A MPT pode ser bloqueada pela
ciclosporina-A (CsA) e estudos em que foram utilizados bloqueadores da PAG ou CsA
demonstraram diminuicao da produ¢do de ROS e do edema celular (ALBRECHT et al., 2000;
JAYAKUMAR et al., 2004; JAYAKUMAR et al., 2006; PICHILI et al., 2007; RAMA RAO
et al.,2003a).
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O estresse nitrosativo também exerce um papel importante na fisiopatologia da EH. A
inibicdo inespecifica da enzima produtora de NO, a 6xido nitrico sintetase (NOS), em cultura
de astrdcitos, reduziu significativamente a indu¢do da MPT e a producdo de radicias livres
(JAYAKUMAR et al., 2004; RAMA RAO et al., 2005). A NOS ¢ expressa em diferentes
isoformas e em um modelo animal de FHA por desvascularizagdo hepatica de ratos, Jiang e
colaboradores (2009¢) observaram aumento da expressdo das isoformas NOS induzivel
(INOS) e endotelial (eNOS) em cérebro e maior nivel sérico de nitrito e nitrato, compostos
estaveis derivados da produ¢do de NO. Outro fendmeno observado ¢ a nitragdo protéica pelo
ONOQO’, composto formado a partir de O2" e NO, potencialmente bloqueada pela CsA e por
inibidores da GS, da NOS, além de substancias antioxidantes (SCHLIESS et al., 2006). A
nitragdo protéica ocorre principalmente em astrocitos perivasculares com prejuizo da funcgao
de diversas proteinas e edema celular quando expostos @ NH; (HAUSSINGER & GORG,
2010; SCHLIESS et al., 2006).

Por fim, um notavel desbalango antioxidante foi demonstrado em modelos animais de
EH. Kosenko e colaboradores (2003) demonstraram aumento na producdo de O2" e redugdo
da atividade das enzimas catalase, GSH-Px e SOD no cérebro de ratos apds injecdo de NHs. A
reducdo dos niveis de glutationa e da atividade das enzimas catalase ¢ GSH, com
concomitante aumento da peroxidagdo lipidica, também foram observados no cérebro de
modelos experimentais de EH por injecdo de tioacetamida (TAA), uma droga hepatotdxica
(REDDY et al., 2004; SATHYASAIKUMAR et al., 2007; TUNEZ et al., 2007).

Dessa maneira, acumulam-se evidéncias quanto a participagdo do estresse
oxidativo/nitrosativo e seu sinergismo com a NH3/Gln na fisiopatologia de EH, contribuindo
para sua evolu¢ao e estabelecendo-se como um possivel alvo terapéutico. Nesse sentido, o uso
de drogas antioxidantes, como a N-acetilcisteina (NAC), sdo amplamente exploradas no
tratamento da FHA em pacientes com resultados promissores (BERNAL et al, 2010;
MARQUES et al., 2012; STRAVITZ & KRAMER, 2009). Além disso, o uso de anti-
inflamatorios, como a indometacina, se mostrou capaz de reduzir a nitragdo de proteinas e
oxida¢do de RNA, em ratos com EH induzida por ligadura da veia portal, com consequente
melhora dos parimetros clinicos avaliados (BRUCK et al., 2011).

Embora ainda haja poucos estudos acerca da relagdo da inflamagdo e do estresse
oxidativo, j& foi demonstrado in vivo e in vitro que citocinas proinflamatérias aumentam a
producdo de ROS, NO e a nitrosacdo de proteinas em astrocitos (GORG et al., 2006). Sob
essa Otica, Alvarez e colaboradores (2011) utilizaram cultura de astrdcitos para investigar essa
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relacdo e, ao expor o astrdcito @ uma solugdo de TNF-a, IL1-B e IL-6, os autores observaram
inducdo da MPT, semelhante a NH3, além de amplificagdo desse efeito quando colocadas as
citocinas simultaneamente com a NHj.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar, de maneira mais detalhada, a sinergia e a
relacdo temporal entre a inflamagdo e o estresse oxidativo e, assim, mecanismos comuns entre
as duas vias poderdo se tornar pontos de intervengdo com ampla resposta. Para isso, a
utilizacdo de modelos animais ¢ uma ferramenta imprescindivel, uma vez que o ambiente in

vivo ndo ¢ reproduzivel fielmente in vitro, dado a complexidade dessas relagdes.

1.6. Modelos animais de encefalopatia hepatica

Em 2008, uma comissdo formada por membros da Sociedade Internacional da
Encefalopatia Hepatica e do Metabolismo do Nitrogénio (ISHEN) organizou e discutiu, no
13° Simpodsio da ISHEN, em Padova, Italia, diretrizes para o desenvolvimento de modelos
animais de EH (BUTTERWORTH et al., 2009).

Ja no inicio do documento, os autores ressaltam sobre a dificuldade de se estabelecer
um modelo animal satisfatorio para a EH. A diversidade etiologica da disfungdo hepatica e os
varios fatores que influenciam no desenvolvimento do quadro neuroldgico, tornam a EH uma
sindrome complexa para ser reproduzida fielmente em animais. Os autores ainda destacam
que, hoje, ndo existem modelos satisfatorios para a faléncia hepatica causada por etanol, virus
ou APAP, suas principais etiologias nos seres humanos.

Quanto as espécies animais utilizadas, a EH j4 foi estudada em animais de médio porte
(cachorros, porcos, cabras e coelhos) e em roedores (ratos e camundongos). Animais de
médio porte possuem a vantagem de maior disponibilidade de tecidos e facilidade de
avaliacdo neuropsiquiatrica. Entretanto, os custos, a logistica de manuten¢ao desses animais e
as questdes éticas envolvidas levaram sua utilizacdo a raridade.

Desse modo, a comissao da ISHEN ressalta as vantagens em se optar por um modelo
utilizando roedores: maior conhecimento anatomico, comportamental e neurobiologico;
genoma caracterizado, o que permite manipulagdes genéticas; maior disponibilidade de
anticorpos e ferramentas de investigacdo; e, finalmente, mas ndo menos importante, baixo
custo. Nesse sentido, optamos por utilizar roedores, mais especificamente camundongos da
linhagem C57BL/6, pela facilidade de manejo, acomodac¢ao em biotério e disponibilidade de
anticorpos e animais knock-out em nossa estrutura e realidade de trabalho, além da vasta

experiéncia acumulada por nossa equipe.
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Em relacdo ao desenvolvimento de um modelo animal de EH por FHA, as diretrizes
ressaltam alguns pontos que devem ser observados durante sua padroniza¢dao, muito embora,
os proprios autores ratificam a dificuldade de se adequar a todos:

a) quadro clinico reproduzivel que permita avaliagdo e estagiamento neuroldgico;

b) sintomas progressivos que culminem em edema cerebral e suas complicagdes;

c) reversibilidade da doenca;

d) hiperamonemia sérica ou aumento de NH3/GlIn cerebral;

e) patologia cerebral e hepatica bem caracterizada;

f) menor exposi¢cdo possivel da equipe a agentes toxicos ou infectantes.

Levando esses fatores em consideragdo, e a indisponibilidade de modelos de EH por
FHA viral, ha, portanto, basicamente, dois tipos de modelos experimentais utilizados para se
estudar a EH: (1) a desvascularizagdo hepatica e (2) a administracdo aguda de um
hepatotoxina. A principal etiologia da FHA em paises desenvolvidos ¢ a hepatite
medicamentosa e com a vacinacdo macica ¢ melhora das condi¢des sanitarias, ha uma
tendéncia de que esse seja o painel etioldgico também nos paises em desenvolvimento.
Optamos, entdo, pela utilizacdo de um modelo de EH por FHA ap6s administracdo de uma
droga hepatotdxica.

Entre as drogas utilizadas para indugdo de FHA em roedores, ha: galactosamina,
paracetamol (APAP), azoximetano (AOM) e tioacetamida (TAA). Segundo os autores, a
galactosamina e o APAP causam faléncia hepatica embora o desenvolvimento da EH seja
variavel, com dificuldade de reprodutibilidade e patologia cerebral pouco caracterizada,
necessitando de melhores e novas técnicas para alcangar um modelo eficiente. O AOM ¢ uma
droga relativamente nova nesse contexto da EH e foi demonstrado ser util para o
desenvolvimento desse modelo, com aspectos patoldgicos bem caracterizados (BELANGER
et al., 2006). Por fim, a TAA ¢ uma droga hepatotdxica largamente utilizada em modelos de
EH em ratos, demonstra boa reprodutibilidade e acometimento hepatico e cerebral bem
descritos (CHU et al., 2000; FARJAM et al., 2012; HILGIER et al., 1983a; HILGIER, 1983b;
KRASNICKA et al., 1983; MLADENOVIC et al., 2012; PEELING et al., 1993; PLUTA &
ALBRETCH, 1984; ZIMMERMANN et al., 1989).

Ademais, além de sua utilizagdo bem estabelecida e da maior disponibilidade de
informagdes na literatura internacional, a TAA ainda ¢ vantajosa financeiramente quando
comparada ao AOM. Segundo o sitio da Sigma-Aldrich, empresa fornecedora dessas drogas,
o custo por 100mg de AOM ¢ de R$ 3.357,00, enquanto que o de TAA ¢ de RS 0,18, sendo
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que na induc¢ao da EH usa-se uma dose cerca de 6 vezes maior de TAA quando comparada ao

AOM.

1.7. Tioacetamida

Previamente, nosso grupo desenvolveu um modelo de EH com camundongos
C57BL/6 apds inje¢do intra-peritoneal (i.p.) de TAA, dissolvida em salina, na dose de
600mg/kg (MIRANDA et al., 2010). Foi observado uma taxa de mortalidade entre 30-40% no
periodo de 24 a 48 horas pods-injecao da droga. A partir de 48 horas, os animais apresentavam
tendéncia a melhora e a sobrevivéncia, evidenciando o carater de reversibilidade da doenga. A
necrose hepatica foi demonstrada por meio de andlise histopatologica e de marcadores séricos
de lesdo hepatocelular. Além disso, esses animais apresentavam franca sintomatologia ao
serem submetidos a uma bateria de avaliacdo neuropsiquiatrica e aumento significativo na
quantidade do neurotransmissor Glu em seus cérebros.

A TAA (CH3;CSNH;) ¢ uma droga originalmente utilizada como fungicida e que
depende da metabolizacdo hepatica, pela agdo catalitica do complexo microssomal citocromo
P-450, em S-dioxido de TAA, para que seu efeito seja toxico (MANGIPUDY et al., 1995).
Esse metabdlito reduz a atividade antioxidante no figado, acentuando a peroxidagao lipidica e
estabelecendo uma condigdo de estresse oxidativo que leva a necrose celular (TUNEZ ef al.,
2005).

A TAA pode ser administrada de diferentes formas: oral (na dgua ou na ragdo
ingerida), por intubacdo intragéastrica (gavagem), ou por inje¢des subcutdneas ou 1i.p.

(FONTANA et al., 1996).

Nesse interim, a utilizagdo de um modelo murino de EH induzida por TAA em
camundongos da linhagem C57BL/6 nos permitird avangar no estudo dos processos
inflamatorios e do estresse oxidativo acerca dessa patologia. Uma elucidacio detalhada de sua
fisiopatologia ira possibilitar a exploracdo de vias das quais poderd advir um novo alvo

terapéutico para a EH.
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2) OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar os processos neuroinflamatorios envolvidos na fisiopatologia da
encefalopatia hepatica (EH) em um modelo animal de faléncia hepatica aguda (FHA) por

injecdo intra-peritoneal (i.p.) de tioacetamida (TAA).

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Caracterizar os aspectos comportamentais do modelo animal de EH apds injegdo
i.p. de TAA;

2.2.2. Caracterizar as alteragdes morfologicas dos astrocitos no cérebro do modelo
animal de EH no momento inicial das alteragdes comportamentais;

2.2.3. Investigar o perfil inflamatorio sistémico e cerebral do modelo animal de EH
através da quantificacdo de citocinas e quimiocinas pelo tempo;

2.2.4. Investigar a participagdo do estresse oxidativo/nitrosativo no modelo animal de
EH através da peroxidagao lipidica e consumo de reservas antioxidantes;

2.2.5. Investigar a participacao de leucdcitos no cérebro do modelo animal de EH;

2.2.6. Investigar se ha participacdo da micrdglia avaliando sua ativagdo no cérebro do

modelo animal de EH.
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

No presente estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas,
com idade entre oito e dose semanas, obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biolodgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG). Os
animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (25°C) e luminonisidade
(ciclo claro/escuro de 12/12 horas) com agua e ragdo ad libitum. Este projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da UFMG, sob o
numero de protocolo 114/2009.

3.2. Modelo experimental de encefalopatia hepatica por faléncia hepatica
aguda

O modelo utilizado foi o de encefalopatia hepatica (EH) induzida por faléncia hepatica
aguda (FHA) causada apos intoxicacdo por tioacetamida (TAA, CH3CSNH,, Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, EUA), previamente estabelecido por nosso grupo (MIRANDA et al., 2010). A
TAA foi administrada por via intra-peritoneal (i.p.), em injecdo Unica, na dose de 600mg/kg,
dissolvida em cloreto de sodio 0,9% (NaCl 0,9%) na concentragdo de 40mg/mL. Os animais
controle recebiam NaCl 0,9% puro. Todos os volumes foram corrigidos pelo peso do animal.

As injegdes ocorriam as 02 ou as 14 horas, a depender do tempo pds-indugdo (p.i.) em
que o animal fosse estudado. Os grupos controle, 24 e 48 horas p.i. receberam a TAA as 14
horas, enquanto que os grupos 12 e 36 horas p.i. receberam-na as 02 horas. Dessa maneira,
todos os animais eram avaliados e seus tecidos coletados no mesmo periodo do dia, as 14
horas.

Para evitar hipoglicemia e hipotermia, foi administrado aos animais, por inje¢do
subcutanea (s.c.), S00uL de glicose 5% dissolvida em NaCl 0,9% e sua temperatura foi
controlada por manta térmica. Antes de todos os experimentos, com excec¢dao da avaliagdo
comportamental, os animais foram devidamente anestesiados com uma inje¢do i.p. de

quetamina (80mg/kg) e xilazina (15mg/kg).
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3.3. Avaliacao do comportamento locomotor por meio do teste em campo

aberto

O teste comportamental em campo aberto foi desenvolvido para avaliacdo
experimental da atividade locomotora e do nivel de ansiedade em roedores (HALL &
BALLACHEY, 1932; WALSH & CUMMINS, 1976). Para tanto, utiliza-se uma arena
circular medindo 30,0 cm de didmetro, dividida em trés circulos concéntricos, cercada por
uma parede de acrilico com 30,0 cm de altura (Insight, Brasil).

O animal em questdo ¢ colocado gentilmente no centro da arena, em uma sala vazia e
silenciosa, e sua atividade locomotdria espontanea ¢ filmada por cinco minutos enquanto se
movimenta livremente. Para gravacdo e andlise dos videos, foi utilizado o programa de
computador AnyMaze® (Stoelting Co., Wood Dale, EUA). Entre a avaliacdo de cada animal
¢ realizada a limpeza da arena com alcool 70%.

Foram avaliados cinco grupos experimentais: controle (N=8), 12 (N=7), 24 (N=7), 36
(N=9) e 48 (N=8) horas p.i. Realizamos o teste em dois dias subsequentes, ambos as 14 horas,
sendo no primeiro dia os grupos 12 e 24 horas p.i., além de 4 animais do grupo controle, e no

segundo dia o restante dos animais.

3.4. Mensuracio da lesdo hepatica por quantificacio da alanina
aminotransferase sérica

A alanina aminotransferase (ALT) ¢ uma enzima ndo-especifica mais comumente
associada ao figado. A elevacdo de seus niveis séricos correlaciona-se diretamente com a
lesdo hepatocelular e ¢ usada como teste primario para triagem de dano hepatico (SENIOR,
2012).

Para determinar o nivel da ALT sérica em camundongos, foi coletado o sangue através
de seccdo da veia cava inferior, e suc¢do cuidadosa com pipeta de Pasteur, e centrifugados por
10 minutos, a 10.000 rpm, em temperatura ambiente, para separar o soro. Posteriormente, o
kit Transaminase ALT Cinética (K049, Bioclin) foi utilizado segundo as instru¢des do
fabricante. Resumidamente, o teste consiste em duas reagdes quimicas com consequente
oxidacdo de NADH em NAD" na presenga de ALT e lactato desidrogenase (LDH). Sio feitas
quatro leituras por espectrofotometria, em intervalos de um minuto, ¢ a magnitude da variacao
da absorbancia reflete a quantidade de ALT no soro. As leituras sdo realizadas no

comprimento de onda de 340 nm.
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3.5. Analise histologica de figado e cérebro

Ap6s os animais serem devidamente anestesiados, foi realizada perfusdo transcardiaca
com uma solugdo de NaCl 0,9%. Os lobos hepaticos médio e esquerdo foram retirados de
grupos controle e 24 horas p.i., enquanto que o lobo cerebral frontal foi retirado de grupos
controle e 48 horas p.i. Todos os tecidos foram fixados em uma solucao de formaldeido 10%,
diluido em PBS, para analise histologica.

Em seguida, os tecidos foram desidratados em solu¢des de alcool etilico em
concentragdes crescentes (70%, 80%, 90% e absoluto), sendo que os fragmentos
permaneceram imersos por um periodo de 30 minutos em cada solucdo. Apos a desidratagao,
foi realizado o processo de diafanizacdo, que tem como objetivo tornar o tecido translicido,
submetendo os fragmentos a dois banhos de xilol, com duragdo de 20 minutos cada.
Posteriormente, os tecidos foram impregnados e incluidos em parafina.

Os blocos de parafina, contendo o fragmento do o6rgdo, foram submetidos a
microtomia, sendo obtidos cortes seriados com 4 um de espessura. Esses cortes foram, entdo,
corados pela técnica de hematoxilina-eosina (H&E). As laminas histologicas foram
examinadas em microscopico optico (BX41, Olympus) e as imagens obtidas utilizando uma
camera acoplada (Moticam 2500, Motic) e o programa de computador Motic Image Plus

2.0ML (Ted Pella Inc., EUA).

3.6. Analise morfoldogica de tecido cerebral por microscopia eletronica

Ap6s os animais serem devidamente anestesiados, foi realizada perfusdo transcardiaca
com uma solu¢do de glutaraldeido 2,5% para fixag¢do in situ do tecido. O cortex cerebral
frontal foi retirado de grupos controle e 24 horas p.i.

Em seguida, os tecidos foram desidratados em solu¢des de alcool etilico em
concentragdes crescentes (35%, 50%, 70%, 85%, 95% e absoluto) por um periodo de 10
minutos e em solucdo de acetona por 20 minutos. Posteriormente, foram imersos em Epon.

O tecido foi cortado em secgdes de 0,5-1,0 um de espessura. Esses cortes foram,
entdo, corados por Azul de Toluidina e contrastados com citrato de chumbo. As laminas
histologicas foram examinadas em microscopico eletronico de transmissdo (Tecnai G2-12 FEI

Company) em 80keV.
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3.7. Avaliacao funcional da barreira hemato-encefalica por extravazamento

do corante azul de Evans em tecido cerebral

A barreira hemato-encefalica (BHE) ¢ uma interface dindmica que separa o cérebro do
sangue periférico. Possui, entre suas propriedades, permeabilidade seletiva, impedindo que
moléculas indesejaveis cheguem ao SNC. Moléculas de grande peso molecular, como a
albumina, sdo incapazes de atravessar a BHE em decorréncia dessa permeabilidade seletiva
(WILLIS, 2011).

Para a avaliacdo funcional da BHE através de sua permeabilidade seletiva, utilizou-se
o corante azul de Evans como marcador, uma vez que ele se combina de maneira reversivel
com a albumina, podendo ser avaliado o extravasamento plasmatico, como descrito por Saria
& Lundberg (1983).

Os animais foram devidamente anestesiados, sua veia caudal foi canulada, por onde
administrou-se 100 puL de azul de Evans 0,5% diluido em PBS. Ao final de trinta minutos, foi
realizada perfusdo transcardiaca dos animais com PBS. O cérebro foi retirado e colocado em
placa de Petri para secagem por 24 horas em estufa a 40°C. Em seguida, as amostras foram
pesadas e foi acrescentado ao tecido 1 mL de formamida, para extracdo do corante, que
permaneceu por 24 horas em temperatura ambiente. O corante extraido do tecido foi
quantificado por espectrofotometria utilizando-se o comprimento de onda de 620 nm e a
concentragdo determinada através de uma curva-padrao variando de 0,375 a 10 pg/mL de azul
de Evans. Os resultados foram normalizados pelo peso do tecido e expressos como quantidade

(em pg) de azul de Evans por 100 mg de tecido.

3.8. Avaliacdo da resposta inflamatoria por dosagem de citocinas e

quimiocinas em tecido cerebral e soro

A avaliagdo do perfil de citocinas e quimiocinas produzidas ap6s a indugdo da EH por
TAA foi determinada através de ensaio imunoenzimatico (Enzyme linked immunosorbent

assay - ELISA) conforme previamente descrito (ENGVALL, 1977; VOLLER et al., 1978).

3.8.1. Processamento de tecidos para quantificacio de citocinas e

quimiocinas
Adicionou-se 100 mg de cérebro, regido frontal direita, em 1 mL de solucdo de
extra¢dao de citocinas [NaCl 0,4 mol/L, Na,HPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de
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benzalconio 0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tween 20 0,05% (p/v), albumina bovina (BSA)
0,5% (p/v), aprotinina 20 UI] para o processamento em homogeneizador de tecidos (Power
Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA). Logo apds, as amostras foram centrifugadas
(10.000 rpm; 4°C; 10 minutos), o sobrenadante foi recolhido e congelado a -80°C para a
deteccdo de citocinas e quimiocinas por ELISA.

O soro foi separado do sangue através de seccdo da veia cava inferior, e succao
cuidadosa com pipeta de Pasteur com posterior centrifugagdo por 10 minutos, a 10.000 rpm,

em temperatura ambiente, sendo armazenado a -80°C até analise posterior.

3.8.2. Determinacio dos niveis de citocinas e quimiocinas

Os niveis de IL-1B, TNF-a, CXCL1/KC, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la e
CCLS5/RANTES foram quantificados no cérebro e TNF-a, CXCL1/KC e CCL3/MIP-1a no
soro dos animais controle e 24, 36 e 48 horas p.i. através da técnica de ELISA, utilizando-se
kits adquiridos da R&D Systems (DuoSet, Minneapolis, EUA), segundo as instrugdes do
fabricante.

Todos os protocolos foram realizados em placas de 96 pogos (C96 MicroWellTM
Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Os anticorpos de captura foram
diluidos em PBS, pH 7.4, sendo que a sensibiliza¢do da placa ocorreu durante 18 horas a 4°C.
A reagdo foi bloqueada com PBS acrescido de 1% (p/v) de BSA (Sigma) por 1 hora. As
amostras em dilui¢do 1:3 em PBS, o padrdo e o branco foram acrescentados aos seus
respectivos pogos. As placas foram incubadas a 4°C por mais 18 horas. O anticorpo de
detec¢do foi adicionado aos pogos por 2 horas. A reacdo foi incubada com estreptavidina
conjugada com peroxidase (“HRP-Streptavidin Pharmingem” - 1:4000) e revelada com
dihidrocloreto de o-fenilenodiamina (Sigma). Ap6s 30 minutos a reacdo foi interrompida com
H,SO4 IM. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,

Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm.

3.9. Determinacio do estado redox em tecido cerebral
O estado redox foi mensurado através da quantificacdo da peroxidagdo lipidica e da
atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px), superoxido dismutase

(SOD) e catalase. Para tanto, 100 mg de cérebro, regido frontal esquerda, foi homogeneizado

34



em 900 pL de solug¢dao tampao fosfato-PBS mmol/L: (137 NaCl, 1,5 NaH,POy, 8,1 Na,HPOy,,

pH 7,4) e separado em aliquotas para posterior analise.

3.9.1. Determinacio dos niveis de peroxidac¢ao lipidica no cérebro

A peroxidagdo lipidica foi determinada usando o acido tiobarbitirico que reage com o
malonaldeido, um produto da peroxidacao lipidica, formando as substancias reativas ao 4acido
tiobarbitirico (TBARS). A determinagdo dos niveis de TBARS foi realizada pelo método
descrito por Ohkawa e colaboradores (1979). Aliquotas do homogeneizado (0,2 mL) foram
adicionadas em 8,1% (p/v) de duodecil sulfato de sodio, 2,5 mol/L de acido acético (pH 3,4),
0,8% de acido tiobarbitiurico. A mistura foi incubada por 60 minutos a 95°C. A leitura das

amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 532 nm.

3.9.2. Determinacio da atividade enzimatica da glutationa peroxidase no

cérebro

A determinacdo da atividade da GSH-Px foi realizada pelo monitoramento da
oxida¢ao do NADPH (PAGLIA & VALENTINE, 1967). A reacdo consiste na adi¢ao de 1300
uL de agua destilada, 200 puL de tampao Tris/HCI1 (EDTA 1 mol/L; pH 8,0; 5 mmol/L), 200
uL de 10 U/mL de glutationa redutase, 200 uL. de NADPH (2,0 mmol/L), 40 pL de glutationa
(0,1mol/L) e 40 puL da amostra. A mistura foi agitada em vortex durante 10 segundos. Em
seguida, foi adicionado 20 puL. de T-butil hidroperéxido (7 mmol/L) e a mistura foi mantida a
37°C durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro com
comprimento de onda de 340 nm. A atividade da GSH-Px foi expressa em unidades de

atividade enzimadtica por mg de proteina (U/mg proteina).

3.9.3. Determinacdo da atividade enzimatica da superoxido dismutase no
cérebro

A atividade da SOD foi avaliada conforme previamente descrito (GAO ef al., 1998).
Apods a homogeneizacdo do tecido, foi adicionado 1,0 mL de tampao fosfato de sodio (50
mmol/L, pH 7,8) contendo 1 mmol/L de acido dietilenotriaminopentacético. Aliquotas de 40
pL da amostra foram utilizadas e a reagcdo foi iniciada com a adicdo de pirogalol (0,2

mmol/L). A leitura no espectrofotometro foi realizada durante 3 minutos a 37°C a 420 nm. A
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determinagdo da atividade da enzima, dada em U/mg, foi calculada como a capacidade da

SOD em inibir a auto-oxidagdo do pirogalol, onde 1U= 50% dessa rea¢ao.

3.9.4. Determinacao da atividade enzimatica da catalase no cérebro

O protocolo experimental para determinacdo da atividade da catalase foi realizado
conforme descrito por Nelson e Kiesow (1972), de forma que depois que o tecido foi
homogeneizado em PBS, a atividade da enzima foi determinada em 2 mL de tampao fosfato
(50 mmol/L, pH 7.0) e uma aliquota (40 pL) do homogeneizado foi adicionada. Em seguida
foi adicionado 0,06 mL de substrato (H,O, 0,3 mol/L), e a leitura foi realizada durante 1
minuto a 25°C em 240 nm. A atividade da catalase foi calculada pela variacdo da atividade da

enzima durante um minuto, ¢ o resultado foi expresso como nmol.min™' por mg/proteina.

3.9.5. Determinacido da concentraciao de proteina nas amostras

A determinagdo da concentrag@o de proteinas de todos os ensaios foi feita pelo método
de Bradford (1976) utilizando o corante Coomassie blue. A leitura da reacao foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm. Para quantificacdo das concentracdes
de proteinas nas amostras foi realizada uma curva padrdo para albumina bovina. As

concentragdes utilizadas foram de 0,5 a 10 pg de albumina.

3.10. Avalia¢ao do recrutamento leucocitario por analise de rolamento e

adesio em vasos cerebrais através de microscopia intravital

A técnica de microscopia intravital foi utilizada com o intuito de visualizar o
recrutamento de leucocitos através do endotélio da microvasculatura da pia-mater em cérebro
de camundongos. Os animais foram devidamente anestesiados e a veia da cauda foi canulada
para administragdo de Rodamina-6G Sigma (0,5mg/kg), um corante fluorescente capaz de
marcar leucocitos. Para a visualizagdo dos vasos sanguineos da pia-mater, foi realizada a
ressec¢do da pele na regido do escalpo e, em seguida, uma cranitomia utilizando uma broca
cirargica de alta velocidade. Abriu-se uma janela 6ssea de, aproximadamente, 0,5 cm de
didmetro e a dura-mater foi removida, expondo assim os vasos em questao.

O rolamento e adesdo celular na parede desses vasos foi observada através de um
microscopio optico (Olympus BX40) com uma camera de video (Optronics) acoplada. As

imagens foram gravadas para posterior andlise. O rolamento foi considerado para os
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leucdcitos que migraram da regido central para a margem do vaso € se moveram a uma
velocidade menor que a velocidade dos eritrocitos. A adesdo foi definida como leucdcitos que
permaneceram estacionados no endotélio vascular por um periodo minimo de 30 segundos e
quantificada pelo numero total de células aderentes em 100um de comprimento da vénula.
Foram avaliados trés a quatro vasos sanguineos por animal e os resultados de rolamento e
adesdo foram expressos como numero de células/min e numero de células/100pm,

respectivamente.

3.11. Estimativa da migracdo de neutrofilos e macrofagos para tecido
cerebral através da dosagem da atividade das enzimas mieloperoxidase e N-
acetil-p-D-glicosaminidase

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada nos granulos azurdfilos de
neutréfilos. A quantificagdo de MPO ¢ uma técnica que tem sido utilizada como um marcador
bioquimico de recrutamento de neutrofilos para o foco inflamatério e permite demonstrar o
componente inflamatério de forma quantitativa (MULLANE et al., 1985). J4 a N-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG) ¢ uma enzima lisossémica produzida por macrofagos ativados. A

dosagem de NAG ¢ uma técnica utilizada como indice da infiltragao dessas células nos sitios

inflamatorios (BAILEY, 1988).

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

Adicionou-se 100 mg de cérebro, lobo frontal direito, a ImL de solugdo de extracio de
citocinas (NaCl 0,4 mol/L, Na,HPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de benzalconio
0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v), aprotinina 20 UI)
para o processamento em homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific
Pennsylvania, EUA). Logo apos, as amostras foram centrifugadas (10.000 rpm; 4°C; 10
minutos). O pellet foi homogeneizado em 1,9 mL do Tampao 1, com pH 4,7, contendo 0,1
mol/L de NaCl, 0,02 mol/L de Na,HPO4, 0,015 mol/L de EDTA e centrifugado (10.000 rpm,;
4°C; 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado e o pellet submetido a lise celular através da
adi¢do de 1,5 mL de NaCl 0,2% (p/v) por um periodo de aproximadamente 30 segundos.
Decorrido esse tempo, foi feita a adigdo de 1,5 mL de uma solugdo de NaCl 1,6% (p/v) com
glicose 5% (p/v) e a solugdo final foi homogeneizada e dividida igualmente em dois

eppendorfs® que foram centrifugados (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos). O sobrenadante foi
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novamente desprezado, cada tubo devidamente identificado (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 pL de tampao fosfato [0,05 mol/L de Naz;PO4 e 0,5% (p/v) de hexadecil-trimetil
brometo de amodnia, pH 5,4] para o ensaio de MPO. Cada solugdo foi homogeneizada e

congelada em freezer -80°C para posterior realizacdo de ensaio enzimatico.

3.11.2. Dosagem da atividade da MPO

O tecido processado foi submetido a trés ciclos de congelamento e descongelamento
em nitrogénio liquido para liberagdo da enzima das vesiculas citoplasmaticas e centrifugado
(10.000 rpm; 4°C; 15 minutos). O sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico. A
reagdo se inicia com a adicdo de 25 pL de tetrametilbenzidina (Sigma) diluida em
dimetilsulféxido (DMSO, Merck) na concentragdo final 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 peréxido de hidrogénio 1,2 mmol/L em tampao fosfato de sddio 80
mmol/L, pH 5,4; e em seguida foi feita uma nova incubagdo a 37°C por 10 minutos. Para o
término da reagdo, adicionou-se 100 pL de H,SO4 1 mol/L. A atividade da MPO foi calculada
pela medida das alteragdes na densidade oOptica a 450 nm. Os resultados foram expressos

como neutréfilos x 10°.

3.11.3. Dosagem da atividade da NAG

O tecido processado foi centrifugado (3.000 rpm; 4°C; 10 minutos) e o sobrenadante
coletado. A reagdo iniciou-se com a adi¢do de 100 pL das amostras em uma placa de 96
pogos. As amostras foram adicionados 100 puL do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-p-D-
glicosamina, Sigma) diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5 na concentragao de 2,24 mol/L.
Sobrenadante e substrato foram incubados a 37°C durante 10 minutos. Apds essa incubagdo, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de tampao glicina 0,2 mol/L, pH 10,6. A
absorbancia foi analisada por espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no
comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram expressos como NAG unidades

relativas em 100 mg de tecido.
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3.12. Investigacido da ativacdo de microglia por marcacio imuno-

histoquimica da proteina adaptadora de ligacdo ao calcio ionizado-1

Para o estudo da ativagdo de micrdglia foi utilizado o método de imuno-histoquimica e
quantificagdo do total de células positivas para proteina adaptadora de ligagdo ao calcio
ionizado-1 (ionized calcium-binding adaptor molecule-1, Tba-1, Abcam 1:250). Apds os
animais serem devidamente anestesiados e perfundidos por via transcardiaca com
paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M (Na,PO4 0,1M, NaHPO4 0,1M em pH 7,4), seus
encéfalos serdo retirados e colocados em solucdo de paraformoldeido por 24 horas. Apos esse
periodo, os tecidos foram transferidos para uma solucdo de sacarose 30%. Os encéfalos foram
cortados em criostato na espessura de 20um e colocados em solugdo crioprotetora.

Foram utilizadas as sec¢Oes de cortex frontal para os procedimentos de imuno-
histoquimica, colocadas em placas de 24 pocos contendo PBS para a retirada do excesso de
crioprotetor. Os cortes receberam lavagens sucessivas com PBS. Apds o procedimento, as
seccoes foram colocadas em solucdo de bloqueio de BSA 1% por 2 horas, seguidos de
incubacdo por 12 horas com os anticorpos primarios contra Iba-1. Depois do periodo de
incubagdo, os cortes foram lavados e, em seguida, incubados por 1 hora com anticorpo
secundario biotinilado (1:1000; Kit Vecastein-Vector Lab). Apds essa etapa, o tecido foi
submetido a incubagdo por 1 hora com o complexo AB (1:1000) e revelagdao pelo método de
DAB (3,3'-diaminobenzidina). Os cortes foram lavados em PBS e montados em laminas e
laminulas com auxilio do meio de montagem Entelan. As imagens foram analisadas com
auxilio de um microscépio de luz Zeiss e dos programas de computador AxioVision® 4.8.1

(Carl Zeiss) e ImageJ 1.6.0 (Wayne Rasband).

3.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (standard error of
the mean, SEM). As diferencas entre as médias de dois grupos foram analisadas utilizando-se
o teste T ndo-pareado. No caso de trés ou mais grupos, foi utilizado One-Way ANOVA
seguido do pos-teste de Turkey. No caso de duas ou mais varidveis a serem analisadas, foi
utilizado Two-Way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo programa de computador GraphPad Prism® (GraphPad Software
Corporation, versao 5.00, EUA, 2007). Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0.05.
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4) RESULTADOS

4.1. A atividade locomotora esta diminuida nos animais que receberam
injecao de TAA

Com intuito de avaliarmos qual seria 0 momento mais precoce do aparecimento de
sintomas nos animais que receberam TAA i.p., foi utilizado o teste comportamental em
campo aberto. Podemos observar uma tendéncia a queda na atividade locomotora 12 horas p.i.
da EH (7105 + 1315, N=7), entretanto sem diferenca estatistica quando comparado ao
controle. Contudo, em 24 horas p.i. (3845 + 325,5, N=7), ha significativa reducdo na
movimentagdo ativa desses animais, quando comparada ao controle (9818 + 1326, N=8)
(p<0.001). Observamos tendéncia a melhora em 36 (4594 + 410,2, N=9) e 48 horas p.i. (5917
+ 804,4, N=8), quando h4 aumento da locomocdo, ainda estatisticamente significativa se

comparada ao grupo controle (p<0.01 e p<0.05, respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1. Diminuicao da atividade locomotora dos animais que receberam TAA por via
i.p.

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais e avaliados por meio do teste em
campo aberto. Sua movimentagdo livre em uma arena foi filmada por 5 minutos e analisada
pelo AnyMaze®. Quando comparados ao controle, os grupos 24, 36 e 48 horas p.i
apresentam reducdo estatisticamente significativa na atividade locomotora. Nao houve
diferenga entre os grupos 12, 24, 36 e 48 horas p.i. (* p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001,
resultados expressos em média + SEM, N: contole=8, 12 hrs p.i.=7, 24 hrs p.i.=7, 36 hrs
p-1.=9, 48 hrs p.i.=8, teste estatistico One-Way ANOVA com teste de Turkey).
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4.2. No momento em que os animais tornam-se sintomaticos, ha intensa
lesdo hepatica generalizada

Em 24 horas p.i. da EH por TAA, momento em que os animais tornaram-se
estatisticamente sintomaticos por diminuicao da atividade locomotora, optamos por investigar
se a injecdo de TAA foi suficiente para causar lesdo hepatica. Observamos entdo intensa
necrose hemorragica centrolobular em cortes histologicos de figado em 24 hrs p.i. da EH

(Figura 2B) quando comparados ao controle (Figura 2A). Em paralelo, ha elevagdo dos niveis

séricos de ALT (24 hrs p.i. 2903 £ 349,7, N=7 versus controle 34,51 + 8,61, N=5, p <0.001).
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Figura 2. Evidéncia de lesao hepatica significativa em 24 horas p.i. da EH com TAA.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais. O sangue foi retirado e o soro
separado por centrifugagdo enquanto o figado formolizado. (A) Corte histologico de figado
dos animais controle demonstrando parénquima hepatico conservado com triade portal e
hepatocitos integros. (B) 24 horas apds injecdo de TAA, observa-se intensa necrose
hemorragica centrolobular com infiltrado leucocitario discreto e vacuolizagdo de alguns
hepatocitos. H&E, x200. (C) Elevacao do nivel sérico de ALT 24 horas apds injecdo de TAA
comparado ao controle (*** p < 0.001, resultados expressos em média = SEM, N: controle=5,

24 hrs p.1.=7, teste de t ndo pareado).
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4.3. Concomitante a lesdo hepatica extensa e a diminuicdo da atividade

locomotora, ha alteracoes ultraestruturais no cérebro

Com o intuito de identificar alteragdes ultraestruturais no cérebro desses animais no
momento em que se tornam sintomaticos, realizamos andlise em microscopia eletronica.
Quando comparados ao controle (Figura 3A, C, E), pudemos observar alargamento de
processos perivasculares com rarefacdo do conteudo citoplasmatico sugestivos de edema de
astrocito (Figura 3D). Além disso, notamos aumento do volume das células endoteliais
(Figura 3B), tumefacdo das mitocondrias (Figura 3F) e vacuolizacdo celular (Figura 3G, H),

denotando processos degenerativos.
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Figura 3. Alteragdes ultraestruturais no cérebro de animais com EH.

Os animais foram divididos em dois grupos e apo6s perfusdo transcardiaca, seus cérebros
retirados e processados para andlise em microscopia eletronica. (A & B) Capilar cerebral e
regido perivascular nos animais controle (A) comparado aos animais com EH em 24 horas p.i.
(B) demonstrando edema de células endoteliais (cabeca de setas pretas). (C & D) Corte em
maior aumento da regido perivascular de animais controle (C) comparados aos animais com
EH em 24 horas p.i. (D) demonstrando edema de processos astrocitarios perivasculares (setas
pretas). (E & F) Corte em maior aumento mostrando mitocondria (seta branca) nos animais
controle (E) comparado aos animais com EH em 24 horas p.i. (F) evidenciando tumefacdo da
organela com apagamento das cristas mitocondriais. (G & H) Vacuolizagdo (*) celular nos

animais com EH em 24 horas p.i. C= capilar
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4.4. Ha disfuncio da barreira hemato-encefalica nos animais 24 horas apos
injecao de TAA

Frente aos achados de alteragdes celulares ultraestruturais em regido perivascular
cerebral, decidimos investigar a manuten¢do da funcionalidade da BHE. Observamos
extravasamento do corante azul de Evans em tecido cerebral dos animais 24 horas p.i. da EH
(11,49 £ 1,23, N=5) comparado ao controle (2,12 £ 0,49, N=5) (p < 0.001) (Figura 4),
sugerindo perda da permeabilidade seletiva da BHE.
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Figura 4. Extravasamento do corante azul de Evans em tecido cerebral 24 horas apos
injecdo de TAA.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e todos receberam injecdo intra-
venosa do corante azul de Evans. Houve aumento significativo do extravasamento do corante
para tecido cerebral 24 horas apds injecdo de TAA quando comparado ao controle (*** p <

0.001, resultados expressos em média + SEM, N=5, teste de t ndo pareado).
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4.5. Ha aumento dos niveis de citocinas e quimiocinas em tecido cerebral

principalmente em 24 horas pos-injecao de TAA

Através da mensura¢do dos niveis das citocinas TNF-a e IL-1p e das quimicionas
CXCL1/KC, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-lac ¢ CCL5/RANTES em tecido cerebral,
observamos aumento da resposta inflamatoria local principalmente em 24 e 36 horas p.i. da
EH por TAA.

O TNF-a apresentou maior nivel em 36 horas p.i. da EH (390,1 &+ 56,01, N=6) quando
comparado ao controle (171,8 £ 22,86, N=6) (p < 0.05). Em 24 horas p.i. (378,5 + 57,91,
N=6) houve aumento semelhante ao grupo de 36 horas, embora sem diferenca estatistica. Em
48 horas p.i. da EH (308,9 + 64,47, N=6), o nivel de TNF-a apresentou queda, sem diferenca
estatistica quando comparado aos outros grupos (Figura 5A).

A IL-1pB apresentou maior nivel em 24 horas p.i. da EH (143,7 + 14,07, N=6) quando
comparada ao controle (94,56 + 9,83, N=6) (p < 0.05). Em 36 (129,2 + 9,47, N=6) e 48 horas
p.i. da EH (104,4 + 8,93, N=6), os niveis da citocina apresentaram queda sem diferenca
estatistica quando comparadas aos outros grupos (Figura 5B).

A CXCL1/KC apresentou os maiores niveis cerebrais em 24 (167,0 £ 20,62, N=6) e
36 horas p.i. da EH com TAA (140,5 + 12,38, N=6) com significativa diferenca estatistica
quando comparados aos grupos controle (77,74 + 4,29, N=6) e 48 horas p.i. da EH (80,58 +
16,12, N=6) (Figura 5C).

A CCL2/MCP-1 apresentou maior nivel em 24 horas p.i. da EH (70,74 + 6,93, N=6)
com diferenga estatistica quando comparada ao controle (27,13 £+ 5,06, N=6) e ao grupo 48
horas p.i. da EH (34,60 + 4,93, N=6) (Figura 5D). Comportamento semelhante foi observado
nos niveis cerebrais de CCL3/MIP-la com aumento significativo em 24 horas p.i. da EH
(272,4 + 27,42, N=6) quando comparado ao controle (140,3 + 9,21, N=6) e ao grupo 48 horas
p.i. da EH (174,4 + 24,19, N=6) (Figura 5E).

A CCL5/RANTES também apresentou maiores niveis em 24 (5521 + 705,5, N=6) e
36 horas p.i. da EH (5043 + 352,1, N=6) quando comparada ao controle (2576 + 321,7, N=6)
e ao grupo 48 horas p.i. (2814 £261, N=6) (Figura 5F).
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Figura 5. Aumento dos niveis de citocinas e quimicionas cerebrais pelo tempo.
O animais foram divididos em quatro grupos experimentais. O lobo cerebral frontal direito foi
retirado e homogeneizado. Foi observado aumento de IL-1f (B), CXCL1/KC (C),
CCL2/MCP-1 (D), CCL3/MIP-1a (E) e CCL5/RANTES (F) principalmente em 24 horas p.i.
da EH por TAA, enquanto que o aumento de TNF-a (A) foi estatisticamente diferente do
controle em 36 horas p.i. da EH por TAA. Em todas as citocinas e quimiocinas mensuradas,
houve tendéncia a queda de seus niveis pelo tempo (* p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001,
resultados expressos em média = SEM, N=6, teste estatistico One-Way ANOVA com teste de
Turkey).
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4.6. Ha aumento dos niveis de citocinas e quimiocinas séricas
principalmente em 48 horas pos-injecao de TAA

Através da mensuragdo dos niveis das citocinas TNF-a e das quimicionas CXCL1/KC
e CCL3/MIP-lo. em soro, observamos aumento da resposta inflamatoria sistémica
principalmente em 48 horas p.i. da EH por TAA.

O TNF-a apresentou maior nivel em 36 (154,8 + 28,04, N=4) e 48 horas p.i. da EH
(150,1 £ 11,61, N=4) quando comparado ao controle (12,05 + 10,17, N=4) e ao grupo 24
horas p.i. da EH (43,91 + 13,47, N=4) (Figura 6A).

A CXCLI1/KC apresentou o maior nivel sérico em 48 horas p.i. da EH com TAA
(735,9 £ 205,7, N=4) com significativa diferenca estatistica quando comparado ao grupo
controle (31,92 + 7,57, N=4) (Figura 6B). Comportamento semelhante foi observado no nivel
sérico de CCL3/MIP-1a com aumento significativo em 48 horas p.i. da EH (79,93 + 4,08,
N=4) quando comparado ao controle (30,55 + 4,13, N=4) (Figura 5C).
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Figura 6. Aumento dos niveis de citocinas e quimicionas séricas pelo tempo.

O animais foram divididos em quatro grupos experimentais. O sangue foi coletado e o soro
separado por centrifugagcdo. Foi observado aumento de CXCL1/KC (B) e CCL3/MIP-1a (C)
principalmente em 48 horas p.i. da EH por TAA, enquanto que o aumento de TNF-a (A) foi
estatisticamente diferente do controle em 36 e 48 horas p.i. da EH por TAA (** p<0.01, ***
p< 0.001, resultados expressos em média =+ SEM, N=4, teste estatistico One-Way ANOVA

com teste de Turkey).
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4.7. HA um maior gradiente de TNF-a e de CCL3/MIP-1a no cérebro e de

CXCL1/KC no soro

Comparando os niveis de TNF-a, CCL3/MIP-1a e CXCL1/KC entre o cérebro e o
soro, observamos concentragdes maiores de TNF-a e de CCL3/MIP-1a no cérebro e gradiente
intertecidual maior em 24 e 36 horas p.i. da EH com TAA (Figura 7A e 7B, respectivamente).

Por outro lado, a CXCL1/KC apresentou concentragdo maior no soro e gradiente maior em 36

e 48 horas p.i. da EH (Figura 7C).
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Figura 7. Diferenca de concentracio de TNF-a, CXCL1/KC e CCL3/MIP-1a entre
cérebro e soro.

Os niveis da citocina TNF-a e das quimiocinas CXCL1/KC e CCL3/MIP-1a encontrados nos
experimentos anteriores foram plotados em um mesmo grafico para comparacao entre si. Ha
maior concentragdo cerebral de TNF-a (A) e de CCL3/MIP-1a (B) no cérebro, com gradiente
de citocinas mais significativo em 24 e 36 horas p.i. Por outro lado, a concentragdo de
CXCL1/KC (C) ¢ maior no soro e gradiente de citocinas mais significativo em 36 e 48 horas
pi. (* p<0.05, *** p< 0.001, resultados expressos em média = SEM, teste estatistico Two-

Way ANOVA com teste de Bonferroni).
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4.8. Ha reduciao da atividade de enzimas antioxidantes no cérebro dos
animais 24 horas p.i. da EH por TAA

Ha reducao significativa da atividade da enzimas SOD no cérebro de animais 24 horas
p.i. da EH por TAA (2,19 £ 0,15, N=3) quando comparados ao controle (2,85 + 0,18, N=4)
(p<0.05, figura 8A). O mesmo comportamento foi observado na atividade da enzima GSH-Px
(25,90 £ 2,25, N=3) comparado ao controle (37,68 + 2,56, N=5) (p<0.05, figura 8B) e na
atividade da enzima catalase (316,75 + 38,39, N=3) comparado ao controle (467,86 + 35,62,
N=4) (p<0.05, figura 8C). Ao avaliarmos indiretamente o nivel de peroxidagdo lipidica, no
cérebro dos animais 24 horas pos injecdo de TAA, pela dosagem de TBARS, observamos
tendéncia ao aumento (163,70 £ 11,73, N=3) quando comparados aos controles (116,12 +

4,74, N=4), embora sem diferenca estatistica (figura 8D).
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Figura 8. Reducio significativa da atividade das enzimas antioxidantes no cérebro pos
TAA.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais ¢ o lobo frontal esquerdo do
cérebro retirado e homogeneizado. Houve reducdo estatisticamente significativa na atividade
das enzimas SOD (A), GSH-Px (B) e catalase (C). Os niveis de TBARS (D) apresentaram
tendéncia ao aumento entretanto sem diferenca estatistica. (* p < 0.05, resultados expressos

em média = SEM, teste de t ndo pareado).
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4.9. Ha aumento no rolamento de leucdocitos em microvasos cerebrais em 48
horas p.i. da EH por TAA

Em decorréncia do gradiente de citocinas encontrado entre cérebro e soro, decidimos
avaliar o comportamento da migracdo leucocitéria para tecido cerebral através de microscopia
intravital. Observamos aumento do rolamento de leucécitos por minuto em 48 horas p.i. da
EH por TAA (10,33 £+ 0,87, N=4) quando comparado ao controle (1,65 + 0,47, N=4) e aos
grupos 12 (1,77 £ 0,96, N=3), 24 (1,66 = 0,66, N=5) e 36 horas p.i. (4,19 = 1,05, N=6) (p <
0.001, Figura 9A). Por outro lado, ndo houve diferenca estatistica na adesdo leucocitaria entre
os grupos controle (0,15 + 0,08, N=4), 12 (1,33 + 0,86, N=3), 24 (1,53 £ 0,68, N=5), 36 (2,33
+ 0,76, N=6) e 48 horas p.i. (2,75 £ 1,01, N=4) (Figura 9B).
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Figura 9. Comportamento de migracio leucocitaria para tecido cerebral.

Os animais foram divididos em cinco grupos, devidamente anestesiados, € uma craniotomia
foi realizada para estudo in vivo do comportamento leucocitario. Houve aumento do
rolamento de leucdcitos estatisticamente significativo em 48 horas p.i. da EH por TAA (A)
sem diferenca de adesdo celular entre os grupos (B) (*** p < 0.001, resultados expressos em
média = SEM, N: controle=4, 12 hrs p.i.=3, 24 hrs p.i.=5, 36 hrs p.i.=6, 48 hrs p.i.=4, teste
estatistico One-Way ANOVA com teste de Turkey).
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4.10. A induciao da EH por TAA leva ao aumento da atividade da N-Acetil-

B-D-Glicosaminidase no cérebro

Ao constatar aumento de rolamento em 48 horas p.i. € uma tendéncia ao aumento da
adesdo leucocitaria pelo tempo, embora sem diferenca estatistica, decidimos investigar a
presenga de leucdceitos em tecido cerebral pela atividade das enzimas MPO e NAG. Notamos
entdo que nao houve diferenga estatisticamente relevante entre os grupos controle (920,3 +
107,1, N=8), 12 (1046,0 £ 92,6, N=8), 24 (1183,0 £ 96,9, N=9), 36 (1018,0 + 136,2, N=9) ¢
48 horas p.i. da EH por TAA (1339,0 = 188,8, N=8) quanto ao numero de neutrdfilos,
quantificado pela atividade da MPO (Figura 10A). Por outro lado, a atividade da enzima NAG
mostrou-se aumentada quando comparado o grupo 36 (7,78 £ 0,34, N=9) e 48 (7,65 £ 0,66,
N=8) com 12 horas p.i. da EH (6,63 + 0,22, N=6) (p < 0.01 e p < 0.05, respectivamente)
(Figura 10B).
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Figura 10. Atividade das enzimas MPO e NAG como quantificacio de leucdcitos em
tecido cerebral

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais e o lobo frontal direito retirado e
homogeneizado. Nota-se aumento da atividade da NAG em 36 e 48 horas p.i. da EH quando
comparado ao grupo 12 horas p.i. (B). Demais comparagdes entre 0s grupos nao
demonstraram diferenga estatistica. (* p< 0.05, ** p < 0.01, resultados expressos em média +
SEM, N: controle=8, 12 hrs p.i.=8, 24 hrs p.i.=9, 36 hrs p.i.=9, 48 hrs p.i.=8, teste estatistico
One-Way ANOVA com teste de Turkey).
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4.11. Avaliacao histologica do cérebro em 48 horas p.i. da EH por TAA nio
revela infiltrado inflamatorio compativel com macrofagos

Partindo do principio de que em 48 horas p.i. da EH héd gradiente quimiotatico,
aumento do rolamento leucocitario € aumento da atividade da NAG, utilizamos a técnica
H&E para investigar a presenca de macrofagos em tecido cerebral. Contudo, sem demonstrar
infiltrado inflamatorio, foi observado presenga de edema proteindceo perivascular (Figura
11B, setas) e hemorragia (Figura C) quando comparados ao grupo controle (Figura 11A). No

detalhe, notamos células astrocitarias Alzheimer tipo II.
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Figura 11. Corte histolégico de cérebro em 48 horas p.i. da EH por TAA.
(A) Tecido cerebral normal de animais contole; (B) Tecido cerebral dos animais que
receberam TAA mostrando edema proteinaceo perivascular (setas) e (C) presenca de

hemorragia. No detalhe (C), astrécito Alzheimer tipo II. H&E, x400, detalhe x1000.
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4.12. Analise imuno-histoquimica de cortex cerebral nio revelou maior
densidade celular de microglia

Para investigarmos a ativagcdo de microglia e sua possivel participagdo no processo
neuroinflamatorio, optamos por avaliar a densidade celular por marcagdo imuno-histoquimica
da proteina Iba-1. A quantidade de células por area de cortex cerebral ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos controle (2.017 + 0.22, N=5), 24 (2.592 £+ 0.25, N=5) e 36 horas p.i.
da EH (2.408 + 0.37, N=4). Além disso, também nao notamos diferen¢a morfoldgica entre as
células marcadas de cada grupo avaliado. Foi observado aparéncia estrelada com

prologamentos finos ramificados do corpo celular.

63



dade celular

Dens

(célula/polegada?)

64



Figura 12. Analise morfoldgica por imuno-histoquimica de cortex cerebral e
mensuracao da densidade celular.

Os animais foram divididos em dois grupos e apo6s perfusdo transcardiaca, seus cérebros
retirados e processados para andlise em microscopia Optica. (A & B) Marcagdo da protéina
Iba-1 em tecido de cortex cerebral normal dos animais controle. Microglia em estado de
repouso com prolongamentos finos em aspecto ramificado. (C & D e E & F) Marcacao de
Iba-1 nos grupos 24 e 36 horas, respectivamente, também com aspecto celular de repouso.
(G) Densidade celular por nimero de células em uma éarea de uma polegada (inch) ao
quadrado, sem diferenca estatistica entre os grupos. (A, C & E: imuno-histoquimica de Iba-1,
x20; B, D & F: imuno-histoquimica de Iba-1, x40; G: resultados expressos em média = SEM,
N: controle=5, 24=5, 36=4).
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5) DiscussAo

A EH ¢ uma sindrome neuropsiquiatrica grave e progressiva que se desenvolve em
pacientes com FHA em torno de 1-2 semanas ap6s a instalagao dos sintomas hepaticos, como
nausea ¢ vomitos ou aumento sérico de bilirrubinas. A taxa de sobrevida de pacientes com
FHA varia de acordo com a etiologia da lesdo hepatica e a gravidade da EH (LEE, 2012).

Atualmente, o Unico tratamento definitivo para a FHA ¢ o transplante hepatico,
procedimento médico de grande complexidade técnica, alto custo financeiro e com
necessidade de imunossupressdao permanente do paciente pos-cirurgia (BERNAL et al., 2010;
STRAVITZ & KRAMER, 2009). Em uma andlise de 1696 pacientes com FHA, 39% foram
indicados ao transplante, entretanto, apenas 24% foram submetidos a cirurgia e, destes, 9%
morreram durante o procedimento. Dos 1696, apenas 49% sobreviveram recebendo
tratamento exclusivamente clinico e 27% foram a o6bito (LEE, 2012). Embora o surgimento
do transplante tenha mudado o painel de mortalidade dos pacientes com FHA, hoje, a taxa de
sobrevida em 1 ano pos-tranplante ¢ de 79% em estatistica europeia (GERMANI et al., 2012).

Em um estudo recente, todos os pacientes (N=90) avaliados apresentavam algum grau
de EH e foram submetidos ao transplante hepatico. Desses, foi observado sinais de edema
cerebral em 33% através de neuroimagem. Apods o procedimento, 7 (7,8%) pacientes
evoluiram com déficits neuroldgicos permanentes, desde prejuizo funcional até morte
encefalica. Desses sete, 5 apresentavam edema cerebral grave pré-transplante (TAN et al.,
2012).

A EH ¢ uma patologia cuja evolu¢do culmina em edema cerebral, hipertensdo
intracraniana, herniacdo cerebral ¢ morte (VAQUERO et al, 2003a). Rolando ¢
colaboradores (2000) investigaram a relacdo entre a inflamacdo sistémica e a FHA. Nesse
estudo, pacientes com SIRS a admissdo, foram comparados aos sem SIRS e evoluiram com
pior progressao da EH, aumento da PIC durante a internag@o (p = 0.022) e maior chance de ir
a obito (p = 0.002). Nos casos em que houve concomitancia de SIRS e bacteremia, a taxa de
mortalidade chegou a 76,9%. Além disso, nos pacientes com EH grave ou aumento da PIC, a
chance de desenvolver SIRS e infec¢des foi significativamente maior (p < 0.001). Outro
estudo realizado com 227 pacientes apresentando FHA medicamentosa, a presenca de SIRS
também estava relacionada a piora da EH quando comparado aos que ndo desenvolveram

SIRS (p <0.05) (VAQUERO et al., 2003b). Nesse grupo, aqueles que apresentavam FHA por
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intoxicacdo com APAP (N=96), apresentaram rapida piora da EH quando adquiriram algum
quadro infeccioso (p < 0.01).

Dessa maneira, observamos evidéncias de um cenario sobre a EH e seu envolvimento
estreito com o prognoéstico e evolucdo do paciente com FHA. Em paralelo a essa relacao,
caminha o quadro inflamatorio sistémico colaborando para acelerar a deterioragdo do quadro.
A partir dessa premissa, desenvolvemos um modelo animal de EH com o intuito de estudar
essa relagdo em um momento anterior ao quadro grave, quando seria ideal para realizar
alguma intervencdo efetiva no sentido de lentificar a evolugdo da EH. Assim, poderia-se
evitar complicacdes infecciosas, aumentar as chances de uma boa evolugdo pds-transplante,
recuperacdo espontanea do figado, além de maior sobrevida e melhor qualidade de vida do
paciente.

Ao avaliarmos o camundongo com FHA induzida por TAA através de teste em campo
aberto, encontramos o momento mais precoce de manifestacdo sintomatica em 24 horas p.i.
da EH. Interessantemente, esse também foi o momento em que os animais apresentavam-se
com menor atividade locomotora, denotando maior gravidade dos sintomas. O fato de
realizarmos o experimento com grupos distintos ¢ nosso modelo apresentar o auge de sua
mortalidade entre 24 e 48 horas poderia explicar esse achado (MIRANDA et al., 2010). Os
animais clinicamente piores tendem a morrer nesse periodo e os grupos de 36 e 48 horas p.i.
da EH seriam formados majoritariamente pelos potenciais sobreviventes. Dessa maneira,
seriam animais que podem ter desenvolvido uma EH menos grave. Esse ¢ um aspecto do
nosso modelo que deve sempre ser levado em consideragcdo, pois pode dificultar a
interpretagdo dos resultados observados em 36 horas p.i. da EH, ja que o grupo representa
alguns animais em estdgio mais grave e outros em recuperacao.

A andlise do comportamento locomotor ¢ um parametro largamente utilizado em
experimentos animais para estudar a EH (BRUCK et al., 2011; CHANG et al., 2011;
RANGROO THRANE et al., 2012). A presenca de letargia e diminui¢do da movimentacao ¢
um sinal precoce, facil de monitorizar, objetivo e sua reversdo indica recuperagao do quadro
(BRUCK et al., 2011).

A atividade locomotora do animal ¢ fundamental para outros testes cognitivos, como
para a exploragdo de objetos e 0 nado no labirinto aquatico de Morris usados para avaliar
memoria e aprendizado. Dessa maneira, inviabiliza o uso de outros testes comportamentais,
pois cria um viés de resultado pela baixa movimentacdo. Uma bateria de avaliagdo
neurologica baseada em reflexos motores e de tronco encefalico também pode ser usada.
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Baseia-se na perda progressiva desses reflexos conforme a EH progride e apresenta boa
correlacdo com a movimentagdo (AVRAHAM et al., 2011; JAYAKUMAR et al., 2011).

Frente ao quadro sintomético encontrado em nosso modelo, consideramos 24 horas
como um bom momento para avaliarmos os parametros inflamatérios desencadeados pela
inducdo da EH pela TAA, pois trata-se de um momento precoce, quando surgem os sintomas
e ainda ndo ha mortalidade (MIRANDA et al., 2010). Mas, antes, investigamos se,
concomitante as alteragdes comportamentais, havia lesdo hepatica e alteracdo morfologica
cerebral que justificasse o quadro.

Apesar de haver muitos modelos animais com TAA, a grande maioria utiliza ratos.
Esse ¢ um fator limitante para fazermos comparagdes ao nosso modelo, uma vez que
diferencas interespecificas podem gerar resultados divergentes. Em um estudo cinético sobre
as alteragdes provocadas por uma dose unica de TAA em ratos pelo tempo, Chen e
colaboradores (2008) demonstraram que a lesdo hepatica varia de maneira dose-dependente.
Os autores encontraram o pico sérico de ALT em 24 horas pds-injecdo para uma dose menor
(70 mg/kg) e em 48 horas para uma dose maior (280 mg/kg). Em ambas as doses, o pico
sérico de NH3 ocorreu em 24 horas p.i. da lesdo hepatica.

A lesdo hepatica causada pela TAA apresenta um padrdo histoloégico de necrose
centrolobular, local onde hd maior concentragio da enzima CYP2EIL, pertencente ao
complexo microssomal do citocromo P450, responsavel por transformar a TAA em seu
metabolito ativo S-dioxido de TAA (ASHWORTH et al.,, 1965; CHEN et al., 2008,
CHILAKAPATI et al., 2005; FORKERT et al. 1991). O padrao de lesdo histoldgica
observado em nossos animais estd de acordo com o descrito na literatura e ocorre
concomitantemente ao aumento sérico de ALT, corroborando a lesdo hepatica causada pela
TAA em 24 horas p.i. da EH. Embora ndo tenha sido realizado um estudo cinético da variacdo
da ALT, Miranda e colaboradores (2010) ja descreveram que seu nivel sérico ¢ estavel
comparando animais que receberam 600mg/kg de TAA 24 e 48 horas apds a injecdo. Como
nosso objetivo ndo ¢ descrever a lesdo hepdatica, mas estudar as alteragcdes neurologicas no
momento de aparecimento dos sintomas, nos restringimos apenas a constatagdo da existéncia
de necrose hepatocelular.

Apesar de ndo terem sido mensurados os niveis de NH3; ou GIn em nosso modelo,
demonstramos, por microscopia eletronica, a presenga de alteragdes ultraestruturais em
células cerebrais. O edema celular de astrocito, mais especificamente na regido dos
prolongamensto perivasculares, conhecidos por pé de astrocito, ¢ uma caracteristica tipica da
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EH (KATO et al., 1992; NORENBERG & LAPHAM, 1974). Em um estudo da regido
perivascular cerebral de pacientes com FHA, Kato e colaboradores (1992), utilizando
microscopia eletronica, relataram diversas alteragdes morfologicas semelhantes as observadas
em nosso modelo, corroborando nossos achados e engrossando nossas evidéncias de que o
animal desenvolve a EH apds a injecdo de TAA. Nesse trabalho, foi descrito edema celular de
processos perivasculares de astrocitos, de pericitos e de células endoteliais - componentes da
unidade neurovascular, que forma a BHE. Além disso, os autores também descreveram
alargamento da membrana basal e presenca de vacuolizagdo celular principalmente em
pericitos. Outro estudo investigou, por microscopia eletronica, mitocondrias nao-sindpticas
isoladas de cérebro de ratos com EH induzida por TAA e demonstraram importante edema
dessas estruturas semelhante ao observado em nossos animais (CHADIPIRALLA et al.,
2012).

Por fim, foi investigado a integralidade das jung¢des endoteliais e observou-se que,
mesmo frente as alteragdes celulares observadas, elas permenecem intactas (KATO et al.,
1992). Assim sendo, o edema celular da EH ¢ classificado como do tipo citotoxico - ou seja,
gerado principalmente por edema celular e ndo por aumento do conteudo aquoso através de
extravazamento de plasma sanguineo pela BHE. Chavarria e colaboradores (2010)
corroboram essa hipotese ao avaliar, por ressondncia magnética, o encéfalo de ratos com FHA
induzida por desvascularizacdo hepatica. Nesse trabalho, os autores demonstraram edema
cerebral com BHE intacta em animais pré-coma e em coma.

Em nosso trabalho, investigamos a funcionalidade da BHE através da técnica de
extravazamento vascular do corante azul de Evans e demonstramos disfungdo da
permeabilidade seletiva. Entretanto, esse resultado ndo foi reproduzivel em outro grupo de
pesquisa do nosso instituto utilizando o mesmo modelo (dados ndo publicados).

A disfun¢do da BHE ¢ um ponto de discussdo intensa na fisiopatologia da EH quando
resultados divergentes foram descritos na literatura. Em dois trabalhos utilizando modelo
murino de EH induzida por AOM, Shimojima e colaboradores (2008) reportaram aumento do
extravazamento de fluoresceina de so6dio no estdgio de coma enquanto Bémeur e
colaboradores (2010a) ndo encontraram os mesmo achados utilizando a imunoglobulina G
para avaliar a integralidade da BHE. A ruptura e disfuncdo da BHE ndo parece ser um evento
essencial ao desenvolvimento da EH, surgindo, aparentemente, como uma consequéncia do
processo evolutivo da doenca e em estidgios mais avancados (RANGROO THRANE et al.,
2012). E altamente sugestivo que o principal componente na génese do edema cerebral seja o
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citotoxico. Os achados referentes a integralidade da BHE precisam ser aprofundados e melhor
estudados para definirmos essa variabilidade de comportamento da BHE. Além disso, outros
processos simultdneos, como os niveis séricos de TNF-a, podem influenciar diretamente a
funcionalidade da BHE (WANG et al., 2011).

O TNF-a ¢ uma citocina proinflamatoria diretamente envolvida no desenvolvimento e
gravidade da EH como demonstrado em estudos com pacientes com FHA (GUPTA et al.,
2010; JALAN et al., 2004; ROLANDO et al., 1995). Avaliando o nivel sérico de TNF-q,
observamos aumento em 36 e 48 horas p.i. da EH, com baixos niveis em 24 horas, embora o
nimero de animais foi relativamente pequeno por grupo. Chastre em colaboradores (2012),
em seu estudo utilizando o etanercept em animais com EH induzida por AOM, relatou
aumento do nivel sérico do TNF-a pelo tempo, embora discreto. Interessantemente, o
bloqueio do sTNFR-2 acarretou em melhora importante da EH, com atraso na instala¢do do
coma, compativel com o observado por Bémeur e colaboradores (2010c) ao utilizar animais
knock-out para TNFR-1, evidenciando o importante papel do TNF-a no tempo de evolugdo e
piora da EH.

No cérebro, observamos aumento significativo de TNF-a somente em 36 horas p.i. da
EH com redugdo em 48 horas p.i. da EH, em um comportamento inverso ao observado na
atividade locomotora, quando essa aumenta, embora sem diferenca significativa, se
comparado com o grupo 36 horas p.i. da EH. Contudo, ndo ¢ possivel estabelecer uma
correlacdo direta entre o nivel dessa citocina e a sintomatologia dos animais, por se tratarem
de dois experimentos distintos.

Ao compararmos os niveis de TNF-o no sangue e no cérebro do nosso modelo,
observamos uma diferenca maxima em 24 horas p.i. da EH, com maior nivel cerebral do que
sérico (Figura 7A). E interessante ressaltar que esse achado coincide com o momento em que
os animais apresentam maior diminui¢do da atividade locomotora. Essa relacdo também foi
observada em pacientes com FHA nos quais a diferenca entre os niveis de TNF-a da veia
jugular interna, por onde drena o fluxo sanguineo cerebral, e da artéria cardtida interna, por
onde entra o fluxo sanguineo cerebral, era maior naqueles que apresentaram hipertensdo
intracraniana mais grave (WRIGHT et al., 2007). O alto nivel cerebral de TNF-a também
parece estar relacionado a gravidade do quadro da EH em modelos animais, quando estes
atingem o coma (BEMEUR et al, 2010c; JIANG et al., 2009a; JIANG et al., 2009b). Em um
estudo em que foi avaliado a concentragdo de TNF-a, IL-1p e IL-6 no sangue e no liquor de
ratos pos-desvascularizagdo hepatica, observou-se aumento significativo apenas de IL-6, em
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ambos os tecidos, 6 horas apos inducdo da FHA, e auséncia de edema cerebral. Por outro
lado, ao atingir o coma, esses animais apresentavam aumento significativo nos niveis
cerebrais de TNF-a, IL-1P e IL-6, além de franco edema cerebral (JIANG et al., 2009Db).

Utilizando esse mesmo modelo e tempo de avaliacdo, mas em outro estudo, os autores
observaram aumento significativo da expressdo da eNOS e da iNOS, mas sem producdo de
nitrato, no cérebro dos animais com FHA por isquemia hepatica ja& em 6 horas p.i. da EH
(JIANG et al., 2009c). Interessante observar que, se colocados lado a lado, os estudos em
conjunto demonstram que, antes do aumento expressivo de TNF-a e IL-1p no cérebro e do
edema, ha aumento de IL-6 e aumento da expressdo de enzimas produtoras de NO.

Em um estudo utilizando cultura celular de astrocito e de microglia separadamente, a
exposi¢do a NHs desencadeou a expressdo de Iba-1 na micréglia, demonstrando sua ativacao,
com producdo de ROS e expressdo de iNOS, mas sem aumento dos niveis de citocinas. Ja na
cultura de astrécitos houve aumento da expressio de mRNA para IL-1B e de iNOS
(ZEMTSOVA et al., 2011). Infelizmente, os autores ndo realizaram co-cultura desses tipos
celulares e esses resultados devem ser considerados com cautela, uma vez que ha uma enorme
diferenga entre o ambiente in vivo € in vitro.

Em nosso modelo experimental, observamos aumento significativo de IL-13 em tecido
cerebral j& em 24 horas p.i., em congruéncia com os achados nesse trabalho. Animais knock-
out para receptor de IL-1p também apresentam melhor evolug¢do com reducdo do edema e
aumento do tempo necessario para desenvolver coma (BEMEUR et al., 2010c). Dessa
maneira, a IL-1B também parece estar envolvida na evolucdo da EH, e em sua gravidade, mas
com um papel mais precoce do que a TNF-o.

Ao avaliarmos o estresse oxidativo por medida indireta da atividade de enzimas
antioxidantes, observamos, em 24 horas p.i. da EH, concomitante ao aumento de citocinas,
queda da atividade da SOD, GSH-Px e catalase. Embora essa seja uma medida indireta, em
um estudo avaliando os mesmos parametros, Kosenko e colaboradores (2003) observaram o
mesmo perfil em ratos que receberam injecdo intraperitoneal de NH;. Os autores também
descreveram maior produ¢do de ROS. Um fato intrigante ¢ que esses achados foram todos
revertidos por um inibidor de receptor NMDA, o qual esta envolvido na via Glu-cGMP-NO,
cujo produto final ¢ o NO. Embora nés ndo avaliamos diretamente os niveis de ROS e RNS
em nossos animais, essas sdo evidéncias importantes para tentarmos entender o panorama

inflamatorio e oxidativo, e sua relacdo, em nosso modelo. Um ponto fundamental a ser
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investigado ¢ o nivel de produ¢do de NO em nosso modelo e sua importancia contemporanea
a reducdo das enzimas antioxidantes e a producdo das citocinas proinflamatorias.

Dessa maneira, trabalhando com o modelo de EH em 24 horas p.i. por TAA, podemos
inferir que estamos lidando com um momento interessante do ponto de vista terapéutico.
Notamos que, nesse momento, o animal apresenta sintomas exuberantes sem ainda haver
aumento estatisticamente significativo de TNF-a no cérebro ou no soro. Observamos também
estresse oxidativo e aumento dos niveis cerebrais de IL-1p, fendmenos relativamente precoces
na fisiopatologia da EH, como demonstrado por outros estudos. Por outro lado, outros
trabalhos evidenciaram a IL-1f como uma citocina expressa em tecido cerebral em um
momento posterior ao aumento dos niveis de IL-6 e expressdo de enzimas produtoras de NO
no cérebro de ratos com EH (JIANG et al., 2009¢). Dessa maneira, devemos considerar a
importancia de investigarmos o cendrio fisiopatolégico em um momento anterior ao de 24
horas e posterior a 12 horas p.i. da EH. Assim, poderemos elucidar alguns pontos importantes
na relagdo entre as citocinas e o estresse oxidativo. Ademais, a avaliacao da citocina IL-6,
ainda nao realizada nesse estudo, sera de suma relevancia.

Nos observamos também, em nosso modelo, aumento  significativo dos  niveis
cerebrais das quimiocinas CXCL1/KC, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES. Na
literatura ndo ha quaisquer relatos sobre a producdo dessas quimiocinas em animais com EH.
A CCL2/MCP-1 ¢é uma quimiocina extensivamente estudada no SNC (MADRIGAL et al.,
2010; SEMPLE et al., 2010; THOMPSON & VAN ELDIK, 2009). Um estudo descreveu sua
producdo pela microglia dependente de ROS, um aspecto que pode ocorrer na EH em virtude
do importante estresse oxidativo (QUAN et al., 2011). A CCL5/RANTES ja foi descrita
como responsdvel por ativar um fendtipo proinflamatério na micréglia e consequente
aumento da produg¢do de NO (SKULJEC et al., 2011). Além disso, foi desmonstrado em
cultura de astrécitos produgcdo de CCL5/RANTES mediada por TNF-a e IL-1p (CHEN et al.,
2011). Johnson e colaboradores (2011) descreveram a producao de CXCL1/KC e CCL3/MIP-
la no cérebro de ratos apos status epilepticus. Segundo os autores, a produ¢do de CXCL1/KC
¢ mediada por neurdnios e células endoteliais enquanto CCL3/MIP-la por neurdnios e
microglia. Apds o aumento dessas quimiocinas no cérebro, houve intensa invasao do tecido
por neutroéfilos.

Dessa maneira, decidimos investigar o gradiente quimiotatico dessas quimiocinas em
nosso modelo dosando seus niveis também no sangue. Além disso, avaliamos o
comportamento dos leucdcitos e se houve migra¢do de algum desse tipo celular para o
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cérebro, o que poderia explicar parte da inflamacdo local observada. Notamos entdo que
houve diferenga significativa entre cérebro e soro de ambas as quimiocinas, entretanto com
padrdo antagdnico. Enquanto a CXCL1/KC apresentou maior nivel sérico com gradiente mais
significativo em 48 horas p.i. da EH, a CCL3/MIP-1a apreentou maior nivel cerebral com
gradiente mais significativo em 24 horas p.i. da EH (Figuras 7B & 7C, respectivamente).

Desse modo, prosseguimos com a investigacao pela microscopia intravital para avaliar
adesdo e rolamento leucocitario. Paradoxalmente ao maior gradiente quimiotatico para o
cérebro, houve maior rolamento em 48 horas p.i. da EH, embora sem diferenga de adesdo de
células na parede endotelial - processo este fundamental para a migracdo. De qualquer
maneira, ha gradiente quimiotatico estatisticamente significativo de CCL3/MIP-1a em 48
horas p.i. da EH. Prosseguimos entdo com a dosagem da atividade de MPO e NAG como
inferéncia da presenca de neutréfilos e monocitos, respectivamente, em tecido cerebral. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos para MPO, entretanto, encontramos aumento na
atividade de NAG em 36 e 48 horas comparado ao grupo 12 horas p.i. da EH. Esse resultado
deve ser avaliado com cautela. Em primeiro lugar, ndo houve diferenca estatistica com o
grupo controle. E em segundo lugar, a NAG ¢ uma enzima presente no lisossomo de
mondcitos e, sendo a micréglia uma célula de origem e fungdo semelhante ao macroéfago, a
atividade de NAG mensurada no cérebro pode advir da microglia (GUILLEMIN & BREW,
2004; PRINZ & MILDNER, 2011). Frente a esse cenario, procedemos com a investigacao
histopatologica por meio de H&E para nos certificar da aparente auséncia de infiltrado
inflamatorio periférico em tecido cerebral. Nao observamos alteracdo tecidual que
contrariasse tal suposicdo e, sendo assim, confirmamos a ndo participagdo dos leucocitos no
cérebro.

Nesse contexto imunoldgico observado, onde, aparentemente, ha uma relagdo
intrinseca entre a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo, sem a participacdo de leucocitos
periféricos, ¢ imprescindivel o estudo do envolvimento da micréglia. O papel da microglia
num momento de maior gravidade na EH estd sendo estabelecido e a utilizacdo de
medicamentos que interferem nesse processo, como a minociclina, estdo se mostrando
benéficos (JIANG et al., 2009a; RANGROO THRANE et al., 2012). Entretanto, novos
aspectos, mais precoces, devem ser explorados quanto ao papel das células da neuroglia. Em
nosso estudo, através da marcagdo da expressdo da proteina Iba-1, ndo observamos aumento
da quantidade de micrdglias em cortex cerebral apoés induzir a EH. Além disso, ndo houve
alteracdo morfoldgica tipica da sua ativacdo, quando a micrdglia apresenta edema de seus
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prolongamentos e aumento de sua ramificagdo, até chegar na forma amebdide (TADOWAKI
et al.,2007).

Estudos prévios, realizados em modelos experimentais, relataram a ativacdo da
microglia precocemente, muito embora ndo tenha sido observada produgdo de mediadores
inflamatorios em paralelo (JIANG et al., 2009b; ZEMTSOVA et al., 2011). Outro estudo,
investigando o comportamento dessa célula pelo tempo, em um modelo animal de EH por
AOM, relatou ativagdo da mesma somente em estagio tardio mas ndo em um momento
precoce (RANGROO THRANE et al., 2011).

No grupo animal de 24 horas p.i. da EH, apesar de haver produgdo de citocinas
proinflamatorias, ndo houve aumento na expressao de Iba-1 pela microglia. Talvez, esse seja
um momento inicial da doenca em que a neuroinflamagdo possa ser regida pelo proprio
astrocito. Além disso, ¢ importante lembrar que, no grupo de 36 horas p.i. da EH, os animais
avaliados possam ser possiveis sobreviventes com menor grau de EH e sem ativa¢do da
microglia. Por outro lado, houve uma tendéncia ao aumento da densidade celular em 24 horas
p.i. da EH, embora sem diferenca estatistica. Dessa maneira, seria fundamental realizar uma
investigacdo mais detalhada e, possivelmente, com outros métodos cientificos para se
determinar a importancia da participagdo na EH de cada tipo celular constituinte da neuroglia.

Explorar a neuroinflamagdo serd fundamental para se entender a EH em um futuro
préoximo e retardar a sua evolugdo, aumentando o tempo de sobrevida desses pacientes. Nesse
cenario, ainda deverd ser melhor determinado a relacdo temporal entre os processos
inflamatorios e oxidativos envolvidos nessa doenga, buscando um gatilho inicial comum as
duas vias.

Nosso trabalho ¢ apenas uma navegacdo inicial nesse campo. A participagdo de
processos que agem em sinergia ao insulto inicial amplia as possibilidades de intervengao
clinica e renova a perspectiva neuroimunolégica no desenvolvimento da EH. Podemos
destacar, entre os pontos discutidos, a importancia de estabelecer um modelo murino para a
EH induzido por TAA pelas diversas vantagens em relacdo ao custo-beneficio. Por fim,
abrimos uma porta antes ndo descrita na literatura sobre o papel das quimiocinas nesse
processo, em cuja intervengdo podera trazer resultados benéficos. As perspectivas sao
enormes e, assim como outros grupos de pesquisa, ainda nos confrontamos com algumas

divergéncias a serem esclarecidas.
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6) CONCLUSOES

A EH ¢ uma complicacdo importante da FHA em cuja fisiopatologia hd um
envolvimento estreito com processos inflamatérios que parecem contribuir com sua
gravidade. Em nosso modelo murino de EH, pudemos observar que em 24 horas os animais
tornam-se estatisticamente mais sintomaticos e apresentam um taxa de mortalidade de 40%
entre 24-48 horas p.i. da EH. Desse modo, prosseguimos com nossa investigagdo em 24 horas
p.i. da EH pela premissa de avaliarmos um momento em que houvesse sintomas, embora
antes do quadro se tornar demasiadamente grave.

Demonstramos que, em 24 p.i. da EH, a neuroinflamagdo participa principalmente
através do aumento do nivel cerebral da citocina proinflamatéria IL-1B e de uma maior
diferenga entre a concentracdo cerebral e sérica da TNF-o. Houve também, no cérebro, um
aumento generalizado de quimiocinas e uma redu¢@o na atividade de enzimas antioxidantes,
uma medida indireta do estresse oxidativo.

Ao investigarmos o perfil celular dentro desse cendrio imunologico, pudemos notar
alteracdes morfologicas de astrdcitos, as células-alvo na EH, mas ainda sem ativagdo da
microglia. De fato, outros trabalhos responsabilizam a microglia apenas em um momento
tardio na evolu¢do da EH (coma e pré-coma) e nos avaliamos nossos animais precocemente,
embora estavam mais sintomaticos.

Dessa maneira, podemos inferir que a neuroinflamacdo possa advir do acometimento
do astrdcito per se, e que a micrdglia seja importante em estagios mais terminais. O papel das
quimiocinas permanece em aberto e abre precedente para estudar seu envolvimento com a
progressdo da doenca e ativagdo da micrdglia. Por fim, a investigagdo da relacdo entre as

citocinas, as quimiocinas e o estresse oxidativo devera ser aprofundada.
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