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RESUMO

A encefalopatia hepéatica (EH) é uma sindrome neuropsiquiatrica potencialmente reversivel,
com contribuicdo significativa da neuroinflamacdo, morte neuronal e desregulacdo de
neurotransmissores nos sintomas neuropsiquiatricos associados. E amplamente conhecido que
o fator de necrose tumoral (TNF) tem importante funcdo no desenvolvimento e progressao da
EH; entretanto, seu papel ainda ndo é completamente compreendido, especialmente nas fases
mais precoces dessa sindrome. Modelos experimentais em roedores tém sido utilizados para
investigar os mecanismos subjacentes e potenciais alvos terapéuticos para a EH. Este estudo
visou examinar a histopatologia hepatica e encefélica, atividade locomotora e memoria em
camundongos selvagens (WT) durante a EH experimental induzida por lesdo hepatica aguda
(LHA), devido a administracdo de tioacetamida (TAA). Além disso, analisou-se a atividade
locomotora e neuroinflamagdo em camundongos sem o receptor 1 de TNF (TNFR17") com EH
induzida por TAA. Para analises comportamentais e histopatoldgicas, camundongos C57BL/6
WT fémeas receberam salina ou TAA intraperitonealmente (i.p.). A atividade locomotora foi
avaliada no 1°, 3° e 7° dia ap6s a inducdo (d.p.i.) da EH. Para avaliacdo da memoria, foram
realizados os testes de reconhecimento de novo objeto e labirinto em Y até o 8° dia, e o teste de
Barnes até o 13° d.p.i. Fragmentos dos figados e encéfalos foram coletados para analise
histopatol6gica no 7° d.p.i. A EH foi associada ao déficit locomotor apenas no 1° d.p.i., e houve
prejuizo cognitivo no teste de campo aberto em repetidas exposicOes; sem alteracdes na memoria
nos outros testes comportamentais ao longo do tempo. Na histopatologia do figado, no 7° d.p.i.
foram observados focos de necrose, circundados por infiltrado inflamatério, com predominio
de neutréfilos e alguns linfocitos. Além disso, foram observados nddulos inflamatérios
compostos por macrofagos, linfocitos e células gigantes o figado dos animais com LHA no 7°
d.p.i.. O encéfalo ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas no 7° d.p.i.Para as analises motora
e neuroinflamatéria, camundongos machos C57BL/6 WT ou TNFR1”" receberam salina ou
TAA i.p. Apos 24 horas, avaliou-se a atividade locomotora e foram mensurados os niveis de
TNF, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12p70, CCL2, CX3CL1 e BDNF no cortex pré-frontal e no
hipocampo. A auséncia do TNFR1 atenuou o déficit locomotor e induziu aumento dos niveis
dos mediadores tanto pro-inflamatérios quanto da IL-10 no cérebro durante a EH induzida por
LHA, 1° d.p.i. Os dados sugerem que o TNF desempenha um papel regulador no
desenvolvimento e progressdo da EH. Apesar da recuperacdo motora e cognitiva relativa ao
longo do tempo, os animais com LH mostraram hepatite necrotica leve a moderada apds sete
dias, destacando a persisténcia da inflamacdo hepatica mesmo ap6s a melhora dos sintomas
neuroldgicos.

Palavras-chave: encefalopatia hepatica; TNFR1 KO; TNF; testes comportamentais; memoria;
histopatologia hepatica; atividade locomotora.



ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a potentially reversible neuropsychiatric syndrome, with a
significant contribution by neuroinflammation, neuronal death, and neurotransmitter
dysregulation in associated neuropsychiatric symptoms. It is well-known that tumor necrosis
factor (TNF) plays an important role in the development and progression of HE; however, its
role is not yet completely understood, especially in the earlier stages of this syndrome.
Experimental rodent models have been used to investigate the underlying mechanisms and
potential therapeutic targets for HE. This study aimed to evaluate hepatic and cerebral
histopathology, locomotor activity, and memory in wild-type (WT) mice during experimental
HE induced by acute liver injury (ALI) due to thioacetamide (TAA) administration.
Additionally, locomotor activity and neuroinflammation were analyzed in mice lacking the
TNF receptor 1 (TNFR17) with TAA-induced HE. For behavioral and histopathological
analyses, female C57BL/6 mice received TAA or saline intraperitoneally (i.p.). Locomotor
activity was accessed on the 1%, 3 and 7" day post-induction (d.p.i.) of HE. Memory
assessment included novel object recognition and Y-maze tests up to 8" day, and the Barnes
maze test until the 13" d.p.i. Liver and brain tissues were collected for histopathological
analysis on the 7" d.p.i. HE was associated with locomotor deficits only on the 1% d.p.i., and
cognitive impairment in the open field test in repeated exposures; no changes in memory were observed
in the other behavioral tests over time. Hepatic histopathology, on the 7% d.p.i., revealed
necrotic foci surrounded by inflammatory infiltrate, predominantly neutrophils and some
lymphocytes. Moreover, inflammatory nodules composed of macrophages, lymphocytes, and
giant cells were also observed in the liver of animals with ALl on the 7" d.p.i. No
histopathological changes were observed in the brain on the 7" d.p.i. For locomotor and
neuroinflammatory analysis, male C57BL/6 WT or TNFR1”- mice received saline or TAA i.p.
After 24 hours, locomotor activity was assessed, and levels of TNF, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-
12p70, CCL2, CX3CL1, and BDNF were measured in the prefrontal cortex and hippocampus.
The absence of TNFR1 attenuated locomotor deficits, and, in parallel, increased levels of both
pro-inflammatory mediators and IL-10 in the brain during ALI-induced HE, on the 1% d.p.i.
These data suggest that TNF plays a regulatory role in the development and progression of HE.
Despite relative motor and cognitive recovery over time, animals with ALI showed mild to
moderate necrotic hepatitis after seven days, indicating persistent hepatic inflammation even
after neurological symptom improvement.

Keywords: hepatic encephalopathy; TNFR1 KO; TNF; behavioral tests; memory; hepatic
histopathology; locomotor activity.
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1 INTRODUCAO 20

A encefalopatia hepéatica (EH) é uma sindrome neuropsiquiatrica que se desenvolve em
decorréncia da faléncia do figado (Ferenci, 2017; Vilstrup et al., 2014). Existem trés tipos de
EH: tipo A, que ocorre a partir da faléncia hepatica aguda (FHA); tipo B, caracterizada pelo
desvio portossistémico; e tipo C, relacionada a faléncia hepatica crénica (FHC), por exemplo,
um quadro avancado da cirrose hepatica. A EH pode apresentar diversos sintomas como
confusdo mental, déficit cognitivo e motor, prejuizo do sono, coma e morte (Ferenci, 2017).

Os tipos da EH sdo categorizados de acordo com as suas causas; entretanto, as
manifestacdes clinicas sdo bem semelhantes, com alteracGes cognitivas e motoras nas trés
categorias, sendo as principais diferencas entre elas o tempo de inicio, o tempo de progressao e
a recorréncia. Na EH tipo A, geralmente os sintomas aparecem mais cedo, logo apos o inicio
daFHA, com rapida evolucéo, podendo levar ao coma e a morte (Bessone et al., 2021; European
Association for the Study of the Liver, 2017). Na EH tipo C, a doenca desenvolve-se depois de
anos do inicio da doenca hepatica e, apds o primeiro episdédio da EH, hd maior chance de
advirem recorréncias ao longo da vida (Chirapongsathorn et al., 2018; Patidar et al., 2017;
Tapper; Halbert; Mellinger, 2016).

A FHA ¢ caracterizada por episédio agudo do comprometimento da funcdo do figado,
desencadeando sindrome ictérica/bilirrubinemia, coagulopatia e EH (Bessone et al., 2021;
European Association for the Study of the Liver, 2017). E observado aumento sérico das enzimas
hepéticas — alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), importantes
marcadores da lesdo dos hepatocitos (Ferenci et al., 2002). A FHA ¢é causada por agentes
assépticos, como intoxicacdo, overdose medicamentosa ou por outras substancias,
comprometimento vascular, sindrome metabdlica, gravidez, hepatite autoimune, linfoma e
hipertermia, bem como por agentes infecciosos, como virus, principalmente virus da hepatite
(A, B e E), citomegalovirus, Herpes simplex e virus da dengue (Bessone et al., 2021; European
Association for the Study of the Liver, 2017). Pacientes com FHA manifestam alterac6es
imunologicas, aumento sérico de mediadores inflamatorios e, portanto, maior risco de infecgdes
e sepse. Além disso, durante o quadro de faléncia hepatica (FH), outros 6rgdos podem ser
comprometidos, como o sistema cardiovascular, gastrointestinal, pulmdes, rins e sistema
nervoso central (SNC). As consequéncias da FH no SNC resultam, muitas vezes, em
alteracdes morfologicas e bioquimicas, que levam adisfuncdes neuroldgicas e psiquiatricas,

caracteristicas da EH (European Association for the Study of the Liver, 2017).
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2.1 Classificagdo da EH quanto a gravidade

Pacientes com EH apresentam, em geral, diversas alteracdes neuroldgicas e psiquiatricas.
Os principais sintomas sdo alteragdes na personalidade (apatia, irritabilidade e desinibicéo),
alteracdo na consciéncia e na funcdo motora, distarbios no ciclo sono-vigilia, desorientacdo
progressiva do tempo e espaco, comportamento inapropriado, estado confusional agudo com
agitacdo ou sonoléncia, estupor e coma (Patidar; Bajaj, 2015; Stewart; Smith, 2007; Vilstrup et
al., 2014; Wijdicks, 2016).

A EH, além de ser denominada quanto a sua causa, de acordo com o tipo de FH, também
se classifica quanto a gravidade. Segundo West Haven Criteria (WHC), tem-se EH minima
(EHM) e EH graus I, 11, 11l e IV. Na EHM, os pacientes exibem algumas dificuldades na
execucdo das tarefas do dia a dia, porém sem grandes manifestacdes clinicas. Na EH grau I,
possuem sintomas leves, como desorientacdo no tempo e espaco, ansiedade e déficit de atencdo.
Na EH grau Il, os pacientes tendem a desenvolver letargia, comportamento inapropriado e
desorientacdo no tempo. Na EH grau 11, sonoléncia, confusdo e comportamento bizarro sdo
sintomas frequentes. A EH grau IV, por sua vez, compreende os pacientes em coma [(Vilstrup
et al., 2014; Weissenborn, 2019) (Quadro 1)]. A American Association for the Study of Liver
Diseases (AASLD) e a European Association for the Study of Liver Diseases (EASLD)
classificam a EH em duas categorias: a EH oculta e a evidente. A EH oculta inclui a EHM e
grau |, e a EH evidente comporta a EH grau Il, Il e IV [(Bajaj, 2018; Patidar; Bajaj, 2015;
Patidar et al., 2017; Vilstrup et al., 2014; Weissenborn, 2019) (Quadro 1)].

O teste psicométrico quantitativo WHC é considerado padrdo ouro para o diagndstico
da EH (Vilstrup et al., 2014). No entanto, esse teste possui algumas limitacGes para detectar
alteracbes minimas, sendo recomendado para o diagnostico da EHM o teste de Escore
Psicométrico de Encefalopatia / Psychometric Hepatic Encephalopathy Score (PHES). O PHES
é composto por uma bateria de testes que avaliam atencéo, percepcao espacial, acuracia motora,
entre outras caracteristicas que podem estar minimamente alteradas devido a EH (Weissenborn,
2008). Utiliza-se a Escala de Coma de Glasgow para avaliar o nivel de consciéncia em
pacientes comatosos ou com estado de consciéncia fortemente comprometido (Vilstrup
et al., 2014). Além das manifestagdes clinicas e dos testes psicométricos, outras estratégias
auxiliam no diagndstico da EH, como eletroencefalograma e exames de imagem, incluindo a

tomografia computadorizada (Wijdicks, 2016).



Algumas evidéncias apontam para o papel de mediadores inflamatdrios periféric%%
como potenciais biomarcadores da EH, que, futuramente, poderédo contribuir para o diagnostico
da sindrome. Por exemplo, ha uma correlacdo positiva entre 0s niveis séricos da citocina
inflamatoria interleucina (1L)-6 e a gravidade da EHM (Luo et al., 2012) e da EH evidente (Luo
et al., 2013), entretanto mais estudos sdo necessarios.

Quadro 1 - Classificacdo da EH e seus principais sintomas

AASLD/EASL WHC Sintomas clinicos

Alguma alteracdo em testes psicométricos ou
Minima | neuropsicoldgicos, porém sem manifestaces clinicas
EH oculta ou alteragdes evidentes no status mental.

Leve reducdo na capacidade cognitiva e atencéo, leve
Grau | falta de consciéncia, euforia, ansiedade, alteragdo no
ciclo sono-vigilia.

AlteracOes motoras e cognitivas, letargia, apatia,
desorientacdo no tempo, alteragéo de personalidade,

Graull comportamento inapropriado, dispraxia e Asterix.
EH evidente : -
Sonoléncia, estupor, confusdo, desorientacdo de tempo
Grau Il | e espago, comportamento bizarro; presenca de resposta
a estimulos.
Grau IV Coma; auséncia de resposta a estimulos.

AASLD: Association American Association for the Study of Liver Diseases. EASL: European Association for the
Study of the Liver. EH: encefalopatia hepatica. WHC: West Haven Criteria. Fonte: elaborado pela autora segundo
Vilstrup et al. (2014) e Wijdicks (2016).

2.2 Tratamento

Durante o quadro de FH, seja aguda ou crénica, 0s principais procedimentos
terapéuticos sdo aplicados principalmente para melhorar ou impedir a piora na deterioracdo do
figado, sendo provaveis de reduzirem ou ndo as consequéncias desencadeadas em outros
orgdos. Na EH, ainda ndo foi desenvolvida uma conduta terapéutica efetiva para seu tratamento,
sendo as principais estratégias baseadas na reducédo da absorcdo da amdnia e no controle da
microbiota intestinal. O uso da lactulose, um dissacarideo n&o absorvivel, é considerado o
tratamento padrdo para EH, o qual tem efeito laxativo e reduz a producdo intestinal de amonia
(Wijdicks, 2016; Yanny et al., 2019). A lactulose tende areduzir a mortalidade em pacientes com
EH evidente, mas ndo com EHM. Em alguns casos, a lactulose vem combinada com a

rifaximina, um antibidtico pouco absorvivel para auxiliar no controle da microbiota intestinal e



na reducdo da amdnia produzida por microrganismos. A rifaximina reduz as chances da
remissdo da doenca e a necessidade de hospitalizacbes em pacientes com EH (Yanny et al.,
2019).

Outras condutas também sdo aplicadas para o tratamento da EH. O uso da L-ornitina-
L-aspartato (LOLA), que reduz os niveis séricos da amoénia e geralmente € ministrada a
pacientes que ndo respondem ao tratamento com lactulose (Wijdicks, 2016). Em pacientes com
EHM, o tratamento com LOLA melhorou a fungéo cognitiva (Yanny et al., 2019). O uso de
probidticos, por exemplo, a suplementacdo alimentar com Lactobacillus ou Saccharomyces
(Wijdicks, 2016) e outras substancias como zinco, aminoécidos de cadeia ramificada e benzoato
de sédio também séo apontado como alternativas para o tratamento da EH. O antibi6tico pouco
absorvivel neomicina é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso no
tratamento da EH tipo A, por FHA, mas ndo para a EH do tipo C (Yanny et al., 2019).

De maneira geral, essas substancias objetivam a diminuicdo dos niveis da amdnia,
reduzindo sua absorgé@o ou acelerando o seu metabolismo. Esses tratamentos séo capazes de
reduzir os sintomas e melhorar a EH de forma parcial. Muitos pacientes acusam efeitos
colaterais como diarreia e febre, baixa eficacia e tolerabilidade — fatores que dificultam a
aderéncia ao tratamento. Além disso, muitos deles ndo respondem aos tratamentos
recomendados e/ou ndo apresentam alteracdo nos niveis de amonia; nem sempre a
hiperamonemia acarreta o0 agravamento da EH. Todos esses dados reforcam a necessidade de
estudos que oferecam novas estratégias terapéuticas para o tratamento da EH, tanto em

pacientes com FH aguda quanto cronica (Wijdicks, 2016).
2.3 Dados epidemiolégicos

A EH é uma complica¢do comum e debilitante das doencas hepaticas agudas e crénicas
gue impacta diretamente o estado de salde, a qualidade de vida e a taxa de sobrevida do paciente
(Bajaj et al., 2011; Bustamante et al., 1999; Patidar et al., 2017; Yanny et al., 2019; Wong;
Gish; Ahmed, 2014). A EH permeia muitas areas da vida do paciente, ndo apenas a saude, mas
a vida pessoal, financeira e familiar (Yanny et al., 2019). Pacientes com cirrose associada a EH
possuem maior dificuldade na execucéo das atividades diarias e requerem um manejo terapéutico
mais complexo (Amodio, 2018). Além disso, a EH e a consequente disfuncdo cognitiva
relacionam-se a pior empregabilidade, pior renda e sobrecarga do cuidador, impactando o
funcionamento familiar e a adesdo médica (Bajaj et al., 2011).

Os dados epidemioldgicos precisos sobre prevaléncia e incidéncia da EH ainda sdo



restritos e pouco notificados, com uma atengdo especial &8 EHM, por ser subdiagnosticada?é
subnotificada (Poordad, 2007; Stewart; Smith, 2007). A maioria dos registros refere-se
principalmente a EH tipo C, em pacientes cirréticos, dos quais 30-70% séo afetados por EHM
ou evidente (Neff; Zachry, 2018). A EH é um importante fator associado a taxa de mortalidade
em pacientes cirroticos. Destes, 0s que desenvolvem EH severa, grau 3 e 4, possuem uma taxa
de sobrevivéncia de 42% e 23% no periodo de um e trés anos, respectivamente (Bustamante et
al., 1999). A presenca de EH incorre em um risco de morte de 66% em pacientes submetidos
ao transplante hepatico (Wong; Gish; Ahmed, 2014).

A EH também tem grande impacto sobre o0s custos no sistema de salde. Nos Estados
Unidos da América, entre 2005 e 2009, os custos relacionados a internacao por essa sindrome
aumentaram de $46,663 para $63,108 por caso. Durante esse periodo, houve um aumento na
proporcéo de pacientes com EH de maior gravidade (Stepanova et al., 2012), cuja consequéncia
recai diretamente em tempo das internacées e custo com pacientes hepatopatas. Pacientes com
pelo menos um episddio de EH tém maior chance de readmisséo da internagdo hospitalar, onde
38% destes foram readmitidos em menos de 30 dias, e 13,6%, entre 31 e 90 dias (Tapper;
Halbert; Mellinger, 2016).

No Brasil, entre 2001 e 2009, as doencas do trato digestorio foram a sétima causa de
morte mais prevalente, representando 4,9% do total; destes, 3,34% corresponderam as doengas
do figado. Nesse periodo, 0,72% das admissfes hospitalares vincularam-se as doencas do
figado, sendo 67,16% pacientes homens e 32,83% mulheres. A principal causa dessas
hospitalizacGes foi associada a cirrose hepatica, representando mais de um terco dos casos
(35%), seguida da FHA e FH subaguda, com 8,59% do total dos casos das hospitalizagdes por
doencas do figado. Além das hospitalizacGes, a cirrose também é a principal causa de morte de
doencas hepaticas [(42%) (Nader; de Mattos; Bastos, 2014)]. Muitas internacdes por cirrose
hepatica sdo devidas a descompensacdo aguda somada a outras consequéncias, como a EH
(Picon et al., 2017). Nos ultimos dez anos, o investimento aplicado para o custo com 0
transplante hepatico superou 200 milhdes de reais (Guimardaes et al., 2024).

Os dados epidemiologicos mais atuais acerca da EH no Brasil ainda sdo escassos. Poucos
estudos abordam ou citam a EH, sendo subjugada quanto a sua importancia na saude publica,
na progressao e na mortalidade relacionada as doencas hepaticas. O Brasil € um pais com grande
extensdo territorial e populacional, possuindo cinco regides muito distintas nas caracteristicas
socioecondmicas, educacionais, ambientais, culturais, acesso a servigos basicos, incluindo a
assisténcia a saude. Outros fatores que favorecem a subnotificacdo de dados estéo relacionados

ao diagnostico, hospitalizacdes, associacdo com outras doengas, procura a assisténcia a saude



pelo paciente, notificacdo nos obituérios, entre outros (Brasil, 2021; Brasil, 2022). Embofa
restritos, estudos regionais independentes com pacientes hepatopatas internados em hospitais no
Brasil revelam que a EH é umas das principais complicagdes em pacientes com hemorragia
digestiva (Silva; Rocha, 2011) e com cirrose (Silveira; Iser; Bianchini, 2016). A EH foi uma das
principais causas das hospitalizagdes dentre pacientes cirréticos com descompensacao aguda
sobre doenca hepética cronica / acute-on-chronic liver failure (ACLF), admitidos no
departamento de emergéncia do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do em Porto Alegre, Brasil,
em 2016. Nos pacientes com ACLF, 38,9% apresentaram EH graus I e I, € 22,2% graus Il e 1V,
e a taxa de mortalidade foi de 83,3% em 90 dias (Picon et al., 2017).

2.4 Alterac6es no SNC de pacientes com EH

Em muitas doencas e sindromes, regides isoladas e/ou interconectadas do cérebro e
cerebelo podem sofrer alteragdes morfoldgicas e/ou funcionais, que trazem como consequéncia
sintomas, e também associagdes a um menor desempenho nos testes cognitivos. Por exemplo, a
rede cerebral padrdo / Default Mode Network (DMN) esta envolvida em diversas fun¢@es, como
atencdo e memoria; ja a rede neural DMN compreende as regides cerebrais do cortex cingulado
posterior (CCP)/precuneus (PCUN), cértex pré-frontal medial (mCPF), I6bulo parietal inferior
bilateral, cértex temporal inferior e giro para-hipocampal (Qi et al., 2012). Pacientes cirroticos
e pessoas sadias demonstraram o mesmo padréo espacial de conectividade da DMN. Entretanto,
0s pacientes com EHM exibiram diminuicdo da interacdo na conectividade no CCP/PCUN e no
mCPF (Fig. 1), e isto foi relacionado com um pior desempenho cognitivo em testes
neuropsicoldgicos. Além disso, foi observada reducdo na interacdo do globo palido com o giro
temporal inferior, e giro temporal superior esquerdo — regides relacionadas a percepcéo visual
e a linguagem, respectivamente. Portanto, os prejuizos visuais e de linguagem na EH séo

causados, muitas vezes, por alteracdes nessa rede neural (Qi et al., 2012).



Figura 1 - Conectividade funcional da DMN nos grupos controle (sadios) e dos paciente§6
com EHM

Control

Comparado ao grupo controle (A), os pacientes com EHM (B) apresentam redu¢do no coeficiente de correla¢do
temporal, que reflete a interacdo da conectividade entre o0 CCP/PCUN e CPFm e entre CCP/PCUN e GPH
esquerdo. Media do coeficiente de correlacdo temporal r (Azul). DNM: Default Mode Network — rede de padrdo
cerebral. CCP/PCUN: cortex cingulado posterior/precuneos (vermelho). mCPF: cértex pre-frontal medial
(amarelo). GPH: giro para-hipocampal esquerdo (rosa) e direito (azul ciano). EHM/MHE: encefalopatia hepética
minima. Fonte: Qi et al. (2012).

Pacientes cirroticos com EHM mostraram conectividade funcional reduzida no cortex
cingulado medial direito, giro temporal superior/giro temporal medial bilateral e putdmen
direito. Adicionalmente, o aumento da gravidade da EH e a disfuncdo cognitiva estdo
associados ao prejuizo da conectividade funcional no cortex cingulado anterior (CCA). O CCA
é uma regido envolvida na aten¢do e no processamento cognitivo e emocional. Pacientes com
EHM manifestaram perturbacdo na conectividade entre o globo palido e CCA, diretamente
relacionada a diminuicdo do desempenho nos testes neuropsicoldgicos (Zhang et al., 2013).

Em pacientes com EH, verificou-se o aumento de glutamina (GIn) no cérebro,
relacionada ao aumento dos niveis séricos da aménia e a gravidade da sindrome EH. No SNC,
0 aumento do fluxo de 4gua através das membranas, constatado nos exames de imagem, reflete
0 edema cerebral. Pacientes com EHM apontaram aumento do fluxo de dgua na substancia
branca do cérebro, no lobo frontal bilateral, precuneus, corpo caloso (Chen et al., 2015), trato
corticoespinhal e substancia branca parietal (Chavarria et al., 2013). Em pacientes com EHM,
apos o transplante de figado, houve reversao do edema cerebral no CCA esquerdo, claustro,
giro pés-central e corpo caloso direito. E essa reversdo do edema cerebral foi diretamente
relacionada com a melhora dos resultados nos testes cognitivos (Lin et al., 2014). Além disso,
0 aumento do fluxo de &gua, no trato corticoespinhal e na substancia branca parietal, e 0

aumento de GIn no cérebro foram correlacionados com a gravidade da EH. Nos pacientes que



se recuperaram da EH, houve reducdo de, aproximadamente, 36% dos niveis de Gln e do fluzé
de agua no trato corticoespinhal e da substancia branca parietal (Chavarria et al., 2013).

A integridade microestrutural do encéfalo em pacientes com EHM estava
comprometida, mostrando-se reduzida na substancia branca do cérebro, no l6bulo paracentral
esquerdo, nos lobos bilaterais frontal, parietal, occipital e temporal, cipsula interna e corpo
caloso. Os valores do aumento do fluxo de &gua e da integridade microestrutural foram
relacionados com o pior prognostico e reducdo da taxa de sobrevivéncia do paciente,
independente da gravidade da doenca hepatica (Chen et al., 2015). Em pacientes com EHM foi
registrado prejuizo no desempenho cognitivo, como reducdo da velocidade psicomotora,
atencdo, memoria visual e funcdo motora visuoespacial. Este déficit foi associado a
anormalidade na camada branca, como aumento da difusdo de agua e reducdo da integridade
microestrutural da camada branca, especialmente no corpo caloso e nos lobos frontal e parietal
(Chen et al., 2015).

Observacges histopatoldgicas em pacientes com esteatohepatite ou cirrose e EH
apontaram neurodegeneracdo, pela reducdo do numero de neurdnios de Purkinje e da camada
granular no cerebelo. Constatou-se aumento da ativacdo microglial na camada molecular e na
substancia branca do cerebelo em pacientes com diferentes graus de esteatohepatite cronica,
cirrose e EH. A neurodegeneracdo e a ativagdo microglial aumentaram com a progressao da
doenca hepatica. Em pacientes com esteatohepatite ou cirrose e EH, a glia de Bergmann, subtipo
de astrocito cerebelar que reside na camada molecular proximo aos neurbnios de Purkinje,
apresentaram morfologia desorganizada e hipertrofiada. Foi possivel detectar infiltrado
inflamatorio periférico de linfécitos T nas meninges cerebelares nesses pacientes (Balzano et
al., 2018).

Adicionalmente, Zemtsova et al. (2011) relataram aumento da ativacdo microglial no
encéfalo de ratos com intoxicagdo aguda de amonia e em pacientes com cirrose e EH, mas néo
em pacientes cirroticos sem EH (Zemtsova et al., 2011). Dennis et al. (2014) confirmaram
aumento da intensidade do marcador da microglia, molécula adaptadora de ligacdo ao célcio
ionizado 1 / lonized calcium-binding adaptor molecule 1 (Iba-1), nas substancias branca e
cinzenta do cérebro e menor densidade neuronal no giro frontal superior dos pacientes com
cirrose e EH (Dennis et al., 2014). Além da microglia, também foi observada alteracdo nos
astrocitos. Estudos post mortem em pacientes cirréticos com EH mostraram anormalidades
nucleares e aumento da senescéncia astrocitaria, acompanhado do aumento da expressdo de
genes associados a senescéncia, no cortex pré-frontal dos pacientes com cirrose e EH, mas nédo

em pacientes sem EH (Gorg et al., 2015). No SNC de pacientes com faléncia hepatica



fulminante (FHF) com EH graus 3 e 4, com idade entre 14-81 anos, foi observado céreb#8
edematoso e herniacdo das tonsilas cerebelares no lobo temporal; essas alteracbes no SNC foi
acompanhada de lesbes periféricas como reducdo do volume e do peso hepatico, eroséo no
esofago, hemorragia gastrointestinal, retroperitoneal, ocorréncia de faléncia renal, e a presenca
de microtrombos no figado, pulméo, rins e cérebro, em um quarto dos pacientes (Gazzard et al.,
1975). Nem sempre é possivel correlacionar as lesdes hepaticas com as alteragdes no SNC, no
topico a seguir serdo descritas as lesdes no figado encontradas em pacientes hepatopatas que

apresentaram EH.
2.5 Alterac6es macroscopicas e microscopicas do figado de pacientes com FHF e EH

No figado, embora seja dificil avaliar completamente os danos histopatolégicos sem
levar em consideracdo as suas causas, algumas alterac6es e padrdes comuns em pacientes com
FHF podem ser encontradas. Entretanto, € importante ressaltar que a causa da FHF e o grau da
doenca influenciam a histopatologia.

Em um estudo envolvendo pacientes com FHF com EH graus 3 e 4, idade entre 14-81
anos, as causas mais comuns de morte foram por hepatite viral e overdose por paracetamol. A
autopsia revelou que esses pacientes possuiam volume e peso hepatico reduzidos (Gazzard et
al., 1975). Hanau e Rubin (1995) pesquisaram as alteracdes hepaticas de pacientes entre 15-64
anos de idade com FHF. De uma maneira geral, foram separadas em categorias: 1 — necrose
hepéatica massiva, > 90% de necrose hepatocelular; 2 — necrose hepéatica submassiva; 3 — cirrose;
e 4 —necrose minima. A maioria dos pacientes manifestou necrose hepatica confluente, embora
algumas biodpsias hepaticas tivessem o parénguima parcialmente ou completamente preservado.
Em poucos espécimes foi estabelecida a cirrose (Hanau; Rubin, 1995). A seguir serdo descritos
mais detalhes da analise anatomopatolégica do figado:

1) Em pacientes com EH avangada que morreram ou sofreram transplante: figado com
necrose hepatica massiva, peso medio relativamente menor, enrugamento da capsula e manchas
no parénquima e perda completa ou quase total do parénquima hepatico. A histologia revelou
perda de hepatocitos por todo lobo, enquanto hepatdcitos remanescentes revelaram
degeneracdo hidrépica, proliferagdo ductular, sinusoides com células inflamatorias
mononucleares dispersas, células de Kupffer dilatadas e macrofagos, comumente foi observada
deposicdo de pigmento nessas celulas.

2) Em pacientes com necrose submassiva e EH de baixo grau e grau 4. necrose

confluente em 30-90% do parénquima, figado com peso maior do que os de pacientes com



necrose massiva, devido a retencdo do parénquima hepatico. Foram verificadas lesdes extensdd
de edema, transformacdo pseudoacinar e colestase, células gigantes, proliferacdo ductular
pequena, intensa inflamacdao por infiltracdo de neutréfilos proximo ao trato portal e inflamacao
difusa leve. Em quase a metade dos pacientes havia hipertensdo intracraniana intensa.

3) Em pacientes com cirrose e EH moderada e intensa, graus 2 e 4, respectivamente:
figado com cirrose estabelecida e varios graus de inflamagdo. Um espécime mostrou necrose
submassiva e dois pacientes desenvolveram hipertensédo intracraniana.

4) Em 11% dos pacientes com FHF houve somente necrose minima. Em todos os niveis
de necrose dos pacientes com FHF, o grau da EH e a idade do paciente mostraram-se
importantes preditores da evolucéo clinica (Hanau; Rubin, 1995).

Em outro estudo, na india, 224 pacientes com FHF foram autopsiados entre 1983 e 2002.
Das, Jain e Das (2007) verificaram um rapido desenvolvimento da disfuncdo hepatocelular,
acompanhado de ictericia, coagulopatia ou presenca de EH sem historia prévia de doenca
hepéatica. Nesse estudo, a classificacdo baseou-se no padrdo da necrose, na extensdo da
destruicdo dos hepatdcitos acinares, infiltrado inflamatorio e presenca de nddulos regenerativos.
O padrdo mais comum encontrado nos pacientes com FHF foi de necrose hepatica confluente
multifocal sem regeneracgdo (47,8%), seguido de necrose hepatica confluente multifocal com
regeneracdo (26,9%), necrose hepatica em ponte (5,5%) e patologias diferentes [(18,4%) (Das;
Jain; Das, 2007)]. A seguir serdo descritos mais detalhes da analise anatomopatolégica do
figado:

1) Na histopatologia, pacientes com necrose hepatica confluente multiacinar extensiva
sem regeneracdo mostraram necrose extensa com a arquitetura hepatica mantida e intenso
infiltrado inflamatdrio agudo, com ocasional presenca de macréfagos.

2) Na necrose hepatica confluente multiacinar com regeneracdo, 0 padrdo
histopatologico foi de extensa area necrotica com formagéo de nodulos regenerativos. Na zona
necrotica observou-se presenca de aglomerados de macrofagos com uma populacdo mista de
células inflamatorias. Areas de colapso da area necrética formando “septos que se conservaram
em coloragdo especial, mostrando que ndo eram formadas por fibras elasticas, diferenciando-se
da cirrose (Das; Jain; Das, 2007).

2.6 Fisiopatologia da EH

2.6.1 Hiperamonemia



A patogénese da EH ainda nao foi totalmente esclarecida, entretanto a inflamaco €34
hiperamonemia tém sido implicadas no desenvolvimento e na progressdo dessa sindrome.
Devido ao funcionamento inadequado do figado e as lesdes nos hepatocitos, durante a FH é
observado aumento sérico das enzimas hepéaticas, como ALT e AST, dos mediadores
inflamatorios, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-1pB, IL-6, e de substancias toxicas,
como a amonia (Blank; Prinz, 2013; Ferenci, 2017; Jayakumar; Norenberg, 2018). A amdnia é
resultado do produto da degradacao de proteinas e € convertida em ureia nos hepatdcitos e, em
menor grau, pelos rins. Apos a conversdo da amoénia em ureia, esta é eliminada na urina (Walker,
2014). O comprometimento da fungdo hepatica pode prejudicar o metabolismo e a eliminagao
da amonia, levando ao aumento sérico da amonia, conhecido como hiperamonemia. A amonia
circulante em excesso atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) e é neutralizada pelos
astrocitos (Jaeger; DeMorrow; McMillin, 2019). No astrocito, a neutralizacdo da amonia ocorre
através da conjugacdo da amonia ao glutamato (Glu) pela enzima glutamina sintetase (GS),
formando GIn. O excesso de GIn dentro do astrocito aumenta a pressao osmoética, provocando a
entrada de agua nessa célula, levando a um processo conhecido como edema astrocitario.
Adicionalmente, o excesso de GIn, formada pelos astrocitos, pode ser transferido para os
neurénios, favorecendo o aumento da liberacdo de Glu pelos mesmos, uma vez que a GIn é
clivada pela enzima glutaminase, gerando Glu e amonia [(Limon et al., 2021; Tranah et al.,
2013) (Fig. 2)]. O Glu é o principal neurotransmissor excitatorio em mamiferos e tem sua acédo
mediada por receptores ionotropicos N-metil D-aspartato (NMDA), receptor a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4 isoxazolproprionato (AMPA) e receptores metabotrépicos mGlu.
Fisiologicamente, o Glu estd envolvido em processos de memdria e aprendizagem.
Patologicamente, alteragcdes nas vias glutamatérgicas (aumento e reducdo) sao observadas em
diversas neuropatologias, como nas doencas de Alzheimer e de Parkinson (Li; Yang; Lin, 2018).
Em modelos experimentais de EH, houve aumento do Glu no cérebro dos animais 72h apoés a
inducdo da EH (Faleiros et al., 2014; Miranda et al., 2010). Vale ressaltar que a aménia per se
é capaz de ativar o receptor NMDA, amplificando ainda mais a ativacdo dessa via durante a
hiperamonemia [(Jaeger; DeMorrow; McMillin, 2019) (Fig. 2)]. A hiperamonemia associada
ao acumulo de agua no intersticio pode levar ao aumento da pressao intracraniana, edema
cerebral, herniacdo cerebral e cerebelar (Jaeger; DeMorrow; McMillin, 2019; Jayakumar;
Norenberg, 2018; Limon et al., 2021; Parekh; Balart, 2015; Tranah et al., 2013).
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Durante a faléncia hepatica o metabolismo da amoénia fica comprometido, culminando em aumento sérico de
amonia, que por sua vez atinge o SNC atravessando a barreira hematoencefalica. No SNC, a principal célula
envolvida no seu metabolismo é o astrocito. Portanto, no astrdcito, a aménia é associada ao glutamato, pela enzima
glutamina sintetase, formando glutamina. O excesso de glutamina favorece a entrada de 4gua levando ao edema
astrocitario. Além disso, através do transportador SNAT-5, o astrdcito libera glutamina no espago extracelular. A
glutamina liberada € captada pelos neurdnios pelo transportador SNAT-1. No neurdnio, a glutamina é clivada em
glutamato, pela enzima glutaminase, levando ao aumento da concentra¢do do glutamato e da sua liberagdo. O
excesso da aménia e do glutamato levam a excitotoxicidade e ao dano neuronal. EH: encefalopatia hepética; GS:
glutamina sintetase; GLS-1 glutaminase; Glu: glutamato; GlIn: glutamina; NHs: amonia; NH *: ion amonio;
NMDA: N-metil-D-aspartato; SNAT: transportador de glutamina astrocitico; SNC: sistema nervoso central. Fonte:
Limon et al. (2021).

A hiperamonemia e a inflamag&o atuam, por vezes, sinergicamente no desenvolvimento
e progressdo da EH (Jayakumar; Norenberg, 2018; Shawcross; Jalan, 2005; Shawcross et al.,
2004; Tranah et al., 2013). A ambnia, em geral, estimula a ativacdo microglial diretamente,
levando a liberacdo de mediadores inflamatérios [(Butterworth, 2016; Jayakumar; Norenberg,
2018) (Fig. 3)]. A hiperamonemia induz a produgéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
senescéncia celular e a ativacdo dos astrdcitos, fatores que incentivam e amplificam a
neuroinflamacdo (Jayakumar; Norenberg, 2018). Embora a hiperamonemia tenha sido
observada em alguns casos clinicos de pacientes com FH e em modelos experimentais da EH,
a correlacdo entre os niveis séricos da amonia e a severidade da EH néo é linear ou exponencial.
A hiperamonemia nem sempre esta correlacionada com a progressdo da sindrome, sugerindo

que ha outros fatores importantes no desencadeamento e evolugdo da EH (Ong et al., 2003).
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Durante a faléncia hepatica, ha desregulacdo metabdlica que leva a hiperamonemia e lesdo e morte de hepatécitos,
resultando na liberagdo de mediadores inflamatérios, recrutamento e hiperativacao das células do sistema imune.
Tanto a hiperamonemia quanto a inflamacéo contribuem para o desenvolvimento da EH e da faléncia em outros
6rgdos. A hiperamonemia contribui diretamente com o aumento do fluxo de dgua no encéfalo, edema cerebral e
astrocitério. Os mediadores inflamatérios, como IL-1B, TNF e IL-6 provocam o aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica e do fluxo sanguineo no SNC, o que pode acarretar em aumento da pressdo intracraniana
e edema, dentre outras alteragdes no SNC que levam ao desenvolvimento da EH. Estratégias terapéuticas com
substancias que diminuem a hiperamonemia e/ou a inflamacéo periférica séo utilizadas para o tratamento da EH e
reduzir os sintomas. EH: encefalopatia hepatica; IL: interleucina; SNC: sistema nervoso central; TNF: fator de
necrose tumoral. Fonte: Tranah et al. (2013).

2.6.2 Inflamacdo

Durante a FH, os danos hepéaticos e a morte dos hepatocitos induzem respostas
inflamatorias, com o recrutamento de células do sistema imune, liberacdo local e sistémica de
mediadores inflamatorios e maior chance de desenvolver sindrome da resposta inflamatoria
sistémica / systemic inflammatory response syndrome (SIRS). A SIRS esta associada ao pior
progndstico do paciente, maior chance de infeccdes e desenvolvimento da EH (Azhari; Swain,
2018; Butterworth, 2016; European Association for the Study of the Liver, 2017). A SIRS é

caracterizada pela liberacdo intensa de mediadores inflamatorios, conhecida como “tempestade



de citocinas”. Em pacientes com FHA, é comum a ocorréncia da SIRS. Os principais mediadoré3
inflamatdrios observados no soro dos pacientes com EH e nos modelos experimentais animais
da FHA séo TNF, IL-1B e IL-6 (Butterworth, 2016; Tranah et al., 2013). Muitos pacientes
cirréticos sdo imunossuprimidos, o que também favorece o desenvolvimento de infecgdes e
sepse (Kerbert; Jalan, 2020). Em modelos experimentais da EH, estratégias terapéuticas com
acao anti-inflamatdria revelam melhora nas atividades cognitivas e motoras (Coltart; Tranah;
Shawecross, 2013; Dadsetan et al., 2016a; Dadsetan et al., 2016b; Hernandez-Rabaza et al.,
2015; Luo; Guo; Cao, 2015; Luo et al., 2015; Santos; Toscano; Rachid, 2023). Portanto, a
inflamacéo apresenta um papel importante no desenvolvimento e progressao da EH (Azhari;
Swain, 2018; Butterworth, 2016; Tranah et al., 2013).

2.6.2.1 Inflamagdo periférica e neuroinflamacéo

Ha uma linha crescente de estudos que mostram a associacdo da inflamacéo sistémica e
da neuroinflamacdo, bem como a ativacdo glial, com as doencas neuropsiquiatricas, como
depressdo, ansiedade, doenca de Alzheimer e de Parkinson (Blank; Prinz, 2013; Reus et al.,
2015). Varios trabalhos mostraram a correlacdo da inflamacdo periférica, por exemplo,
obesidade, doencas autoimunes e infec¢des, atuando como indutores do prejuizo cognitivo,
depresséo e ansiedade (Blank; Prinz, 2013; Butterworth, 2016; Reus et al., 2015).

Ao atingir o SNC, os mediadores inflamatorios periféricos interagem com as células
endoteliais / endotelial cells (ECs), microglia e astrdcitos. Essas células ativadas contribuem
para 0 aumento e a manutencdo das respostas inflamatdrias e do estresse oxidativo. Na EH,
todas essas células desempenham funcgdes essenciais, tanto na tentativa da reducéo de danos,
controle dos niveis da amdnia no SNC e restauracdo da homeostase, quanto na manutenc¢éo da
neuroinflamacdo. Quando essas células assumem um papel ndo resolutivo na inflamacéo,
podem contribuir para o desenvolvimento de doengas e sindromes neuropsiquiatricas (Jaeger;
DeMarrow; McMillin, 2019; Takahashi et al., 2021; Wahab et al., 2019).

A progressdo da EH tem sido correlacionada com o aumento dos niveis das citocinas
pro-inflamatorias e da ativagdo astrocitaria e microglial em pacientes e em modelos
experimentais. Nos subtdpicos seguintes serdo abordados os papeis das ECs, do astrdcito e da

microglia na EH.
2.6.2.2 Célula endotelial (EC)

As ECs compdem a BHE protegendo e dificultando a entrada de substancias e



microrganismos potencialmente prejudiciais a0 SNC. Na EH, é observada diminuicdo d@$
niveis da ocludina e zonula occludens-1, no cerebelo (Balzano et al., 2021), e de claudina 5, no
cérebro (Baek et al., 2020), mostrando que ha aumento da permeabilidade da BHE, o que
favorece a entrada de substancias neurotoxicas, microrganismos e células inflamatorias
periféricas. Em modelo experimental de FHC, a infiltracdo de celulas inflamatorias periféricas
nas meninges cerebelares foi facilitada pelo aumento da permeabilidade da BHE (Balzano et
al., 2021). Além disso, as primeiras células com que os mediadores inflamatorios periféricos
interagem, ao atingirem o SNC, séo as ECs. Alguns mediadores inflamatérios periféricos, como
0 TNF, exibem acdo vasodilatadora, bem como atuam sobre as ECs induzindo a producéo de
mediadores inflamatdrios no SNC que, por sua vez, terdo sua ac¢do principalmente sobre as
células da glia (Jayakumar; Rama Rao; Norenberg, 2015). O tratamento com amonia na cultura
de ECs aumentou o estresse oxidativo, com a producao de radicais livres e 6xido nitrico / nitric
oxide [(NO) (Jayakumar et al., 2012)], e a expressao do receptor do tipo toll 4 / toll-like receptor
4 (TLR4), um receptor de membrana envolvido na cascata de sinalizacdo inflamatoria
(Jayakumar et al., 2014). E também em modelo experimental de rato com FHA induzido por

tioacetamida (TAA), houve aumento da expressdo de TLR4 nas ECs (Jayakumar et al., 2014).
2.6.2.3 Micrdglia

A micrdglia € uma célula imune residente no SNC, cuja fungdo é modular a inflamacéo
e proteger contra patdgenos. E amplamente conhecido que a micréglia desempenha importante
papel na plasticidade sindptica, bem como no desenvolvimento e progressdo das doencas
neuropsiquitricas (Perez-Rodriguez; Blanco-Luquin; Mendioroz, 2021).

Na neuroinflamacdo, a micrdglia sai do estado quiescente e passa para o estado ativado,
respondendo aos estimulos ambientais. O TNF pode levar a ativacdo microglial, que, por sua
vez, promove a liberacdo de mediadores inflamatorios e oxidativos, amplificando a
neuroinflamacdo. A estimula¢dao com interferon y (IFN-y) e TNF, em cultura celular de
micrdglia, promoveu a ativagdo microglial e aumentou a expressao de ciclooxigenase 2 (COX-
2), TNF, IL-6 e IL-1p (Siddiqui; Lively; Schlichter, 2016), acompanhado da elevagdo dos niveis
do fator nuclear kB [(NF-kB) (Bras et al., 2020)]. A microglia tem importante papel sobre a
modulagdo da plasticidade sinaptica, sendo capaz de liberar, em homeostasia, fatores
neurotroficos, como fator neurotrofico derivado do cérebro / brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), e citocinas neuromoduladoras,. Em processos patologicos, a fungéo fisiologica da

microglia estd comprometida, e isso pode acarretar em desregulacdo na plasticidade sinéptica e



em doencas neurodegenerativas, por exemplo, doenca de Alzheimer e de Parkinson (Pere?
Rodriguez; Blanco-Luguin; Mendioroz, 2021).

Na fisiopatologia da EH é observado que a amonia pode ativar a resposta inflamatéria e
estresse oxidativo e nitrosativo na micrdglia (Azhari; Swain, 2018; Butterworth, 2016). Além
dos mediadores inflamatorios e da amdnia, leucdcitos periféricos adentram o SNC e provocam
a ativacao da glia (Kramer et al., 2019). Diversos modelos experimentais da EH como, por
exemplo, EH desencadeada por FHA, FHC e hiperamonemia, mostraram ativacao microglial no
hipocampo e no cerebelo e consequente elevacao de citocinas inflamatorias no encéfalo (Golshani
etal, 2019; Hernandez-Rabaza et al., 2015; 2016a; 2016b). Hernandez- Rabaza et al. (2016a;b)
registraram aumento das citocinas IL-6 e IL-1B e ativagdo microglial no hipocampo e no
cerebelo de ratos com hiperamonemia induzida por dieta. Houve reducéo da funcéo microglial
com perfil anti-inflamatorio e resolutivo no hipocampo (Hernandez-Rabaza et al., 2016a) e no
cerebelo (Hernandez-Rabaza et al., 2016b). Muitas substancias e farmacos com efeito anti-
inflamatorio reduziram a neuroinflamacéo e a ativacdo microglial em modelos experimentais
de EH, bem como melhoraram a atividade e coordenacdo motora, a memdria espacial, a
habilidade de aprendizagem e provocaram o aumento do tempo para atingir o coma, dentre

outros parametros alterados nos modelos de EH (Santos; Toscano; Rachid, 2023).
2.6.2.4 Astrdcitos

Os astrocitos sdo células da glia, os quais apresentam papel fundamental na nutricao dos
neurdnios, recaptacao dos neurotransmissores na fenda sinaptica e controle da homeostase do
SNC. Expressam uma série de receptores, como os de padrdes moleculares associados a danos
/ damage-associated molecular patterns (DAMPS) e a patégenos / pathogen-associated
molecular patterns (PAMPS), receptores para citocinas, quimiocinas e neurotransmissores;
portanto, o astrdcito possui também atuacdo ampla na neuroinflamagéo. A astrogliose é uma
reacao evolutivamente conservada com papel de: aumentar a neuroprotecédo, limitar lesoes,
auxiliar na protecdo da BHE e facilitar a regeneracdo no SNC (Verkhratsky; Nedergaard, 2018).
Hoje, é conhecido que o astrOcito participa ativamente no desenvolvimento e na progressao
das doencas neuropsiquidtricas, sendo ainda a principal célula responsavel pela neutralizagéo
daaménia no SNC (Gorg; Karababa; Haussinger, 2018). Rama Rao et al. (2010) apontaram que
as citocinas TNF, IL-1B, IL-6 e IFN-y, quando adicionadas a cultura de astrécitos,
provocaram edema astrocitario. A sensibilizacdo prévia com amonia potencializou o edema

astrocitario na cultura, mostrando a relacdo de sinergismo e potenciagdo da



hiperamonemia e a inflamag&o sobre o astrécito (Rama Rao et al., 2010). O edema astrocitardb
prejudica a atividade normal do astrécito como, por exemplo, a recaptacdo de Glu na fenda
sinaptica, o que leva a maior atividade das vias glutamatérgicas no SNC. Estudos post mortem
em pacientes cirréticos com EH confirmaram aumento de biomarcadores para estresse
oxidativo. Nessa linha, a hiperamonemia e a neuroinflamacdo sdo capazes de induzir a
formacéo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio nos astrécitos (Gorg et al., 2010). A
proteina astroglial, S100, que pode ser detectada no soro como um indicador da leséo glial e
disfuncdo da BHE, a depender do nivel, estd associada com a severidade da EH, sendo
cogitada como um potencial biomarcador diagnostico da EH (Chavarria et al., 2013).

Embora o astrocito esteja envolvido na progressao da EH, ele também possui papel
neuroprotetor na tentativa da reducdo de danos. A presenca dos astrécitos em cultura de
neurdnios tratada com aménia reduziu a quantidade das células apoptoticas e preveniu a

producdo de radicais livres (Rao et al., 2005).
2.6.25 TNFeEH

O TNF é uma citocina amplamente conhecida por estar envolvida na progressao de
diversas doencas neurologicas, neurodegenerativas e psiquiatricas, como, por exemplo,
epilepsia, doenca de Alzheimer e de Parkinson, transtorno de estresse pos-traumatico,
depresséo, ansiedade generalizada, entre muitas outras (Blank; Prinz, 2013; Reus et al., 2015).
Na EH, muitos estudos mostram que o TNF pode estar aumentado tanto na periferia, quanto no
SNC (Butterworth, 2016; Odeh et al., 2005). Modelos experimentais da EH desencadeada por
FHA e FHC apresentaram aumento dos niveis do TNF no soro e no cortex (McMillin et al., 2016;
2017). Estudos comprovam que a reducdo ou a inibicdo do TNF estdo relacionadas com a
melhora da inflamacdo periférica, da neuroinflamagdo e dos perfis cognitivos e motores em
modelos experimentais da EH (Chastre et al., 2012; Dadsetan et al., 2016a; 2016b).

Diversos modelos experimentais da EH indicam niveis de marcadores inflamatorios
elevados, déficit cognitivo no aprendizado e na memoria e reducdo da atividade locomotora
(Faleiros et al., 2014; Hernandez-Rabaza et al., 2016a; 2016b; Miranda et al, 2010). Drogas
com efeito anti-inflamatério, direcionadas ao tratamento de outras doencgas, revelaram-se
capazes de melhorar danos no SNC, recuperar a capacidade cognitiva e a atividade locomotora,
além de reduzir os niveis das citocinas inflamatorias, em estudos pré-clinicos da EH (Luo et al.,
2015). Por exemplo, o etanercepte (ETA), farmaco inibidor de TNF utilizado para o tratamento

de artrite reumatoide, foi empregado em modelo experimental de camundongo com EH



desencadeada por FHA. O ETA reduziu os niveis séricos das enzimas indicadoras de leséo nd$
hepatocitos, ALT e AST, bem como os niveis de amonia; além de atenuar a inflamacdo
periférica e central, reduzindo TNF e IL-6, avaliados até aproximadamente 24h apds inducéo
daFHA. No SNC, o ETA reduziu a ativagdo microglial, aumentou a concentragéo da glutationa
(importante antioxidante) e prorrogou o tempo para atingir o coma, no modelo experimental de
EH tipo A (Chastre et al., 2012). Em modelo da EH tipo C, em rato, 0 emprego do infliximabe,
um inibidor de TNF para o tratamento de doencas autoimunes como a atrite reumatoide,
conseguiu modular a inflamacgéo periférica e melhorar o desempenho motor e cognitivo de
aprendizagem e memoria, na EH tipo C em ratos (Dadsetan, et al., 2016a; 2016b). O efeito do
infliximabe no comportamento foi associado a modulacdo das vias de glutamato e &cido vy-
aminobutirico (GABA) no hipocampo (Dadsetan et al., 2016b) e no cerebelo (Dadsetan et al.,
2016a), respectivamente.

Os estudos sugerem uma possivel relacdo entre o TNF e o desenvolvimento/progressao
da EH (Odeh et al., 2005), e a sua inibicdo melhora os parametros inflamatorios periféricos
(Chastre et al., 2012; Dadsetan et al., 2016a; 2016b) e no SNC (Chastre et al., 2012), bem como
0 comportamento (Dadsetan et al., 2016a; 2016b) e o tempo de evolucdo para o coma (Chastre
etal., 2012).

O TNF pode apresentar-se na forma transmembrana (tmTNF) e soltvel (STNF). Essa
citocina tem seu papel bioldgico mediado pelos receptores transmembranas 1 (TNFR1 ou p55)
e 2 (TNFR2 ou p75). O sTNF tem alta afinidade pelo TNFR1, desencadeando respostas pro-
inflamatorias e de morte celular. O tmTNF liga-se aos dois receptores, sendo que, ao ativar o
TNFR2, induz respostas de sobrevivéncia celular e citoprotecdo (Medler; Wajant, 2019).
Embora ndo sejam completamente esclarecidos, diferentes papéis do TNFR tém sido relatados
em doencas no SNC, como, por exemplo, o TNFR1 promoveu inflamacdo microglial e
neurotoxicidade na desmielinizacdo, e 0 TNFR2 mediou neuroprotecdo quando houve
excitotoxicidade no modelo experimental de desmielinizacdo inflamatéria (Lu et al., 2008;
Wheeler et al., 2006). Foi demonstrado que o aumento da expresséo do precursor do TNF no
cérebro é acompanhado por uma tendéncia a maior expressdo de TNFR1 e menor expressao de
TNFR2, apo6s infarto do miocardio em camundongos (Gouweleeuw et al., 2017). Entretanto,
essa correlacdo nem sempre € linear. O pré-tratamento com anticorpos neutralizadores do TNF
foram parcialmente efetivos ou inefetivos na prevengdo da necrose hepética induzida por
paracetamol em camundongo. Nesse contexto, o pré-tratamento com anti-TNF, uma hora antes
da FHA, ndo foi capaz de impedir 0 aumento do TNF no soro e necrose hepatica induzida por

paracetamol em camundongo (Simpson et al., 2000). Portanto, mais estudos sao necessarios



para entender a participacao fisiopatologica do TNF, em especial na EH. 38
2.6.2.6 Mediadores inflamatérios na EH

Mediadores inflamatdrios pré- e anti-inflamatérios sdo constantemente liberados e
regulados durante a homeostase. Em uma condicdo patoldgica € comum a desregulacdo na
liberacdo desses mediadores, favorecendo ou suprimindo uma doenca. Por exemplo, em
pacientes com FHA (Xing et al., 2007), cirréticos (Kaps et al., 2023) e em modelos animais
(Faleiros et al., 2014; Oliveira et al., 2022b), é observado aumento dos mediadores pro-
inflamatérios TNF, IL-6, IL-1B, IFN-y e IL-12p70, sendo também observada reducdo de
mediadores anti-inflamatorios, como a 1L-10 (Lima, 2019a). E importante ressaltar que a IL-10
é uma citocina amplamente conhecida por seu papel neuroprotetor e regulador no SNC, capaz
de regular a liberacdo de mediadores inflamatorios, modular a agdo microglial e favorecer a sua
acao anti-inflamatoria (Porro; Cianciulli; Panaro, 2020; Saraiva; Vieira; O'Garra, 2020).
Adicionalmente, os niveis cerebrais da IL-10 estdo reduzidos em doencas neuropsiquiatricas,
como a depressdo. Na EH foi observada reducdo nos niveis plasmaticos da IL-10, em ratos com
hiperamonemia induzida por dieta (Balzano et al., 2020; Malaguarnera et al., 2019), e no
hipocampo, em ratos com FHC induzida por TAA (Hajipour et al., 2023).

As IL-6, IL-12p70 e IFN-y sdo citocinas com papel majoritariamente pré-inflamatério.
A IL-6 esta relacionada as doengas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas como, por exemplo,
depressdo, doenca de Alzheimer e de Parkinson. Estudos indicam que pacientes cirr6ticos
com EH manifestam aumento sérico da IL-6, e os niveis de IL-6 foram diretamente
correlacionados com a gravidade da EH (Luo et al., 2012; Luo et al., 2013; Rey; Effendi-Y's,
2021). Nesse contexto, a IL-6 sérica tem sido apontada como um potencial preditor da presenca
da EHM (Luo et al., 2012) e da EH evidente (Luo et al., 2013). Em concordancia, estudos
sugerem uma importante participacdo da IL-6 em modelos experimentais de FHA e FHC com
ratos e camundongos, nos quais detectou-se 0 aumento da IL-6 no soro, no cérebro e cerebelo
(Chastre et al., 2012; Franca et al., 2019; Gamal et al., 2014; Jiang; Desjardins; Butterworth,
2009; McMillin et al., 2016; Opoku et al., 2020).

A 1L-12p70 ativa células do sistema imune inato e adaptativo, promove sua
sobrevivéncia e realca a funcdo dessas celulas como, por exemplo, induzindo a liberagédo de
IFN-y e TNF (Del Vecchio et al., 2007). O IFN-y é uma citocina liberada apds insulto
inflamatdrio, possui atividade antiviral, imunomoduladora e estimula a sintese de TNF, além de

recrutar leucécitos. Ambas as citocinas sdo observadas aumentadas em modelo de EH induzida



por TAA (Oliveira et al., 2022b), em pacientes cirréticos (Kaps et al., 2023; Tilg et al., 1993
e com FHA (Xing et al., 2007).

A CCL2 é uma quimiocina envolvida na quimiotaxia de mondcitos e producdo de
espécies reativas de oxigénio / reactive oxigen species [(ROS) (Palomino; Marti, 2015)]. Na
EH h& aumento da ativacdo da via pro-inflamatéria da CCL2 por inducdo do TNF;
adicionalmente, essa via € capaz de modular/alterar a liberacdo do glutamato no hipocampo e
do GABA no cerebelo, culminando em prejuizos cognitivos e motores, respectivamente
(Mincheva et al., 2022; Okkay et al., 2022). Outro importante mediador inflamatério envolvido
na EH é a fractalquina, ou CX3CL1, uma quimiocina cuja acdo é mediada pela ligacdo ao
receptor CX3CR1. A ativacdo microglial frequentemente é modulada pela via
CX3CL1/CX3CR1 (Ahn et al., 2019). Fisioldgica e patologicamente, a interacdo CX3CL1-
CX3CR1 exerce um papel dual, favorecendo o desenvolvimento e progressdo de doencas
neurodegenerativas e do figado, mas também pode funcionar como protetor e regulador em
doencas nesses orgaos (Lee et al., 2018). Mangas-Losada et al. (2019) mostraram que pacientes
cirréticos com EHM apresentaram aumento de CX3CL1 no soro, e 0s pacientes que respondem
ao tratamento com rifaximina tém reducdo nos niveis sericos de CX3CL1 (Mangas-Losada et
al., 2019). Ratos com FHC possuem CX3CL1 aumentados no soro, duas e quatro semanas apds
a inducdo da FHC. Foi observado também aumento de CX3CL1 nas meninges e na camada
branca do cerebelo, quatro semanas ap6s a inducdo da FHC. Além disso, a infiltracdo de
linfocitos CD4* e mondcitos-macréfagos nas meninges cerebelares foi mediada por CX3CL1,
CCL2 e CCL20, e pelo aumento da permeabilidade da BHE (Balzano et al., 2021). Entretanto,
McMuillin et al. (2016) observaram reducdo da expressdo do receptor CX3CR1 no cortex no
modelo experimental de FHA em camundongos. Adicionalmente, comprovaram que a injecao
cérebro-ventricular de CX3CL1 soltvel reduziu a quantidade de IL-6, TNF, CCL2 e ativacao e
proliferagdo microglial no cértex de animais com FHA. Os animais com FHA que receberam
CX3CL1 soluvel tiveram declinio cognitivo mais lento e maior tempo para chegar ao coma
(McMillin et al., 2016). Portanto, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo das
acOes protetora e pro-inflamatéria da CX3CL1 na sindrome EH.

No desenvolvimento e progressdo da EH, nos processos inflamatorios ha uma relacéo
sobre a liberacéo e inibicdo de citocinas e quimiocinas, e o desbalango favorece a resposta pro-

inflamatoria, provoca a neuroinflamacéo e culmina nas altera¢fes cognitivas e motoras.

2.6.2.7 Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)



O fator neurotrofico derivado do cérebro / brain derived neurotrophic factor (BDNf§
desempenha um papel relevante na prevencdo das doencas no SNC, fisiologicamente, é
essencial na plasticidade sindptica e na neurogénese (Numakawa; Odaka; Adachi, 2018).
Diversos modelos experimentais animais demonstraram que o BDNF tem papel fundamental
na aprendizagem e memoria, e a sua reducdo no cérebro pode prejudicar a cogni¢do. Além
disso, a diminuicdo dos niveis do BDNF esta associada com a progressdo das doencas
neuroldgicas, neurodegenerativas e psiquiatricas (Numakawa; Odaka; Adachi, 2018).

Modelos experimentais da EH apresentaram reducdo do BNDF no cortex cerebral (Ding
et al., 2017b; Franca et al., 2019) e no hipocampo (Magen et al., 2009, 2010). Em modelo de
EHM em rato, também foi observada reducdo do BDNF no cértex cerebral (Ding et al., 2017).
Franca et al. (2019) sugerem que o aumento do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo,
em modelo experimental da EH tipo A induzida por TAA em camundongos, esta associado com
a reducdo do BDNF no cortex cerebral e com modificacbes morfoldgicas dos astrocitos e da
microglia (Franca et al., 2019). Ademais, houve reducdo do BDNF no hipocampo e diminuicéo
da funcdo cognitiva e motora em camundongo com EH tipo A e C, apés FHA induzida por TAA
e ligacdo de ducto biliar (LDB), respectivamente (Magen et al., 2009, 2010). Intervencdes
farmacoldgicas mostraram aumentar o desempenho cognitivo e os niveis do BDNF no cérebro.
Apos a utilizagdo do canabidiol (CBD), os animais com LDB obtiveram melhora na funcédo
cognitiva e motora. Os autores atribuiram a melhora do desempenho comportamental ao
aumento do BDNF e a reducéo dos niveis do TNF, expressao do TNFR1 e ativacdo microglial
no hipocampo, apés o tratamento com CBD (Magen et al, 2009). O tratamento com tadalafil,
farmaco inibidor da enzima fosfodiesterase 5 utilizado na clinica terapéutica para disfuncédo
erétil, mostrou melhorar o aprendizado, a memoria e a neuroplasticidade em camundongos com
FHA induzida por TAA. Esses efeitos positivos foram associados ao aumento dos niveis do
BDNF no cortex cerebral, bem como a reducdo da neuroinflamagdo, com a diminui¢do dos
niveis do TNF, IL-1pB, IL-6, ativacdo microglial e astrocitaria no cortex cerebral e hipocampo
(Franca et al., 2019).

2.7 Modelo experimental da EH com tioacetamida (TAA)

Modelos experimentais sdo capazes de mimetizar as caracteristicas pertinentes a
doencgas e sindromes como, por exemplo, as alteragcBes cognitivas e motoras detectadas em
pacientes com EH (Lima et al., 2019). Os modelos experimentais da EH utilizam

principalmente ratos e camundongos machos e fémeas induzidos(as) com FH. Em modelo de



EH tipo A, a FHA geralmente é induzida por drogas como, por exemplo, o acetaminofefd
(paracetamol), azoximetano (AOM) ou TAA. O modelo de EH tipo C geralmente é
desencadeado pela LDB e pelo modelo de cirrose hepatica induzida por drogas, como a TAA
(Lima et al., 2019). Durante a FH, seja aguda ou crénica, ha& um comprometimento massivo do
funcionamento do figado, levando, por vezes, a morte de hepatocitos. Na FH, grande parte do
parénquima hepatico pode estar comprometido, reduzindo a atividade normal do figado; isso
inclui alteracGes no metabolismo de proteinas, carboidratos e gordura, reducdo da detoxificacao
de substancias, hiperbilirrubinemia/ictericia, coagulopatia e inflamacdo. A lesdo e a morte dos
hepatdcitos resultam no prejuizo da funcdo hepaética, levando ao excesso de substancias toxicas,
como a amonia. Além disso, induzem o estresse oxidativo e a liberacdo de mediadores
inflamatdrios. A lesdo aguda e massiva do figado ou a descompensacdo da doenca hepatica
crbnica acarretam em consequéncias em outros Orgdos como rim, coracdo e encéfalo
[(Sepehrinezhad et al., 2021) (Fig. 4)].

A TAA (CHsCSNHz) é uma substancia originalmente usada como fungicida em
lavouras de laranja. A exposicao cronica a TAA incentiva o desenvolvimento de cirrose e
carcinoma hepatocelular. A TAA depende da metabolizacdo hepatica, pela acao catalitica do
complexo microssomal citocromo P-450, em S-dioxido de TAA, para que seu efeito seja tdxico.
Esse metabolito reduz a atividade antioxidante no figado, acentuando a peroxidacdo lipidica e
estabelecendo uma condicdo de estresse oxidativo que leva a necrose celular [(Tunez et al.,
2005) (Fig. 4)].

A TAA induz FH e tem sido amplamente utilizada como substancia indutora de FHA e
FHC em modelos experimentais de EH. Ratos e camundongos com cirrose hepatica e FHA
induzidas por TAA mostraram aumento de ALT, AST, fosfatase alcalina, bilirrubina direta,
bilirrubina total, creatinina e aménia no soro (Mendez et al., 2008; Sepehrinezhad et al., 2021;
Yang et al., 2013). A avaliacéo histopatologica do figado em animais com cirrose induzida por
TAA mostrou numerosos nodulos de diversos tamanhos, hepatite cronica em 70% dos animais,
e alto grau de apoptose (Mendez et al., 2008). Em modelo de FHA em ratos, a TAA induziu
lesdo hepatica progressiva, sendo observado, 12 horas apés a indugéo da leséo, dano hepético
leve com degeneracdo hidropica e presenca de infiltrado de mondcitos, especialmente proximo
a veia central. Ao longo do tempo o dano hepatico tornou-se mais evidente. Vinte e quatro horas
apos a indugdo da FHA, detectaram-se necrose focal intensa, inflamagdo e presenca de
degeneracdo nos hepatdcitos mais intensa e difusa. Trinta e seis horas ap06s a indugdo com TAA,
a arquitetura inicial do figado, préximo a veia central, € completamente perdida, com infiltrado

inflamatdrio no tecido lesionado e degeneracdo intensa e pronunciada (El Khiat et al., 2019).



Em modelo experimental de EHM, desencadeada por FHA induzida por TAA em ratos, 21 didd
apos a inducdo (d.p.i.), a histopatologia mostrou alteragdo hepatotoxica moderada, com
numerosos hepatdcitos com nucleo dilatado, sendo que poucos sofreram degeneragéo vacuolar.
Na microscopia eletronica foi possivel constatar acumulacéo de gotas de lipideo nos hepatdcitos
(Hilgieretal., 1999). Em suma, a TAA é capaz de induzir FH em diversos modelos experimentais,
causando dano hepatico consideravel.

As avaliacOes cognitivas e comportamentais em ratos e camundongos com cirrose ou
FHA induzidas por TAA mostraram reducdo da atividade locomotora e déficit no aprendizado
e memodria espacial, bem como aumento do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo (El
Khiat et al., 2019; Franga et al., 2019; Jiao et al., 2021; Lima, 2019; Mendez et al., 2008;
Miranda et al., 2010). Além das alteragdes comportamentais, esses modelos levaram a
alteracdes no SNC. Os animais com cirrose induzida pelo consumo cronico de TAA, diluida na
agua durante 12 semanas, acusaram presenca de astrocitos Alzheimer do tipo Il no hipocampo
e nos corpos mamilares, os quais se localizam na parte posterior do hipotdlamo e estdo
envolvidos com aprendizado e memoaria (Mendez et al., 2008).

Camundongos com FHC desenvolveram aumento da ativacdo astrocitaria e microglial,
elevacdo dos niveis do TNF, IL-1B, IL-6, degeneracdo sinaptica e reducdo de neurbnios e
BDNF no cortex e no hipocampo, 19 d.p.i. da FH com TAA (Franca et al., 2019). Também foi
observada necrose neuronal e ativacdo astrocitaria no estriado de ratos com EHM, 21 d.p.i. da
FH por TAA (Hilgier et al., 1999).

Nosso grupo de pesquisa (Neuropatologia Translacional) vem estudando os aspectos
clinicos, patoldgicos e inflamatérios da EH tipo A induzida por TAA em camundongos (Faleiros
etal., 2014; Miranda et al., 2010). O modelo da EH utilizado no presente trabalho foi por FHA,
induzida por TAA em dose Unica de 600 mg/kg, injetada por via intraperitoneal (i.p.), em
camundongo. Nesse modelo de EH do tipo A houve aumento das enzimas hepéticas ALT e
AST (Miranda et al., 2010), hiperamonemia, inflamac&o e lesao hepética (Faleiros et al., 2014),
24 horas ap0s a inducdo da EH. No SNC, animais administrados com TAA mostraram edema,
alterac6es morfoldgicas nos astrocitos e nas células endoteliais cerebrais (Faleiros et al., 2014),
aumento de Glu e déficit cognitivo (Miranda et al., 2010). Recentemente, constatou-se que 0s
animais com EH induzida por TAA exibiram comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo
semelhante em humanos, somado as alteragdes morfoldgicas dos astrocitos e da micréglia e a
reducdo da expressdo do BDNF no cortex cerebral (Lima, 2019). Nesse modelo, as alteraces
comportamentais e cognitivas, principalmente quanto a memodria, ainda ndo foram

completamente caracterizadas. Portanto, este presente estudo teve por um dos objetivos



contribuir com a compreensdo das alteragdes comportamentais cognitivas da memoria e a3
atividade locomotora na EH tipo A, associadas as les6es histopatoldgicas, bem como ao perfil

inflamatdrio da EH nesse modelo.

Figura 4 - Encefalopatia hepética induzida por tioacetamida
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Ainjecdo intraperitoneal de tioacetamida leva a lesdo hepatica pelo aumento da producéo do estresse oxidativo e
inflamagdo. Com a disfuncéo hepética, o figado ndo consegue eliminar as toxinas da circulagdo, como a aménia.
Esses agentes produzem inflamacéo sistémica através da ativagdo de células do sistema imune periférico, como
mondcitos e neutréfilos circulantes. A aménia e outros agentes tdxicos atingem o SNC e causam alteragdes
patol6gicas como a neuroinflamacdo, gliopatia, neuropatia, edema cerebral, hipertensdo intracraniana e herniacéo
cerebral. BBB: barreira hematoencefalica; B7: moléculas B7; CCL2: quimiocina ligante 2; CTLAA4: proteina 4
associada ao linfécito T citotéxico ; CYPEL: citocromo P450 familia 2 subfamilia E membro 1; DAMPS: dano
associado a padroes moleculares; HMGBs: proteinas de caixa de grupo de alta mobilidade; HO-1: heme oxigenasse
1; IFN-y: interferon v; IL: interleucina; iNOS: 6xido nitrico sintetase induzivel; LPS: lipopolissacarideos; NH4*:
amonio; NF-kB: fator nuclear kB; NO: 6xido nitrico; ROS: espécie reativa de oxigénio; S100: proteina S100;
TAA: tioacetamida; TASO2: sulfoxido de tioacetamida; TNF: fator de necrose tumoral. Fonte: Sepehrinezhad et
al. (2021).

3 JUSTIFICATIVA

A EH é uma sindrome debilitante que reduz a qualidade de vida e aumenta a necessidade
de hospitalizagbes para o paciente com doenga hepatica. O tratamento é escasso, de baixa
eficacia e pouca adesdo. Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento e
progressao da EH ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Em especial, evidéncias sobre a
participacdo do TNF e seus receptores na neuroinflamac&o ou neuroprotecéo durante a EH por

TAA sdo igualmente escassos. Nesse cenario, estudos abordando aspectos da EH, como




alteragdes cognitivas e motoras e a neuroinflamag&o, tornam-se essenciais. Considerando que*6
TNF € uma citocina central na fisiopatologia da EH, o entendimento da relacdo desta citocina
com os seus receptores fornece dados Uteis ao desenvolvimento de novos e mais eficientes alvos

terapéuticos para o tratamento desta sindrome neuroldgica.



4 OBJETIVO GERAL 45

O objetivo do presente estudo € investigar a EH experimental induzida por tioacetamida
sobre a avaliagdo dos parametros comportamentais, patoldgicos e neuroinflamatérios em
camundongos C57BL/6 selvagens / wild type (WT) e deficientes para o receptor 1 do TNF
(TNFR17).

Para melhor compreenséo, o trabalho desenvolvido sera apresentado em dois capitulos.
No Capitulo 1, serdo abordados os testes comportamentais e a histopatologia na EH ao longo
do tempo, utilizando camundongos C57BL/6 WT. No Capitulo 2, sera abordada a avalia¢do da

atividade locomotora e a neuroinflamacdo na EH em camundongos WT e TNFR1™"".



CAPITULO 1 46

Este capitulo discorrerd sobre os experimentos realizados com camundongos fémeas
submetidos a EH da linhagem C57BL/6 WT, onde o principal objetivo foi avaliar a atividade

locomotora, a memoria e as alteragdes histopatoldgicas no encéfalo e no figado.
5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos C57BL/6 WT dos grupos controle e submetidos a EH induzida por
TAA:

a) Avaliar as alteragdes comportamentais da atividade locomotora no teste de campo
aberto ao longo do tempo;

b) Avaliar os parametros associados a memoria no teste de reconhecimento de novo
objeto, teste do labirinto em Y e teste de Barnes;

c) Descrever as alteracGes histopatoldgicas no encéfalo e no figado.



6 MATERIAL E METODOS 47
6.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas entre 8-12 semanas de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos com racdo e agua
ad libitum, em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-escuro de 12h, no
Laboratorio Conceicdo Machado do Departamento de Morfologia, do ICB da UFMG. Todos 0s
procedimentos deste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMG, sob o protocolo 393/2017.

6.2 Inducdo da lesdo hepatica aguda

Todo o procedimento da inducéo da leséo hepatica aguda (LHA) foi realizado segundo o
protocolo em Miranda et al. (2010) e Faleiros et al. (2014), descrito a seguir. A LHA foi
induzida a partir de uma injecdo unica de TAA (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por via i.p.
na dose de 600 mg/kg no volume de 200 pl. O calculo foi feito com base no peso médio dos
animais. A TAA foi pesada e diluida em salina estéril. Devido & toxicidade da droga, esse
processo foi realizado em capela de exaustdo de gases. Apos a diluicdo a droga foi brevemente
homogeneizada e administrada nos animais. Imediatamente apos a injecdo de TAA por via i.p.,
os animais receberam 500 ul de solucéo de glicose 5% (Ecoflac plus®) por via subcutanea, para
evitar hipoglicemia e desidratacdo. Para evitar hipotermia, os animais foram mantidos em uma
caixa aquecida por uma manta térmica durante duas horas e, subsequentemente, colocados na
caixa de origem e levados a raque de armazenamento. Os animais foram frequentemente
monitorados durante aproximadamente seis horas apos a injecdo com a TAA. Os animais
controles foram expostos aos mesmos procedimentos, exceto a injecdo de TAA. Nesse caso,
receberam injecdo i.p. de salina estéril no mesmo volume, 200 pl (Faleiros et al., 2014; Miranda
et al., 2010).

Quadro 2 - Grupo experimental 1

Nome Grupo
Controle Animal selvagem que recebeu salina
EH Animal selvagem submetido a LHA por TAA

Nome dos grupos experimentais e seus correspondentes. EH: encefalopatia hepatica; LHA: lesdo hepética aguda;
TAA: tioacetamida. Fonte: elaborado pela autora.
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6.3 Delineamento experimental

Os periodos avaliados foram selecionados baseados em estudos prévios que mostraram
alteracdes neuroldgicas e neuroinflamatdrias 24, 36 e 48 horas apds a exposicdo a TAA
(Faleiros et al., 2014) e déficits cognitivos 8 d.p.i. da lesdo hepatica (Avraham et al., 2011). A
inducdo da LHA foi realizada no dia zero (Dia 0). No 1° experimento o teste de campo aberto
foi praticado no 1° 3° e 7° d.p.i. No 7° d.p.i. 0os animais foram eutanasiados e coletadas as
amostras do figado e do encéfalo para analise histopatoldgica. No 2° experimento, apos a
inducdo da EH foram realizados os testes de RNO, do 5° ao 7° d.p.i., e 0 labirinto em Y no 8°
d.p.i. No 3° experimento, foi realizado o teste de campo aberto no 1°d.p.i. e o teste de Barnes,
do 3°ao 13°d.p.i. (Fig. 5).

Figura 5 - Delineamento experimental 1
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Dia 0 — Inducéo da LHA. 1° experimento: 1, 3 e 7 d.p.i. foi realizado o teste de campo aberto, em seguida foram
coletadas amostras do encéfalo e figado para andlise histopatoldgica. 2° experimento: foram aplicados os testes de
RNO nos 5, 6 e 7 d.p.i, e o labirinto em Y no dia 8. 3° experimento: foi realizado o teste de campo aberto no 1°
d.p.i. e o teste de Barnes, do 3° ao 13° d.p.i. d.p.i.: dia p6s inducdo; LHA: lesdo hepatica aguda; RNO: teste de
reconhecimento de novo objeto. Fonte: elaborado pela autora com imagens liberadas e autorizadas para uso pelo
Google e/ou feitas pelo artista Sketch Lanza.

6.4 Testes comportamentais

Todos os animais foram conduzidos ao local do experimento para ambientagcdo uma hora

antes dos testes a fim de minimizar os efeitos da transferéncia de ambiente sobre o resultado no




teste comportamental. Ap6s a avaliagdo de cada animal os aparatos foram devidamerft8
higienizados com alcool 70% para evitar a influéncia de odores durante o teste (Takahashi et

al., 2006). O protocolo de cada teste comportamental sera detalhado a seguir.
6.4.1 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado no 1°, 3°e 7° d.p.i., e no 5° d.p.i. para a habituacdo
ao aparato durante o teste de reconhecimento do novo objeto, (n=7-8 animais/grupo). O aparato
do teste de campo aberto (Insight®, SP, Brasil) consiste em uma caixa quadrada com dimensdes
30x30x30cm, com as paredes opacas e uma abertura manual na parte frontal do aparato. O teto
é completamente fechado com a cAmera acoplada ligada diretamente ao software Phenotype®,
que permite a filmagem e a geracéo dos dados do teste, neste caso, a distancia total percorrida
pelo animal na caixa (cm) durante 30 minutos (Fig. 6). Para iniciar o experimento, cada
camundongo foi colocado no aparato pela abertura manual na porcao dianteira do aparato. O
animal pdde mover-se livremente durante 30 minutos (Miranda et al., 2010; Faleiros et al.,
2014). Em seguida, o animal foi retirado do aparato de experimentacéo e colocado em sua caixa
de armazenamento. O aparato foi limpo com alcool 70% e seco antes da entrada e ap6s a retirada

de cada animal.

Figura 6 — Desenho representativo do aparato do teste de campo

Visdo frontal (esquerda) e visdo superior do interior da caixa (direita). Fonte: ilustrado pelo artista Sketch Lanza.

6.4.2 Teste de Reconhecimento de Novo Objeto

O teste de reconhecimento de novo objeto (RNO) foi executado seguindo o protocolo
descrito em Miranda et al. (2017) (n=7-8 animais/grupo). O teste RNO foi desempenhado no
mesmo aparato do teste de campo aberto e iniciou-se no 5° d.p.i., onde foi realizada a
habituacéo, aplicando o mesmo protocolo do teste de campo aberto, o qual o animal pbde

mover-se livremente na caixa durante 30 minutos (Fig. 7a). No 6° d.p.i. o animal foi colocado



Nno mesmo aparato, nesta fase, contendo dois objetos — cubos azuis — iguais em forma, tamanf@
e cor (objeto A’: o e A”: o), e pdde explorar o ambiente e os objetos por 5 minutos (Fig. 7b).
No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos depois do primeiro teste, foi avaliada a memdria de curta
duragdo, onde o animal explorou novamente o ambiente na presenga do objeto familiar (A’: )
— cubo azul — e substituindo o objeto A” foi colocado um novo objeto (B: A) diferente em forma
e cor — piramide vermelha (Fig. 7c¢). No dia seguinte (7° d.p.i.), foi avaliada a memoria de
longa duracdo, para isto o mesmo procedimento foi realizado, sendo que o objeto B foi
substituido pelo objeto C (+) — cilindro amarelo — com forma e cor diferentes dos objetos A” e
B (Fig. 7d). O tempo de exploracdo de cada objeto foi registrado em todas as etapas pelo
software Phenotype®. A contabilizacdo do tempo em cada objeto foi realizada manualmente
de forma cega para a avaliadora. O tempo de exploracdo foi considerado a soma do tempo
explorando cada objeto (novo + familiar). O indice de reconhecimento foi calculado a partir do:
[tempo gasto para explorar o novo objeto dividido pelo tempo gasto na exploracdo total dos
objetos (novo e familiar) multiplicado por 100 [novo / (novo + familiar) x 100]. Foi considerada
a exploracdo do objeto pelo animal qualquer contato fisico (tocar o objeto com o nariz ou patas)

ou orientacao ébvia para o objeto a uma distancia de 3 cm (Desruisseaux et al., 2008).

Figura 7 - Desenho representativo do aparato do teste de reconhecimento de novo objeto

(pem— —

a b c d

E = H A 0

-24h 00h 1:30h 24h

O teste foi realizado no aparato do teste de campo aberto representado com a caixa vazia (a). Apresentagdo aos
objetos A’ e A”: dois cubos azuis (b). Organizacdo do aparato para avaliacdo da memdria de curta duracdo: objeto
familiar A> — cubo azul, e novo objeto B — pirdmide vermelha (c). Organizacdo do aparato para avaliacdo da
memodria de longa duracéo: objeto familiar A’ — cubo azul, e novo objeto C — cilindro amarelo (d). Fonte: elaborado
pela autora com ilustracdo doada pelo artista Sketch Lanza.

6.4.3 Teste do labirintoemY

No 8°d.p.i., o teste de labirinto em Y foi realizado em um aparato de acrilico opaco em
forma de Y, no qual as plataformas (bragos) sdo fechadas lateralmente formando um labirinto
[(Fig. 8) (n=7-8 animais/grupo)]. Iniciado o teste, 0 animal foi colocado em um dos bracos onde

pdde mover-se livremente durante 5 minutos. Ao final do teste, o animal foi removido do



aparato e colocado em sua caixa de armazenamento. O experimento foi filmado por um
webcam, e foi avaliada, manualmente e de forma cega para a avaliadora, a entrada completa
nos bracos. Essa entrada foi considerada quando o animal avangou com as quatro patas para o
interior do braco. Em seguida, foi avaliada a alternéncia de entrada nos bracos, a qual foi
definida pelas entradas consecutivas nos trés bracos (ex.: ABC, BCA, CBA, etc). A
porcentagem de alternancia foi calcula pela formula [(n° total de alterndncia/n° total de entradas
- 2) x 100] (Salari et al., 2018).

Figura 8 - Desenho representativo do aparato do teste do labirinto em Y

Plataforma em forma de Y com as laterais fechadas. Fonte: Wijnen, Genzel e Meij (2024).

6.4.4 Teste de Barnes

O teste de Barnes foi iniciado no 3°d.p.i. da LHA, tendo duracéo de 11 dias consecutivos
[(n=15 animais/grupo) (Pitts, 2018)]. O aparato consiste em uma plataforma redonda de acrilico
branco fosco, com 122 cm de didmetro. Na porcdo periférica da plataforma, circundando o
aparato, estdo contidos 20 circulos vazados de 5 cm de didametro cada um. Em um dos circulos
pequenos, € acoplada uma caixa de escape preta. A plataforma fica apoiada a 40 cm de altura
do chéo. A sala de experimentacéo foi sistematicamente organizada com um pano de fundo preto
em forma de “U” em torno do aparato, com trés pistas ambientais fixadas, a saber: um quadrado

amarelo, um circulo vermelho e um triangulo roxo (Fig. 9).
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Sala organizada com fundo preto e com as pistas ambientais sistematicamente fixadas: quadrado (esquerda),
circulo vermelho (a frente) e triangulo roxo (direita). Aparato do teste de Barnes ao centro: plataforma redonda
com circulos vazados circundando a periferia. Fonte: ilustracdo do artista Sketch Lanza.

6.4.4.1 Teste de Barnes: habituacao e treino

No 3°d.p.i., foi feita uma habituacéo e um treino. Para habituacéo do animal no aparato,
o0 mesmo foi colocado em um cilindro completamente escuro e posicionado na plataforma no
quadrante inferior esquerdo do aparato, durante 15 segundos. Em seguida, o cilindro foi retirado
e o animal foi guiado a um circulo especifico da periferia (0 Unico que apresentava a caixa preta
acoplada). Entdo, o animal foi guiado pela cauda a entrar na caixa de escape, onde permaneceu
durante um minuto. O animal foi retirado e colocado novamente no cilindro posicionado no
centro do aparato por 15 segundos. Foi retirado o cilindro e o animal explorou o aparato durante
cinco minutos. Em seguida, foi colocado em sua caixa de armazenamento e mantido na sala de
teste ate o final do experimento.

Apbs a habituacdo de todos os animais, os mesmos foram submetidos ao treino, ainda
no 3° d.p.i. A caixa de escape foi disposta em outra posi¢do do aparato, em frente & pista
‘triangulo roxo’. Para realizar o treino, o animal foi colocado na posicao inicial, no quadrante
inferior esquerdo, dentro do cilindro preto por 15 segundos e em seguida foi retirado o cilindro.
Entdo, o animal pdde explorar o aparato durante trés minutos. Ao final desse tempo, se 0 animal
ndo entrou na caixa de escape, a experimentadora o guiou a entrar na caixa, onde o animal
permaneceu por 15 segundos. Caso o0 animal tenha entrado na caixa de escape ao final do treino,
a experimentadora apenas o voltava para a caixa de armazenamento. A experimentadora
permaneceu na sala de teste apenas durante a limpeza, manipulagéo direta do animal e nos 15
segundos que o animal ficou no cilindro preto. Do 4° ao 12° d.p.i., 0s animais foram expostos a

dois treinos diarios de trés minutos cada.
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No 13°d.p.i., foi realizado o teste, a caixa de escape acoplada ao aparato durante o treino
foi removida. Os animais foram colocados no centro da plataforma dentro do cilindro preto por
15 segundos. Imediatamente, o cilindro foi retirado e o animal pdde explorar a plataforma
durante um minuto. Foi contabilizada a laténcia, ou seja, o0 tempo que o animal demorou para
chegar ao circulo correto, que continha a caixa de escape durante os treinos (Tachiki et al., 2023).
Para obtencdo dos dados, foi acoplada uma webcam acima do aparato, que filmou toda
movimentacdo do animal na plataforma. A webcam foi ligada ao software Phenotype®, pelo

qual foi gravado e obtidos os dados do experimento.

6.5 Eutanasia e armazenamento das amostras

No 7° d.p.i. os animais foram eutanasiados com uma sobredose de xilazina (10mg/kg) e
cetamina (80 mg/kg) viai.p. Apds completa auséncia de estimulos dolorosos, foram coletadas as
amostras de sangue, figado e encéfalo. As amostras de sangue foram centrifugadas a 14000 rpm
por 10 min e em seguida o soro foi armazenado a -70°C para futuras analises bioquimicas.
Fragmentos do figado foram dissecados para as andlises histopatologicas. Além disso, as
amostras do encéfalo foram dissecadas em hemisfério esquerdo, direcionado para analise
histopatologica, e em hemisfério direito, para futuras analises bioquimicas. Todas as amostras
encaminhadas a histopatologia foram fixadas em formol 10% tamponado, enquanto as amostras

para as andalises bioquimicas foram armazenadas em freezer -70°C.

6.6 Analise histopatoldgica do encéfalo e do figado

Amostras do figado e do encéfalo foram coletas no 7° d.p.i. Para analise histopatologica,
0 hemisfério esquerdo do encéfalo foi inteiramente imerso em formol 10% tamponado para
fixacdo durante sete dias. Apos esse periodo, 0 mesmo foi seccionado utilizando-se uma matriz
de 2 mm de espessura manufaturada pela Dra. Edna Constanza Gomez Victoria. Em seguida,
as amostras do encéfalo foram novamente imersas em formol 10% tamponado. Além do
encéfalo, fragmentos dos lobos hepaticos foram fixados em formol 10% tamponado. Para a
obtencdo das laminas histologicas, as amostras fixadas do encéfalo e do figado foram
desidratadas em série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. As
amostras incluidas em parafina foram cortadas em micrétomo com seccdes de 4 um de

espessura e em seguida foram confeccionadas as laminas histolégicas.



As laminas do encéfalo e do figado foram coradas por hematoxilina e eosina (H&E). %
visualizagdo dos cortes foi realizada no microscopio éptico BX41 Olympus® e as imagens

foram obtidas utilizando a cdmera Moticam 2500® e o software Motic Image Plus 2.0ML®.
6.7 Andlises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram analisados utilizando o software Prism Graph
versdo 8.0.1®. O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a
normalidade dos dados. Para analise de comparacéo entre dois grupos com distribuicdo normal,
utilizou-se teste t de Student. Para dois grupos com dados de distribuicdo ndo paramétrica,
utilizou-se o teste Mann-Whitney U. Para analise de mais de dois grupos foi utilizado teste
ANOVA de uma via, seguida do teste de comparac¢fes multiplas de Tukey, e no teste de campo
aberto para a comparacéo entre os grupos em cada dia foi utilizado o pos teste de Bonferroni.
A diferenca entre os grupos foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05 em

analises bicaudais. Os dados foram expressos como média + o erro padrdo da média.
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Neste capitulo serdo abordados os experimentos realizados com os camundongos
machos submetidos a EH da linhagem C57BL/6 WT e TNFR1”, onde o principal objetivo foi
avaliar a atividade locomotora, o perfil neuroinflamatério na EH e o efeito da auséncia do

TNFRL1 sobre esses parametros.
7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Apo6s 24h da indugdo da LHA induzida por TAA, em camundongos C57BL/6 WT e
TNFR1”- dos grupos controle e submetidos & EH:

a) Avaliar a atividade locomotora pelo teste de campo aberto;

b) Quantificar os niveis das citocinas TNF, IFN-y, IL-6, 1L-10 e IL-12p70 no cortex
pré-frontal e no hipocampo;

c) Avaliar a concentracdo das quimiocinas CCL2 e CX3CL1 no cortex pré-frontal e no
hipocampo;

d) Investigar os niveis do BDNF no cortex pré-frontal e no hipocampo.
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8.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, entre 8-12 semanas de idade,
provenientes do CEBIO do ICB da UFMG. E camundongos C57BL/6 machos deficientes para
o receptor 1 do TNF (TNFR17) obtidos do Laboratorio de Gnotobiologia do ICB da UFMG.
Os animais foram mantidos com racdo e agua ad libitum, em ambiente com temperatura
controlada e ciclo claro-escuro de 12h, no Laboratério Conceicdo Machado do Departamento
de Morfologia, do ICB da UFMG. Todos os procedimentos deste trabalho foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o protocolo 341/2018.

8.2 Inducdo da lesdo hepatica aguda

Todo o procedimento da inducdo da LHA foi realizado segundo o protocolo de Miranda
et al. (2010) e Faleiros et al. (2014), como descrito no capitulo 1 no topico “6.2 Indugdo da

leséo hepatica aguda”.

Quadro 3 - Grupo experimental 2

Sigla Grupo

Controle Animal selvagem que recebeu salina

EH-WT Animal selvagem submetido & LHA por TAA

EH-TNFR1" Animal deficiente para 0 TNFR1 submetido a LHA por TAA

Nome dos grupos experimentais e seus correspondentes: Controle; EH: encefalopatia hepatica; LHA: lesdo
hepéatica aguda; TAA: tioacetamida; TNFR1”: camundongo deficiente para o receptor 1 do fator de necrose
tumoral (TNF); WT: wild-type — camundongo selvagem.

8.3 Delineamento experimental

No dia zero a inducdo da EH por LHA foi realizada por uma injecdo Unica de TAA a
600 mg/kg por via i.p., 0 grupo controle recebeu salina i.p. No dia seguinte, 1° d.p.i., foi
realizado o teste de campo aberto e em seguida os animais foram eutanasiados, imediatamente
foram coletadas amostras do cortex pré-frontal e do hipocampo para anélises bioquimicas dos
mediadores inflamatorios e do BDNF, pelas técnicas de Cytometric Bead Array (CBA) ou
Enzyme-Linked Immunosorbent Assoay [(ELISA) (Fig. 18)].



Figura 10 - Delineamento experimental 2 57

©

Inducido da EH

Eutandsia e coleta Analise

/ 4® d.p.i das amostras Bioquimica
| ——
‘ — ¥ CBA
Teste de ELISA

) campo aberto
TAA\600mg/kg

ou salina

Dia 0: inducéo da EH por LHA. 1 d.p.i.: foi realizado o teste de campo aberto e em seguida os animais foram
eutanasiados e coletadas amostras dos cérebros para analises bioquimicas pelas técnicas de CBA e ELISA. CBA:
Cytometric Bead Array; d.p.i.: dia ap6s inducdo; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assoay; EH:
encefalopatia hepética; LHA: lesdo hepética aguda; TAA: tioacetamida. Fonte: elaborado pela autora com imagens
liberadas e autorizadas para uso pelo Google e/ou feitas pelo artista Sketch Lanza.

8.4 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado no 1°d.p.i. O protocolo foi realizado como descrito
no capitulo 1, no topico “6.4.1 Teste de campo aberto”. A atividade locomotora foi avaliada

pela distancia total percorrida durante 30 minutos [(Miranda et al., 2010; Faleiros et al., 2014)
(Fig. 6)].

8.5 Eutanasia e armazenamento das amostras

No 1° d.p.i. os animais foram eutanasiados com uma sobredose i.p. de cetamina
(80mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Apds completa auséncia de estimulos dolorosos, foram
coletadas as amostras de cortex pré-frontal e hipocampo, armazenadas em freezer -70°C para

as andlises bioquimicas.
8.6 Analise das citocinas por CBA no cértex pré-frontal e no hipocampo

Para realizacdo da técnica de Cytometric Bread Assay (CBA), as amostras foram
homogeneizadas em uma solugéo de extracdo tampéo fosfato-salino / phosphate buffered saline
(PBS) contendo um coquetel inibidor de protease. Subsequentemente, os lisados foram
centrifugados a 13000 rpm por 10 min a 4°C, e o0 sobrenadante foi estocado a -70°C. Os niveis
do TNF, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12p70 e CCL2 foram quantificados utilizando o kit de BD™
CBA Mouse Inflammation® (BD Biosciences, San Diego, CA) de acordo com as instrugdes do

fabricante, e analisados por citometria de fluxo pelo aparelno FACSCalibur® [(Becton



Dickinson, San Jose, CA) (Silva et al., 2023)]. 58

8.7 Awvaliagdo dos niveis da CX3CL1 e do BDNF no cértex pré-frontal e no hipocampo por
ELISA

As amostras do cortex pré-frontal e hipocampo de cada animal foram pesadas e
maceradas individualmente usando um tampao de lise com o auxilio de um sonicador. As
amostras foram homogeneizadas em uma solucéo de extracdo (100 mg de tecido por milimetro)
contendo 0,4M NaCl, 0,05% Tween 20, 0,5% BSA, 0,1mM fluoreto de fenil-metilsulfonil,
0,1mM cloreto de benzetionio, 10mM EDTA e 20 KIU de aprotinina usando Ultra-Turrax®.
Os lisados foram centrifugados a 14000 rpm por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
estocado a -70°C. As concentraces da CX3CL1 e do BDNF foram determinadas por
imunoabsorcdo enzimatica [ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN)], de acordo com as
instrugcdes do fabricante. Os dados foram expressos em picogramas por 100 mg de tecido
(Oliveira et al., 2022b).

8.8 Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados pelo software Prism Graph versdo 8.0.1®. A analise
estatistica foi realizada utilizando teste ANOVA de uma via, seguida do teste de comparacGes
multiplas de Tukey. Os dados foram expressos como média = o erro padrdo da média. A
diferenca entre os grupos foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05 em

analises bicaudais.
9 CONCLUSAO

A tioacetamida na dose unica de 600 mg/kg foi capaz de induzir déficits locomotores
em camundongos C57BL/6 machos e fémeas. Sugere-se a participacdo parcial do TNFR1 no
controle da neuroinflamac&o e consequentemente na atividade locomotora nos estagios iniciais

da encefalopatia hepatica induzida por tioacetamida em camundongos.
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