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“A vida ndo é um corredor reto e tranquilo que nos percorremos livres e sem empecilhos, mas um labirinto de
passagens, pelas quais n6s devemos procurar nosso caminho, perdidos e confusos, de vez em quando presos em
um beco sem saida.

Porém, se tivermos fé, uma porta sempre seré aberta para nds, ndo talvez aquela sobre a qual n6s mesmos
nunca pensamos, mas aquela que definitivamente se revelarda boa para nos.”

A. J. Cronin
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RESUMO

Introducéo: A Esteato-Hepatite N&o-Alcoolica (EHNA) é uma doenca com alta incidéncia,
dificil diagnostico e tratamentos ainda nédo efetivos, o que impulsiona a utilizacdo de modelos
experimentais para indugdo da EHNA e o estudo das rotas de desenvolvimento desta doenca,
bem como tentativas de tratamento. Objetivo: Tem-se como objetivo desenvolver um modelo
experimental de EHNA a partir do uso de uma dieta deficiente de metionina e colina (MCD)
fabricada no Brasil, avaliar as alteracdes hepaticas, o estresse oxidativo, os danos ao DNA e
os parametros moleculares de inflamacéo e fibrose decorrentes da doenga, bem como avaliar a
modulacéo resultante da suplementacdo do flavondide antioxidante quercetina (Q). Métodos:
Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 8 semanas. No primeiro
experimento, que visou estabelecer o modelo experimental de EHNA, os animais foram
divididos em dois grupos (n=15), onde um grupo foi alimentado com dieta MCD e 0 outro
com dieta controle no periodo de duas semanas. No segundo experimento, utilizaram-se
quatro grupos (n = 16): (i) controle + veiculo (racdo controle com carboximetilcelulose sddica
a 1%, usada como veiculo, CO + V), (ii) racdo controle mais Q 50 mg / kg administrada
intragastricamente (CO + Q), (iii) dieta MCD mais veiculo (EHNA + V), e (iv) dieta MCD
mais Q (EHNA + Q). As dietas foram administradas por 4 semanas e avaliou-se as alteracoes
bioguimicas hepaticas, a repercussao histopatoldgica e imuno-histoquimica, a lipoperoxidacao
e as enzimas antioxidantes, os danos causado ao DNA por ensaio cometa, bem como, 0s
pardmetros moleculares de inflamacéo e fibrose através da avaliagdo de mRNA de TNF-o,
HMGB-1, COX-2, CTGF, TGF-, MMP-9 e AREG por RT-PCR, e a expressdo proteica de
TLR-4, JNK e pJNK por Western blotting, avaliando-se o efeito da suplementacdo do
flavonoide antioxidante Q. Resultados: Os camundongos que receberam a dieta MCD
apresentaram perda de peso e aumento significativo das enzimas de integridade hepatica e
diminuigdo dos niveis bioquimicos sistémicos de glicemia, triglicerideos, colesterol total,
HDL e VLDL. Todos os animais EHNA mostraram, pelo menos, algum grau de esteatose
macrovesicular. O diagnostico de EHNA foi realizado em 100% dos camundongos que
receberam a dieta MCD e nenhum dos animais que recebeu dieta controle apresentou
alteracdes histologicas. Os animais EHNA apresentaram aumento de lipoperoxidacdo e do
antioxidante glutationa (GSH). O ensaio cometa revelou um aumento significativo nos danos
de DNA no figado do grupo EHNA + V em comparagdo com CO + V. O grupo EHNA + Q



mostrou danos ao DNA significativamente menores do que EHNA + V e uma significativa
diminuicdo do processo inflamatorio através da avaliacdo da expressao de: TNF-o, HMGBI,
TLR-4, a COX-2 e JNK e na fibrose pela expressdo de CTGF, TGF-, MMP-9 e AREG no
figado. Conclusdo: A dieta deficiente de metionina e colina induziu no figado de
camundongos C57BL/6 caracteristicas histopatoldgicas semelhantes a esteatose e a esteato-
hepatite de humanos. A suplementagdo com o flavonoide antioxidante quercetina (50 mg / kg)
reduziu os niveis de lipoperoxidacdo, os danos ao DNA no figado, os niveis enzimaticos
hepaticos, bem como os niveis dos parametros moleculares inflamatérios e de fibrose

estudados, sugerindo protecdo hepéatica neste modelo.
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ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic steatohepatitis is a disease with a high incidence, difficult
diagnosis, and yet no effective treatment. This reasons lead to the use of experimental models
for induction of NASH, and the study of routes developing this disease, as well as attempts to
a effective therapy. Aims: This study was designed to develop an experimental model of non-
alcoholic steatohepatitis based on a methionine- and choline-deficient diet which is
manufactured in Brazil. Furthermore, evaluate the liver alterations, oxidative stress
parameters, lipoperoxidation, DNA damage, and the molecular parameters of inflammatory
and fibrosis, as well as the response to the antioxidant flavonoid quercetin (Q). Methods:
Male C57BL/6 mice were used with 8 weeks of age. In the first experiment, which aimed to
establish an experimental model of NASH, the animals were divided into two groups (n = 15),
the experimental group fed with a methionine- and choline-deficient diet manufactured by
Brazilian company PragSolucées®, and the control group fed with a normal diet, for a period
of 2 weeks. In the second experiment, we used four groups (n = 16): (i) Control plus Vehicle
(control ration plus carboxymethylcellulose 1% used as vehicle, CO + V); (ii) Control ration
plus Q 50 mg/kg (CO + Q); (iii) MCD diet plus vehicle (NASH + V); and (iv) MCD diet plus
Q (NASH + Q). Diets were administered for 4 weeks, which aimed to evaluate the hepatic
biochemical changes, the histopathological impact and immunohistochemical analysis, lipid
peroxidation and antioxidant enzymes, the damage caused to DNA, and the molecular
parameters of inflammation and fibrosis by assessment of MRNA of TNF-a, HMGB-1, COX-
2, CTGF, TGF-p, MMP-9 and AREG by RT-PCR Protein expression and TLR-4, pJNK and
JNK by Western blotting to assess the effects of supplementation of the antioxidant flavonoid
Q. Results: The mice that received the methionine- and choline-deficient diet showed weight
loss and significant increase in hepatic damage enzymes, as well as a decrease on systemic
levels of glycemia, triglycerides, total cholesterol, HDL and VLDL. The diagnosis of non-
alcoholic steatohepatitis was performed in 100% of the mice that were fed the methionine-
and choline-deficient diet. All non-alcoholic steatohepatitis animals showed some degree of
macrovesicular steatosis, ballooning, and inflammatory process. None of the animals which
were fed with the control diet presented histological alterations. All non-alcoholic
steatohepatitis animals showed significantly increased lipoperoxidation and antioxidant GSH
activity. The comet assay revealed a significant increase in DNA damage in the NASH + V



group, in comparison to CO + V. The NASH + Q group showed significantly lower DNA
damage than NASH + V. The NASH+Q group showed a significant reduction of
inflammation based on the expression of TNF-o, HMGBI1, TLR-4, COX-2 and JNK and a
reduction in fibrosis based on the expression of CTGF, TGF-p, MMP-9 and AREG in the
liver. Conclusion: The low cost and easily accessible methionine- and choline-deficient diet
explored in this study is highly effective in inducing steatosis and steatohepatitis in animal
model, leading to alterations that are similar to those observed in human livers. The results
demonstrate that an antioxidant supplementation of Q 50 mg / kg reduced the levels of lipid
peroxidation, DNA damage, liver enzymes, as well as the levels of inflammation and fibrosis
in the liver, suggesting protective effects of the liver in this model.
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INTRODUCAO

O termo Esteato-Hepatite N&o Alcodlica (EHNA ou como mais comumente
denominada Non-alcoholic steatohepatitis — NASH) foi introduzido em 1980 por Ludwig®
para definir uma doenca caracterizada por mudancas histolégicas similares as encontradas na

hepatite alcodlica, mas em pacientes com consumo de alcool nulo ou ndo significativo.

Atualmente, esse termo esta englobado dentro de uma entidade mais ampla, a doenca
hepética gordurosa nao alcodlica - DHGNA, ou Non-alcoholic Liver Disease — NAFLD, que
inclui véarios estagios evolutivos desde a esteatose hepatica simples, a EHNA propriamente

dita, a cirrose hepética e, finalmente, evoluindo para um hepatocarcinoma®.

A DHGNA pode aparecer no contexto de multiplas afeccBes, entre as quais 0 uso de
farmacos, a cirurgia derivativa da obesidade mérbida e enfermidades pouco frequentes como
a doenca de Weber-Christian ou a abetalipoproteinemia. Porém, a principal associacdo
etiolégica da DHGNA é com a sindrome da resisténcia insulinica (RI), considerada o
componente hepéatico da sindrome metabdlica que, em sua expressdao fenotipica completa,
estaria caracterizada pela presenca de RI, obesidade, diabete mellitus tipo 2,

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hipertenséo arterial sistémica®.

A prevaléncia da DHGNA, que na EHNA apresenta sua expressao mais significativa,
é desconhecida, incrementada de forma notavel nos ultimos anos e afetando cerca de um tergo
da populacéo adulta nos paises desenvolvidos. A prevaléncia estimada oscila entre 3 a 46% da
populacdo analisada, sendo esta variabilidade extraordinaria dependente dos métodos

diagnésticos (bioquimicos, de imagem ou histolégicos) e da populacéo objeto de estudo® *°.
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O reconhecimento do seu potencial evolutivo e a sua alta prevaléncia na populacdo
mundial sdo os principais motivos que despertaram o interesse da comunidade cientifica para
realizar estudos relacionados com essa doenca®. No que se refere ao tratamento, até o
momento, nenhuma terapia especifica mostrou resultados conclusivos e muitos autores
acreditam que o0s pacientes que apresentam esteatose devem ser apenas observados e
avaliados periodicamente. Outros sugerem que a reducdo gradual de peso em pacientes obesos
e a realizacdo regular de atividade fisica aerdbica trariam beneficios, porém sdo necessarios

estudos que confirmem estas hipéteses’™.

Estudos utilizando a terapia medicamentosa efetiva para o tratamento de EHNA em
seres humanos ndo sdo conclusivos e a grande dificuldade € a necessidade da realizacdo de
uma segunda biépsia hepética para avaliar a evolucdo do tratamento’, responsavel pela baixa

realizacdo deste tipo de estudo, ja que esta é o padrdo aureo para testar a eficacia terapéutica.

Neste sentido, o desenvolvimento de modelos experimentais que caracterizem a
fisiopatologia da EHNA, suas complicagdes e a utilizacdo de uma terapéutica adequada, pode
auxiliar no entendimento e na explicacdo da doenca. Nos estudos experimentais podem-se
controlar a heterogeneidade genética, as diferencas entre os géneros, os fatores ambientais e o
modo de vida, j& que todos os animais utilizados nos estudos passam por situacdes

semelhantes™®.

Um determinante para a eficacia da utilizacdo de estudos experimentais nesta doenca
sd0 0s custos operacionais utilizados em cada investigacdo e o tempo de inducdo da doenca. A
escolha de um modelo experimental efetivo e condizente com a necessidade de desenvolver a
EHNA pode esclarecer o real efeito da terapia medicamentosa bem como o0 acompanhamento
natural da doenca™.

O emprego de uma dieta deficiente em aminoacidos essenciais, como a metionina e a
colina, para inducdo de esteato-hepatite ndo alcodlica, € um modelo bem aceito'®. Porém, os
custos e trdmites necessarios para a importagdo desta racdo dificultam sua utilizacdo em

paises em desenvolvimento, como o Brasil.

Na EHNA, o figado, sob condigdes de estresse oxidativo derivado de sobrecarga de
acidos graxos, apresenta uma [p-oxidacdo peroxisomal ativada, gerando perdéxido de
hidrogénio™®**. Esta etapa da patogénese da EHNA pode ser controlada pela oferta exégena

de antioxidantes, mas requer um estudo mais aprofundado.
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A quercetina (Q), um flavondide aglicona muito encontrado na natureza, presente em
grandes quantidades em vegetais, frutas, cha e vinho tinto, representa um dos antioxidantes de
origem vegetal com o mais alto potencial, protegendo as células contra espécies ativas de
oxigénio (ERO)® e com provavel potencial terapéutico contra muitas doencas, incluindo

enfermidades hepaticas, renais, isquémicas do coracao, aterosclerose e cancer'®?,

Este estudo teve como objetivo desenvolver um modelo experimental de EHNA a
partir do uso de uma dieta deficiente de metionina e colina desenvolvida e fabricada no Brasil,
procurando-se avaliar as alteracdes hepaticas decorrentes da doenca e os efeitos da

suplementacéo do antioxidante quercetina na evolucgdo da enfermidade.

Esta tese esta redigida conforme a normativa estabelecida pelo Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, apresentando um abrangente referencial tedrico, os experimentos realizados e seus
resultados discutidos (na forma de artigos cientificos), seguido de uma discusséo, conclusao e
perspectivas futuras. Destacam-se dois experimentos, compreendidos em trés artigos
cientificos, os quais norteiam a pesquisa experimental. O primeiro artigo (Experimento I)
aborda o desenvolvimento, padronizacdo e validacdo do modelo experimental de EHNA
através de uma dieta deficiente de metionina e colina (MCD). O segundo (Experimento lla) se
atém aos efeitos da suplementacdo do antioxidante quercetina sobre o eixo de estresse
oxidativo e os danos ao DNA, enquanto o terceiro (Experimento Ilb) apresenta os efeitos
gerados a nivel molecular nos parametros de inflamacdo e fibrose, bem como a acdo da

suplementacdo do antioxidante empregado, a quercetina.
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1.1 Esteato-Hepatite Ndo Alcodlica

1.1.1 Definicao

A Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica (DHGNA) é considerada,
atualmente, a forma mais comum de doenca hepatica no mundo ocidental, relacionada
principalmente ao aumento da prevaléncia da obesidade®. A DHGNA abrange um amplo
espectro de doencas, desde casos de esteatose simples até Esteato-Hepatite Ndo Alcodlica
(ENHA ou NASH — Nonalcoholic Steatohepatitis) e fibrose, podendo evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular 2*. Pode ser vista como exemplo de mudancas no perfil da sociedade,
aliadas a certas prerrogativas genéticas que modulam o surgimento de entidades mdrbidas de
repercussdo mundial.

A EHNA por ter sido descrita inicialmente em mulheres, obesas e/ou diabéticas, sem
historia significante de ingestdo alcodlica, recebeu varias denominac@es: hepatite gordurosa,
hepatite pseudo-alcodlica e, finalmente, EHNA (NASH) por Ludwig e colaboradores, em
1980%. E uma condicdo metabdlica caracterizada por acimulo de lipideos nos hepatdcitos,
infiltrado inflamatorio e fibrose, com aspecto morfoldgico indiferenciavel da doenca hepatica
alcodlica, em individuos ndo etilistas’. Sua prevaléncia parece se ampliar em praticamente
todas as regibes do mundo, incluindo a populacdo pediatrica. Pode até mesmo constituir em
alguns paises, a principal causa de morte por doenca do figado e de indicacdo de transplantes

hepéticos? 242,

DHGNA compreende um espectro de entidades clinicopatoldgicas que tém como

denominador comum a esteatose hepética. Enquanto a esteatose simples apresenta um curso
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habitualmente benigno, a EHNA pode progredir para fibrose hepética, cirrose e até mesmo
carcinoma hepatocelular?®. Atualmente, o exame histopatolégico de tecido hepatico, obtido
por bidpsia, constitui o unico método que permite diferenciar esteatose hepatica simples de
EHNA, o que limita os estudos epidemioldgicos, uma vez que tal procedimento ndo pode ser
realizado com finalidades exclusivas de estudo, por razées éticas?®. Diante desta limitacdo, a
dosagem sérica dos marcadores de lesdo e de funcdo hepética, os métodos de imagem e a

historia clinica sdo utilizados para o diagnostico, mesmo nédo possuindo total fidedignidade.

Os primeiro relatos de EHNA datam de cinco décadas, quando Leevy (1962)%" estudou
a associacdo entre a esteatose hepatica, com ou sem necrose, em ndo alcoolistas, obesos ou
diabéticos. Padrdes histopatoldgicos similares também foram descritos na lipodistrofia,
abetalipoproteinemia, perda de peso acelerada por jejum em obesos e doenca de Weber-

Christian.

Cirurgias de bypass jejunoileal e gastroplastias realizadas para tratamento da
obesidade morbida, perda de peso acelerada por jejum em obesos, uso de nutricdo parenteral
recente, derivacdo biliopancreatica, resseccdo extensa de intestino delgado, diverticulose
jejunal com supercrescimento bacteriano, também foram descritas em associagdo com essa
hepatopatia®®. Drogas como maleato de perexilena, glicocorticides, horménios estrégenos
sintéticos, tamoxifeno, amiodarona e, mais recentemente, substancias quimicas por via
inalatoria, como as quais estdo expostos profissionais da inddstria petroquimica, também

foram imputados na génese da EHNA %,

Entretanto, por longo tempo, houve resisténcia em reconhecer as etiologias propostas,
e muitos pacientes foram taxados de alcoolistas ndo confessos. Somente ap6s 0s estudos de
Ludwig et al. em 1980, a EHNA foi definida como entidade clinico-histopatolégica®. Sua
série, constituida de vinte individuos sem antecedentes de consumo de alcool significativo,
era predominantemente feminina, obesa e, com elevada frequéncia, diabética. O padrdo
histopatoldgico era similar ao da hepatopatia alcodlica, inclusive com corpusculos hialinos de

Mallory?’.

Autores como Itoh et al. (1982)*°, Diehl et al. (1988)%°, Powell et al. (1990)* e Pinto
et al. (1996)% sucederam-se reafirmando, através de suas casuisticas, a EHNA como uma
afeccdo benigna, de minima progressao, do sexo feminino na sua quinta ou sexta década de

vida, associada & obesidade, diabetes e hiperglicemia. Contudo, em 1994, Bacon et al.*?
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publicaram sua série, na qual sexo masculino, ndo obesos, ndo diabéticos com elevados niveis
séricos de saturacdo de transferrina e de ferritina, eram caracteristicas predominantes. Esse
estudo provocou impacto na literatura por expandir o espectro de individuos acometidos e

destacar o potencial cirrotizante®.

Atualmente, a EHNA é a mais importante forma epidemioldgica e clinica de DHGNA
e que pode se associar a fibrose e evoluir para cirrose. Considerada uma das mais frequentes
doencas do figado no mundo, ocorre em ambos 0s géneros, em qualquer faixa etéria,

incluindo criancas e adolescentes®.

1.1.2 Epidemiologia da DHGNA e da EHNA

Durante muito tempo, o abuso de alcool e as hepatites virais cronicas foram as
principais causas de morbidade e mortalidade por doenca hepatica no mundo. Entretanto, nas
ultimas décadas, em decorréncia do aumento drastico da prevaléncia de obesidade, a DHGNA
tem sido reconhecida como a forma mais comum de doenca hepética cronica em diversas

24-26, 33

partes do mundo, particularmente nos paises industrializados , motivo pelo qual ja é

considerada um problema de satide publica®.

O interesse pela historia natural, pela patogénese e pelo tratamento da EHNA tem
aumentado nos ultimos anos. No banco de dados do National Center for Biothecnology
Information (NCBI - PubMed), sdo encontradas 1352 referéncias publicadas nos ultimos 2
anos®*, denotando o crescente interesse e reconhecimento da importancia do estudo desta

doenca.

Apesar de frequente, a real prevaléncia de EHNA na populacdo geral ndo esta
plenamente estabelecida. A maioria dos estudos epidemioldgicos sobre DHGNA e EHNA sao
retrospectivos e incluem grupos especiais de pacientes com fatores de risco para a
enfermidade. No entanto, mesmo que infimas, nos ultimos anos, tém sido publicadas
investigacOes prospectivas que abrangem a populacdo geral, o que tem proporcionado mais
conhecimento sobre os aspectos epidemiologicos dessa doenca hepatica em todo o seu

espectro, mesmo com muitas limitacdes?.
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As diferencas étnicas entre os grupos estudados dificultam a extrapolagdo dos achados
de uma para outra populacéo, o que limita a fidedignidade e estimula estudos prospectivos®.

Mesmo com escassos dados sobre a incidéncia de EHNA, é cada vez mais comum 0s
clinicos atenderem pacientes assintomaticos com enzimas hepaticas elevadas, detectadas em
exames de triagem. Nos Estados Unidos, pesquisas em ambulatérios de hepatologia,
apresentam a EHNA como o terceiro diagnostico mais frequente, superada apenas por

hepatopatia alcoélica e hepatite cronica pelo virus C*.

Estudo de coorte, em andamento ha mais de 10 anos, que inclui individuos de 12 a 65
anos de idade, aparentemente saudaveis e residentes em duas cidades do norte da Italia,
sugere incidéncia de dois casos novos de DHGNA por 100 habitantes-ano, empregando-se

ultrassonografia como método diagnéstico®.

Em estudo realizado no Japdo observou-se a incidéncia anual de aproximadamente
10%? e de 31 casos por 1000 pessoas-ano®®. Em S&o Paulo, 10 dos 40 candidatos a doador de
sangue da Fundacdo Pro-Sangue — Hemocentro Paulista com elevagdo cronica da alanina
aminotransferase sérica, submetidos a bidpsia hepatica, receberam o diagnostico de EHNA,

perfazendo 25% dos casos®” .

A prevaléncia de EHNA é estimada em torno de 1,2 a 4,8% da populacdo geral,
contudo, essa frequéncia aumenta consideravelmente em portadores de obesidade, sobrepeso*
e sindrome metabélica®. Estima-se que a EHNA ocorra em 20% dos casos em uma populacéo
de individuos obesos. Estudo de necropsias mostrou EHNA em 18% dos pacientes com peso

corporal acima de 40% do ideal, e em 2,7% daqueles sem sobrepeso™.

Estudo epidemiol6gico de grande impacto sobre essa doenca, conclui que as
estimativas mais provaveis de prevaléncia de DHGNA e EHNA na populagdo geral sejam,
aproximadamente, 20 e 23%, respectivamente, 0 que demonstra que este espectro de
enfermidade tem se revelado como a doenca hepatica cronica mais comum nos paises

industrializados®,

A DHGNA ocorre em individuos de todas as idades, e 0 aumento de sua prevaléncia
na populacdo em geral atinge todas as faixas etérias. Entretanto, € mais comum nos adultos e

tende a aumentar com a idade?.
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Em estudo brasileiro prospectivo, multicéntrico, publicado em 2011, que envolveu
1280 pacientes com DHGNA assistidos em 16 centros médicos localizados nas cinco
diferentes regides geograficas do pais, observou-se ligeira prevaléncia da doenca no género
masculino (53%) e média de idade de 50 anos*’. Esses dados seguem as conclusdes de
estudos recentes que demonstram prevaléncia ligeiramente superior da entidade no género
masculino. Entre os pacientes que realizaram bidpsia hepatica, a EHNA foi um diagndstico

frequente, cirrose foi observada em 15,4% e o carcinoma hepatocelular em 0,7% dos casos**.

No que se refere a fatores de risco, os medicamentos, a exposi¢cdo a solventes toxicos,
a perda rapida de peso, a nutricdo parenteral total e as doengas metabdlicas (como
lipodistrofia e disbetalipoproteinemia), dentre outros agentes, séo indicados como precursores
da esteatose hepatica e sdo, em geral, descritos como causadores de DHGNA secundaria* .
Ja a DHGNA primaria encontra-se associada a resisténcia insulinica e é considerada a

manifestacdo hepética da sindrome metabélica?® **

Sobre a morbimortalidade associada & enfermidade, diferentes estudos demonstram
gue a maioria dos pacientes com esteatose hepatica simples apresentam prognostico favoravel
e que sua mortalidade ndo difere significativamente daquela da populacéo geral, embora possa

44, 45

ocorrer, em alguns casos, progressao para fibrose e cirrose hepatica™ *, em contraste com a

4,47 Individuos selecionados da

EHNA que tende a progredir para fibrose e cirrose hepatica
populagéo geral norte-americana com DHGNA apresentaram maior taxa de mortalidade, tanto
global como por doenca hepatica, demonstrado por um estudo de coorte com seguimento de
oito anos e meio, sendo a hepatopatia crénica a terceira causa de morte, sendo superada

apenas pelas doengas cardiovasculares e neoplasicas®.

.22, 0s conhecimentos sobre historia natural da DHGNA e EHNA

Segundo Galizzi et a
sdo baseados em estudos de populacdes investigadas ha 2 ou 3 décadas, tendo havido
marcantes mudangas na epidemiologia da doenca nos ultimos 15 anos, com aumento da
prevaléncia de obesidade inclusive em criancas e em populacdes nas quais 0 excesso de peso
ndo e tradicionalmente considerado importante, como as asiaticas. Assim, questiona-se sobre
quais serdo os perfis de morbidade e mortalidade por essas enfermidades hepéticas nas
proximas décadas, principalmente em relacdo aos riscos relativos de morte por cirrose

hepatica e por doencas cardiovasculares, certamente em ascensao.
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1.1.3 Quadro Clinico e Patogenia da EHNA

O espectro evolutivo da DHGNA engloba esteatose hepatica, esteato-hepatite,

esteatofibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular**“®.

A imensa maioria dos pacientes com DHGNA, bem como com EHNA, ¢
assintomatica, porém com presenca de aumento de enzimas hepaticas ou a presenga de figado
hiperecogénico na ultrassonografia’®. Cerca de 90% dos pacientes com essa enfermidade
apresentam pelo menos uma manifestacdo da sindrome metabdlica, sendo que
aproximadamente 1/3 deles apresenta a sindrome completa que € definida com pelo menos 3
das seguintes caracteristicas: obesidade central, hipertrigliceridemia, colesterol HDL
(lipoproteina de alta densidade) baixo, hipertensao arterial e glicemia acima de 110 mg/dI*°.

A historia clinica do paciente é pobre, visto que tal entidade clinica é assintomatica,
porém, fadiga e dor em peso no hipocéndrio direito sdo eventualmente relatadas. A doenca
pode estar presente em qualquer idade, mesmo em criancas e em ambos 0S Sexos.
Frequentemente, é diagnosticada na quarta e na quinta décadas de vida*® *°. Em raros casos de
doenca avancada, em que ja se tem evolucdo para cirrose, encontram-se achados clinicos de
insuficiéncia hepatica e hipertensdo portal, como edema de membros inferiores, aumento do
volume abdominal por ascite, ictericia ou coluria, e manifestacdes clinicas de encefalopatia

hepética®.

A histdria natural da DHGNA depende principalmente dos aspectos histologicos na
ocasido da bidpsia hepatica. Pacientes com esteatose pura ou com inflamacéo lobular tém um
bom progndstico, pois o risco de desenvolver cirrose em 10 a 20 anos é de 1 a 2%. Ja os
pacientes com esteato-hepatite tm uma chance de evoluirem para cirrose de 10 a 15% em 10
anos. Os pacientes que desenvolveram cirrose apresentam risco elevado de morte por

problemas relacionados & hepatopatia cronica (incluindo o hepatocarcinoma)®.

A patogénese da DHGNA ainda ndo esta totalmente elucidada, entretanto, diversos
estudos tém demonstrado que esta doenca espectral é multifatorial. Diversos fatores ou
condigdes tém sido relacionados a predisposicdo da DHGNA. Dentre eles destacam-se a

obesidade, a sindrome metabolica, diabetes, dietas hipercaldricas, o sedentarismo, a presencga
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de mutacOes e polimorfismos nos genes relacionados a resisténcia insulinica, hipertenséo

arterial, anormalidades no metabolismo lipidico e nos adipdcitos™.

Embora se conhecam os fatores predisponentes e se saiba que a esteatose pode evoluir
para cronicidade, a verdadeira relacdo causal entre a esteatose ou a EHNA, fibrogénese e a
doenca cronica do figado, assim como sua patogénese, ainda ndo estdo totalmente

53, 54 e se

esclarecidas. A teoria mais aceita atualmente foi proposta por Day e James (1998)
refere a teoria dos dois “hits”. Segundo estes autores, a resisténcia insulinica seria a condigado
inicial ou primeiro estimulo (“first hit”)>. O processo de formacido da EHNA ocorre em duas
etapas fundamentais: a deposicdo lipidica e a reacdo necroinflamatéria®®. A etapa inicial,
segundo a teoria dos “hits” seria o acumulo de acidos graxos no hepatécito, suplantando sua
capacidade de metabolizacdo e exportacdo consequente a acdo lipogénica da insulina (Figura
1). A hiperinsulinemia presente na obesidade e sindrome metabdlica favoreceria a lipogénese
hepatica e aumentaria a lipdlise periférica, aumentando excessivamente a quantidade de
acidos graxos para o figado, condigdes estas favoraveis para a infiltracdo gordurosa

hepética®’.

O tecido adiposo libera a gordura na forma de acidos graxos livres (AGL) mediante o
estimulo da adrenalina, corticoesterdide e outros horménios. Os AGL tém dois destinos apos
entrada nos hepatocitos: sdo oxidados pelas mitocondrias para gerar energia (ATP) ou sdo
convertidos novamente em triglicerideos, acoplados as lipoproteinas de baixa densidade
(VLDL) e exportados do figado para o tecido adiposo. A deposi¢do de triglicerideos no
interior do hepatdcito (esteatose) decorre principalmente da disponibilidade e mobilizacdo de
AGL, da sintese hepéatica aumentada de AGL e do decréscimo da exportacdo hepética de
triglicerideos sob a forma de VLDL®®, Provavelmente, na DHGNA exista uma combinac&o
destes fatores intensificados por alteracdes na lipdlise pds-prandial relacionada a insulina, a
qual provoca aumento de &cidos graxos liberados para o figado: excesso de carboidratos na
dieta que resulta em nova sintese de acidos graxos hepaticos; falha na B-oxidagédo
mitocondrial e deplecdo de adenosina trifosfato; producéo de citocinas pro-inflamatorias e um

complexo mecanismo deficiente de transporte de triglicerideos™.

Na DHGNA, a oxidagdo de acidos graxos (AG) mitocondriais e a exportacdo de
VLDL ndo sdo compativeis com o aumento da sintese desse AG, levando a esteatose. Em

individuos sadios, a oxidacdo mitocondrial € o mecanismo dominante de disposicdo de AG
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sobre condi¢des fisiologicas normais, porém, € uma grande fonte de espécies ativas de

oxigénio®.

Os acidos graxos livres no figado sdo normalmente metabolizados pela B-oxidacao
mitocondrial, principal etapa do catabolismo dos acidos graxos que ocorre na mitocondria
(um transportador especializado — carnitina - carrega o &cido graxo do citosol para a matriz
mitocondrial, onde fragmentos de 2 carbonos sdo removidos do terminal carboxila da acil-
CoA, produzindo acetil-CoA, NADH e FADH,), todavia, sob condic¢des de desequilibrio, a B-
oxidacdo peroxissomal é ativada, gerando perdxido de hidrogénio (H.0,). Estes, por sua vez,
podem levar a formacgdo do radical hidroxil (OH"), altamente reativo, levando ao estresse
oxidativo e consequentemente & inflamacéo e fibrose®. O actimulo de 4cidos graxos livres, as
drogas inibidoras da cadeia respiratoria ou a sobrecarga de ferro sdo causas de estresse

oxidativo®.
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Figura 1: Fisiopatogénese da EHNA®
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Neste contexto, o estresse oxidativo, considerado como 0 “second hit”, seria
importante na evolucio da esteatose para esteato-hepatite e fibrose®. Durante 0 metabolismo
normal, o oxigénio é reduzido a &gua e, nesse processo, 0s produtos intermediarios sdo o
radical superdxido (O,*), o H,O, e o radical hidroxil, denominados conjuntamente Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO). O excessivo aporte de acidos graxos ao figado pode promover
esgotamento da oxidacdo mitocondrial e aumento na producdo de ERO, bem como ativacédo
de outras vias de oxidacdo lipidica (via peroxissomal e microssomal) que geram, por sua vez,
mais ERO, aumentando o estresse oxidativo hepatico. Esse aumento pode causar peroxidacdo
lipidica, cujos produtos intermediarios sdo importantes agentes pré-inflamatorios e parecem

ativar as células estreladas, favorecendo a fibrogénese®.

Diversas outras teorias ja foram langadas como tentativas de elucidacdo da patogenia
da EHNA como a teoria dos multiplos-Hits®, a teoria do Hit Ginico®, entre outras. Entretanto,

a teoria de Day e James (1998) ainda continua sendo a mais aceita.

Um dos produtos finais da peroxidacao lipidica € o malondialdeido (MDA) que ativa a
producdo de coldgeno com consequente fibrose. O processo inflamatério também pode ser
desencadeado pelo MDA que ativa citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF),

interleucina-8 e interleucina-6.

Estudos sugerem que a funcdo mitocondrial estd diminuida na EHNA devido a
alteracdes ultraestruturais que resultam em uma oxidacdo-fosforilacdo defeituosa e uma
disfuncédo na cadeia respiratoria, gerando ERO que podem atacar &cidos graxos polinsaturados

e iniciar a lipoperoxidacdo®.

Apesar da superabundancia de substratos de alta energia, o figado gorduroso associa-
se, paradoxalmente, com um teor reduzido de ATP (adenosina trifosfato)®®. As mitocondrias
parecem ser um alvo de radicais livres pro-oxidantes (superdxido e radicais hidroxilicos),
cujos efeitos ddo as caracteristicas distintas fundamentais da EHNA®". Mudancas
morfolégicas mitocondriais como inchaco e cristais intramitocondriais aparecem rapidamente
na EHNA humana. Atualmente, estudos sobre o estresse de reticulo endoplasmatico estdo
sendo iniciados para verificar como se desenvolve o eixo deste fendmeno e sua contribuigdo

nessa enfermidade.

A disfuncdo mitocondrial também contribui para a ativacdo de vias apoptéticas por

meio do citocromo c, que ativa as caspases pro-apoptoticas. Acredita-se que a toxidade dos
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acidos graxos seja a forca principal que leva a permeabilizacdo da membrana mitocondrial

externa®.

Outro estimulo importante, além do estresse oxidativo na progressdo para inflamacéo e
fibrose na DHGNA, seria a endotoxemia crdnica presente principalmente na obesidade. A
obesidade e a sindrome metabdlica sdo condicbes inflamatorias que conduzem a aterosclerose
e a um processo inflamatério cronico®. O tecido adiposo secreta citocinas que atuam em
mecanismos responsaveis pela sensibilidade a insulina. O TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) € uma citocina pro-inflamatdria, que além de participar da resposta imunoldgica e da
etipatogenia de algumas neoplasias, também estd envolvido na génese da resisténcia
insulinica, por inibir a fosforilacdo de receptores de insulina. O TNF- a é expresso pelo tecido
adiposo e estd envolvido em todas as fases de lesdo hepatica na DHGNA, promovendo a
esteatose, estimulando a lipogénese nos hepatocitos e aumentando a liberacdo de AGL pelos
adipdcitos. Além disso, induz diretamente a apoptose dos hepatdcitos e participa do processo

de ativagdo de células estreladas, contribuindo para o desenvolvimento de fibrose hepética™
71

Entretanto, os motivos pelo quais muitos pacientes com esteatose hepatica, expostos
aos mesmos fatores de estresse oxidativo, que jamais desenvolvem esteato-hepatite é uma

questdo ainda por esclarecer.

1.1.4 Diagnéstico da EHNA

A bidpsia parece ser fundamental no diagndstico de pacientes com EHNA, segundo
parecer unanime entre os especialistas reunidos em 1998, no Simposio de Consenso do US
National Institute of Health®, que a consideram como padrdo-aureo de diagndstico. Existem
poucos exames de imagem capazes de detectar fibrose ou inflamagdo hepatica com

fidedignidade e a diferenca entre os prognésticos da esteatose simples 8 EHNA avancada’.

O aspecto morfologico da EHNA é indiferenciavel da esteato-hepatite alcoolica:
esteatose, infiltrado inflamatorio e fibrose. Cistos lipidicos, corpusculo de Mallory-Denk,

células claras, vacuolizacdo nuclear, focos de necrose, metaplasia ductal e hemossiderina
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hepatocelular também podem estar presentes. A esteatose predominante € macrovesicular,
com células inflamatorias polimorfonucleares em regido perivenular e discreto infiltrado
linfomononuclear portal. A fibrose apresenta gradiente de quantidade de colageno maior junto

a vénula hepética terminal, reduzindo-se em direc&o ao espaco-porta’®.

Critérios padronizados para a avaliagdo de EHNA ndo s8o universais, tornando a
analise dos dados de diferentes estudos um problema. A microscopia eletrénica mostra
alteracbes mitocondriais, com presenca de mitocéndrias gigantes que formam inclusdes
intracitoplasmaticas globulares e, também, colageneizacdo do espaco de Disse com ndmero e
a porosidade do revestimento sinusoidal reduzidos. Essas altera¢Ges interferem na troca de
substancias entre o plasma e a membrana celular do hepatocito, e contribuem para a
hipertensao portal®.

Segundo Freitas (2006)*® a presenca de esteatose hepatocelular macrovacuolar,
localizada principalmente na zona 3 (centrolobular) dos acinos hepéticos, é um dos achados
mais caracteristicos da doenca esteatética hepética e traduz alteracdes no metabolismo dos
lipidios, relacionado com maior aporte a partir de depdsitos periféricos, sintese aumentada,
dificuldade de exportacdo e/ou oxidacdo, sendo o fator definidor de DHGNA. A presenca de
esteatose microvacuolar, definida como presenca intracitoplasmatica de uma ou mais
goticulas de gordura que ndo deslocam o nucleo de sua posicdo central no hepatdcito, esta
relacionada com defeito na betaoxidacdo mitocondrial de acidos graxos e reflete alteracdo

mais grave do metabolismo celular™.

A balonizacdo hepatocelular reflete alteraces da permeabilidade da membrana
decorrente da acdo de radicais livres e sua presenca é fundamental para o diagndéstico de
esteato-hepatite e relaciona-se ao risco de progressdo da fibrose. Apresentam-se como
hepatdcitos maiores que os demais, assumindo forma globosa (baldo) com citoplasma amplo,
empalidecido pela diluicdo de suas organelas, filamentos e demais estruturas em quantidade

maior de liquido’.

As células balonizadas podem apresentar alteracfes na organizagdo do citoesqueleto,
formando corpusculos de Mallory-Denk. Correspondem a inclusdes citoplasmaticas hialinas,
apresentando-se como granulos, corddes ou agregados fortemente eosinofilicos. Ndo sdo
fundamentais para o diagnostico. S&o compostos principalmente por queratina 8 e 18
modificadas, hiperfosforiladas, com alteracbes em sua cadeia beta, alem de ubiquitina e
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proteina p62, sendo outros componentes cada vez mais identificados, proteinas de degradacéo

celular e eventuais protefnas inespecificamente incorporadas aos agregados’™.

Hepatdcitos necrdticos e em apoptose podem ser observados e frequentemente se
associam a infiltracdo inflamatéria mista, de células mononucleares e granulociticas no
parénquima®®. O mecanismo de necrose litica, com ruptura de membranas de grupos de
hepatdcitos vizinhos, extravasamento do seu contetdo e atracdo de infiltrado inflamatorio
misto, com polimorfonucleares, além dos linfécitos e macréfagos, € a forma predominante de
morte celular em esteato-hepatite, especialmente quando o grau de balonizacéo atinge pontos

incompativeis com a vida destas células’.

A fibrose da EHNA no adulto ocorre inicialmente nos espacos perissinusoidais nas
zonas 3 dos &cinos (centro-lobular). Decorre da ativacdo de células estreladas hepaticas. A
formacdo de septos entre as veias centrais e com espago-porta prenuncia a evolucdo para

cirrose> #'.

O Comité Norte-Americano de Patologia para o Estudo da EHNA, através de seu
grupo de hepatopatologia, recomenda que a seguinte classificacdo e critérios sejam adotados

no diagnostico e classificacdo da EHNA:

Tabela 1. Classificagdo da EHNA segundo a Pathology Committee of NASH Clinical
Research Network (Kleiner et al., 2005)™**:

Item Definition Score/Code
Steatosis <5% 0
5% -33% 1
>33% - 66% 2
>66% 3

Microvesicular Steatosis  NotPresent
Present

- O

Inflammation None
<2 foci per 200x field
2-4 foci per 200x field
>4 foci per 200x field

WK -0

Ballooning None
Few balloon cells
Many cells
Prominent balleoning

N = O

Fonte: Design and Validation of a Histological Scoring System for Nonalcoholic Fatty Liver Disease. HEPATOLOGY 2005;41:1313-21%
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1.1.5 Modelo Experimental de EHNA induzida por Dieta Deficiente de

Metionina e Colina

As dietas experimentais facilitam a rotina dos pesquisadores, proporcionando
resultados rapidos com a implementacdo das doencas para o seu estudo. Ao permitir o melhor
entendimento da fisiopatologia, ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na transi¢do da
esteatose para a EHNA, bem como testar o resultado das véarias drogas disponiveis para o seu

tratamento’ e, 0 uso de modelos experimentais de EHNA é de fundamental importancia.

Neste sentido, ressalta-se que o desenvolvimento de modelos experimentais
caracteristicos da fisiopatologia da EHNA, bem como suas complicacdes e a utilizacdo de
uma terapéutica adequada pode auxiliar no entendimento e na explicagdo da doenga. Nos
estudos experimentais pode-se controlar a heterogeneidade genética, as diferencas entre o
género, os fatores ambientais e 0 modo de vida, ja que todos os animais utilizados nos estudos

passaram por situacdes semelhantes®.

Tendo em vista a eficacia da utilizacdo de estudos experimentais nesta doenca sdo
determinantes os custos operacionais utilizados em cada investigacdo e o tempo de inducdo da
doenca. Para o esclarecimento do real efeito da uma terapia medicamentosa, bem como o
acompanhamento da evolucdo natural da doenca, € fundamental a escolha de um modelo

experimental efetivo e condizente para o desenvolvimento da EHNA.

A inducdo da EHNA tem sido realizada de diferentes maneiras: por inducao
medicamentosa’’"®: tetraciclina, amiodarona, corticoesterdides, etc; com a utilizagdo de ratos
geneticamente obesos ou com manipulacdo genética e com a utilizacdo de dietas que
promovem a sua ocorréncia, seja por serem ricas em gorduras, seja por restricdo de

aminoacidos "* &,

O modelo empregado na inducdo de esteato-hepatite ndo alcodlica através do uso de
uma dieta deficiente em aminoacidos essenciais como a metionina e a colina é bem aceito na
comunidade cientifica’* 8. Porém, todos os tramites e custos envolvidos na importacdo desta

racao dificultam sua utilizacdo em paises em desenvolvimento, como o Brasil.
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A dieta deficiente de metionina e colina (MCD) é uma dieta rica em sacarose (40%) e
gordura (10%), porém com falta de dois componentes essenciais, a metionina e a colina *°, os
principais agentes precursores da EHNA neste modelo. A colina € uma amina essencial que
faz parte do complexo B de vitaminas. Esta presente nos lipidios da membrana celular e no
neurotransmissor acetilcolina. A ingestdo diaria recomendada estd entre 425-550 mg para
adultos e suas fontes s&o a gema do ovo, feijéo, soja e semelhantes, lecitina de soja e outros .

A colina é necessaria para a sintese de fosfolipidios da membrana celular, no
metabolismo do metil, neurotransmissdo colinérgica, sinalizacdo transmembrana, no

transporte e no metabolismo do colesterol lipidico .

O debate quanto ao uso de colina na dieta humana se da devido ao metabolismo da
fosfatidil-colina por fosfolipases ou a sintese de novo da colina 3. No figado, ocorre a
biossintese da porcédo colina através da metilacdo sequencial de fosfatidiletanolamina, usando
S-adenosilmetionina como o doador de metil ®.

Esta capacidade da sintese de novo de colina significa que a demanda de colina possa,
em parte, ser atendida pelos grupos metilicos derivados do metabolismo do carbono (via
metil-folato e metionina). Devido a essa interrelacdo da colina, metionina, acido foélico e
vitaminas B6 e B12, acredita-se que, mesmo quando 0s nutrientes estdo disponiveis em
quantidades suficientes para sustentar o crescimento normal e a funcéo, as taxas de sintese de

novo da colina ndo s&o suficientes para atender a demanda essencial da colina .

O acumulo de gordura no figado, resultante da deficiéncia de colina, ocorre porque a
colina é necessaria para fazer a porc¢éo fosfatidil-colina nas particulas de VLDL (lipoproteinas
de baixissima densidade)® ®’. Na auséncia de colina, VLDL néo é secretado e o triacilglicerol
(triglicerideo) acumula no citosol hepatico.

O outro componente escasso na dieta MCD é a metionina, um aminoacido essencial
gue é convertido em S-adenosilmetionina e utilizado por metiltransferases que agregam o
grupo metil ao DNA, RNA, proteinas, lipidios e forma S-adenosil-homocisteina que é

hidrolisada em adenosina e homocisteina®®.

Quando a metionina estd presente em excesso, a glicina n-metiltransferase e a
cistationa beta-sintase sdo ativadas por importantes rotas regulatérias, utilizando o excesso de

—CHg para converter a glicina em n-metilglicina e, depois, condensar a homocisteina com a


http://pt.wikipedia.org/wiki/Acetilcolina
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serina para formar cistationina, a qual é clivada por gama-cistationases, formando cisteina e
alfa-quetobutirato. Quando a metionina estd em baixa quantidade, as atividades das duas
enzimas de regulacdo sdo decrescidas com o inicio da reciclagem da homocisteina para
metionina, através da enzima cobalamina dependente de metionina-sintase, a qual

simultaneamente converte 5-CHs-tetrahidrofolato em tetrahidrofolato®.

A cisteina, formada pela metionina, é o reagente limitante para a sintese de glutationa
(GSH), principal antioxidante celular. Sendo assim, dois importantes sistemas homeostaticos
estdo interligados e coordenadamente regulados pelo metabolismo da metionina, a metilacédo

celular e o sistema de tampao redox .

A deficiéncia de metionina e dos demais fatores lipotrépicos (folato, B12, colina) séo
preditivos de esteatose hepatica. Além disso, ha menor formacéo de S-adenosilmetionina com

menor ativacdo de folato, do tRNA, da sintese de creatina, lecitina e norepinefrina®.

1.2 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

1.2.1 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio é um elemento vital e também potencialmente nocivo para as células. Em

certas condicdes, é responséavel por reacées quimicas extremamente toxicas™.

A molécula de oxigénio, em seu estado natural, € um birradical que possui dois
elétrons com spin de mesmo sentido (elétron gravita na mesma dire¢do), o que lhe confere
certa estabilidade e Ihe impede de agir como um radical livre. Sendo que esta condigdo lhe

confere caracteristicas de potente oxidante, ou seja, aceitando elétrons de outras moléculas®
93

Os intermediarios da reducdo parcial do oxigénio sdo o anion superéxido (O,"),

peroxido de hidrogénio (H,O,), oxigénio singlet (*O,) e radical hidroxil (OH®). Todos s&o
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denominados espécies reativas de oxigénio por serem capazes de existir de forma

independente®.

Os efeitos deletéreos do oxigénio sobre o0s organismos aerobios variam
consideravelmente com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiologico e com
a dieta, e os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas
diferentes®. Esses efeitos ocorrem devido & elevada producéo de radicais livres (RL) ou ERO.

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo espécies
paramagnéticas, com alto grau de reatividade quimica e vida média curta, sendo capazes de
atacar qualquer biomolécula®™ . Tais radicais podem ser formados em situacdes fisiolégicas
ou patologicas e sdo danosos as células e ao organismo quando produzidos em grandes

quantidades, desequilibrio entre os agentes oxidantes e os antioxidante® *’.

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos nos processos de producao
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais
como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com
varias doencas, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracdo, doencas do
figado, diabetes mellitus, catarata, disfungdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa
ou o fator agravante do quadro geral®.

Os radicais livres podem ser formados durante o metabolismo normal de toda a célula,
pela perda ou pelo ganho de um elétron de um ndo radical. Eles podem também ser formados
quando uma ligacao covalente é quebrada, na fissdo homolitica cada um dos &tomos fica com
um elétron, formando um radical®.

Os RL reagem através de ligacGes covalentes ou reacdes bioquimicas em cadeia. Na
primeira situagdo, uma unido covalente ocorre quando dois radicais formam um par,
combinando os seus elétrons desemparelhados retirando do meio um radical. As reacdes
bioquimicas em cadeia ocorrem quando reagem com outro ndo radical, e, ao final dessa
reacdo, produzir-se-& outro radical. Além dessas duas vias, existem outras formas de obtengéo

de RL, através da fagocitose na resposta inflamatoria, em situacdes de exposicdo do
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organismo a radia¢Bes ionizantes, nas contaminacgdes, polui¢do, no exercicio e processos de

doenca® %°.

A excessiva formacdo enddgena de RL pode ser causada por: (1) ativacdo aumentada
de fagdcitos; (2) interrupcdo dos processos normais de transferéncia de elétrons na cadeia
respiratéria mitocondrial; (3) aumento da concentracdo de ions metélicos de transi¢cdo por
escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo ou doengas metabolicas; e (4) por
niveis diminuidos das defesas antioxidantes. Entretanto, torna-se dificil determinar se na
doenca humana os radicais livres sdo a causa ou se potencializam o dano® *®. Por outro lado,
as espécies reativas de oxigénio sdo reconhecidas como importantes sinalizadoras
intracelulares e estdo envolvidas na regulacdo redox no interior das células do sistema
imune®®™ %2 Sabe-se que células fagocitarias, como macréfagos e neutrofilos, sdo ativadas
sob condigdes oxidativas. Essa ativacdo € mediada pelo sistema da NADPH oxidase que
resulta em marcado incremento no consumo de oxigénio e consequente producdo de anion
super6xido®® 1%,

As ERO formam-se durante a reducdo do oxigénio a agua na cadeia de transporte de
elétrons mitocondriais. O termo denominado radical livre é determinado quando uma espécie
quimica, que pode ser um atomo como o hidrogénio ou um atomo de cloro, um metal de
transicdo ou uma molécula, possui um elétron néo pareado no seu tltimo orbital'®®. O elétron
ndo pareado neste orbital confere alta reatividade a molécula, a qual apresenta forte tendéncia
a adquirir um segundo elétron para esse orbital. Essas espécies altamente reativas tém o
potencial de oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios, glicidios e acidos
nucleicos. Quantidades aumentadas de metabdlitos oxidados destas moléculas tém sido
detectadas em pacientes com uma variedade de doengas. A estabilidade do RL é adquirida por

remocao de elétrons de moléculas vizinhas, produzindo um par eletrdnico'®

As ERO, como o peréxido de hidrogénio (H,0,), podem ser formadas durante o
metabolismo normal de qualquer célula através da perda de elétrons ou pelo ganho de um
elétron por ndo radical e estdo envolvidas numa série de processos degenerativos, devido a

propriedade oxidativa®™.

Nas membranas mitocondriais encontram-se as proteinas transportadoras de elétrons,
principalmente do complexo citocromo que reduzem uma molécula de oxigénio (O;) a agua

(H,O) durante o processo de respiracdo. A reducdo completa de uma molécula de O, a H,O
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requer quatro elétrons, sendo assim 95 a 98% de O, recebe quatro elétrons de uma sé vez,
através do sistema complexo citocromo-oxidase, na reducgdo tetraeletronica. Na reducdo
monoeletronica, ocorre a formacao de espécies intermediarias ou reativas do oxigénio (ERO).
Dois desses intermediarios sdo chamados de RL, sdo eles o radical anion superéxido (O,") e 0
radical hidroxil (OH®)'®. A maior parte do O, (aproximadamente 95%) recebe 0s quatro
elétrons de uma so vez, através do sistema oxidativo citocromo-oxidase, reducéo tetravalente.
Porém, em cerca de 5% dos casos, a reducdo € monovalente, ou seja, a molécula de oxigénio
recebe apenas um elétron de cada vez, proporcionando a formacao de intermediarios reativos

e téxicos, denominados espécies reativas de oxigénio®™ 1%,

Nos organismos aerdbios, o O, € reduzido a agua no final da respiracdo mitocondrial
(Figura 2). A molécula de O, mantém-se unida ao complexo IV da cadeia respiratoria até que
ocorra a reducdo total do O, em &gua. Durante esse processo, por receber apenas um elétron
de cada vez, ocorre a reducdo parcial do O,, gerando anion superéxido (O,"). Com a adicdo
de um hidrogénio ao anion superoxido, este se reduz a peréxido de hidrogénio (H20,).
Posteriormente, se um terceiro elétron for acrescido, ocorrerd a formagdo de um radical
hidroxil (OH®). Desse modo, a formacdo de radicais ou de espécies reativas de oxigénio
deve-se ao fato do O, se reduzir a 4gua de forma monovalente, 0 que permite a geracao de

moléculas ou fons reativos durante o processo de reducdo do oxigénio'%

e e 2H*
02 0;" &)
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Mo_let_:u!a de p Anion __° . Perdxido Radical Agua
Oxigénio Superox;do de H:drogemo Hidroxil

Figura 2. Esquema da redugo do O, em H,O, na respiragdo mitocondrial e a redugdo das ERO'’

O anion superdxido (0O,") é constituido pela reducdo do O, molecular por um elétron,
apos aporte energético. Normalmente, é removido pela reacdo de dismutacdo, que consiste na
reacao de anions superoxido catalisados pela enzima superdxido dismutase (SOD). O H,0,, é
normalmente produto da dismutacdo do anion superdxido pela enzima SOD. As enzimas
oxidativas sdo capazes de formar e degradar o peroxido de hidrogénio (H,0O,) e essas enzimas

sdo encontradas nos peroxissomas. Dentre as mais comuns, encontram-se catalase (CAT), D-
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amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de acidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O
H,O,, apesar de ndo ser um radical livre, pode reagir com outro anion superéxido, ou com
metais de transicdo, conforme as reacdes de Fenton (Reacdo 1) e Haber-Weiss (Reacdo 2),

formando o radical hidroxil (OH")®.

Fe?* + H,0, —» Fe** + HO’+ HO" (Reacéo 1)

0, + H,0,— O, + HO*+ HO™ (Reacdo 2)

O radical hidroxil é uma ERO instavel, sendo um dos mais potentes oxidantes em
sistemas bioldgicos devido a sua meia-vida muito curta. Esses radicais frequentemente atacam
as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes. Esse RL possui a
capacidade de atravessar as membranas e reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados

e DNA, apesar de seu baixo tempo de meia-vida®™.

O radical OH"® é formado no organismo principalmente por dois mecanismos: reacao
de H,0, com metais de transicdo e homolise da agua por exposicéo a radiacéo ionizante . O
ferro reduzido (Fe?*) desenvolve uma importante rota na geracdo de radicais toxicos,
particularmente quando reage com peréxido de hidrogénio (H.0,)'*. O radical hidroxil é
formado quando o H,0, reage com o anion superoxido (O,*), com catalise de ions divalentes
de metais de transicdo como ferro e cobre, através da reacdo descrita por Haber-Weiss no ano
de 1934%. E usualmente aceito que os efeitos téxicos dos fons ferro s&o consequéncias da
decomposicéo catalitica pelos fons Fe** do peréxido de hidrogénio ou hidroperéxidos para a
forma ativa do radical hidroxil, conforme reacdo. Acredita-se que essas reagcdes sejam 0 passo
inicial de muitos processos de danos causados por radicais livres, como LPO, modificagédo

oxidativa de proteinas e lipoproteinas, e aumento de anomalias em cromossomos™.

A sintese prejudicada de VLDL e a diminuicdo da quantidade de proteinas de ligacéo a
acidos graxos encontrada na EHNA limitam a capacidade dos hepatocitos de ser livrar do

excesso de gordura''®

. A exposicdo dos hepatdcitos ao excesso de &cidos graxos livres leva
em sequéncia & permeabilizacdo lisossémica, redistribuicdo de catepsinas para o citosol,

despolarizacdo mitocondrial, liberacdo de citocromo C e o subsequente aumento de ERO.
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Essa via fornece possivel vinculo entre o acimulo de AGL e uma série de processos
concomitantes, como a peroxidagdo lipidica e os mecanismos pré-inflamatérios, bem como a

ativaco de vias pré-apoptoticas™*.

Acredita-se que na EHNA a funcdo mitocondrial esteja diminuida devida a alteracfes
ultraestruturais que resultam em um oxidacdo-fosforilacdo defeituosa e uma disfun¢do na
cadeia respiratoria, gerando aumento de ERO que podem atacar acidos graxos poli-
insaturados e iniciar a peroxidacdo lipidica. Na deplecdo da oxidagdo mitocondrial,
mecanismos alternativos de oxidacdo sdo ativados, como a betaoxidagao nos peroxissomos e a

O0mega-oxidagdo microssomal, resultando na formacdo adicional de ERO.

A inflamacdo também desempenha importante papel na progressdo da EHNA. No
figado gorduroso ocorre aumento importante na expressdo de genes proinflamatdrios*2.
Nessas condigdes, se tem observado uma ativagdo do fator de transcricdo NF-«B, pela unido
de fatores como o estresse oxidativo e a esteato-hepatite, existindo aumento da producéo de
citocinas como interleucina IL-1, IL-6 y TNFa™* ™ Essas citocinas participam do
desenvolvimento da resisténcia a insulina e da ativacao de macréfagos hepaticos, as células de
Kupffer '°. Em vérios trabalhos j& se tém demonstrado o aumento nos niveis de TNFa, tanto
no soro como no tecido hepéatico de pacientes com EHNA que poderia ser gerado pelo
acimulo de gordura e pelo desenvolvimento da resisténcia & insulina®® ', Este efeito
poderia estar envolvido o receptor de insulina IRS-2 por diminuir a fosforilagdo de sua
tirosina através de um mecanismo mediado por MAPK (mitogen-activated protein kinase)™®.
Essas acfes do TNFa estdo mediadas, pelo menos em parte, pela alteracdo da funcéo

mitocondrial e pelo estresse oxidativo™®.

Dessa forma, o processo inflamatorio que se desenvolve na EHNA parece alterar os
mecanismos de sinalizacdo do receptor de insulina, processo que desempenha um papel
importante no aumento do estresse oxidativo'®®. Ao contrario das influéncias pré-
inflamatorias, se encontram a acdo de uma familia de receptores hormonais nucleares
denominada PPARP ou receptores ativados pela proliferacdo de peroxissomas, que regulam
tanto a inflamag&o como o metabolismo lipidico. Os PPARP induzem o catabolismo de acidos

graxos, prevenindo a deposicdo de gordura no figado'*.

Particularmente, PPARPa regula a expressao de genes implicados na resposta

inflamatdria, interferindo em vias de sinalizagcdo dependente do NF-«B, influenciando na
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producdo de citocinas e na atracdo de mondcitos aos locais de inflamacéo, e inibindo, entre
outros genes pré-inflamatorios, a expressdo do gene da enzima ciclooxigenase (COX-2), que

aparece sempre aumentada EHNA™* 122,

Como mecanismo compensador do processo oxidativo, 0 organismo possui um
sistema antioxidante, constituido por componentes enziméaticos e ndo enzimaticos, que atuam
conjuntamente na protecdo celular. O sistema enzimatico é considerado a linha de defesa
primaria, uma vez que evita o acimulo do anion radical superoxido e do perdxido de
hidrogénio. Existem também as defesas secundarias que impedem a propagacdo da LPO e as

terciarias, enzimas responsaveis pelo reparo de danos ja instalados®™ %.

Logo, em condi¢des fisioldgicas, o balango entre agentes oxidantes e defesas
antioxidantes mantém-se equilibrado. Quando ocorre aumento na producdo de ERO,
diminuicdo das defesas antioxidantes ou ambas as situacdes, o equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes é rompido em favor dos agentes oxidantes e, nessa situacdo, diz-se que a célula

ou 0 0rganismo encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos®.

1.2.2 Defesas Antioxidantes Enzimaticas e Ndo Enzimaticas

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracbes — comparadas aquelas de um substrato oxidavel — atrasa
significativamente ou impede a oxidacdo daquele substrato (o termo oxidavel inclui
macromoléculas tais como proteinas, lipidios, hidrato de carbono e DNA). A funcgdo desses
compostos € manter os niveis intracelulares de ERO em baixas concentracdes, e, para isso,
atuam prevenindo a formacdo dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido

formadas®?®.

As defesas antioxidantes compreendem agentes que cataliticamente removem RL e
outras espécies ativas como as enzimas SOD, CAT e GPx; proteinas que minimizam a
disponibilidade de pré-oxidantes, como ions ferro e cobre ou como transferinas e
hepatoglobinas; proteinas que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos,

como proteinas de choque térmico; e substancias de baixo peso molecular que combatem
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ERO e EAN (espécies ativas de nitrogénio) como glutationa, a-tocoferol, acido drico,

bilirrubina e outros*®?.

A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular, e possivelmente, em
diferentes células do mesmo tecido®. O sistema antioxidante é constituido por componentes
enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam conjuntamente na protecdo celular. O sistema
enzimatico é considerado a linha de defesa primaria, uma vez que evita o acimulo do anion
radical superoxido e do perdxido de hidrogénio. Existem também as defesas secundarias que
impedem a propagacdo da LPO e as terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados®.
Quando a substancia age neutralizando as ERO na fase de iniciacdo ou propagacédo da LPO,
levando a formacdo de um composto menos reativo, € chamada de scavenger. Ao passo que,
se a substancia antioxidante tiver a propriedade de absorver a energia de excitacdo dos

radicais, neutralizando-os, é denominada de quencher*?,

A distribuicdo das enzimas antioxidantes estd intimamente relacionada com as fontes
de ERO, sendo assim, podemos notar a importancia da existéncia das defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Sem elas, o equilibrio celular seria alterado e facilitaria o

surgimento de varias disfuncfes que poderiam levar a processos de doenca.

O sistema enzimatico encarregado da detoxificacdo das ERO é formado por varias
enzimas, das quais se pode destacar: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel especifico no
controle do balanco oxidativo.

A SOD tem por principal funcdo atuar na dismutacdo do anion superéxido (O,") em
H.0, e O,, sendo que o primeiro é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas
(Reacdo 3). Essa enzima pode ser classificada em trés grandes grupos, segundo o metal que se
encontra presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a MnSOD, presente na

matriz mitocondrial, e a FeSOD, existente somente nos procariontes e plantas'?.

SOD

0, + 0" + 2H" » H,0,+ 0, (Reagdo 3)
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Os produtos finais da dismutacdo sdo o peroxido de hidrogénio e o oxigénio. O H,0,,
apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxil. A remocéo dos
peréxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao
perdxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a reducdo do peroxido de

126

hidrogénio e de hidroperdxidos organicos™”. A acdo da CAT sobre o peroxido é apresentada

na Reacgéo 4.

CAT

2H>0, > 2H,0+ O, (Reagéo 4)

Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a atividade da
GPx, que se localiza no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a reducdo do perdxido
de hidrogénio, através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a
glutationa oxidada (GSSH) a reduzida, é necessario que a glutationa redutase (GR) promova a
regeneracdo da GSSH, consumindo NADPH, conforme demonstrado na Figura 3%.

H,0 GSSG

H,0

2

0

Figura 3. Esquema da interacdo entre as enzimas antioxidantes®.

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou ERO antes que
esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como antioxidantes, evitando

reacOes em cadeia como a LPO. Elas sdo conhecidas como defesas antioxidantes ndo
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enzimaticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o acido ascorbico (vitamina C), 0 a-

tocoferol (vitamina E), B-carotenos e flavonoides®” *2"1%°.

Essas substancias, quando atuam, podem evitar a formacdo de RL ou ERO, suprimir
uma cadeia de peroxidagdo na fase de propagacgéo e reparar ou reconstruir a membrana. A
glutationa é um tripeptideo de acido a-glutaminico, cisteina e glicina que, além de ser um
importante antioxidante ndo enzimatico, participa de reacfes de enzimas antioxidantes como a
glutationa peroxidase e a glutationa transferase, logo, uma alta concentracdo de GSH
intracelular protege a célula contra a acdo de ERO, reagindo por via ndo enzimatica com essas
espécies. A sua acdo deve-se a presenca de um grupamento sulfidrila, que atua como doador

de elétrons®,

A vitamina C é um composto hidrossolUvel que atua como cossubstrato na biossintese
do colageno, catecolaminas e carnitina. Atua como scavenger de O," e OH* com a formacéo

de um composto intermediario que vem reduzido sucessivamente pela GSH®.

A forma da vitamina E com maior atividade quimica é o a-tocoferol, que ¢ um
composto lipossoltvel, presente em altas concentracbes em muitos tecidos, em nivel
intracelular e esta presente nas membranas celulares e nas lipoproteinas. Sua ac¢do, como
antioxidante, esta associada a inibicdo da peroxidacdo de lipidios. Apos reagir com radicais

peroxil, retorna & forma de a-tocoferol pela acéo do ascorbato™®.

Os B-carotenos tém sido considerados porque apresentam a capacidade de neutralizar
radicais. Eles agem principalmente com o oxigénio singlet, sendo que sua utilizagcdo ocorre
em concentracdes baixas, tém afinidade & luz e absorvem a energia de excitagdo do radical™*".

Os flavonoides séo encontrados nas folhas e partes externas das plantas. Para proteger
os tecidos da acdo oxidativa, € descrito por varios autores que fitoterapicos, entre eles os
flavonoides, possuam atividade antioxidante. Alguns, como a rutina e a quercetina, estdo

sendo estudados e estdo apresentando bons resultados como antioxidantes®’ 127129 132,133

Investigagbes sdo necessarias para discutir os mecanismos dos efeitos dos
antioxidantes e sua capacidade de interacdo com as membranas, esclarecendo pontos ainda

obscuros para a interface clinico-terapéutica.
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1.3 O Flavonoide Quercetina

Os antioxidantes possuem a funcdo de manter os niveis intracelulares de ERO em
baixas concentracdes, e, para isso, atuam prevenindo a formacdo dessas espécies ou

combatendo-as uma vez que tenham sido formadas'?*.

Vaérios flavondides tém sido referidos recentemente como eficazes para diminuir a
inflamag&o e a fibrose em modelos animais**’. Flavondides é o nome genérico de um grupo
de moléculas formadas pelo metabolismo secundario dos vegetais, que se originam mediante
uma via biossintética mista™*. S&o compostos que contém grupos hidroxila fenélicos que lhes
conferem uma acdo antioxidante com importante potencial terapéutico e sdo encontrados na
maca, laranja, péra, uva, meldo, cereja, brocoli, batata, cebola, tomate, feijao, assim como
também na cerveja, no chd, no vinho tinto e nos sucos de liméo e laranja, os quais fazem parte

da dieta humana de forma habitual*°.

Estima-se que diariamente a dieta ocidental contém, em média, 25 mg de flavondides,
dentre os quais a quercetina é o principal componente, sendo consumida em torno de 16
mg/dia, uma quantidade que pode ser farmacologicamente significativa para os fluidos e

tecidos corporais™*®.

A quercetina (Q) € um dos antioxidantes mais efetivos entre os flavonoides naturais e
é representada por constituintes da dieta humana (frutas, vegetais, entre outros), protegendo as

células contra as espécies ativas do oxigénio™®’.

A quercetina € classificada como um flavonol (Figura 4) tipico, cuja denominagdo
cientifica €  2-(3,4-dihidrixifenil)-3,5,7-trihidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona,  também
denominado de 3,3”,4°,5,7-pentahidroxiflavona pela Organizacdo Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) e apresenta capacidade de unir-se a polimeros bioldgicos tais como
enzimas, transportadores de hormonios e DNA, podendo quelar ions metalicos de transicgéo,
tais como Fe**, Cu?*, catalisar transporte de elétrons e depurar radicais livres. Considera-se
gue a quercetina tem excelente potencial antioxidante por suas propriedades anti-radicais
livres, fundamentalmente aos radicais hidroxila e superoxido, que séo espécies consideradas

altamente reativas e implicadas no inicio da cadeia de peroxidacéo lipidica®* 3 1%,
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Figura 4. Estrutura quimica da quercetina®®.

Hertog et al**

encontraram altas concentracfes de quercetina em cebola (284-486
mg/kg), couve (100 mg/kg), vagem (32-45 mg/kg), brdcolis (30 mg/kg), repolho (14 mg/kg) e
tomate (8 mg/kg). Entre as frutas estudadas, a concentracdo média de quercetina encontrada
foi de 15 mg/kg, sendo que na magé esta foi maior, entre 21 e 72 mg/kg. Em bebidas, como a
cerveja, café, achocolatado e vinho branco, o teor foi de aproximadamente 1 mg/l. Ja, para o
vinho tinto, o teor observado foi de 4 -16 ml/I, suco de lim&o, 7 mg/l, suco de tomate, 3 mg/l
e nos demais sucos, 5 mg/l. O cha preto é a bebida que apresenta maior concentracdo de

quercetina, em torno de 10-25 mg/I.

Os grupos fenolicos possuem forte atividade antioxidante e potencial terapéutico em

vérias doencas, incluindo cancer, doencas isquémicas do coracdo e aterosclerose™®.

Para que um flavondide apresente potente acdo antioxidante, ou seja, atue como um
varredor de RL, é necessario que esta molécula consiga doar elétrons para estabilizar um RL e
que, ao ceder esses elétrons, rapidamente se estabilize".

Acredita-se que essa capacidade de doar elétrons, com maior ou menor facilidade,
potencializa a acdo antioxidante dos flavondides e esta associada a relagdo estrutura-atividade
de cada molécula. Para entender essa relagdo, € importante recordar a estrutura basica dos
flavonoides que sdo compostos por 15 carbonos, distribuidos em 2 aneis fendlicos, conectados
a unidade do carbono 3 e, normalmente, acoplados a uma molécula de agucar, a qual

incrementa sua solubilidade em agua***.

Trabalhos experimentais, utilizando quercetina, obtiveram reducdo das lesGes no

tecido hepético e verificaram que a administracdo de Q aumenta as defesas antioxidantes,
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reduz o dano oxidativo no figado, a proliferacdo do ducto biliar e a fibrose. Além disso,
verificaram que a melhor resposta obtida com a Q foi na dose de 150 pumol/Kg de peso

corporal que corresponde a 50 mg/Kg de peso corporal utilizado neste trabalho®" 127 128142,

Pavanato e colaboradores, em 2003, verificaram que o tratamento de trés semanas
na dose de 50mg/Kg/dia na cirrose induzida por tetracloreto de carbono intraperitonealmente
protegeu o figado, reduziu o contetdo de colageno e diminuiu a expressdo da iNOS e a

peroxidacéo lipidica™’.

Estudos in vitro tém mostrado que a quercetina e outros flavondides inibem fortemente
a producdo de 6xido nitrico e do fator de necrose tumoral pelas células de Kupffer quando

estimuladas pela doenga**.

A Q também tem sido relatada em varios estudos de apoptose, nos quais foi
demonstrado que inibiu a apoptose induzida pelo peroxido de hidrogénio das células

mesangiais, fibroblastos e células epiteliais***.

Muitos efeitos dos flavonoides tém sido constatados sobre funcdes celulares, incluindo
efeito mutagénico, antimutagénico, antiviral e citotéxico, além de antioxidante'® *****’_ Tendo
em vista as alteracdes hepaticas da esteato-hepatite ndo alcodlica e do fato de até o presente
momento ndo haver tratamento efetivo para esta doenca, que tem como um dos principais
eventos a hiperproducdo de citocinas, e consequentemente, o estresse oxidativo, gerando um
mecanismo de feedback positivo para a inflamagdo com consequente fibrose, o estudo de
substancias que possam impedir ou diminuir esse eventos sdo de extrema relevancia e

importancia no contexto atual das investigacGes sobre o tratamento da EHNA.

1.4 Avaliagdo de Atividade Genotoxica

Os testes de genotoxicidade detectam efeitos de substancias toxicas para o genoma. Os
mais utilizados sdo aqueles que detectam mutacdes em células germinativas ou somaticas, por
exemplo mutacdo génica, associada a alteracdes na sequéncia de nucleotideos do DNA, ou em

nivel cromossémico, como aberracdes e microntcleos™*® ™!, Uma vez lesado seu DNA, as
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células respondem utilizando diferentes estratégias de acdo, tais como morte por
citotoxicidade ou apoptose, modulacdo da expressédo génica controlando o ciclo celular e a
reparacao do material genético por via livre ou sujeita a erro, sendo a segunda responsavel
pela fixacdo das mutacdes. Normalmente é a combinacdo desses fatores que compde a

resposta a danos genéticos™%.

Os métodos que sdo amplamente empregados para a deteccdo de mutagdes génicas sdo
aqueles que utilizam as bactérias (Salmonella typhimurium e Escherichia coli)******. Esses

sdo relativamente simples e reprodutiveis.

Para a deteccdo de mutacGes cromossomicas, 0s testes mais utilizados incluem as
aberragbes cromossémicas e microndcleos, sendo que tais testes exigem que a célula esteja
em seu estado proliferativo™" '*°. Esses testes tém validacdo internacional e podem ser

desenvolvidos tanto in vitro quanto in vivo.

Jé para detectar quebras no DNA, tem sido recomendado o teste alcalino eletroforético
de célula unica ou ensaio cometa (EC), sendo este realizado em células individuais, ndo

necessariamente em proliferacdo®™* 1>,

Denominado de eletroforese de célula Unica (Single cell electrophoresis test) ou ensaio
cometa, esta metodologia foi descrita por Singh et al. (1988) e modificada por Speit e
Hartmann (1999)°°. E um ensaio de genética toxicoldgica usado para se avaliar a
genotoxidade de um composto. E ainda descrito como um teste rapido e que ndo requer
grande quantidade de amostra, poder ser aplicado em diferentes tecidos dos quais se obtém
suspensdes de determinadas células e considerado um ensaio de alta sensibilidade e

especificidade™’.

O ensaio cometa permite a deteccdo de lesdes genbmicas que, apds serem processadas,
podem resultar em mutacOes. Diferente das mutacOes, as lesdes detectadas pelo teste cometa
sdo passiveis de correcdo, principalmente por compostos bioativos encontrados nos alimentos

e identificados como antimutagénicos™™®.

Tendo em vista estas consideracOes, objetivou-se desenvolver um modelo
experimental de esteato-hepatite ndo alcodlica avaliando a eficAcia do modelo, o

envolvimento do estresse oxidativo hepatico, os danos causados ao DNA e os transcritores
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celulares envolvidos nessa doenga, bem como a agdo do flavonoide quercetina como

antioxidante neste modelo experimental.



OBJETIVOS




2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo geral desenvolver um modelo experimental de esteato-
hepatite ndo alcodlica através da utilizacdo de uma dieta deficiente dos aminoacidos
essenciais metionina e colina, verificando os efeitos do flavonoide quercetina como agente

antigenotdxico e antioxidante nos tecidos hepéaticos de camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Experimento |

-Desenvolver um modelo experimental de EHNA (Esteato-Hepatite N&do Alcodlica)
utilizando uma dieta deficiente de metionina e colina (MCD) que seja eficaz, com fécil

aquisicao e custos adequados ao nosso centro de investigagéo.

-Comprovar a efetividade da dieta MCD e sua aceitagdo pelos animais, bem como as

caracteristicas da EHNA induzida, validando o modelo experimental.
-Verificar através de estudos morfoldgicos e histopatologicos a eficiéncia do modelo.

-Averiguar por anélises bioquimicas as alteragbes hepaticas por aspartato animo

transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e, sistémicas por
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glicemia, triglicerideos, colesterol total, HDL (lipoproteinas de alta densidade) e VLDL
(lipoproteinas de baixissima densidade).

-Verificar os niveis de lipoperoxidacdo pela técnica das substancias que reagem ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) e analisar as enzimas antioxidades superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa total (GSH total) no figado.

2.2.2 Experimento lla

-Através de um modelo de EHNA utilizando a racdo MCD produzida nacionalmente,
verificar as alteracfes hepaticas, de estresse oxidativo e de danos de DNA, bem como 0s

efeitos resultantes de uma suplementacdo com o flavondide quercetina.

-Verificar morfoldgica e histologicamente os efeitos da suplementacdo de quercetina
no modelo experimental de EHNA.

-ldentificar as alteracdes de integridade hepatica dos camundongos com EHNA e dos
submetidos a administracdo de quercetina através da analise das enzimas AST, ALT e FA,
bem como as alteragcBes bioquimicas sistémicas de colesterol total, HDL, glicemia e
triglicerideos.

-Determinar os niveis de lipoperoxidacdo hepatica por TBARS e das enzimas
antioxidantes SOD e CAT.

-Avaliar os danos ao DNA no modelo de EHNA induzida por dieta MCD e a agéo da
quercetina como agente genotoxico/antigenotoxico, utilizando o ensaio cometa em tecido

hepaético.
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2.2.3 Experimento I1b

-Por meio um modelo de EHNA utilizando a ragdo MCD produzida nacionalmente em
camundongos C57BL/6 suplementados com o flavonoide quercetina (50mg/kg), verificar as

alteracOes hepaticas e os parametros inflamatérios e de fibrose.

-Verificar histologicamente e através de avaliacdo imuno-histoquimica os efeitos da

suplementacdo de quercetina no modelo experimental de EHNA.

-ldentificar as alteracdes de integridade hepatica dos camundongos com EHNA e dos

submetidos a administracdo de quercetina através da analise das enzimas AST, ALT e FA.

- Avaliar os niveis de RNAmM de TNF-a, COX-2, TGF-B, HMGB-1, MMP-9, CTGF e

AREG em tecido hepatico dos diferentes grupos estudados.

- Verificar a expressao da proteina JNK total e fosforilada e a do TLR-4 em tecido

hepético dos animais.



MATERIAIS E
METODOS







3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento |

3.1.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo, de carater experimental quantitativo e qualitativo, onde foram
empregados camundongos C57BL/6 normais e camundongos C57BL/6 com EHNA induzidos
por alimentacdo deficiente de metionina e colina. Conforme apresentado no artigo™:
Methionine- and Choline-Deficient Diet Induce Hepatic Changes Characteristic of Non-
Alcoholic Steatohepatitis. Arg. Gastroenterol. V.48, n° 1, 2011.

3.1.2 Delineamento Experimental

3.1.2.1 Animais

Para realizacdo deste trabalho utilizou-se camundongos da linhagem C57BL/6, com
peso médio no inicio dos experimentos de 15 a 20 g, com 08 semanas de vida, provenientes
do Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB/UNICAMP). Os
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animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de Experimentacdo Animal do
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas individuais,

tendo por dimensdes 41x34x16 cm, forradas com maravalha.

Os animais foram tratados diariamente com agua ad libitum. As caixas foram limpas
de acordo com a rotina do Centro de Pesquisa e 0s animais mantidos em uma temperatura de

22 + 4°C, em ciclo de 12 horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas).

A dieta deficiente em metionina e colina (MCD) foi preparada, sob nossa solicitacdo e
orientagdo, pela empresa brasileira PragSoluces Biociéncias®, de acordo com o descrito por
NEWBERNE e CAMARGO™®, com modificactes' (Composicdo da Dieta em Anexos).
Foram desenvolvidas duas racdes: a MCD e a racdo controle, que é idéntica a anterior, porém

contem as quantidades necessarias dos aminoacidos.

3.1.2.2 Consideracdes Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonancia com as normas
estabelecidas pela Comiss&o de Pesquisa e Etica em Satde contidas no Manual de Pesquisa
em Saude e Direito dos Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pds-Graduacdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)'*® bem como o preconizado no Principles for

Research Involving Animals.

O ndmero de animais utilizados no estudo ampara-se em célculo amostral, o qual
refere que, para detectar uma diferenca entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 desvio
padrdo (magnitude de grande efeito), considerando-se a=0,05 e poder de confianga de 90%,
s80 necessarios, no minimo, sete animais por grupo. Neste experimento foram utilizados

quinze animais por grupo.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e solicitado fomento junto ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e
Eventos do HCPA.
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3.1.2.3 Modelo Experimental

A inducdo da EHNA foi realizada através da oferta ad libitum da racdo MCD durante
2 semanas. Os animais do grupo controle receberam a mesma racéo, porém com a inclusao de

metionina e colina nas concentracfes descritas em seu composto.

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos: a) controle (CO): 15
camundongos receberam a racdo controle (com a adi¢cdo de metionina e colina) durante 2
semanas; b) esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA): 15 camundongos receberem a dieta MCD

durante 2 semanas.

Todos os animais receberam, uma semana antes de comegar 0 experimento, a racao

controle para adaptacédo a nova alimentacéo.

3.1.2.4 Eutanésia dos animais

No primeiro dia de experimento foi realizada a distribuicdo aleatéria dos animais nos
grupos de estudo e ofertada a racdo correspondente. Os animais foram pesados e monitorados

semanalmente durante o experimento.

Transcorrido o periodo de tempo (2 semanas), os animais foram pesados e receberam
anestesia inalatoria com Isoflurano® para realizagdo da coleta de sangue do plexo retro-

orbital.

Os animais sofreram eutandsia, ao final do experimento, por exanguinagdo sob
anestesia profunda, seguida de deslocamento cervical conforme descrito em AVMA
Guidelines from Euthanasia'®’. Para a retirada do figado, foi realizada uma laparotomia
ventral média com hepatectomia total e preparo do material para analise histoldgica e

congelamento em nitrogénio liquido do tecido restante.
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Os figados foram seccionados e os seus lobos divididos em uma fragdo para histologia,
fixados em solugéo de formol a 10% por 24 horas e emblocados em parafina para posterior

coloracdo. O restante do tecido foi utilizado para as demais analises.

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas para
desprezo e mantidos em freezer até sua incineragdo realizada pelo setor responsavel do Centro

de Investigacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.1.2.5 Anélise Histopatoldgica

Para realizacdo da analise microscépica, as laminas dos fragmentos hepéticos foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) e picrossirius, sendo analisadas por um Unico
patologista “cegado”, ou seja, sem conhecimento dos grupos em relacdo aos animais, no
Laboratdrio de Patologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz

- Fiocruz.

O critério histoldgico minimo para o diagndstico de EHNA foi a presenca de esteatose
associada a balonizacdo hepatocelular, envolvendo a zona 3 e infiltrado inflamatério
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lobular™<. Os corpusculos de Mallory e a fibrose sinusoidal, envolvendo a zona 3, podiam ou

ndo estar presentes'®®

. A graduacdo tanto da atividade necroinflamatoria como da fibrose foi
realizada, segundo a classificacdo proposta por BRUNT et al.'®>. O escore utilizado para a
classificacdo da EHNA foi o recomendado pelo Pathology Committee of EHNA Clinical
Research Network'®, classificando semi-quantitativamente esteatose (0-3), inflamagdo

lobular (0-2), balonizagéo hepatocelular (0-2) e fibrose (0-4).

Na coloracdo com picrossirius vermelho, a analise qualitativa foi realizada em
microscopio binocular Nikon Labophot (Tokyo, Japan). A porcentagem de fibrose no tecido
hepatico foi determinada por analise histomorfométrica em microscopio equipado com
camera digital e conectado a um programa de captura de imagem (Image-Pro Plus by Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Depois de analisar vinte campos randomizados por
imagem, as razGes do tecido conjuntivo em relacdo a todo o figado foram calculadas, com

resultados em pixels.
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3.1.2.6 Anélises Bioquimicas e de Integridade Hepatica

Para verificacdo das analises bioquimicas sistémicas realizaram-se as medidas de
glicemia, triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL) e lipoproteinas
de ultra baixa densidade (VLDL).

Para determinacdo da glicemia foi utilizado o teste enzimatico colorimétrico (Kit
Glicose PAP, LAB TEST), no qual o reagente foi misturado a 40 pL de amostra do plasma e
lido em espectofotometro (CARY 3E — UV- Visible Spectrophotometer Varian) com
comprimento de onda de 500nm.

Para determinacdo dos niveis de triglicerideos foi utilizado o teste enzimatico
colorimétrico (Kit Triglicerideos Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente serd misturado a
40 pL de amostra do plasma e lido em espectofotometro (CARY 3E — UV- Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 410nm. Os triglicerideos foram
hidrolisados enzimaticamente por uma lipase especifica, produzindo glicerol e acido graxo. O
glicerol se oxidou com é&cido perclorico a formoladeido, que foi quantificado

colorimetricamente a 410 nm como 3,5-diacetil-1,4-diideolutidina °°.

Para determinagdo dos niveis de colesterol total, HDL e VLDL foi utilizado o teste
enzimatico colorimétrico (Kit Colesterol Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente foi
misturado a 40 puL de amostra do plasma e lido em espectofotdometro (CARY 3E — UV-
Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 500nm. Os ésteres de
colesterol sdo hidrolisados pelas colesterol esterases a colesterol livres e acidos graxos. O
colesterol livre € oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio.
Na presenca de peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-amino-antipirilquironimina teve

absortividade maxima em 500nm .

Para verificacdo da integridade hepatica foram utilizadas as dosagens sanguineas das
enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotranferase (ALT) e fosfatase
alcalina (FA).
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Na determinacdo da AST e da ALT no plasma foi utilizado o método enzimatico
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica do AST e ALT

foi obtida através da medicéo cinética a 567 nm.

A AST catalisou a reacdo do a-cetoglutarato e do acido alanina sulfinico a piruvato e
glutamato. A ALT catalisou a reacdo do a-cetoglutarato e alanina a piruvato e glutamato. O
piruvato se hidrolisou a acetilfosfato, ap6s a acdo do piruvato oxidase (POD), anidrase
carbonica e peroxido de hidrogénio (H,O,). Em presenca de POD, o H,0O, oxidou a forma

reduzida incolor do indicador a forma azul.

Para determinacédo da atividade da FA no plasma foi empregado o método enzimatico
automatizado. Para isto, utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais agua, que
formou para-nitrofenol, um composto intensamente amarelo, com um maximo de absorbancia
de 400 nm.

3.1.2.7 Andlises de Lipoperoxidacao e das Enzimas Antioxidantes

Apos a morte dos animais, o figado foi rapidamente retirado e homogeneizado durante
30 segundos em Ultra-Turrax (IKA-WERK), na presen¢a de KCI 1,15% (9 mL por g de
tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mM em
isopropanol (10pL por mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases e foi
utilizado para que ndo houvesse degradacdo das enzimas, cuja atividade foi medida. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g) em
centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) e o

sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80°C para as dosagens posteriores™®’.

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de figado foi determinada, utilizando,
como padrdo, uma solugdo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se volumes de 50, 100 e
150 pL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em 780 uL de &gua destilada e
2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de NaHCO3;, 0,5 mL do reativo Bl
(CuSQO4.H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de sodio e potassio 2%). Apos a adi¢éo do

reativo C, foram aguardados dez minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau
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diluido na proporcdo 1:3 em agua destilada. Apds trinta minutos a solucdo adquiria uma
coloraco azulada que foi medida em espectrofotémetro, a 625 nm*®,

A Lipoperoxidacdo (LPO) foi determinada por meio do método das substancias
reativas ao cido tiobarbitarico (TBARS). Esta técnica € bastante utilizada para medir o dano
dos lipidios de membrana, porque o &cido tiobarbitdrico reage com os produtos da LPO, entre
eles o0 malondialdeido (MDA\) e outros aldeidos™®®.

A técnica consiste em aquecer o material bioldgico a ser testada na presenca de acido
tiobarbitarico, que forma um meio acido, para medir espectrofotometricamente a formacao de
um composto corado (base de Schiff). Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de
adicdo, 0,5 mL de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL de &gua destilada, 0,75mL de
acido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do homogeneizado. O TBA reagiu com produtos
da lipoperoxidacdo formando uma base de Schiff, e 0 TCA teve funcdo de desnaturar as
proteinas presentes, além de acidificar o meio de reagdo. A seguir, agitaram-se os tubos, 0s
quais foram aquecidos a temperatura de 100° C durante 15 minutos. Apés, os tubos foram
resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-butilico, para extrair o pigmento formado. Os
tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por dez
minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o produto corado foi retirado e realizada a leitura
em espectrofotometro (CARY 3E - UV - Visible Spectrophotometer Varian) com
comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de

proteina®®®.

A enzima superoxido dismutase (SOD), catalisa a reacdo de dois anions superéxido,
com a consequente formacdo de peréxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A
velocidade da reagdo catalisada pela SOD é 10* vezes maior do que a velocidade da
dismutacdo espontanea em pH fisiolégico’™®. Uma unidade de SOD é definida como a
quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do detector (adrenalina). A
atividade da SOD é determinada medindo a velocidade de formacdo do adrenocromo,
observada a 480nm, em meio de reacdo contendo glicina-NaOH (50mM, pH 10) e adrenalina
(1mM)171' 172

A técnica esta baseada da inibicdo da reacdo do radical superoxido com a adrenalina.
A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superéxido com o sistema de



3 MATERIAIS E METODOS 66

deteccdo. Dado que ndo se pode determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em
termos de substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificacdo em unidades
relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a
velocidade de oxidacéo do detector (adrenalina). A oxidagdo da adrenalina leva a formacéo de
um produto colorido, o adrenocromo, detectado espectrofotometricamente. A atividade da
SOD é determinada medindo a velocidade de formagdo do adrenocromo, observada a 480nm,
em meio de reacdo contendo glicina-NaOH (50mM, pH 10) e adrenalina (LmM). A atividade
enzimatica foi expressa em unidades SOD/mg de proteina (quantidade de SOD que inibe em

50% a velocidade de reducéo da adrenalina)'™.

A enzima catalase (CAT) € altamente especifica e possui atividade apenas para
peroxido de hidrogénio, hidroperoxidos de metila e etila. No homem, a CAT é uma
hemoproteina e catalisa a decomposicdo do peréxido de hidrogénio a 4gua e oxigénio®®. A
atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem. Sendo assim, a atividade da
enzima catalase pode ser medida através da avaliacdo do consumo do peroxido de hidrogénio.
Para realizacdo deste ensaio foram utilizados 0s seguintes reagentes: solucdo tampédo de
fosfato de sodio a 50 mM e pH 7,4, e peroxido de hidrogénio 0,3 M. Em cubeta de quartzo,
foram adicionados 955 pL do tampdo fosfato e 10 uL de amostra do tecido, sendo essa cubeta
colocada em espectrofotbmetro e descontada contra um branco de tampdo fosfato. Apds,
foram adicionados 35 puL do perdxido de hidrogénio para o tecido e foi feito o monitoramento
da diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram
expressos em nmoles por mg de proteina (umoles de H,0,), no comprimento de onda de 240

nm173.

As quantidades de GSH e GSSG intracelulares, bem como a relacdo entre as
concentracOes desses dois metabolitos fornecem o indice do estado redox intracelular. Para as
analises de GSH foi utilizada a técnica onde os figados foram homogeneizados com 5% (w/v)
de &cido metafosforico. Apos a centrifugacdo (16000 xg, durante 2 minutos), o tecido
homogeneizado foi avaliado espectrofotometricamente (415 nm) em um leitor de microplacas,
por modificacdo do 5,5 -dithiobis (2- nitrobenzoic acid) [DTNB, Sigma]/GSSG reductase
(Sigma) metodo de reciclagem, utilizando o N-ethylmaleimide (NEM, Fluka), conjugando a
técnica para a preparacdo da amostra GSSG. Amostras (10 ml) tanto para GSH e

determinagfes GSSG, foram analisadas em 105 mLvolumes, em placas de 96 pocos de
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poliestireno (Corning) a 37° C na presenca de 10 mM DTNB, 0.17mm B-NADPH (Sigma,
dissolvido em 0,5% (w/v) de NaHCO3; como um agente estabilizador) e 0,5 U/ml GSSG

reductase. Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina®™.

3.1.2.8 Analises Estatisticas

Os dados das analises sdo apresentados como média = erro padrdo e tratados
estatisticamente pelo Teste “t” de Student para amostras independentes, com um nivel de

significancia minima de 5% (p<0,05).

3.2 Experimento lla

3.2.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo, de carater experimental quantitativo e qualitativo, onde foram
empregados camundongos C57BL/6 normais e com EHNA induzidos por alimentagdo
deficiente de metionina e colina, suplementados com o antioxidante quercetina. Segundo
apresentacdo no artigo: The use of Antioxidant Quercetin in Preventing Liver DNA Damage
in Mice with Non-Alcoholic Steatohepatitis, submetido a Digestive Diseases and Sciences,
ISSN: 0163-2116.
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3.2.2 Delineamento Experimental

3.2.2.1 Animais

Para realizacdo deste trabalho utilizou-se camundongos da linhagem C57BL/6, com
peso médio no inicio dos experimentos de 15 a 20g, com 08 semanas de vida, provenientes do
Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de Experimentacdo Animal do
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas individuais,

de 41x34x16¢cm, forradas com maravalha.

Os animais foram tratados diariamente com &gua ad libitum. As caixas limpas de
acordo com a rotina do Centro de Pesquisa e mantidos em uma temperatura de 22 + 4°C, em
ciclo de 12 horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas).

A dieta deficiente em metionina e colina (MCD) foi preparada, sob nossa solicitacédo e
orientacdo, pela empresa brasileira PragSolucdes Biociéncias®*'. Foram desenvolvidas duas
racdes: a MCD e a racdo controle, que é idéntica a anterior, porém contem as quantidades

necessarias dos aminoacidos.

3.2.2.2 Consideracdes Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonancia com as normas
estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde contidas na Pesquisa em Sade e
Direito dos Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pds-Graduagdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA)'*®® bem como o preconizado no Principles for Research

Involving Animals.

O numero de animais utilizados no estudo ampara-se em célculo amostral, o qual

refere que, para detectar uma diferenca entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 desvio
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padrdo (magnitude de grande efeito), considerando-se 0=0,05 ¢ poder de confianga de 90%,
s80 necessarios, no minimo, doze animais por grupo. Neste experimento foram utilizados

dezesseis animais por grupo.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, sendo solicitando fomento junto ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e
Eventos do HCPA, com numero de protocolo 09-050.

3.2.2.3 Modelo Experimental

A inducdo da EHNA foi realizada através da oferta ad libitum da racdo MCD durante
4 semanas. Os animais do grupo controle receberam a mesma racdo, porém com a inclusao de

metionina e colina nas concentracfes descritas em seu composto.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle + veiculo (CO
+V): 16 camundongos que receberam a racdo controle (com a adi¢do de metionina e colina)
mais veiculo; controle + quercetina (CO + Q) : 16 ratos que receberam a racdo controle mais
quercetina 50 mg / Kkg; esteato-hepatite ndo alcodlica + veiculo (EHNA + V): 16
camundongos que receberam a dieta MCD mais veiculos; e esteato-hepatite ndo alcodlica +
quercetina (EHNA + Q): 16 camundongos que receberam a dieta MCD mais quercetina 50
mg / kg. Todos os animais receberam, uma semana antes de comecar 0 experimento, a racao

controle para adaptacdo a nova alimentacéo.

O veiculo foi composto por carboximetilcelulose sodica (CMCNa) 1% e também tem
utilizado como um portador para Q. A quercetina em 50 mg / kg de peso do animal foi usada
por 4 semanas administrada intragastricamente, tendo sida definida previamente por estudo

piloto.

No dia 1 do experimento, os animais foram aleatoriamente distribuidos para 0s grupos
conforme a sua dieta correspondente. Os animais foram pesados e monitorados durante todo

0 experimento.
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3.2.2.4 Eutanésia dos animais

Transcorrido o periodo de tempo (4 semanas), 0os animais foram pesados e receberam
anestesia inalatoria com Isoflurano® para realizagdo da coleta de sangue do plexo retro-

orbital.

Os animais sofreram eutandsia, ao final do experimento, por exanguinacdo sob
anestesia profunda, seguida de deslocamento cervical, conforme descrito em AVMA
Guidelines from Euthanasia'®. Para a retirada do figado, foi realizada uma laparotomia
ventral média com hepatectomia total e preparo do material para andlise histologica e
congelamento em nitrogénio liquido do tecido restante.

Os figados foram seccionados e os seus lobos divididos em uma fracdo para histologia,
fixados em solucdo de formol a 10% por 24 horas e emblocados em parafina para posterior

coloracdo. O restante do tecido foi utilizado para as demais analises.

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas para
desprezo e mantidos em freezer até sua incineracdo realizada pelo setor responsavel do Centro

de Investigacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.2.2.5 Anélise Histopatoldgica

Para realizacdo da analise microscopica, as laminas dos fragmentos hepaticos foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE), sendo analisadas por um Unico patologista,
“cegado”, sem conhecimento dos grupos em relagdo aos animais, no Laboratorio de Patologia

do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz.

O critério histologico minimo para o diagnostico de EHNA foi a presenca de esteatose

associada a balonizacdo hepatocelular, envolvendo a zona 3 e infiltrado inflamatorio
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lobular=. Os corpusculos de Mallory e a fibrose sinusoidal, envolvendo a zona 3, podiam ou
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ndo estar presentes—°. A graduacdo tanto da atividade necroinflamatdria como da fibrose foi

realizada, segundo a classificacdo proposta por BRUNT et al.’®. O escore utilizado para a
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classificacdo da EHNA foi o recomendado pelo Pathology Committee of NASH Clinical
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Research Network™", classificando semi-quantitativamente esteatose (0-3), inflamacéo

lobular (0-2), balonizagéo hepatocelular (0-2) e fibrose (0-4).

A analise qualitativa foi realizada em microscépio binocular Nikon Labophot (Tokyo,
Japan) equipado com cémera digital e conectado a um programa de captura de imagem
(Image-Pro Plus by Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

3.2.2.6 Anélises Bioquimicas e de Integridade Hepatica

Para verificacdo das analises bioquimicas sistémicas realizaram-se as medidas de

glicemia, triglicerideos, colesterol total e lipoproteinas de alta densidade (HDL).

Para determinacdo da glicemia foi utilizado o teste enziméatico colorimétrico (Kit
Glicose PAP, LAB TEST), no qual o reagente foi misturado a 40 pL de amostra do plasma e
lido em espectofotometro (CARY 3E - UV- Visible Spectrophotometer Varian) com

comprimento de onda de 500nm.

Para determinacdo dos niveis de triglicerideos foi utilizado o teste enzimatico
colorimétrico (Kit Triglicerideos Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente sera misturado a
40 puL de amostra do plasma e lido em espectofotometro (CARY 3E — UV- Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 410nm. Os triglicerideos foram
hidrolisados enzimaticamente por uma lipase especifica, produzindo glicerol e acido graxo. O
glicerol se oxidou com &cido perclorico a formoladeido, que foi quantificado
colorimetricamente a 410 nm como 3,5-diacetil-1,4-diideolutidina *°°,

Para determinacdo dos niveis de colesterol total, HDL foi utilizado o teste enzimético
colorimétrico (Kit Colesterol Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente foi misturado a 40
pL de amostra do plasma e lido em espectofotometro (CARY 3E — UV- Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 500nm. Os ésteres de colesterol séo

hidrolisados pelas colesterol esterases a colesterol livres e acidos graxos. O colesterol livre é
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oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e perdxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-amino-antipirilquironimina teve absortividade méxima

em 500nm ¢,

Para verificacdo da integridade hepatica foram utilizadas as dosagens sanguineas das
enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotranferase (ALT) e fosfatase
alcalina (FA).

Na determinacdo da AST e da ALT no plasma foi utilizado o método enzimatico
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica do AST e ALT

foi obtida através da medicdo cinética a 567 nm.

A AST catalisou a reacdo do a-cetoglutarato e do acido alanina sulfinico a piruvato e
glutamato. A ALT catalisou a reagdo do a-cetoglutarato e alanina a piruvato e glutamato. O
piruvato se hidrolisou a acetilfosfato, apds a acdo do piruvato oxidase (POD), anidrase
carbonica e peroxido de hidrogénio (H,0,). Em presenca de POD, o H,0O, oxidou a forma

reduzida incolor do indicador a forma azul.

Para determinacdo da atividade da FA no plasma foi empregado o método enzimatico
automatizado. Para isto, utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais agua, que
formou para-nitrofenol, um composto intensamente amarelo, com um méaximo de absorbancia
de 400 nm.

3.2.2.7 Anélises de Lipoperoxidacéo e das Enzimas Antioxidantes

Apds a morte dos animais, o figado foi rapidamente retirado e homogeneizado durante
30 segundos em Ultra-Turrax (IKA-WERK), na presenga de KCI 1,15% (9 mL por g de
tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mM em
isopropanol (10pL por mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases e foi
utilizado para que ndo houvesse degradacdo das enzimas cuja atividade foi medida. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g) em
centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) e o
sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80°C para as dosagens posteriores™®’.
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A concentracdo de proteinas no homogeneizado de figado foi determinada, utilizando,
como padrdo, uma solugédo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se volumes de 50, 100 e
150 pL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20 uL) em 780 uL de agua destilada e
2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de NaHCOs;, 0,5 mL do reativo B1
(CuS04.H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de sodio e potassio 2%). Apds a adicdo do
reativo C, foram aguardados dez minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau
diluido na proporgdo 1:3 em &gua destilada. Apds trinta minutos a solucdo adquiria uma
coloraco azulada que foi medida em espectrofotémetro, a 625 nm*®,

A Lipoperoxidacdo (LPO) foi determinada por meio do método das substancias
reativas ao cido tiobarbitdrico (TBARS). Esta técnica € bastante utilizada para medir o dano
dos lipidios de membrana, porque o &cido tiobarbitdrico reage com os produtos da LPO, entre
eles 0 malondialdeido (MDA) e outros aldeidos™®’.

A técnica consiste em aquecer o material bioldgico a ser testada na presenca de acido
tiobarbitirico, em meio acido, para medir espectrofotometricamente a formacdo de um
composto corado (base de Schiff). Foram colocados em tubo de ensaio, respectivamente, 0,5
mL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,67%, 0,25mL de agua destilada, 0,75mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da
lipoperoxidacdo, formando uma base de Schiff, e 0 TCA desnatura as proteinas presentes,
além de acidificar o meio de reagdo. A seguir, agitaram-se os tubo, os quais foram aquecidos a
temperatura de 100° C, durante 15 minutos. Apo6s, os tubos foram resfriados e acrescentou-se
1,5 mL de alcool n-butilico para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em
agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por dez minutos a 3000 rpm (1110 x g).
Por ultimo, o produto corado foi retirado e realizada a leitura em espectrofotometro (CARY
3E — UV — Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A

concentracdo de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina’®®.

A enzima superdxido dismutase (SOD), catalisa a reacdo de dois &nions superoxido,
com a consequente formacdo de perdxido de hidrogénio, que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A
velocidade da reacdo catalisada pela SOD é 10* vezes maior do que a velocidade da
dismutacdo espontanea em pH fisiolégico’™®. Uma unidade de SOD é definida como a
quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do detector (adrenalina). A
atividade da SOD é determinada medindo a velocidade de formacdo do adrenocromo,
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observada a 480 nm, em meio de reacdo contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina
(1 mM).

Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em
adrenocromo, produzindo O,* que é o substrato da enzima. Antes de realizar a determinagao
com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reacdo (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6)
com 50 pL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e lida a 480 nm.
Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e mediu-se a inibicao
da reagdo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades SOD/mg de proteina, ou seja,
quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de reducéo da adrenalina'".

A enzima catalase (CAT) é altamente especifica e possui atividade apenas para
peroxido de hidrogénio, hidroperoxidos de metila e etila. No homem, a CAT é uma
hemoproteina e catalisa a decomposicdo do peréxido de hidrogénio & 4gua e oxigénio®”®. A
atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢do do peréxido de
hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem. Sendo assim, a atividade da
enzima catalase pode ser medida através da avaliagdo do consumo do peroxido de hidrogénio.
Para realizacdo deste ensaio foram utilizados os seguintes reagentes: a solucdo tampdo de
fosfato de sodio a 50 mM e pH 7,4, e o peroxido de hidrogénio 0,3 M. Em cubeta de quartzo,
foram adicionados 955 uL do tampdo fosfato e 10 uL de amostra do tecido, essa cubeta foi
colocada em espectrofotbmetro e descontada contra um branco de tampdo fosfato. Apds,
foram adicionados 35 puL do perdxido de hidrogénio para o tecido e foi feito 0 monitoramento
da diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram
expressos em nmoles por mg de proteina (umoles de H,0,), no comprimento de onda de 240

nm173.

3.2.2.8 Andlises do Dano de DNA através do Ensaio Cometa

Foi utilizada a versdo alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, figado e
pulmédo dos animais tratados e controles. Um pedago de cada tecido foi colocado em
eppendorf contendo solucdo tamponada (PBS) pH 7.4 gelada e fragmentado com auxilio de

uma pinga para obtencdo de suspensdo celular. O sangue foi coletado em eppendorfs



3 MATERIAIS E METODOS 75

heparinizados. As amostras de tecido em suspensdo e o sangue foram misturados com uma
fina camada de agarose low melting 0,75% e colocadas sobre ldminas pré-cobertas com
agarose normal a 1,5%, sendo essas laminas mergulhadas em uma solucdo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adicéo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO
na hora do uso), por, no minimo, uma hora até, no maximo, 72 horas a 4°C, para o
rompimento das membranas celulares. A lise celular permitiu migracdo dos fragmentos de
DNA, a qual foi realizada apds a incubacédo das laminas em tampao alcalino (300 MM NaOH
e 1 mM EDTA, pH > 13) e subsequente aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V
(0,90 V/cm) as células lisadas sobre as laminas para microscopia em uma cuba de eletroforese
de DNA. As laminas foram neutralizadas logo apdés a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH
7,5 e coradas com solucdo de coloracdo com prata. Os resultados foram expressos em indice
de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliacdo visual das classes de
dano (de 0 — 4), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por uma populacéo
de células; os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem dano) e, ja nas células
lesadas, o0 DNA livre migrou do nucleo em direcdo ao anodo, durante a eletroforese,
mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a de cometa. Foram
classificados entre classes 1 (dano minimo) a 4 (dano maximo). A FD foi calculada baseada

no nimero de células com cauda versus aquelas sem cauda®®® "> 17°,

3.2.2.9 Andlises Estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e analisados usando
ANOVA com teste post hoc de Student Newman Keuls. A avaliacdo estatistica dos dados
obtidos no teste do cometa foi realizada pelo teste de Tukey. A avaliacdo estatistica dos
resultados histolégicos foi realizada usando o teste de Kruskal-Wallis para amostras
independentes. Em todas as comparagfes foram consideradas estatisticamente significativas
quando P <0,05.
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3.3 Experimento I1b

3.3.1 Delineamento da Pesquisa

Neste estudo de carater experimental quantitativo e qualitativo foram utilizados
camundongos C57BL/6 normais e com EHNA induzidos por alimentacdo deficiente de
metionina e colina, suplementados com o antioxidante quercetina. Conforme apresentado no
artigo: Quercetin modulates the progression of inflammatory parameters and liver fibrosis
in mice with Non-Alcoholic Steatohepatitis, a ser submetido a Liver International Journal,
ISSN 1478-3223.

3.3.2 Delineamento Experimental

3.3.2.1 Animais

Para realizacdo deste trabalho utilizou-se camundongos da linhagem C57BL/6, com
peso médio no inicio dos experimentos de 15 a 20g, com 08 semanas de vida, provenientes do
Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de Experimentacdo Animal do
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas individuais,

de 41x34x16cm, forradas com maravalha.

Os animais foram tratados diariamente com &gua ad libitum. As caixas limpas de
acordo com a rotina do Centro de Pesquisa e mantidos em uma temperatura de 22 + 4°C, em

ciclo de 12 horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas).

A dieta deficiente em metionina e colina (MCD) foi preparada, sob nossa solicitacdo e
orientagdo, pela empresa brasileira PragSolucdes Biociéncias®''. Foram desenvolvidas duas
racOes: a MCD e a racdo controle, que € idéntica a anterior, porém contem as quantidades

necessarias dos aminoacidos.
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3.3.2.2 Considerac0es Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonancia com as normas
estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde contidas na Pesquisa em Salde e
Direito dos Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pos-Graduagdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA)'® bem como o preconizado no Principles for Research

Involving Animals.

O numero de animais utilizados no estudo amparou-se em calculo amostral, o qual
refere que, para detectar uma diferenca entre as médias das varidveis em estudo de 1,8 desvio
padrdo (magnitude de grande efeito), considerando-se a=0,05 e poder de confianga de 90%,

s80 necessarios, no minimo, oito animais por grupo.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e, solicitado fomento junto ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e
Eventos do HCPA, sob o nimero de protocolo 09-050.

3.3.2.3 Modelo Experimental

A inducdo da EHNA foi realizada atraves da oferta ad libitum da racdo MCD durante
4 semanas. Os animais do grupo controle receberam a mesma racéo, porém com a inclusdo de

metionina e colina nas concentracfes descritas em seu composto.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle + veiculo (CO
+ V). 8 camundongos receberam a racdo controle (com a adi¢do de metionina e colina) mais
veiculo; controle + quercetina (CO + Q) : 8 camundongos receberam a ragdo controle mais
guercetina 50 mg / kg; esteato-hepatite ndo alcodlica + veiculo (EHNA + V): 8 camundongos
gue receberam a dieta MCD mais veiculos; e para o grupo esteato-hepatite nao alcodlica +
quercetina (EHNA + Q): 8 camundongos que receberam a dieta MCD mais quercetina 50 mg
/ kg. Todos os animais receberam, uma semana antes de comecar o experimento, a racdo

controle para adaptacéo a nova alimentagéo.
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Veiculo foi composto por carboximetilcelulose sédica (CMCNa) 1% que também foi
empregado como um portador para Q. A quercetina foi administrada intragastricamente em
uma concentracdo de 50 mg / kg de peso do animal, por 4 semanas. Essa dose foi definida a

partir de achados anteriores*’’ e por estudo piloto.

No dia 1 do experimento, os animais foram aleatoriamente distribuidos para os grupos
conforme a sua dieta correspondente. Os animais foram pesados e monitorados durante todo

0 experimento.

3.3.2.4 Eutanésia dos animais

Transcorrido o periodo de tempo (4 semanas), 0s animais foram pesados e receberam
anestesia inalatoria com Isoflurano® para realizagdo da coleta de sangue do plexo retro-

orbital.

Os animais sofreram eutanasia, ao final do experimento, por exanguinacdo sob
anestesia profunda, seguida de deslocamento cervical conforme descrito em AVMA
Guidelines from Euthanasia’®'. Para a retirada do figado, foi realizada uma laparotomia
ventral média com hepatectomia total e preparo do material para analise histologica e
congelamento em nitrogénio liquido do tecido restante.

Os figados foram seccionados e os seus lobos divididos em uma fragdo para histologia,
fixados em solucédo de formol a 10% por 24 horas e emblocados em parafina para posterior

coloracdo. O restante do tecido foi utilizado para as demais analises.

Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens especificas para
desprezo e mantidos em freezer até sua incineragdo, realizada pelo setor responsavel do

Centro de Investigacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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3.3.2.5 Anélise Histopatologica

Para realizacdo da andlise microscopica, as laminas dos fragmentos hepaticos foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE), sendo analisadas por um uanico patologista,

“cegado”, sem conhecimento dos grupos em relagdo aos animais.

O critério histologico minimo para o diagnostico de EHNA foi a presenga de esteatose
associada a balonizacdo hepatocelular, envolvendo a zona 3 e infiltrado inflamatério

162

lobular=*. Os corpusculos de Mallory e a fibrose sinusoidal, envolvendo a zona 3, podiam ou

ndo estar presentes'®®

. A graduacdo tanto da atividade necroinflamatoria como da fibrose foi
realizada, segundo a classificacdo proposta por BRUNT et al.'®>. O escore utilizado para a
classificacdo da EHNA foi o recomendado pelo Pathology Committee of EHNA Clinical

k164

Research Network™", classificando semi-quantitativamente esteatose (0-3), inflamacao

lobular (0-2), balonizagéo hepatocelular (0-2) e fibrose (0-4).

A anélise qualitativa foi realizada em microscopio binocular Nikon Labophot (Tokyo,
Japan), equipado com camera digital e conectado a um programa de captura de imagem
(Image-Pro Plus by Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

3.3.2.6 Anélise Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada para verificacdo da ativacao das células estreladas
no tecido hepéatico e, como marcador para estas células ativadas, foi utilizada a a-SMA
(Alpha-Smooth Muscle Actin). Foi utilizado anticorpo policlonal a-SMA (Abcam, Cambridge,
UK). Cada seccéo foi desparafinizada com xilol e reidratada com diferentes graus de alcool.
A recuperagdo de antigeno foi feita em micro-ondas (300W) em buffer citrato (pH 6.0) a
100°C, e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada pela incubacdo das laminas em
metanol absoluto, contendo 3% de peroxido de hidrogénio, a temperatura ambiente. Os cortes
foram sequencialmente pré-incubados com 10% de soro de coelho, a temperatura ambiente,
para bloquear possiveis rea¢Bes indesejadas do anticorpo secundério. As laminas foram

incubadas com anticorpo a-SMA na diluicdo 1:200. Apds sessenta minutos em temperatura
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ambiente, elas foram tratadas com reagente EnVision (Dako®, Glostrup, Dinamarca). Logo,
foram realizados trés lavagens com PBS e 3,39-diaminobenzidina foi utilizada como
cromogeno. Os nucleos foram contracorados com hematoxilina. O anticorpo primario foi
diluido em PBS, contendo 0,1% de albumina bovina como controle negativo. Os resultados
foram avaliados por um patologista “cegado”, sem conhecimento prévio dos grupos, através
de microscopio equipado com camera digital para captura de imagens através do software
Image-Plus (Media Cybernetics, Bethesda, USA).

3.3.2.7 Andlises Bioguimicas de Integridade Hepatica

Para verificacdo da integridade hepatica foram utilizadas as dosagens sangtiineas das
enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotranferase (ALT) e fosfatase
alcalina (FA).

Na determinacdo da AST e da ALT no plasma foi utilizado o método enzimético
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica do AST e ALT

foi obtida através da medicdo cinética a 567 nm.

A AST catalisou a reacdo do a-cetoglutarato e do &cido alanina sulfinico a piruvato e
glutamato. A ALT catalisou a reacdo do a-cetoglutarato e alanina a piruvato e glutamato. O
piruvato se hidrolisou a acetilfosfato, apés a acdo do piruvato oxidase (POD), anidrase
carbdnica e peroxido de hidrogénio (H,O,). Em presenca de POD, o H,0O, oxidou a forma

reduzida incolor do indicador a forma azul.

Para determinacdo da atividade da FA no plasma foi empregado o método enzimatico
automatizado. Para isto, utilizou-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais agua, que
formou para-nitrofenol, um composto intensamente amarelo, com um méaximo de absorbancia
de 400 nm.
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3.3.2.8 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real — PCR em tempo real

Para quantificar a concentracdo de RNAm, utilizou-se a metodologia de PCR (reacao

em cadeia da polimerase) em tempo real.

Primeiramente, foi realizada extragdo e purificagdo do RNA da amostra, mediante uso
de um kit comercial (Promega Corporation, Madison, USA). Apds esse procedimento, foi
quantificado o total de RNA nas amostras, mediante utilizacdo de espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, USA) e, posteriormente, realizou-se
por meio do sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City,
USA)'™ a conversdo de RNA a cDNA, baseando-se na capacidade da transcriptase reversa
em sintetizar uma cadeia complementar de DNA (cDNA) a partir de uma sequéncia molde de
RNA.

Como procedimento sequencial, realizou-se a técnica de PCR, em tempo real, de
acordo com o descrito por Mullis e Faloona, em 1987, e por Saiki e colaboradores, em 1988,
com base no processo natural de replicacdo do DNA com amplificacdo ciclica™® **. O
método constou de trés etapas: desnaturacdo, anelamento e alongamento, efetuados de forma

sucessiva em condic¢des controladas de temperatura e tempo.

Foram também utilizados os demais materiais, como sondas TagMan para fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Rn01525859 g1 e GenBank acesso n°® NP036807.1), ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) (Rn01483828 ml e GenBank acesso n° AF233596.1), fator de
crescimento transformador-p (TGF-B) (Rn00572010_m1 e GenBank acesso n® AY550025.1),
proteina de alta mobilidade do grupo B1 (HMGB-1) (Rn02377062_g1 e GenBank acesso n°
BC081839.1), metaloproteinase de matriz — 9 (MMP-9) (Rn00579162_m1 e GenBank acesso
n° U24441.1), fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF) (Rn01537279 g1 e GenBank
acesso n° AB023068.1) e anfirregulina (AREG) (Rn00567471 _ml e GenBank acesso n°
X55183.1). Esses genes foram avaliados através de ensaios de expressdo TagMan, sendo

utilizado TagMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)*.

A amplificacdo foi realizada em termociclador StepOne Plus, real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Em cada ensaio, foi incluido um controle vazio e

um controle negativo. O numero de ciclos transcritos detectados foram normalizados com o
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nimero de ciclos para deteccdo do gene constitutivo HPRT (hipoxantina
fosforribotransferase) (GenBank acesso n° M63983.1 e Rn01527840_m1), utilizado como

housekeeping, que codifica para a hipoxantina fosforribosil transferase.

As mudangas relativas aos niveis de expressdo génica foram determinadas,

conforme o descrito por Livak e Schmittgen, em 2001, mediante o calculo de 2 44181,

3.3.2.9 Analises por Western Blotting

Foi utilizado o sistema descrito por Laemmli e colaboradores (1970) para a
eletroforese %%, e para o blotting, a técnica descrita por Towbin e colaboradores (1979) %,
Selecionou-se a quantidade de amostra equivalente a 30 pg de proteina. Adicioou-se uma
solugéo de H,O, tris/HCI 0,5 M, DTT 1% e azul de bromofenol, incubando-a durante cinco
minutos a 100°C. Posteriormente, realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%
em tampdo de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5 mM; pH 8,8). Depois de
separadas, as proteinas foram transferidas para uma membrana de Polifluorofuro de
Vinilideno (PVDF), a fim de permitir a sua exposi¢cdo aos anticorpos. Para realizar a
transferéncia, uma vez extraido o gel, este foi equilibrado em um tampéo de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 0,2 M e metanol 20%). A transferéncia foi realizada a 13 V durante 25
minutos. A membrana foi lavada com agitacdo durante dez minutos com PBS (0,14 M NacCl,
1,4 mM KH,PQO,4, 8 MM Na,HPQO,, 2,7 mM KCI), depois foi colocada durante trinta minutos

em solucdo de bloqueio (leite em pé desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37°C.

A membrana de PVDF foi, entdo, incubada em overnight a 4° C com anticorpo
priméario policlonal especifico para receptor toll-like 4 (TLR-4) (110 kDa) (Santa Cruz
Biothecnology, Santa Cruz, USA), jun-amino-terminal quinase total e fosforilada
(INK/pINK) (46 e 54 kDa) e GAPDH (Sigma Chemical CO®, USA) (37 kDa), esse Gltimo
utilizado para fins de calculo. Apoés esse periodo, foi lavada seis vezes, durante dez minutos,
com PBS-Tween 20. Posteriormente, foi incubada durante uma hora com anticorpo anti-
imunoglobulina de coelho, unido a HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido esse

tempo, foi novamente lavada seis vezes, durante dez minutos, em PBS-Tween 20.
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A deteccdo das proteinas foi realizada por quimiluminescéncia, utilizando um kit
comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) e, posteriormente, foi
introduzida em um cassete junto com o filme de revelacdo (Amersham Hyperfilm ECL, UK).
Depois de revelado, o filme foi secado, e as bandas foram quantificadas por densitometria,
utilizando o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation, Frederick, USA).
Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (u. a.).

3.3.2.10 Analise Estatistica

Médias e erro padréo foram calculados. Os dados foram analisados usando ANOVA.
Quando um efeito significativo foi encontrado, comparacGes post-hoc foram realizadas
utilizando o teste de Student Newman Keuls para amostras independentes. Para avaliar a
significancia estatistica da analise histoldgica e imuno-histoquimica foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis para amostras independentes. Um valor de P <0,05 foi considerado

significativo. Todos os calculos foram realizados utilizando o software estatistico SPSS 14.0.
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METHIONINE- AND CHOLINE-DEFICIENT
DIET INDUCES HEPATIC CHANGES
CHARACTERISTIC OF NON-ALCOHOLIC
STEATOHEPATITIS

Eder MARCOLIN', Luiz Felipe FORGIARINIZ, Juliana TIEPPQ?, Alexandre Simoes DIAS4,
Luiz Antonio Rodrigues de FREITAS® and Norma Possa MARRONI®

ABSTRACT — Context - Non-alcoholic steatohepatitis is a disease with a high incidence, difficult diagnosis, and as yet no effective treatment.
So, the use of experimental models for non-alcoholic steatohepatitis induction and the study of its routes of development have been
studied. Objectives - This study was designed to develop an experimental model of non-alcoholic steatohepatitis based on a methionine-
and choline-deficient diet that is manufactured in Brazil so as to evaluate the liver alterations resulting from the disorder. Methods
- Thirty male C57BL6 mice divided in two groups (n = 15) were used: the experimental group fed a methionine- and choline-deficient
diet manufactured by Brazilian company PragSolugdes®, and the control group fed a normal diet, for a period of 2 weeks. The animals
were then killed by exsanguination to sample blood for systemic biochemical analyses, and subsequently submitted to laparotomy
with total hepatectomy and preparation of the material for histological analysis. The statistical analysis was done using the Student’s
t-test for independent samples, with significance level of 5%. Results - The mice that received the methionine- and choline-deficient diet
showed weight loss and significant increase in hepatic damage enzymes, as well as decreased systemic levels of glycemia. triglycerides,
total cholesterol, HDL and VLDL. The diagnosis of non-alcoholic steatohepatitis was performed in 100% of the mice that were fed
the methionine- and choline-deficient diet. All non-alcoholic steatohepatitis animals showed some degree of macrovesicular steatosis,
ballooning, and inflammatory process. None of the animals which were fed the control diet presented histological alterations. All non-
alcoholic steatohepatitis animals showed significantly increased lipoperoxidation and antioxidant enzyme GSH activity. Conclusion
- The low cost and easily accessible methionine- and choline-deficient diet explored in this study is highly effective in inducing steatosis
and steatohepatitis in animal model, alterations that are similar to those observed in human livers.

HEADINGS — Fatty liver. Methionine. Choline deficiency. Oxidative stress. Mice.

INTRODUCTION level®”. These findings may underestimate the real incidence

of the disorder, as they include solely those patients who

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a clinical
label used to characterize physiopathological states such as
fat accumulation in the liver amounting to 5%-10% of its
weight (steatosis), presence of non-alcoholic steatohepatitis
(NASH), and even hepatocellular carcinoma due to liver
cirrhosis“”. NASH is characterized as fat accumulation
in the hepatic tissue associated with various degrees of
inflammation and progressive fibrosis®®®.

NASH is the third commonest cause of liver disease
among ambulatory patients!'?. In a population-based
study conducted between 1997 and 1999 in the city of Porto
Alegre (South Brazil), the prevalence of the disease was
3.18% in patients with changes at the aminotransferase

showed biochemical alterations only.

NASH is associated with obesity, diabetes mellitus
type II, hyperlipidemia, rapid weight loss in individuals
submitted to jejunoileal bypass surgery to treat obesity,
and exposure to drugs and industrial toxins"®?¥. The
recognition of its progressive potential and its high
prevalence across the globe are the main reasons why
the scientific community is interested in performing
studies relating to the disorder®".

The histological evaluation of liver biopsy is the
most refined method to distinguish steatohepatitis from
simple steatosis, as well as to define steatosis severity
and the different grades of inflammation and fibrosis in
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individuals with NASH"?. It should be highlighted that few
are the prospective studies using serial biopsies to evaluate
the progress of the disease in patients with NASH® 42,

Concerning treatment for NASH, so far no specific
therapy has shown conclusive results and many authors
think that patients with steatosis should be only observed
and evaluated periodically. Others suggest that gradual
weight loss and aerobic physical exercise could benefit obese
patients, but further studies are necessary to confirm these
hypotheses®2 451,

There are few studies on drug treatment in humans®”, and
the great difficulty seems to be that the need for performing a
second liver biopsy to evaluate treatment effectiveness is the
main reason accounting for the small number of such studies,
as this is the only truthful way of testing treatment efficacy.

In this sense, the development of experimental models
characterizing the physiopathology of NASH, its complications
and the use of appropriate treatment can aid in the understanding
and explanation of the disease. In experimental studies one
can control for genetic heterogeneity, gender differences,
environmental factors, and lifestyle, since all animals used
in the trials go through similar situations®?.

One determinant for the efficacy of using experimental
studies in this disorder concerns the operational costs for each
investigation and the time of disease induction. The choice of
an experimental model that is effective and in keeping with the
need to develop NASH may clarify the actual effect of drug
therapy as well as the natural monitoring of the disease.

The use of a diet deficient in essential amino acids such
as methionine and choline for inducing non-alcoholic
steatohepatitis is a well-accepted model'?. However, the costs
and arrangements required to import such food hinder its
use in developing countries like Brazil.

Thus, this study was designed to develop an experimental
model of NASH using a diet deficient in methionine and
choline based on Brazilian-made animal food, and to evaluate
the liver alterations arising from the induced disorder.

METHODS

Animals

In this trial 30 male C57BL/6 mice were used. They were
8 weeks old and weighed 25 grams in average. They were
obtained from the Multidisciplinary Center of Biological
Investigation of the University of Campinas (CEMIB-
UNICAMP), Campinas, SP, Brazil.

The animals were kept in polypropylene cages (47x34x18cm),
10 animals in each cage and under standard conditions, with
water and food ad libitum and 12h light/dark cycle (light
cycle from 7 a.m. to 7 p.m.) and controlled temperature
(24°C = 1.0°C) and humidity (55% = 5%) in the Animal
Experimentation Division of the Hospital de Clinicas of
Porto Alegre, RS, Brazil.

Diet composition

The methionine- and choline-deficient diet (MCD) was
manufactured, under our request and guidance, by the

v. 48 — no.1 — jan.Imar. 2011

Brazilian company PragSolugdes®, as described by Newberne
and Camargo™), with modifications.

Two types of rations were manufactured: MCD and
control ration, which was identical to MCD but contained
the adequate amounts of both amino acids.

Ration characteristics

The MCD and control rations developed by the Brazilian
Co. PragSolugdes Comércio e Servigos Ltda., according to
our instructions were provided as 30 g cubes (2x2cm) that
must be stored at 2-10°C for conservation because of the
high content of lipids and saccharose. They are like caramel
in color and have good smell and flavor, being well-accepted
by the animals as food.

Experimental procedure

NASH was induced by providing the animals with the
MCD ration ad libitum for 2 weeks. The animals in the control
group received the same ration, however with the inclusion
of methionine and choline in adequate concentrations.

The animals were randomly divided in two groups: control
(CO): 15 mice which received the control ration (with the
addition of methionine and choline) for 2 weeks; and NASH:
15 mice which received the MCD diet for 2 weeks.

One week prior to the beginning of the study, all animals
started receiving the control ration so as to adapt to the
new diet.

All experimental procedures were according to the norms
established by the Health Research and Ethics Commission by
the Research and Postgraduate Group of the Hospital de Clinicas
of Porto Alegre (HCPA) (number process 09-050), as described
in Guiding principles for research involving animals®.

Experimental design and animal killing

On experimental day | the animals were randomly assigned
to the groups and given their corresponding diets. The animals
were weighed and monitored weekly during the experiment.

After 2 weeks the animals were weighed and anesthetized
by inhalatory Isoflurane® so that their blood could be sampled
from the retro-orbital plexus.

The animals were killed at the end of the experiment
by exsanguination under deep anesthesia, followed by
cervical dislocation as described in the AVMA guidelines
on euthanasia®. The liver was removed by medium ventral
laparotomy with total hepatectomy, a part of which was
prepared for the histological analysis and the remaining
tissue frozen in liquid nitrogen.

The livers were sectioned and a fraction of their lobes
was used for histology, fixed in 10% formaldehyde solution
for 24h and included in paraffin blocks for later staining.
The remaining tissue was used for biochemical and oxidative
stress analysis.

Histological analysis

For the microscopic analysis, the liver fragments slides
were stained with hematoxylin-eosin (H-E) and picrosirius and
subsequently assessed by a single pathologist in blind fashion.
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The minimum histological criterion for the diagnosis
of NASH was the presence of steatosis associated with
hepatocellular ballooning involving zone 3 and lobular
inflammatory infiltrate!?. Mallory bodies and sinusoidal fibrosis
involving zone 3 could be present or not®. The grading of
both necro-inflammatory activity and fibrosis was according
to the classification proposed by Brunt et al.!?). The scoring
system used for NASH classification was as recommended
by the Pathology Committee of NASH Clinical Research
Network®!), semi-quantitatively classifying each case as
steatosis (0-3), lobular inflammation (0-2), hepatocellular
balloonization (0-2), and fibrosis (0-4).

In the picrosirius red staining, the qualitative analysis was
performed using a binocular microscope Nikon Labophot
(Tokyo, Japan). The percentage of fibrosis in the liver tissue
was determined by a histomorphometric analysis in microscope
equipped with a digital camera and connected to an image
capturing program (Image-Pro Plus by Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA). After analyzing 20 randomized fields
per image, the ratios of conjunctive tissue relative to whole
liver were calculated, the results appearing in pixels.

Liver integrity analysis

Liver integrity was assessed by measuring blood levels of
enzymes aspartate transaminase (AST), alanine transaminase
(ALT) and alkaline phosphatase (ALP).

Biochemical analysis

The systemic biochemical analyses included glycemia,
triglycerides, total cholesterol, high density lipoproteins
(HDL), and very low density lipoproteins (VLDL).

Lipoperoxidation analysis

In the liver homogenate tissues, liver lipoperoxidation was
evaluated using the method of thiobarbituric acid reactive
substances, which detects the presence of malondialdehyde
and other substances from lipid peroxidation of biological
material. The results were expressed in micromol per miligram
of protein (umol/mg prot)!®. The technique consists in
heating the homogenate with thiobarbituric acid and the
consequent formation of a stained product, measured in
spectrophotometer at 535 nanometers (nm).

Antioxidant enzymes analysis

SOD determination was based on the inhibition of the
reaction of superoxide radical with adrenalin. SOD, present in
the sample under study, competed for the superoxide radical
through the system of detection. The results were expressed
as units of SOD per mg of protein®.

CAT enzyme activity was evaluated by determining, in
spectrophotometer, the speed at which peroxide hydrogen H,O,
0.3M) is broken down (with a wavelength of 240 nm). Enzyme
activity was expressed in nmol per mg of protein?.

The activity of enzyme GSH consists in the formation
of 2.4 dinitrophenyl-S-glutathione and was measured in
spectrophotometer (Varian, Cary model) with wavelength of
340 nm. The results are expressed in pmol/mg of protein®.

70 Arq Gastroenterol

Statistical analysis

The data appear as mean = standard error and were
statistically submitted to the Student’s z-test for independent
samples, with a level of significance of 5% (P<0.05).

RESULTS

Methionine and coline deficient diet
The diet MCD had good acceptance by the animals. Has
a market value 55% smaller than the imported, with similar

efficacy according to findings published in literature: 4%
14,15, 25,132,133, 34).

Morphological and histopathological analyses

All of the 30 mice submitted to the study completed the
2-week diet period. In the period of this study, do not have
lost of animals due MCD diet.

The animals showed good acceptance of the MCD diet
and we suggest previously using the control ration in the Ist
week so that they can adapt to the new diet. The rodents were
carefully observed because, owing to its less hard consistence,
the MCD diet could induce overgrowth of the animals’fangs
due to diminished attrition of the dentin!®.

As shown in Table | and Figure |, the animals’ body weight
in the NASH group was, in average, 6.93 = 0.18g lower than
in the control group on the last day of the study, but such
difference was not significant. The same was observed in the
hepato-somatic index.

TABLE 1. Morphological evaluation and biochemical tests

Control NASH

Body weight (g) 26692051 19.76 = 0.69
Heparo somatic index (%) 4.66 £0.12 3.59+0.33
Aspartate transaminase (AST) 110.60 = 16.96 449.00 £ 41.52%
Alanine transaminase (ALT) 62.13 £ 7.29 435.95 = 36.44%
Alkaline phosphatase (ALP) 93.38 = 2.87 106.19 =2 .71*
Glycemia 220.75 £ 15.52 74.24 £ 6.17*
Triglycerides 124.6 £15.41 63.75 £2.13*
Total cholesterol 122.91£5.93 57.33 £2.49%
HDL 114.86 = 6.81 52.87 £2.06*
VLDL 27.3+3.35 12.75 £ 0.43*

*Sarisically significant difference berween the groups for Stodent’ -test foc independene samples; P<0.05: o - 15
NASH = non-alcoholic sceatchepatitis.

15 4 —=—NASH

——CO

1

(8]

3 weeks
@0 - ceatcol
NASH - nonalccholic stestoheparitis

FIGURE 1. Variation in animal weight in 2 weeks (g)
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Concerning histological findings, no animal receiving
the CO ration presented histological alterations, all being
considered with normal livers (Figures 2A and 2B).

Of the animals in the NASH group with the MCD diet (Table
2), all had microvesicular steatosis, macrovesicular steatosis
above grade 1, and hepatocellular ballooning. The inflammatory
process showed mean grade of 2.22 = 0.26 in the NASH group.
The diagnosis of non-alcoholic steatohepatitis was made in all
of the animals of the NASH group (Figures 3A and 3B).

The degree of fibrosis as analyzed by picrosirius staining
showed small quantity of fibrosis without statistical difference
between the CO and NASH groups (18.26 = 0.33 e 18.64 =
0.59 pixels).

Biochemical and liver integrity analyses

The plasma levels of liver enzymes AST, ALT and FA
were elevated with a statistically significant difference for
the animals in the NASH group

FIGURE 2A. Photomicrograph of liver in control animal. (H-E, 100x)

TABLE 2. Scores in the histopathological analyses

The plasma levels of glycemia, triglycerides, total cholesterol,
HDL and VLDL were reduced in the NASH as compared to the
CO group, with statistically significant difference (Table 1).

Lipoperoxidation and liver antioxidant enzymes
analysis

Thiobarbituric acid reactive substances results showed that
the livers of animals in the NASH group had increased levels
of lipoperoxidation as compared to CO animals (Table 3).

Superoxide dismutase and catalase activity of enzymes
did not show any statistically significant differences across
the groups, but total glutathione activity was significantly
increased in the NASH group (Table 3).

DISCUSSION

The experimental diets facilitate the routine of researchers
because they allow a fast delivery of results with the

FIGURE 2B. Photomicrograph of liver in control animal. (H-E 400x).

Item Definition Score/Code Control (n = 5) NASH (n = 10)

Steatosis <5% o 1] 1.44 + 0.220%
59%-33% 1
»330-660% 2
=665 3

Microvesicular steatosis Not Present 0 1] 0.67 + 0.211%
Present 1

Inflammation None 0 1] 2.22 + 0.263%
<2 foci per 200x field 1
24 foci per 200x field 2
=4 foci per 200x field 3

Ballooning None 0 1] 1.44 £ 0.229%
Few balloon cells 1

Many cells prominent ballooning

2

*Statistically significant difference between che groups for Mann-Whitney test for independent samples; P<0.05 NASH = noo-aleoholic sceatobeparitis
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FIGURE 3A. Photomicrograph of liver in NASH animal showin,
macrovesicular steatosis and inflammatory activity (H-E 100x)

TABLE 3. Lipoperoxidation and antioxidant enzymes activity in liver

Control NASH
TBARS (pmol/mg of protein) 0.97 +0.06 3.02 £ 0.22%
SOD (1U SOD/mg of protein) 15.48 £ 2.47 21.64 * 1.68
CAT (pmol/mg of protein) 2.15£0.58 237 £0.41
Total GSH (umol/mg of protein) 0.02 +0.01 0.13 = 0.03*

*Statistically significant difference between che groups foe Student’s r-test for independent samples;
P<0.05;0 = 15 NASH - non-alcoholic sceatcheparitis

implementation of diseases for their studies. Because it allows
a better understanding of the physiopathology and helps to
clarify the mechanisms involved in the transition from steatosis
to NASH so as to test the effectiveness of various available
drugs for treatment®”, the use of experimental models of
NASH is of paramount importance.

The induction of NASH has been historically performed
variously: by drug induction®**): tetracycline, amiodarone,
corticosteroids, etc; with the use of genetically obese rats or
with genetic manipulation; and with the use of diets that
promote its occurrence, either because they are high in fat
or low in amino acids“**9,

The use of the MCD diet is considered as the main model
used for studying NASH®?, The diets deficient in methionine
and choline are marketed in the form of pellets or cubes. They
are mostly imported from first world countries such as the
United States, something that makes research more difficult,
time-consuming, and expensive. With the development of
this Brazilian product, not only the costs were reduced by
45% but also the delivery time was significantly reduced as
there were no customs procedures and related difficulties to
go through.

The first characterization of steatohepatitis was the one
developed by continual and excessive consumption of alcohol.
Experimental and epidemiological studies have shown that
chronic ingestion of ethanol causes depletion of such nutrients
as choline, folate, and methionine due to the toxic interaction

72 Arq Gastroenterol

steatosis, ballooning and inflammartory activity. (H-E 400x)

of alcohol with their metabolism”™*9, Accordingly, diets lacking
methionine and choline were developed as a model of NASH
induction in rodents producing the main characteristics of
non-alcoholic steatohepatitis in humans®.

While the MCD diet is rich in saccharose (40%) and fat
(10%), it lacks two crucial components, methionine and
choline®?, the main precursors of NASH in this model.
Choline is an essential amine that is part of the vitamin
B complex. It is present in the cell membrane lipids and
in the neurotransmitter acetylcholine. The recommended
daily ingestion of choline is 425-550 mg for adults, and its
sources include yolk, beans, soy and the like, soy lecithin,
among others®,

Choline is necessary for the synthesis of phospholipids
of the cell membrane, methyl metabolism, cholinergic
neurotransmission, transmembrane signaling, and transport
and metabolism of lipid cholesterol®®,

The debate concerning the use of choline in the human diet
centers around the metabolism of phosphatidyl-choline by
phospholipases or de novo synthesis of choline®. In the liver,
biosynthesis of the choline portion occurs through methylation
of phosphatidylethanolamine using S-adenosylmethionine
as methyl donor''?.

This ability of de novo synthesis of choline means that
the demand for choline can be partly met by methylic groups
derived from carbon metabolism (via methyl folate and
methionine). Due to this inter-relation of choline, methionine,
folic acid, and B6 and B12 vitamins, it is believed that, even
if nutrients are available in high enough quantities to sustain
normal growth and function, the rates of de novo synthesis
of choline are not sufficient to meet the essential demand
of choline®.

The accumulation of fat in the liver resulting from choline
deficiency occurs because choline is required to make the
phosphatidyl-choline portion in VLDL (very low density
lipoprotein) particles®:49, In the absence of choline, VLDL
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is not secreted and triacylglycerol (triglyceride) builds up in
the liver cytosol. These quotes are in agreement with our data,
where the plasma levels of triglycerides and cholesterol, in
particular VLDL, are low (Table 1), but lipid accumulation
in the liver is extensive (Figure 3A).

Rodents deficient in choline showed increased lipoperoxidation
in liver®. Nuclear lipid peroxidation, as a great source of
free radicals, is pointed as a DNA damager and inducer of
carcinogenesis, along with dysfunction of programmed cell
death (apoptosis)“?. In our experiments we found a significant
increase in liver lipoperoxidation in the animals with NASH
induced by two-week MCD diet.

The other component that is scarce in the MCD diet,
methionine, is an essential amino acid that is converted to
S-adenosylmethionine and used by methyl transferases which
aggregate the methyl group to the DNA, RNA, proteins, and
lipids and form S-adenosylhomocysteine that is hydrolized
to homocysteine %

When methionine is present in excess, glycin
n-methyltransferase and cystathione-B-synthase are activated
by important regulatory pathways, using excess —CH,
to convert glycin to n-methyl glycin and, then, condense
homocysteine with serin to form cystathionin, which is
cleaved by gamma cystathionases forming cysteine and
o-ketobutirate. When methionine is low, the activities of both
regulatory enzymes are decreased as homocysteine begins
to be recycled to methionine, through methionine-synthase
dependent cobalamin, which simultaneously converts -CH.-
tetrahydrofolate to tetrahydrofolate®®. ’

Cysteine, formed by methionine, is the limiting reagent for
glutathione (GSH) synthesis, the main cellular antioxidant.
Therefore, two major homeostatic systems are interlinked and
coordinately regulated by methionine metabolism, cellular
methylation and the redox buffer system®®. As shown in our
results, antioxidant enzymes SOD and CAT in the NASH
group, which should be elevated as they detoxify the excess
reactive oxygen species shown by lipoperoxidation, were not
any different from the control group, showing the depletion
of the scavenging ability of these enzymes. As this is about a
2-week model, we think the redox system is being maintained
by GSH which, at this time, is still elevated in the NASH
group (Table 3), as it is the last resource to fight off reactive
oxygen species.

v. 48 —no.l — jan.Imar. 2011

Deficiency of methionine and the other lipotropic factors
(folate, B12, choline) are predictive of liver steatosis. Moreover,
there is decreased formation of S-adenosylmethionine with
decreased activation of folate, tRNA, creatine synthesis,
lecithin, and norepinephrine®”.

Animals fed this diet (MCD) have significant loss of body
weight (about 40% of baseline weight in 10 weeks)“*®. The
NASH animals in our experiment had a 25.96% decrease in
their body weights in two weeks of treatment. Although the
liver decreases in size, the liver/body weight ratio is unchanged®”
3.4 This is in agreement with our findings.

The animals develop severe steatosis particularly in zone 3
(pericentral) and subsequent development of necroinflammation
(especially in lymphocytes and polimorphonuclear neutrophils),
and steatohepatitis in rodents fed the MCD diet leads to
progressive fibrosis®” ¥4, These reports are similar to the
results obtained in our model (Figures 3A and 3B).

The MCD diet is extremely effective as an experimental
model for the development and study of NASH. Studied
since the mid 1940s®", this diet has been refined and used for
inducing a form of NASH that is very similar to the human
one, with implications of oxidative stress, elevated levels of
TNFa, and increased lipid levels®?.

The present study demonstrated that the use of a methionine-
and choline-deficient diet manufactured nationally is efficacious,
cost-effective, easy to purchase (as there is no need to import
it) and, especially, it does develop the characteristics of a
form of NASH that is similar to the human one in only two
weeks. Thus, the use of this experimental model is suggested
for the study of this disorder and new potential forms of
treatment.
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RESUMO - Contexto - A esteatohepatite nfio-alcodlica é uma doenga com alta incidéncia, dificil diagnostico e tratamentos ainda ndo efetivos. Com
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. Buege J, Aust S. Microssomal lipid peroxidation.

iss0, 0 uso de modelos experimentais para indugio da esteatohepatite ndo-alcoolica e o estudo das rotas de desenvolvimento desta doenga vem sendo

empregado. Objetivo - Desenvolver um modelo experimental de esteatohepatite ndo-alcoolica a partir do uso de uma dieta deficiente de metionina e
colina fabricada no Brasil e avaliar as alteragdes hepaticas decorrentes da doenga. Métodos - Foram utilizados 30 camundongos machos da linhagem
C57BL6. onde a metade foi alimentada com dieta deficiente em metionina e colina desenvolvida no Brasil e o restante com dieta controle no periodo

de duas semanas. Apos, os animais foram mortos por exaguinagio e foi realizada laparotomia com hepatectomia total e preparo do material para
andlise histologica, coleta de sangue para anilises bioquimicas sistémicas. O nivel de significancia foi 5%. Resultados - Os ratos que receberam a dieta
deficiente em metionina e colina apresentaram perda de peso e aumento significativo das enzimas de integridade hepdtica e diminuiglio dos niveis

bioquimicos sistémicos de glicemia, triglicerideos, colesterol total, HDL e VLDL. Todos os animais com esteatohepatite ndio-alcodlica mostraram,

pelo menos, algum grau de esteatose macrovesicular. O diagnoéstico de esteatohepatite ndio-alcodlica foi realizado em 100% dos camundongos que
receberam a dieta deficiente em metionina e colina e nenhum dos animais que recebeu dieta controle apresentou alteragdes histologicas. Os animais

com esteatohepatite nfio-alcodlica apresentaram aumento de lipoperoxidagiio e da enzima antioxidante GSH. Conclusdo - A dieta deficiente de

metionina e colina desenvolvida neste estudo apresenta indices elevados de indugiio de esteatose e esteatohepatite em modelo animal, apresentando
comportamento patologico semelhante ao humano, com custo adequado e facilidade na sua aquisigo.
DESCRITORES - Figado gorduroso. Metionina. Deficiéncia de colina. Estresse oxidativo. Camundongos.
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Abstract

Aim of the study: This study was designed to develop an experimental model of non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) by using a diet deficient in methionine and choline (MCD);
to assess liver alterations, oxidative stress parameters, lipoperoxidation, and DNA damage;
and to evaluate the modulation that resulted from the use of the antioxidant flavonoid
quercetin (Q). Methods: Male C57BL6 mice were divided into four groups (n=16): (i)
Control plus Vehicle (control ration plus carboxymethylcellulose 1% used as vehicle, CO +
V); (ii) Control ration plus Q 50 mg/kg (CO + Q); (iii) MCD diet plus vehicle (NASH + V);
and (iv) MCD diet plus Q (NASH + Q). Diets were administered for 4 weeks. Results: The
group NASH + Q showed a significant decrease in hepatic damage enzymes as well as
decreased lipoperoxidation. NASH diagnosis was performed in 100% of the mice that were
fed the MCD diet. The NASH plus Q group demonstrated a lower degree of macrovesicular
steatosis, ballooning and inflammatory process. The comet assay revealed a significant
increase in DNA damage in the NASH + V group, in comparison to CO + V. The NASH + Q
group showed significantly lower DNA damage than NASH + V. Conclusion: The results of
this animal NASH model demonstrate that 50 mg/kg of Q reduced levels of lipoperoxidation,
DNA damage, and liver enzymes. These findings suggest that Q may have protective effects

by improving liver integrity in NASH.

KEYWORDS: NASH, QUERCETIN, ANTIOXIDANT, COMET ASSAY

Abbreviations: Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH), deficient in methionine and choline
(MCD), quercetin (Q)



4 RESULTADOS: Experimento lla 99

Introduction

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is an increasingly recognized condition that may
progress to end-stage liver disease [1,2]. Steatosis may progress to chronicity, but little is
known regarding the relationship between steatosis and NASH. The theory of multiple hits,
which is initiated by a metabolic disorder and followed by the activation of oxidative stress
pathways as well as cytokines and stress of the endoplasmic reticulum, has been proposed to
explain the pathogenesis of the disease [3-5].

An imbalance between pro-oxidants and antioxidants leads to oxidative stress, which
causes oxidative damage of cellular macromolecules. Oxidative damage to mitochondria
alters mitochondrial respiratory chain polypeptides and mitochondrial DNA to partially block
the flow of electrons in the respiratory chain and increase mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) formation, leading to a vicious cycle of damage amplification [6]. ROS trigger
lipid peroxidation, release of inflammatory cytokines, and cell death. Both biologically active
lipid peroxidation products and cytokines act together to trigger the diverse hepatic lesions of
NASH by inducing hepatic inflammation and fibrosis that lead eventually to end-stage liver
disease [7].

Quercetin (Q) is a flavonoid aglycone present in large amounts in vegetables, fruits,
tea and red wine. It represents one of the antioxidants of plant origin with the highest
antioxidant potential, protecting cells against ROS [8-10]. Daily intake of Q is estimated at up
to 25 mg/day in a normal human diet [11]. Its chemical structure [12] includes a phenolic
hydroxyl, which imparts antioxidant properties with significant therapeutic potential against
many diseases, including hepatic diseases, ischemic heart disease, atherosclerosis, cancer and
kidney damage [13-17].

Thus, this study was designed to develop an experimental model of NASH using a diet

deficient in methionine and choline based on Brazilian-made animal food [18]. The extent to
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which this animal model of liver injury compared to human NASH was assessed by
phenotypic, laboratory and histological parameters, oxidative stress parameters [19,20],
lipoperoxidation, and DNA damage. The effects of the antioxidant flavonoid Q on NASH

injury were then evaluated in this model.

Materials and methods

Animals

In this trial, 64 male C57BL/6 mice were used. They were 8 weeks old, weighed 25
grams on average, and were obtained from the Multidisciplinary Center of Biological
Investigation of the University of Campinas (CEMIB-UNICAMP), Campinas, Sdo Paulo. The
animals were kept in polypropylene cages (47x34x18 cm), 10 animals in each cage and under
standard conditions. They were provided with water and food ad libitum and maintained on a
12 h light/dark cycle (light cycle from 7 a.m. to 7 p.m.) under controlled temperature (24°C +
1.0°C) and humidity (55£5%) in the Animal Experimentation Division of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Diet composition

The methionine- and choline-deficient diet (MCD) was manufactured, under our
request and guidance, by the Brazilian company PragSolucdes®, as described by Newberne &
Camargo (1982) [21] with modifications by Marcolin et al (2011)[18]. Two types of rations
were manufactured: MCD and control. The control ration was identical to MCD but contained

adequate amounts of methionine and choline.
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Experimental procedure

NASH was induced by placing the animals on the MCD diet ad libitum for four
weeks. The animals in the control group received the same ration, though with the addition of
adequate concentrations of methionine and choline.

The animals were randomly divided into four groups: Control + Vehicle (CO + V): 16
mice received the control ration (with the addition of methionine and choline) for 4 weeks
plus vehicle; Control + quercetin (CO + Q): 16 mice received the control ration for 4 weeks
plus quercetin 50 mg/kg; NASH plus vehicle (NASH+V): 16 mice received the MCD diet for
4 weeks plus vehicle; and NASH plus quercetin (NASH + Q): 16 mice received the MCD diet
for 4 weeks plus quercetin 50 mg/kg. The vehicle was composed of sodium
carboximethilcelulose (CMCNa) 1% and functioned as a carrier for Q. The flavonoid Q
(C15H1007) (CAS Registry Number 117-39-5) (50 mg/kg) was purchased from Sigma
Chemical CO., USA. One week prior to the beginning of the study, all animals started
receiving the control ration to adapt to the new diet.

All experimental procedures were according to the norms established by the Health
Research and Ethics Commission by the Research and Postgraduate Group of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), as described in Principles for Research Involving Animals

(NAS) [22] under protocol number 09-050.
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Experimental design

On experimental day 1, the animals were randomly assigned to the groups and given
their corresponding diets. The animals were monitored during the experiment. After 4 weeks,
the animals were weighed and anesthetized by inhalatory Isoflurane® so that their blood
could be sampled from the retro-orbital plexus for liver integrity and biochemical analysis.
The animals were Killed at the end of the experiment by exsanguination under deep
anesthesia, followed by cervical dislocation as described in the AVMA Guidelines on
Euthanasia [23]. The liver was removed by medium ventral laparotomy with total
hepatectomy, a part of which was prepared for the histological analysis while the remaining
tissue was frozen in liquid nitrogen for oxidative stress analysis. The remaining tissue was
used for DNA analysis. The livers were sectioned, and a fraction of their lobes was used for
histology, fixed in 10% formaldehyde solution for 24 h and processed into paraffin blocks for

later staining.

Histological analysis

For the microscopic analysis, the liver fragment slides were stained with hematoxylin-
eosin (HE) and subsequently assessed by a single pathologist blinded to the experimental
groups. The minimum histological criterion for the diagnosis of NASH was the presence of
steatosis associated with hepatocellular ballooning involving zone 3 and lobular inflammatory
infiltrate [24]. Mallory bodies and sinusoidal fibrosis involving zone 3 could be present or not
[25]. The grading of both necro-inflammatory activity and fibrosis was performed according
to the classification proposed by Brunt et al. [24]. The scoring system recommended by the

Pathology Committee of NASH Clinical Research Network [26] was used for NASH
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classification, which semi-quantitatively classifies each case as steatosis (0-3), lobular
inflammation (0-2), hepatocellular ballooning (0-2), and fibrosis (0-4).

In the HE staining, the qualitative analysis was performed using a binocular
microscope Nikon Labophot (Tokyo, Japan). The percentage of fibrosis in the liver tissue was
determined by histomorphometric analysis using a microscope equipped with a digital camera
and connected to an image-capturing program (Image-Pro Plus by Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA). After analyzing twenty randomized fields per image, the ratios of

conjunctive tissue relative to whole liver were calculated with the results appearing in pixels.

Liver integrity analysis

Liver integrity was assessed by measuring blood levels of enzymes aspartate

transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP).

Biochemical analysis

The systemic biochemical analysis included high-density lipoproteins (HDL), total

cholesterol, glycemia and triglycerides.

Lipoperoxidation analysis

In the liver homogenate tissues, liver lipoperoxidation was evaluated using the method
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), which detects the presence of
malondialdehyde (MDA) and other substances from lipid peroxidation of biological material.

The results are expressed in nanomol per milligram of protein (nmol/mg prot) [27]. The
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technique consisted of heating the homogenate with thiobarbituric acid and measuring the

subsequent formation of a stained product using a spectrophotometer at 535 nanometers (nm).

Antioxidant enzymes analysis

Superoxide dismutase (SOD) determination was based on the inhibition of the reaction
between superoxide radicals and adrenaline. SOD, present in the sample under study,
competed for the superoxide radical through the system of detection. The results were
expressed as units of SOD per mg of protein [28]. Catalase (CAT) enzyme activity was
evaluated by determining, in a spectrophotometer, the speed at which peroxide hydrogen
(H2.0O, 0.3 M) was broken down (at a wavelength of 240 nm). Enzyme activity was expressed

in nmol per mg of protein [29].

Comet assay

The alkaline comet assay was carried out as described in Tice et al. (2000) [30], with
minor modifications [31]. The liver tissue samples (200-250 mg) were placed in 0.5 mL of
cold phosphate-buffered saline (PBS) and finely minced to obtain a cell suspension. Liver cell
suspensions (5 pL) were embedded in 95 pL of 0.75% low melting point agarose (Gibco
BRL) and spread on agarose-precoated microscope slides. After solidification, slides were
placed in lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10.0), with freshly
added 1% Triton X-100 (Sigma) and 10% DMSO for 48 h at 4 °C. The slides were
subsequently incubated in freshly prepared alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA,
pH >13) for 20 min at 4 °C. An electric current of 300 mA and 25 V (0.90 V/cm) was applied

for 15 min to perform DNA electrophoresis. The slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH
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7.5), stained with silver and analyzed using a microscope. Images of 100 randomly selected
cells (50 cells from each of two replicate slides) were analyzed from each animal. Cells were
also visually scored according to tail size into five classes ranging from undamaged (0) to
maximally damaged (4), resulting in a single DNA damage score for each animal and
consequently for each studied group. Therefore, the damage index (DI) can range from 0
(completely undamaged, 100 cells X 0) to 400 (with maximum damage, 100 cells X 4).

Damage frequency (%) was calculated based on the number of tailed versus tailless cells.

Statistical analysis

The data were analyzed using a Student Newman Keuls post-hoc ANOVA test. The
statistical evaluation of data obtained in the comet assay was carried out using Tukey’s test.
The histological scores were statistically evaluated using the Kruskal-Wallis test for
independent samples. In all comparisons, a p-value of < 0.05 was considered statistically

significant.

Results

Morphological and histopathological analyses

All the mice submitted to the study completed the 4-week diet period. No animals

were lost due to the MCD diet. The animals showed good acceptance of the MCD diet;

therefore, we suggest using the control ration prior to the first week to allow the animals to

adapt to the new diet.
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With regards to histological findings, no animal receiving the CO ration demonstrated
any histological alterations. All animals were considered to have normal livers (Figure 1 and
Table 1).

The animals in the NASH group with the MCD diet of 4 weeks had microvesicular
steatosis, macrovesicular steatosis above grade 1, and hepatocellular ballooning (Figure 1 and
Table 1). The inflammatory process showed a mean grade of 2.30 + 0.213 in the NASH
group. The diagnosis of NASH was made in all of the animals of the NASH group (Table 1).
Reduced scores of microvesicular steatosis, macrovesicular steatosis, ballooning and
inflammatory process were observed in the animals treated with Q for 4 weeks (Table 1 and

Figure 1).

Liver integrity and biochemical analyses

The plasma levels of the liver enzymes AST and ALT were elevated in the NASH
group (Figure 2), and significant improvements were observed in the groups treated with Q
after 4 weeks. The plasma levels of glycemia, triglycerides, total cholesterol, and HDL were
significantly reduced in the NASH group compared to the CO group (Figure 3), although no

significant differences were observed between the NASH groups and the treated group.

Lipoperoxidation and liver antioxidant enzymes analysis

The TBARS results showed that the livers of the animals in the NASH group had

increased levels of lipoperoxidation compared to the CO animals. Statistically significant

differences were observed between the NASH + V and NASH + Q groups after 4 weeks
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(Figure 4). The SOD and CAT activity of enzymes did not show any statistically significant

differences across the groups (Figure 5 and Figure 6).

Comet assay

Table 2 shows the DNA damage in livers after treatment for 4 weeks. Following
treatment, there was a significant increase in both parameters measuring DNA damage (DI
and DF; p <0.01) in liver of the NASH+V group compared to the CO + V group. The NASH
+ Q group showed significantly lower DI than the NASH + V group (p < 0.05), although the

value remained above that found in the CO + V group.

Discussion

Experimental diets represent a useful tool in research because they deliver quick
results for the study of disease progression. Because they allow a better understanding of the
physiopathology and mechanisms involved in the transition from steatosis to NASH [32,33],
experimental models of NASH are of paramount importance in testing the effectiveness of
various available drugs for treatment.

The MCD diet is considered the main model used in the induction of NASH [34].
Increases in aminotransferase levels lead to focal inflammation, hepatic necrosis and fibrosis
without developing resistance to insulin [19].

This diet produces steatosis due to a reduction in the export of VLDL and a decrease
in choline and methionine, which are the precursors of phosphatidylcholine, the phospholipid
lining the VLDL [35,36]. In the absence of choline, VLDL is not secreted and triacylglycerol

(triglyceride) builds up in the liver cytosol. These VLDL fragments are supported by our data,
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which demonstrated a decrease in plasma levels of triglycerides and cholesterol (Figure 3)
along with extensive lipid accumulation in the liver (Figure 1).

Several studies have shown that ROS are increased in NASH [37-41], while the levels
of antioxidants (vitamin E and glutathione) tend to be reduced [42]. Studies show a reduction
in hepatic steatosis and oxidative stress with the administration of vitamin C or S-nitroso-N-
acetylcysteine (SNAC) in rats fed a diet deficient in choline and methionine [43,44]. The
purpose of the present study was to evaluate the effects of Q on the inhibition of
steatohepatitis diet-induced MCD in mice as well as to assess the action of this antioxidant on
hepatic oxidative stress and hepatocellular injury. It was observed that Q inhibited the
development of NASH by reducing macrovesicular steatosis, microvesicular steatosis,
hepatocellular ballooning and inflammatory infiltrate (Table 1 and Figure 1). This effect was
accompanied by a significant reduction in lipid peroxidation (Figure 4) and inflammation
(Table 1 and Figure 1).

Rodents deficient in choline showed increased lipoperoxidation in the liver [45].
Nuclear lipid peroxidation, as a great source of free radicals, is cited as an inducer of DNA
damage and carcinogenesis, along with dysfunction of programmed cell death (apoptosis)
[46]. In previous experiments, we found a significant increase in liver lipoperoxidation in
animals with NASH induced by a two-week MCD diet [18].

Because NASH has a fundamental connection to the process of oxidative stress, the
study of antioxidants in preventing or treating this disease becomes important. A number of
beneficial effects of Q on human health have been shown, and some studies [47,48] have
indicated an important role for Q in fighting the deleterious effects of ROS and inhibiting
redox-sensitive signaling pathways [9].

The antioxidant properties of Q have been investigated [49] quite extensively, and

there is evidence that they involve direct [50] scavenging of radicals as well as indirect
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activation of 344 transcription factors (e.g., Nrf2) that regulate the expression of genes
encoding for antioxidant enzymes [51]. This finding is in agreement with the induction of
CAT and SOD [52]. In our study, we observed a decrease in the enzyme catalase, although
not statistically significant, in the NASH groups; this can be explained by an attempt to
reduce ROS generated by the systemic consumption of CAT (Figure 6).

In this model, Q was not able to induce genotoxicity evaluated by the comet assay
because DI and DF values were similar in both control groups. In fact, higher Q
concentrations produced a genotoxic effect [53]. However, Q is a flavonoid known for its
ability to give a hydrogen atom to free radicals, thus neutralizing cations capable of producing
a hydroxyl radical [54]. This flavonoid can also modulate a wide range of mammalian enzyme
activities, such as cytochrome P450 and several antioxidant enzymes [55]. Thus, the
antioxidant properties of Q should decrease damage in liver of NASH mice.

In addition to leading to lipoperoxidation, ROS may induce oxidation of DNA and
protein [30]. Oxidative DNA damage is the most common threat to genomic stability. There is
strong evidence implicating the generation of ROS and the corresponding responses to
oxidative stress as key factors in the pathogenesis of several human diseases. NASH mice
exhibited increased DNA damage (Table 2) compared with control mice, suggesting that this
disorder can decrease genomic stability in the liver. In the alkaline version used in this study,
the comet assay detected a broad spectrum of DNA lesions, including single strand breaks,
which are increased by the presence of ROS [30,56]. In this study, a significant increase in
DNA damage in the target-tissue liver (Table 2) was observed in the NASH group. Most
likely, these effects were induced by ROS, which are implicated in the pathogenesis of NASH
[57].

However, the DNA damage observed in the NASH + Q group was lower than in the

NASH + V group, suggesting protective effects by the Q-treatment of NASH mice (Table 2).
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Other studies using the comet assay have shown the protective role of Q as a scavenger of
ROS by decreasing DNA strand breaks and oxidized bases [58]. After treatment for 4 weeks,
there was an increase in DNA damage in the NASH + V group in comparison to the control
group, suggesting a progression of liver injury. Additionally, it should be noted that Q was not
able to decrease DNA damage to the point of reaching similar DI values in comparison to the
control group, most likely due to the severity of liver damage, as confirmed by the

histopathological findings (Figure 1).

Conclusion
Overall, Q (50 mg/kg) reduced levels of lipoperoxidation and DNA damage in the
liver as well as the levels of liver enzymes in animals with NASH. These findings suggest that

the protective effects of Q are mediated by improving liver integrity.
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TABLE 1
CO+V CO+0Q NASH +V NASH + Q
Item Definition Score (n=5) (n=5) (n=10) (n=10)

Steatosis <5% 0
5% - 33% 1 .
>33% - 66% 5 0 0 2.60+0.163  1.06+0.202

>66% 3

Microvesicular Not Present 0
Steatosis 0 0 0.90+0.099  0.33+0.153*

Present 1

Inflammation None 0
<2 foci per 200x field 1 >
2-4 foci per 200x field > 0 0 2.30+0.213 0.78+0.204

>4 foci per 200x field 3

Ballooning None 0
Few balloon cells 1 0 0 1.70£0.152  0.61+0.192*

Many cells 2

Prominent ballooning
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TABLE 2

CO+V CO+Q

NASH +V

NASH + Q

Dla 53.8 + 19.9" 55.6 + 19.7"%
DFb 26.4 + 5.7 35.8 + 6.8

215.8+11.9"
79.7+57"

189.1+18.27 "
77.9+51"
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1: Effects of the administration quercetin in mice with NASH. Photomicrograph of
liver of CO + V, CO + Q, NASH + V and NASH + Q animals. (H-E, 100x). The arrows in

images 1C and 1D show the microvesicular steatosis (M), ballooning (B) and inflammation

().

FIGURE 2: Effects of the administration quercetin on liver integrity in mice with NASH.
The data are expressed as the mean * standard deviation (SD). *Statistically significant
difference between the CO + V, CO + Q and NASH + V groups p < 0.05. *Statistically
significant difference between the NASH + V and NASH + Q groups p < 0.05. CO + V:
Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle;
NASH + Q; NASH plus quercetin.

FIGURE 3: Effects of the administration quercetin on biochemical tests in mice with NASH.
The data are expressed as the mean * standard deviation (SD). *Statistically significant
difference between the CO + V, CO + Q and NASH + V groups p < 0.05. *Statistically
significant difference between the NASH + V and NASH + Q groups p < 0.05. CO + V:
Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle;
NASH + Q: NASH plus quercetin.

FIGURE 4: Effects of the administration quercetin on lipoperoxidation in mice with NASH.
The data are expressed as the mean + standard deviation (SD). “Statistically significant
difference between the CO + V, CO + Q and NASH + V groups p <0.05. *Statistically
significant difference between the NASH + V and NASH + Q groups p < 0.05. CO + V:
Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle;
NASH + Q: NASH plus quercetin.

FIGURE 5: Effects of administration quercetin on the activity antioxidants enzyme SOD in
mice with NASH. The data are expressed as the mean + standard deviation (SD). “Statistically
significant difference between the CO + V, CO + Q and NASH + V groups p < 0.05. CO + V:
Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle;
NASH + Q: NASH plus quercetin.

FIGURE 6: Effects of administration quercetin on the activity antioxidants enzyme CAT in
mice with NASH. The data are expressed as the mean =+ standard deviation (SD). *Statistically
significant difference between the CO + V, CO + Q and NASH + V groups p < 0.05. CO + V:
Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle;
NASH + Q: NASH plus quercetin.
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TABLES LEGENDS

TABLE 1. Histopathological analyses scores of the animals after the 4-week treatment.
*Statistically significant difference between the groups using the Kruskal-Wallis test for
independent samples; p < 0.05. CO + V: Control plus Vehicle; CO + Q: Control plus
quercetin; NASH + V: NASH plus vehicle; NASH + Q: NASH plus quercetin

TABLE 2. Comet assay in the liver from mice with and without NASH with quercetin.
Histopathological analyses scores of the animals after the 4-week treatment. n= 5 animals per
group. aDI: Damage index, which can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to
400 (with maximum damage 100 x 4); bDF (%): Damage frequency, which was calculated
based on the number of cells with a tail versus those with no tail. Significant difference from
the vehicle control (CO + V) group: *** p <0.01. Significant difference from the NASH + V
group: # p < 0.05, ### p < 0.01. CO + V: Control + Vehicle; CO + Q: Control plus quercetin;
NASH + V: NASH plus vehicle; NASH + Q: NASH plus quercetin.
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QUERCETIN MODULATES THE PROGRESSION OF
INFLAMMATORY PARAMETERS AND LIVER FIBROSIS IN MICE
WITH NON-ALCOHOLIC STEATOHEPATITIS.

(A ser submetido a Liver International Journal, ISSN 1478-3223)
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ABSTRACT:

Introduction: Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a common, often silent liver disease
with a high incidence, difficult diagnosis, and no effective therapies. The major feature of
NASH is fat in the liver, along with liver inflammation and damage. Aim: This study was
designed to use an experimental model of NASH based on a diet deficient in methionine and
choline (MCD) to assess liver alterations and the molecular parameters of inflammatory and
fibrosis and to evaluate the response to the antioxidant flavonoid quercetin (Q). Methods:
Male C57BL/6 mice divided were into four groups (n=8): (i) control+vehicle (control ration
plus carboxymethylcellulose 1% used as vehicle, CO+V); (ii) control ration plus 50 mg/kg of
quercetin (CO+Q); (iii) MCD diet plus vehicle (NASH+V); and (iv) MCD diet plus Q
(NASH+Q). The diets were administered for 4 weeks. We evaluated the hepatic levels of
enzymes that are required for hepatic function (AST, ALT and ALP). We also investigated
the mMRNA expression of TNF-a, HMGB-1, COX-2, CTGF, TGF-, MMP-9 and AREG by
RT-PCR and the protein expression of TLR-4, JNK and pJNK by Western blotting. Results:
The NASH+Q group showed a significant decrease in the levels of enzymes associated with
hepatic damage, as well as a reduction of inflammation based on the expression of TNF-o,
HMGB1, TLR-4, COX-2 and JNK and a reduction in fibrosis based on the expression of
CTGF, TGF-B, MMP-9 and AREG in the liver. The NASH diagnosis was confirmed in 100%
of the mice that were fed the MCD diet, and a lower degree of macrovesicular steatosis,
ballooning and inflammation was observed in the NASH+Q group. Conclusion: The results
demonstrate that 50 mg/kg Q reduced the levels of enzymes associated with hepatic damage,
as well the levels of inflammation and fibrosis in the liver, suggesting protective effects of the

liver in this model.

KEYWORDS: NASH, QUERCETIN, INFLAMMATION, FIBROSIS
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INTRODUCTION:

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is recognized as the most important liver
disease in Western societies’. The spectrum of this disease ranges from simple steatosis to
steatohepatitis, liver fibrosis, cirrhosis and eventually hepatocellular carcinoma. In turn, non-
alcoholic steatohepatitis (NASH), the most important form of NAFLD, is characterized by fat
accumulation in the hepatic tissue associated with various degrees of inflammation and

progressive fibrosis?.

Day and James® proposed the ‘‘two-hit hypothesis” to explain the development of
hepatic steatosis and the progression to inflammation (NASH), fibrosis, and cirrhosis. The
hypothesis claimed that factors such as insulin resistance and impaired hepatic fatty acid
oxidation contribute to NASH development* and that once steatosis is present, inflammation
and oxidative stress are thought to activate stellate cells and increase collagen deposition and
fibrogenesis®. The first hit is steatosis itself, increasing the sensitivity of the liver to second
hits, which then cause liver injury® characterized by tissue lesions, inflammation and fibrosis.
The triggers of the second hit may include oxidative, cytokine-mediated or endoplasmatic

reticulum (ER)-based stress’.

NASH development is associated with the activation of hepatic stellate cells and a pro-
inflammatory response from Kupffer cells, contributing to the inflammatory process and the
development of fibrosis. Recruitment of inflammatory cells is also conditioned by pro-
inflammatory factors that are produced by activated hepatic stellate cells®, such as tumor
necrosis factor-o. (TNF-a) secreted by adipose tissue, hepatocytes, and Kupffer cells, or late
the of the activity cytokine high-mobility group protein B1 (HMGB1), which is activated by

toll-like receptors 4 (TRL-4)* '°. Another NASH-related protein is the cyclooxygenase-2
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(COX-2), which exhibits increased expression in animals with NASH, as well a c-Jun N-
terminal kinase (JNK), which is involved in the inflammatory route during the second phase

of NASH*,

These events lead to a vicious cycle that worsens the hepatic condition, leading to
activation of fibrotic processes in the liver. In response to the activation of inflammatory
hepatic stellate cells, increased expression of factors linked to the development of fibrosis can
be observed, including connective tissue growth factor (CTGF), transforming growth factor
beta (TGF-B)* and matrix metalloprotease-9 (MMP-9), which is involved in the remodeling
processes during fibrogenesis™*, and amphiregulin (AREG), which is a member of the

epidermal growth factor family™.

The pathophysiological mechanisms underlying progression from steatosis to NASH
remain obscure, due in part to the lack of an appropriate experimental animal model. The
methionine- and choline-deficient (MCD) diet is frequently used to establish NASH in the
mouse liver’?. Previous studies have revealed that this model produces steatohepatitis,
inflammation, and liver fibrosis that is histologically similar to human NASH* **18 vet,
while hallmarks of NASH such as steatohepatitis and fibrosis are obvious in this mouse
model, the loss of weight rather than weight gain and the development of insulin resistance™

are atypical®.

With regard to the treatment of NASH, so far, no specific therapy has shown
conclusive results®. According to the theory of two hits, NASH can be expressed on an axis
based on the involvement of oxidative stress in disease progression. Quercetin (Q) is a
flavonoid aglycone present in large amounts in vegetables, fruits, tea and red wine, and it
represents the plant-based antioxidant with the highest antioxidant potential, protecting cells
against reactive oxygen species (ROS)%. Daily intake of Q is estimated at up to 25 mg/day in

a normal human diet?. Its chemical structure?* presents a phenolic hydroxyl, which imparts
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an antioxidant activity with significant therapeutic potential against many diseases, including
hepatic diseases, ischemic heart disease, atherosclerosis, cancer and kidney and stomach

damage25,26-32

This study was designed to assess liver alterations in an experimental model of NASH
using a diet deficient in methionine and choline based on Brazilian-made animal food™® and to
investigate the potential of quercetin to delay or prevent inflammation and fibrosis

progression in mice with NASH.

MATERIALS AND METHODS

Animals

In this trial, 32 male C57BL/6 mice were used. They were 8 weeks old and weighed
25 g on average. They were obtained from the Multidisciplinary Center of Biological
Investigation of the University of Campinas (CEMIB-UNICAMP), Campinas, S&o Paulo. The
animals were kept in polypropylene cages (47x34x18 cm) under standard conditions, with 10
animals in each cage. Water and food were provided ad libitum, and a 12 h light/dark cycle
(light cycle from 7 a.m. to 7 p.m.) as well as a controlled temperature (24°C + 1.0°C) and
humidity level (55+5%) were maintained in the Animal Experimentation Division of the

Hospital de Clinicas of Porto Alegre.

Diet composition

The methionine- and choline-deficient (MCD) diet was manufactured at our request

and guidance by the Brazilian company PragSolucdes®, as described by Newberne and
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Camargo™ with modifications by Marcolin et al.'®. Two types of rations were manufactured:
MCD and the control ration, which was identical to MCD but contained adequate amounts of

both amino acids.

Experimental procedure

NASH was induced by providing the animals with the MCD ration ad libitum for 4
weeks. The animals in the control group received the same ration, but with the addition of

adequate concentrations of methionine and choline.

The animals were randomly divided in four groups with 8 animals in each group:
control+vehicle (CO+V): the mice received the control ration (with the addition of methionine
and choline) plus vehicle; control+quercetin (CO+Q): the mice received the control ration
plus 50 mg/kg Quercetin; non-alcoholic steatohepatitis plus vehicle (NASH+V): the mice
received the MCD diet plus vehicle; and non-alcoholic steatohepatitis plus quercetin

(NASH+Q): the mice received the MCD diet plus 50 mg/kg Quercetin.

The vehicle was composed of 1% sodium carboximethilcelulose (CMCNa) and was
also utilized as a carrier for Q. A total of 50 mg / kg bodyweight of Quercetin ([C15H1007],
CAS Registry Number 117-39-5, Sigma Chemical CO®, USA) was intragastrically
administered for 4 weeks. One week prior to the beginning of the study, all animals began

receiving the control ration to allow for adaptation to the new diet.

All experimental procedures were performed according to the standards established by
the Health Research and Ethics Commission of the Research and Postgraduate Group at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) as described in Principles for Research

Involving Animals (NAS)* under protocol number 09-050.
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Experimental design

On experimental day 1, the animals were randomly assigned to the groups and given

their corresponding diets. The animals were monitored throughout the experiment.

After 4 weeks, the animals were weighed and anesthetized by inhalation of Isoflurane®
so that their blood could be sampled from the retro-orbital plexus to evaluate the liver
function and perform a biochemical analysis. The animals were sacrificed at the end of the
experiment by exsanguination under deep anesthesia, followed by cervical dislocation as
described in the AVMA Guidelines on Euthanasia®. The liver was removed by median
ventral laparotomy with total hepatectomy. Samples were prepared for the histological and
immunohistochemical analyses, and the remaining tissue was frozen in liquid nitrogen for the

remaining analyzes.

The livers were sectioned, and sections of the lobes were prepared for histology by
fixation in 10% formaldehyde solution for 24 h and embedding in paraffin blocks for

subsequent staining.

Histological analysis

For the microscopic analysis, the slides containing the liver fragments were stained
with hematoxylin-eosin (HE) and subsequently assessed by a single pathologist who was
blinded to the experimental groups. The minimum histological criterion for the diagnosis of
NASH was the presence of steatosis associated with hepatocellular ballooning involving zone
3 and lobular inflammatory infiltrate'®. Mallory bodies and sinusoidal fibrosis involving zone
3 were either present or not®. The grading of both necro-inflammatory activity and fibrosis
was performed according to the classification proposed by Brunt et al.*®. The scoring system

used for NASH classification was as recommended by the Pathology Committee of the NASH
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Clinical Research Network®’, which semi-quantitatively classifies each case as steatosis (0-3),

lobular inflammation (0-2), hepatocellular balloonization (0-2), and fibrosis (0-4).

In the HE staining, the qualitative analysis was performed using a Nikon Labophot
(Tokyo, Japan) binocular microscope. The percentage of fibrosis in the liver tissue was
determined based on a histomorphometric analysis performed with a microscope equipped
with a digital camera and connected to an image-capturing program (Image-Pro Plus by
Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). After analyzing twenty random fields per image,
the ratios of conjunctive tissue relative to whole liver were calculated, and the results are

expressed as scores based on the number of pixels.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry using a polyclonal antibody against alpha smooth muscle actin
(ab5694 - 0-SMA - Abcam®) was performed to detect activated hepatic stellate cells. Each
section was deparaffinized by xylene and rehydrated with a graded series of alcohol. Antigen
retrieval was performed in a microwave oven (300W) in citrate buffer (pH 6.0) for 10 min at
100°C. Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation of the slides in absolute
methanol containing 3% hydrogen peroxide for 10 min at room temperature. The sections
were sequentially preincubated with 10% normal rabbit serum for 10 min at room temperature
to block the possible background staining by the secondary antibody. They were then
incubated with the antibody o-SMA at a working dilution of 1:200. After 60 min at room
temperature, the slides were treated with EnVision reagent for 30 min. The slides were
washed 3 times with PBS after each incubation, and 3,39-diaminobenzidine was employed as
a chromogen. The nuclei were lightly counterstained with hematoxylin solution. The primary
antibodies were replaced with PBS containing 0.1% bovine serum albumin as a negative

control. Pathological findings were assessed by a single pathologist who was blinded to the
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experimental groups using a light microscope equipped with a digital camera and connected
to the image capture board of a computer using the Image-Plus software. The results are
expressed as the mean percentage of positively stained pixels for the for expression of a-SMA

in the liver.

Liver integrity analysis

Liver integrity was assessed by measuring blood levels of the enzymes aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) and

expressed in U/L.

Real-time quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted and reverse transcribed using a High-Capacity cDNA
Archive kit (Applied Biosystems®)®. The cDNA was amplified using the TagMan Universal
PCR Master mix (Applied Biosystems®) with a Step One Plus instrument (Applied
Biosystems®). Each assay included a no-template control and an RT-negative control.
Relative changes in expression levels were determined using the 22DDCT method®. The
cycle number at which the transcripts were detectable was normalized to the cycle number of

HPRT gene detection, referred to as the DCT.

TagMan primers were used for tumor necrosis factor-o (TNF-a)) (Rn01525859 g1 and
GenBank accession n° NP036807.1), cyclooxygenase-2 (COX-2) (Rn01483828 ml and
GenBank accession n® AF233596.1), transforming growth factor beta (TGF-B)
(Rn00572010_m1 and GenBank accession n® AY550025.1), high-mobility group protein B1
(HMGB-1) (Rn02377062_g1 and GenBank accession n° BC081839.1), matrix

metallopeptidase-9 (MMP-9) (Rn00579162_ml1l and GenBank accession n°® U24441.1),
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connective tissue growth factor (CTGF) (Rn01537279 gl and GenBank accession n°
AB023068.1) and amphiregulin (AREG) (Rn00567471 ml1l and GenBank accession n°
X55183.1). These genes were assessed using TagMan expression assays performed using the

TagMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystems®, Foster City, USA)

Western blotting analysis

Lysate proteins were fractionated by SDS-PAGE, and Western blotting was performed
using the corresponding primary antibodies. Bound antibody was detected by enhanced
chemiluminescence. Membrane rehybridization with a GAPDH antibody was performed to

confirm equal loading of the samples®.

Antibodies against toll-like receptor 4 (TLR-4) (110 kDa), c-Jun N-terminal Kinases
and the phosphorylated isoform (JNK/pJNK) (46 e 54 kDa) (Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, USA) and anti-GAPDH (Sigma Chemical CO®, USA) were used.

Statistical analysis

The results are expressed as the means + standard error of the mean (SEM). The data
were analyzed using ANOVA. When a significant effect was found, post-hoc comparisons
were conducted using the Student Newman Keuls test for independent samples. To assess the
statistical significance of the histological and immunohistochemical analysis, the Kruskal-
Wallis test for independent samples was used. A value of P < 0.05 was considered significant.

All calculations were performed using the SPSS 14.0 statistical software.
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RESULTS

Morphological and histopathological analyses

All of the mice submitted to the study completed the 4-week diet period. No animals
were lost due to the MCD diet. The animals showed a high level of acceptance of the MCD
diet, and we suggest using the control ration prior to the first week so that they can adapt to

the new diet.

Regarding the histological findings, no animal receiving the control ration presented

histological alterations. All animals were considered to have normal livers (Table 1).

The animals in the NASH group who received the MCD diet for 4 weeks exhibited
microvesicular steatosis, macrovesicular steatosis above grade 1, and hepatocellular
ballooning (Figure 1 and Table 1). The inflammatory process was indicated to have a mean
grade of 2.30 £ 0.21 in the NASH group. A diagnosis of non-alcoholic steatohepatitis was
confirmed in all of the animals in the NASH groups (Tables 1). Significant reductions in the
scores for microvesicular steatosis, macrovesicular steatosis, ballooning and inflammation

were observed in the animals treated with Q (Table 1, Figure 1B).

Immunohistochemistry analyses

As the hepatic stellate cells are considered to be a main source of the extracellular
matrix in liver, we identified these cells by immunostaining using an antibody for a-SMA, a

marker of activated hepatic stellate cells.
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The animals in the NASH groups presented a-SMA-positive cells (Figure 2 — 2C and
2D), and a significant reduction was noted in the number of activated cells in the NASH

group treated with Q (NASH+Q) (Figure 2 —2D and Graphic 2E).

Liver integrity and biochemical analyses

The plasma levels of the liver enzymes ALT and AST were significantly elevated (6x
and 8x, respectively) in the animals in the NASH groups (Table 2), and significant
improvements were observed in the groups treated with Q after 4 weeks. The levels of ALP

did not differ between groups.

Progression of inflammation and fibrosis

To determine whether quercetin was able to ameliorate the inflammatory and fibrosis
processes, we analyzed the effect of NASH on the mRNA expression of genes involved in

hepatic inflammation and fibrogenesis.

The expression of genes involved in inflammation, such as tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2) and high-mobility group box chromosomal protein 1
(HMGB-1), was increased in the NASH groups (Table 3). However, in the Q-treated NASH
animals, there was a significant reduction in the expression of these genes by 47.05+0.5%,

49.71+0.5% and 61.09+0.2%, respectively.

The transforming growth factor beta (TGF-B), which is considered an anti-
proliferative factor, was increased by 42.62+0.2% in the NASH+Q group compared to the

NASH+V group (Table 3).



4 RESULTADOS: Experimento I1b 141

The expression of genes involved in fibrosis, such as connective tissue growth factor
(CTGF), amphiregulin (AREG) and the matrix metalloproteinase (MMP) proteins, was
increased in the NASH groups compared to control groups (Table 3). There was an important
and statistically significant increase in the expression of AREG in the NASH+V group at 4

weeks.

The antioxidant quercetin appears to reduce the expression of fibrotic genes, as

presented in Table 6.

The expression of the toll-like receptor-4 protein (TLR-4) showed an increase in the
NASH+V group (Figure 3). However, in the groups treated with quercetin, there was a
significant reduction in the expression of these proteins. The same result was observed
regarding the protein expression of the phosphorylated form of c-Jun N-terminal kinase (JNK)

(Figure 4).

DISCUSSION

Experimental diets represent a useful tool for researchers because they allow for a
rapid delivery of results and disease progression. These experiments provide a better
understanding of the physiopathology and help to clarify the mechanisms involved in the
transition from steatosis to NASH, allowing for tests of the effectiveness of the various drugs
available for treatment®. In our study, we investigated the effect of quercetin supplementation

on the livers of rodents with experimental nonalcoholic steatohepatitis.

In our previous study, it was demonstrated that choline- and methionine-deficient diets

efficiently promoted NASH progression in only two weeks, with characteristics similar to
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those observed in humans'®. The MCD diet is considered to be the main model used for

studying NASH? - 42,

Accumulated data reveal that this model produces steatohepatitis, inflammation, and
liver fibrosis that is histologically similar to human NASH* ***8. However, while hallmarks
of NASH such as steatohepatitis and fibrosis are obvious in this mouse model, the occurrence
of weight loss rather than gain is atypical®®. In our previous study, we demonstrated that
animals subjected to the MCD diet lost weight and had reduced systemic levels, but increased

hepatic levels of glucose, cholesterol and triglyceride®.

Experimental and epidemiological studies have shown that chronic ingestion of
ethanol causes depletion of nutrients such as choline, folate, and methionine due to the toxic

effects of alcohol on their metabolism*®

, inducing steatohepatitis. Accordingly, diets
lacking methionine and choline were developed as a treatment for NASH induction in rodents

producing the main characteristics of non-alcoholic steatohepatitis in humans™®.

A number of beneficial effects of Q on human health have been shown, and some
studies®® “® have indicated an important role for Q in fighting the deleterious effects of
reactive oxygen species and in the inhibition of redox-sensitive signaling pathways®. In this
study, we observed a significant reduction in parameters associated with hepatic integrity
(ALT and AST), indicating a probable role of quercetin in protecting the liver in animals with

NASH (Table 2).

Rodents fed the MCD diet develop severe steatosis, particularly in zone 3
(pericentral), and subsequently develop necroinflammation (especially in lymphocytes and
polimorphonuclear neutrophils) and steatohepatitis, leading to progressive fibrosis*'*°. The
results obtained with our model are similar to those reported in previous studies (Figure 1).

Our results indicate that quercetin may influence the process by presenting a reduction in
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fibrosis scores of steatosis and ballooning in the histopathological analysis, which was

observed in similar studies®® 3> *°,

The MCD diet is extremely effective as an experimental model for the development
and study of NASH. Since the mid 1940s™, this diet has been refined and used for inducing a
form of NASH that is similar to the human disease, with implications concerning oxidative
stress, elevated levels of TNFa, and increased lipid levels*. Thus, the use of this experimental

model is suggested for the study of this disorder and new potential forms of treatment.

With an increasing number of studies on the pathogenesis of NASH, the mechanisms
of liver cell injury and fibrosis are becoming more clear, and the majority of the attention is
currently focused on free fatty acid (FFA)-induced cytokine, oxidative stress—mediated

injury, and the inflammatory mediators of fibrosis*® % 3.

Pro-inflammatory cytokines, including tumor necrosis factor (TNF-a), are produced
directly by hepatocytes in response to an increased supply of FFA and/or by adipose tissue
macrophages that increase during obesity>*, as indicated by our findings (Table 3). Cytokines
may also be produced by Kupffer cells in response to hepatocyte-derived cytokines or gut-

derived endotoxin.

In the initial stage of inflammation, the Kupffer cells secrete pro-inflammatory
cytokines, such as tumor necrosis factor. Excess TNF-a production is a typical feature of liver
disease as well as NASH®, as observed in our findings (Table 3). Tumor necrosis factor is a
pleiotropic cytokine that induces cellular responses, such as proliferation, production of
inflammatory mediators, and cell death®™. TNF-o plays a dichotomous role in the liver, where
it not only acts as a mediator of cell death but also induces hepatocyte proliferation and liver
regeneration®. Quercetin appears to reduce the expression levels of TNF- o within 4 weeks

(Table 3). Previous studies have demonstrated that quercetin is a type of flavonoid with anti-
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inflammatory and anti-carcinogenic activities that is known to be found in many fruits,

vegetables, nuts and red wine®® *'.

HMGBL is considered to be a late cytokine activity when considering the time of
release of other cytokines, such as IL-1 classical and TNF-o. It can be found in the
extracellular space as a result of two processes. It can be actively secreted by cells that
participate in the inflammatory process such as macrophages, or it can be released by cell
necrosis'®. In the extracellular space, its signal is transduced through the binding of plasma
receptors. It is known that the action of HMGB is to activate the nuclear factor kappa B by
binding to Toll-like receptors 2 and 4 (TRL-4), resulting in transcription of pro-inflammatory
genes®. In our study, we found a high level of expression of both TNF-o, HMGB-1 and
TRL-4 in animals with NASH, which demonstrates the activation of the inflammatory process
(Table 3 and Figure 3). However, a decrease in these parameters was observed with the use of
the antioxidant quercetin, suggesting an important anti-inflammatory action. Similar findings
have been reported in the literature, indicating that quercetin acts as a protective factor against

inflammation®® .

Animal studies have demonstrated a relationship between COX-2 and steatohepatitis,
demonstrating that this interaction may have a role in the inflammatory pathways of non-
alcoholic steatohepatitis. However, the relationship between COX-2 expression and
steatohepatitis in humans has not been studied in detail™*. In our findings, we observed a
significant increase in the expression of COX-2 in animals with NASH, indicating the
activation of the inflammatory process in NASH induced by the MCD diet (Table 3). Studies
have demonstrated the positive correlation between COX-2 and steatosis, inflammation,
hepatocyte ballooning and fibrosis, and COX-2 may have a role in the pathogenic

61

inflammatory pathways of NASH Supplementation with quercetin reduced the
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expression of COX-2, which indicates a reduction in the activation of the inflammatory

pathway (Table 3).

The c-Jun N-terminal kinase (JNK) has been proposed to play a role in both the
second hit of NASH*. Hepatic oxidative stress can activate JNK to mediate inflammation
through activator protein-1-dependent transcription of pro-inflammatory cytokines. Indeed,
the JNK isoforms, especially JNK1, contribute to the development of hepatic steatosis and
steatohepatitis in mice®, which was observed in our study (Figure 4). However, the
mechanisms underlying the contribution of JNK to the development of NASH-induced
hepatic fibrosis, which leads to the most important clinical consequences of cirrhosis, namely
liver failure and hepatocellular cancer, are still unresolved, partly because a high-fat diet fails
to induce liver fibrosis and the MCD diet results in minimal fibrosis and substantial body
weight loss*?. The antioxidant Q appears to act by negatively influencing the activation of this
protein. Quercetin, one of the most abundant flavonoids, is a potent scavenger of oxygen free
radicals and a metal chelator®® . In our previous study, we found that Q is an important

antioxidant and improves the index of DNA damage in NASH>°,

Fibrosis is thought to arise as part of the normal healing response to inflammation and
injury, although evidence has suggested that factors related to obesity and insulin resistance

may be directly fibrogenic®.

Steatohepatitis is characterized by the presence of fibrosis. However, little is known
about the mechanisms of fibrogenesis linked to steatosis in human liver. The most frequently
proposed mechanism is the activation of hepatic stellate cells by cytokines and oxidative

stresst® 6 66

as well as an increase in the amount of connective tissue growth factor (CTGF)
and leptin®, leading to the activation of TGF-B°®. We found that the significant increase in the
expression of CTGF in animals with NASH is progressive and a reduction of CTGF were

detected in the groups treated with quercetin (Table 3). The activation of hepatic stellate cells
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seems to be reduced by supplements with quercetin, as indicated by the results presented in

Figure 2.

TGF- is one of the main cytokines involved in regulating the formation and
degradation of the extracellular matrix and, thus, the fibrotic processes®®. TGF-B may be
considered a potent inhibitor of proliferation in epithelial cells, and it acts as a tumor
suppressor®. Furthermore, the levels of TGF-B fall precisely during the period when there is a
significant increase in the development of hepatic fibrosis (Table 3). This may explain the
increased fibrosis that is observed during the period of this study (4 weeks). The use of Q

tends to result in levels that approach the levels found in control animals.

Matrix metalloprotease-9 (MMP-9) in the liver is involved in the remodeling
processes of fibrogenesis**. MMPs are generally expressed at low levels in normal tissues, but
under certain physiological and pathological conditions, they are upregulated’. Our results
show a significant increase in the expression of MMP-9 in the NASH+V group (Table 3), but
a significant decrease was observed in the treated groups (NASH+Q). It is well established
that variations in the expression of MMPs are correlated to the fibrotic stage of liver diseases.
Thus, it is important to understand the mechanisms involved and the role of MMPs in the
course of diseases that induce fibrogenesis™*, particularly due to the high risk for progression

to cirrhosis and hepatocellular carcinoma in NASH.

The survival and proliferative signals triggered during this process are conveyed by a
complex network of cytokines and growth factors that act in an orderly manner. Activation of
the epidermal growth factor receptor is thought to play an important role in liver regeneration.
Amphiregulin (AREG) is a member of the epidermal growth factor family, and its expression
is not detectable in healthy liver’®. In the NASH groups, we observed an increase in the
expression of AREG in the liver (Table 3). AREG shows bifunctional properties, stimulating

the proliferation of a variety of normal cells and inhibiting that of many tumor cell lines.
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Previous studies have demonstrated that AREG expression is detected in the livers of cirrhotic
patients and is rapidly induced in the livers of rodents with steatohepatitis™. In our study, we
observed a significant reduction in the expression of AREG in animals supplemented with

quercetin (Table 3), indicating the effect of quercetin on hepatic protection in NASH.

In addition to being a well-accepted marker of myofibroblast differentiation, a-SMA
(alpha-smooth muscle actin), a known marker of hepatic myofibroblasts, has been suggested
to play a role in the production of contractile force during wound healing and fibrocontractive
diseases’*, which can be observed in our study results (Figure 2). When liver injury occurs,
they become activated and trans-differentiate into myofibroblast-like cells, which are
proliferative cells that lose their vitamin A droplets, express a-SMA, and secrete

profibrogenic mediators and extracellular matrices proteins’.

The antioxidant properties of Q have been investigated’® quite extensively, and there is
evidence that its mechanism of action involves the direct’* scavenging of radicals as well as
indirect activation of 344 transcription factors that regulate the expression of genes encoding
antioxidant enzymes’™. As can be seen in our results, quercetin also results in reduced

expression of SMA, leading to a reduction of myofibroblast-activated marking (Figure 2).

In conclusion, our findings indicate that quercetin treatment, a flavonoid antioxidant,
results in the reduced expression of inflammatory factors, such as the factors that promote
liver fibrosis, in this model. Supplementation of quercetin appears to be important to reduce

or at least slow the progression of NASH in mice fed with the MCD diet.
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RESULTS

FIGURE 1 Photomicrographs of livers from NASH+V and NASH+Q animals. (H-E, 100x).
The arrows in images 1A and 1B show the microvesicular steatosis (M), ballooning (B) and
inflammation (1).
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TABLE 1 Histopathological scores of animals after 4 weeks of treatment

. CO+V CO+Q50 NASH+V NASH+Q50
Item Definition Score (n=5) (n=5) (n=10) (n=10)

Steatosis <5% 0
5% - 33% 1

>33% - 66% > 0 0 2.60+0.163 1.06+0.202*
>66% 3
Microvesicular Not Present 0

Steatosis 0 0 0.90+0.099 0.33+0.153*
Present 1
Inflammation None 0
<2 foci per 200x field 1

2-4 foci per 200x field > 0 0 2.3040.213 0.78+0.204*
>4 foci per 200x field 3
Ballooning None 0
Few balloon cells 1

Many cells > 0 0 1.70+0.152 0.61+0.192*

Prominent ballooning

*Statistically significant differences between the groups using the Kruskal-Wallis test for independent

samples; P<0.05.
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FIGURE 2 Immunohistochemistry results for a-SMA in mice liver sections (original
magnification: 200x) after 4 weeks of treatment: (2A) CO+V; (2B) CO+Q; (2C) NASH+V;
and (2D) NASH+Q. The yellow cells indicate a-SMA-positive cells. The graph shows the
mean percentage (%) of positively stained pixels based on the immunohistochemical staining

of a-SMA in the livers of the mice (2E).
* Statistically significant difference between the CO and NASH groups using the Kruskal-Wallis test for

independent samples; P<0.05, n=8.
** Statistically significant difference between the NASH+V and NASH+Q groups using the Kruskal-Wallis test

for independent samples; P<0.05, n=8.
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TABLE 2 Liver integrity analyses

Test CO+V CO+Q NASH+V NASH+Q

AST 114.33+4.4  116#5.2 687.33+12.8* 335.94+4.9* **

ALT 56+4.2 290.5+1.3  469.86+12.3* 327.92+6.1* **

ALP 10659  89.75%3.5 97.6+2.6 96.5+1.9

Values are means + SEM, n=16.

*Statistically significant difference between the CO and NASH groups using the Student Newman Keuls test;
P<0.05.

**Statistically significant difference between the NASH+V and NASH+Q using the Student Newman Keuls test;
P<0.05.
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TABLE 3 Effect of treatment with quercetin on liver mRNA levels of genes related to
inflammation and fibrosis in mice with NASH induced by the MCD diet

Test CO+v  CO+Q NASH+V NASH+Q
TNF-a 1.0 1.0+0.1 7.65+0.7* 4.05+0.6**
HMGB-1 1.0 1.37+0.1  2.39+0.4* 0.93+0.2**
COX-2 1.0 1.35+0.3  7.08+0.8* 3.52+0.2**
CTGF 1.0 1.14+0.2  3.30+0.2* 1.56+0.1**
TGF-g 1.0 0.78+0.1 0.61+0.3* 0.87+0.4**
MMP-9 1.0 0.95+0.1 2.30+0.1* 1.43+0.3**
AREG 1.0 1.18+0.1 606.35+2.8* 364.59+2.1**

Values are means £ SEM. n=8. Levels of mMRNA were analyzed by real-time PCR assays and were normalized to
GAPDH.

*Statistically significant difference between the CO+V and NASH+ V group using the ANOVA post-hoc
comparisons and the Student Newman Keuls test; P<0.05.

**Statistically significant difference between the NASH+V and NASH+Q group using the ANOVA post-hoc
comparisons and the Student Newman Keuls test; P<0.05.
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FIGURE 3 Quercetin influences activation of the TLR-4 signaling system in NASH mice.
The total protein fraction (30 pug) was analyzed by Western blotting with anti-TLR-4 antibodies. Equal loading
of the proteins is illustrated by the GAPDH bands (A). Densitometric quantification of TLR-4 (B). Values are
expressed as fold change (means £ SEM) of duplicate samples. n=8.

*Statistically significant difference between the CO and NASH groups using the ANOVA test post-hoc
comparisons Student Newman Keuls test; P<0.05.

**Statistically significant difference between the NASH+V and NASH+Q group using the ANOVA test post-
hoc comparisons Student Newman Keuls test; P<0.05.
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FIGURE 4 Quercetin influences activation of the pJNK and JNK signaling system in NASH
mice.

The total protein fraction (30 ug) was analyzed by Western blotting with anti-pJNK and JNK antibodies. The
equal loading of the proteins is illustrated by the GAPDH bands (A). Densitometric quantification of pJNK and
JNK (B). The values in graph are expressed by the relationship between pJNK/INK (means + SEM) in duplicate
samples. n=8.

*Statistically significant difference between the CO and NASH groups using the ANOVA test post-hoc
comparisons Student Newman Keuls test; P<0.05.

**Statistically significant difference between the NASH+V and NASH+Q group using the ANOVA test post-
hoc comparisons Student Newman Keuls test; P<0.05. Densitometric quantification of relation between

pINK/INK.
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Uma doenca insidiosa’®, sem biomarcadores clinicos para sua deteccdo™®,

187

diagnostico realizado somente por biopsia’®, poucos ou quase nenhum sintoma™’, indices

cada vez maiores na populagdo mundial®* *

, aparentemente sem respeitar sexo, etnia e nem
idade*®, sem tratamento eficaz até 0 momento?, comp&em o quadro que se enfrenta quando
depara-se com a Esteato-Hepatite Ndo Alcodlica, ou seja, uma enfermidade pouco conhecida

popularmente, porém com espectro de evolugdo bastante preocupante.

Conforme se apresentou nos paragrafos precedendes deste trabalho, a investigacdo da
EHNA é de interesse mundial e de enféatica importancia. Estudos experimentais com
ambiente, alimentacdo e fatores estressores controlados sdo fundamentais e amplamente
utilizados pela comunidade cientifica’. Porém, em centros de pesquisa de paises em
desenvolvimento como o Brasil, muitas vezes estes estudos enfrentam inimeras barreiras,
como o alto custo e as dificuldades alfandegarias impostas pela importacdo dos implementos

necessarios para a execucdo do modelo de estudo.

Em se tratando do estudo da EHNA, o modelo experimental utilizando roedores
alimentados com dieta deficiente dos aminoacidos metionina e colina é considerado como um
dos melhores modelos, por apresentar caracteristicas semelhantes a enfermidade em
humanos'!. Mas, enfrentou-se todas as dificuldades citadas pela limitacdo de oferta da dieta
especifica no Pais. Esse foi o primeiro objetivo, propondo o desenvolvimento de um modelo

eficaz que possuisse condicOes de ser executado de forma dinamica e com custos viaveis.

Conforme os resultados apresentados no artigo Methionine- and Choline-Deficient
Diet Induce Hepatic Changes Characteristic of Non-Alcoholic Steatohepatitis. Arq.

Gastroenterol. V.48, n° 1, 2011 (Artigo 1), cumpriu-se o primeiro, e talvez mais importante,
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passo para o desenvolvimento deste projeto. Por meio de convénio firmado com a empresa
PragSolucbes Ltda, ap6s um amplo estudo das racdes MCD presentes no mercado
internacional, foi desenvolvida uma racdo para roedores com as caracteristicas propostas para

esse projeto: eficacia, empregabilidade e viabilidade.

Segundo desenvolvido por este autor, a oferta da dieta MCD desenvolvida, permite o
aparecimento de um figado com caracteristicas idénticas ao de EHNA em apenas 2 semanas
de administracdo da dieta, com um escore de esteatose apresentado em 1,44+0,229 nos
animais com EHNA, presenca de balonizacao e processo inflamatoério (Quadro 2 — Artigo 1),

0 que caracterizou a doenga.

Com o emprego de camundongos C57BL/6, a quantidade utilizada de racgdo torna o
modelo ainda mais eficaz e viavel, pela reduzida porcdo de alimento ingeridos por esses
animais. Apesar das dificuldades com o trato deste animal, por sua agressividade e

permanente agitagéo, a viabilidade, no que se refere a custos do projeto, justifica seu uso.

Com esse modelo pode-se comprovar a acdo do estresse oxidativo no espectro
patogénico da EHNA, onde encontrou-se elevado indice de peroxidacéo lipidica nos animais
enfermos (Quadro 3 — Artigo 1). Conforme discutido no Artigo 1, as enzimas antioxidantes
SOD e CAT néo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos, o que sugere que em 2
semanas ainda estejam ativadas as frentes de defesas antioxidantes. JA a GSH aparece
incrementada justamente pela deplecdo de metionina, um reagente limitante da formacéo de
GSH®,

Neste contexto e tendo como fator preocupante a falta de uma terapéutica efetiva, seja
para 0 tratamento ou na tentativa de reduzir os efeitos deletérios da EHNA, buscou-se o
emprego de um comprovado e potente antioxidante: a quercetina, conforme tema
desenvolvido no Artigo II: The use of Antioxidant Quercetin in Preventing Liver DNA
Damage in Mice with Non-Alcoholic Steatohepatitis, submetido a Digestive Diseases and
Sciences. A quercetina, um dos mais efetivos flovondis antioxidantes naturais, com um
consumo médio de 16 mg/dia, isto é, mais de 60% da ingestdo media de flavonoides na dieta
ocidental*®. Sua agdo vem sendo demonstrada, em outros modelos, como na reducdo do
coldgeno, da expressdo da iNOS e da lipoperoxidacdo na cirrose induzida por tetracloreto de

carbono'®’. Observou-se, também, sua agdo na redugdo da imunorreatividade de células o-
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SMA positivas e reducdo da proliferacdo ductular, atenuacdo dos sinais de necrose e dos

nédulos regenerativos hepaticos em ligadura de ducto biliar comum?®®®,

Assim, foi proposto estudar os efeitos da suplementacdo de quercetina (50mg/kg de
peso animal) em camundongos (C57BL/6) com EHNA, modelo experimental anteriormente
padronizado. Entdo, nestas pesquisas aqui relatadas, observou-se uma melhora importante no
figado dos animais enfermos tanto histologicamente: reducdo da esteatose macro e
microvesicular, da inflamacéo e da balonizacdo (Quadro 1 — Artigo I1), como nas enzimas que
demonstram integridade hepética: AST e ALT (Quadro 3 — Artigo I1). Resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudos utilizando a Q como suplemento, como no tratamento

da ligadura de ducto biliar comum*®® e na cirrose induzida por tetracloreto de carbono™’.

O modelo de EHNA por dieta MCD apresenta algumas distinces em comparacdo a
doenca em humanos, mesmo assim, é considerado o melhor modelo de estudo®. O
emagrecimento dos animais e a falta de resisténcia insulinica'®® ** devem estar cientes quanto
ao uso deste modelo. Porém, o figado apresenta todos os padrfes caracteristicos da EHNA.
Isso se deve ao fator lipogénico da falta de metionina e colina, que sdo precursores de
fosfatidilcolina, que é o revestimento fosfolipidico da particula de VLDL. Com o déficit
desses aminoacidos, h4 um acimulo de triglicerideos no meio intra-hepético, sendo a chave
para 0 desenvolvimento da esteatose e consequentes danos ao figado'®. Nos resultados
encontrados (Quadro 4 — Artigo 1l) observou-se uma reducdo significativa nas andlises
sistémicas de HDL, colesterol total, triglicerideos e glicemia, o que indica um acumulo intra-
hepatico. Salienta-se que a quantificacdo intra-hepatica desses fatores pode trazer resultados

interessantes, o que pode conduzir a futuras investigacdes a respeito.

Outros dados estudados neste experimento foram a lipoperoxidagéo que apresentou-se
aumentada nos animais EHNA e reduzida nos animais tratados (Quadro 5 — Artigo II),
demonstrando o poder antioxidante da quercetina. A enzima antioxidante CAT apresentou
uma leve reducdo no grupo EHNA+Q, o que pode ser justificado pela acdo da quercetina

como varredor de radicais livres***3.

Um dos achados de interesse nesse estudo foi a acdo da quercetina com suas
propriedades antioxidantes, apresentando uma reducdo no dano de DNA no figado de animais
com EHNA, pelo teste cometa (Quadro 6 — Artigo I1). Os animais com EHNA apresentaram

um aumento, tanto no indice como na frequéncia de dano, sugerindo que essa desordem possa
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reduzir a estabilidade gendmica do figado™".

O tratamento com quercetina por 4 semanas
apresentou evidéncias, como as encontradas em outros estudos utilizando o ensaio cometa,
onde foi evidenciado o papel protetor da Q como sequestrador de ERO, diminuindo quebras

no DNA e bases oxidadas!®**%,

Conforme proposto no terceiro artigo: Quercetin modulates the progression of
inflammatory parameters and liver fibrosis in mice with Non-Alcoholic Steatohepatitis, a
ser submetido a Liver International Journal, estudou-se os efeitos moleculares da
suplementacédo da quercetina no figado de animais com EHNA nos parametros inflamatorios e
fibrose. Conforme o estudo anterior, verificou-se as alteracdes histopatoldgicas geradas pela
EHNA e as consequentes acdes da Q (Figura 1 e Tabelas 1 — Artigo I1l). Foram obsevadas
melhoras significativas nos escores de esteatose macro e microvesicular, processo
inflamatdrio e balonizacdo em 4 semanas de tratamento com Q. Nesse sentido realizou-se
estudo imuno-histoquimico, verificando a ativacdo de células estreladas através da coloragéo
e identificagdo positiva de a-SMA, um marcador bem aceito de diferenciacdo de
miofibroblastos hepaticos'®®. Quando existe uma lesdo no figado, células hepéticas se
diferenciam semelhantemente a miofibroblastos, proliferando-se e expressando a-SMA e
secretam mediadores profibrogénicos e proteinas de matriz extracelular'®®. Assim, nessas
investigacOes observou-se um aumento significativo da marcacdo de o-SMA nos grupos
EHNA. Ja no figado dos animais tratados com Q, houve uma redugdo importante e
significativa dessa marcacdo, indicando uma acdo da Q na reducdo do processo de fibrose
(Figura 2 — Artigo 3).

No que se refere as analises das enzimas de integridade hepatica (Quadro 2 — Artigo
I11), a quercetina mostrou-se eficaz na reducdo dos niveis de ALT, AST dos animais com
EHNA, porém nédo retornaram aos niveis dos animais controles. O aumento concomitante das
enzimas intracelulares ALT e AST no grupo enfermo indica um padrdo de lesdo

hepatocelular, conforme é encontrado frequentemente na clinica'®’.

Em se tratando dos genes relacionados ao processo inflamatorio e a fibrose,
observamos dados semelhantes aos encontrados na literatura. Acredita-se que os acidos
graxos livres induzam a ativagdo de citocinas, mediada por estresse oxidativo, ativando 0s

fatores inflamatérios e a fibrose®® 1%,
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Citocinas pro-inflamatérias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-a), sdo
produzidas diretamente pelos hepatdcitos em resposta a um aumento da oferta de AGL e/ou

198

pelos macrdfagos de tecidos adiposos aumentados durante obesidade™", como pode ser visto

nos resultados apresentados na Tabela 3 — Artigo 1I.

Na fase inicial da inflamacdo, as celulas de Kupffer secretam citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral. A producdo de TNF-a. em excesso é uma
caracteristica tipica na doenca hepatica, bem como a EHNA?®, o que pode ser visto nos
achados encontrados na Tabela 3 — Artigo Ill. O fator de necrose tumoral € uma citocina
pleiotrdpica que induz respostas celulares tais como a proliferacdo, a producdo de mediadores
inflamatorios e de death cell®®*. TNF-o desempenha um papel dicotdmico no figado, onde ndo
sO atua como um mediador de morte celular, mas também induz a proliferacdo de hepatocitos
no figado e regeneracdo®. A Q parece reduzir os niveis de expressio de TNF-a em 4
semanas de suplementacdo (Tabela 3 — Artigo I11). Estudos demonstraram que a quercetina é
um tipo de flavondides com atividades anti-inflamatorias e anti-cancerigenas, conhecida por

ser encontrada em muitas frutas, legumes, nozes e vinho tinto?% 2%,

A HMGBL (proteina de alta mobilidade do grupo B1) € considerada uma citoquina de
atividade tardia quando comparada com o tempo e liberacéo classicos de citoquinas tais como
IL-1 e TNF-a. Ela pode ser encontrada no espago extracelular por dois processos. Ela pode
ser ativamente secretada por células que participam do processo inflamatério como os
macréfagos ou liberada por células necréticas®. No espaco extracelular, o seu sinal é
transduzido a partir da conexdao com os receptores plasmaticos. Sabe-se que a acdo da
HMGBL1 é ativar o factor nuclear kappa B por ligacdo a receptores Toll-like 2 e 4 (TRL-2 e -
4), resultando na transcrigdo de genes pré-inflamatérios®®. Neste estudo foi encontrada uma
elevada expressdo de TNF-o, HMGB-,1 bem como TRL-4 em animais com EHNA, o que
mostra a ativacdo da via inflamatoria (Tabela 3 e Figura 3 — Artigo Ill), mas ha uma
diminuicdo nestes parametros com o uso de quercetina, apontando para uma acdo anti-

inflamatdria importante.

Os estudos em animais demonstraram uma relagdo entre a COX-2 (ciclo-oxigenase-2)
e esteato-hepatite, demonstrando que este pode ter um papel importante nas vias inflamatorias
da esteato-hepatite ndo alcodlica. No entanto, a relacdo de COX-2 com o0 esteato-hepatite em
humanos nao foi estudada em detalhes®®. Nos resultados encontrados podemos observar um

aumento significativo na expressao de COX-2 em animais doentes, indicando a instalagdo do
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processo inflamatorio no modelo de EHNA por dieta MCD (Tabela 3 — Artigo Il1). Estudos
tém demonstrado a correlagédo positiva de COX-2 com esteatose, inflamacgéo, balonizacéo de
hepatocitos e fibrose, e a COX-2 pode ter um papel vital nas vias patogénicas inflamatdrias da
EHNAM® 2% 33 na suplementagdo com a quercetina, 0s animais apresentaram reduzida
expressdo desta proteina, o que indica uma reducgdo na ativacdo da via inflamatéria (Tabela 6
— Artigo I11).

A c-Jun N-terminal quinase (JNK) tem sido implicado em ambos os 2 hits da
EHNA?. O estresse oxidativo hepético pode ativar a JNK para mediar a inflamag&o através
do ativador de transcricdo de proteina-1-dependente de citocinas pré-inflamatérias. Com
efeito, a JINK contribue para o desenvolvimento de esteatose hepética e esteato-hepatite em
camundongos®®, o que pode ser observados nos resultados apresentados na Figura 4 — Artigo
I11). No entanto, os mecanismos subjacentes a contribuicdo de JNK para o desenvolvimento
de EHNA induzida pela fibrose hepatica, levando as consequéncias clinicas mais importantes
de cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular, ainda ndo sdo resolvidos, em
parte porque uma dieta rica em gordura falha ao induzir fibrose hepatica e a dieta MCD
desenvolve uma minima fibrose com substancial perda de peso corporal®®’. O antioxidante Q
parece influenciar negativamente a ativacdo dessa proteina. Quercetina, um dos flavonoides
mais abundantes, é um potente eliminador de radicais livres de oxigénio e um quelador de

metais'?" 2%,

A fibrose surge como parte da resposta de cicatrizacdo normal a inflamacdo e as
lesGes, embora as evidéncias sugerem que os fatores relacionados a obesidade e resisténcia a

insulina podem ser diretamente fibrogénicos™®.

A esteato-hepatite é caracterizada pela presenca de fibrose. No entanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos de fibrogénese ligados a esteatose no figado humano. O mecanismo
mais frequentemente proposto é a ativacdo de células estreladas hepaticas por citocinas e
estresse oxidativo*” ** % bem como um aumento na quantidade de fator de crescimento de
tecido conjuntivo (CTGF) e leptina®’?, levando & ativacdo de TGF-B (fator de crescimento
transformador B)®. Encontrou-se um aumento significativo na expressdo de CTGF em
animais com EHNA e uma redugdo nos grupos tratados com quercetina (Tabela 3 — Artigo
I11). A ativacdo de células estreladas hepéticas parece ser reduzida pela suplementacdo de
quercetina, tal como indica os resultados da Figura 2 (Artigo I11).
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No que diz respeito ao fator de crescimento transformador 3 (TGF-f), observou-se um
aumento da expressao de mRNA no grupo EHNA+Q, e uma reducdo no EHNA+V (Tabela 6
— Artigo 111). O TGF-B ¢ uma das principais citocinas envolvidas na regula¢do da formagao ¢
da degradacdo da matriz extracelular e, assim, o processo fibrético'®. E considerado um
inibidor potente da proliferacdo em células epiteliais e atua como um supressor de tumores®*,
sendo que neste estudo parece sofrer uma queda, precisamente no periodo em que ocorre um

aumento significativo no desenvolvimento de fibrose hepatica (Tabela 3 — Artigo 111).

A metaloprotease de matriz-9 (MMP-9) do figado é uma molécula envolvida na
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remodelacdo do processo de fibrogenese™. As MMPs sdo geralmente expressas em niveis

baixos em tecidos normais, mas sob certas condigdes fisiologicas e patoldgicas, elas

encontram-se aumentadas®*®

. Os resultados neste trabalho mostram um aumento significativo
na expressdao de MMP-9 no grupo EHNA+V (Tabela 3 - Artigo IIl) e uma diminuicdo
significativa nos grupos tratados (EHNA+Q). Ficou bem estabelecido que as varia¢des de
expressdo de MMPs estdo correlacionadas com a fase fibrética de doencgas hepaticas. Assim, é
importante compreender 0os mecanismos envolvidos na participacdo das MMPs no decurso de
doencas que induzem fibrogenese®?, por causa do alto risco de progressdo para a cirrose e

para o carcinoma hepatocelular pela EHNA.

A sobrevivéncia e os sinais proliferativos disparados durante este processo sao
transmitidos por uma complexa rede de citocinas e fatores de crescimento agindo de uma
forma ordenada. A ativacao do receptor de fator de crescimento epidérmico é entendida como
um papel importante na regeneracdo do figado. Anfirregulina (AREG) é um membro da
familia do fator de crescimento epidérmico, cuja expressdo ndo € detectavel em figado
saudéavel®*. Nos grupos EHNA deste estudo, observou-se o aumento da expressdo do AREG
no figado (Tabela 3 — Artigo I11). A AREG mostra propriedades bifuncionais, estimulando a
proliferacdo de uma variedade de células normais e inibindo a de muitas linhas de células
tumorais. Estudos apontam que a expressdo da AREG ¢é detectada no figado de pacientes com
cirrose hepética e é rapidamente induzida no figado de roedores com esteato-hepatite®**. Neste
estudo experimental observou-se uma reducdo significativa na expressdéo de AREG nos
animais suplementados com quercetina (Tabela 3 — Artigo Ill), indicando a acdo deste

flavonoide na protecdo hepatica na EHNA.

Sendo assim, os resultados obtidos apontam que a quercetina, um antioxidante

flavondide, age na reducdo da expressdo de fatores inflamatorios, bem como nos fatores que
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promovem a fibrose do figado neste modelo. A suplementacdo de quercetina foi importante

para evitar ou, pelo menos, reduzir a progressdo de EHNA em camundongos C57BL/6
alimentados com dietas MCD.






CONCLUSAO

Pelos estudos realizados e dados obtidos nos trabalhos apresentados, concluiu-se que:

No Experimento I:

O modelo experimental de EHNA, utilizando a dieta deficiente de metionina e colina
(MCD) desenvolvida nesse experimento, é eficaz, possui facil aquisicdo e custos adequados

a0 nosso centro de investigacao.

Apresenta uma efetividade condizente e semelhante as dietas oferecidas no mercado
internacional, com boa aceitacdo pelos animais, bem como, desenvolve as caracteristicas
hepaticas da EHNA: com aspectos morfoldgicos e histopatolégicos semelhantes aos da
enfermidade em humanos, aumento significativo das enzimas de integridade hepética e
diminuicdo dos niveis bioquimicos sistémicos de glicemia, triglicerideos, colesterol total,
HDL e VLDL. Os animais EHNA apresentaram aumento de lipoperoxidacdo e da enzima

antioxidante glutationa (GSH), validando o modelo experimental.

No Experimento lla:

A suplementacdo do flavonodide antioxidante quercetina em camundongos
submentidos ao modelo experimental de EHNA, utilizando a dieta deficiente de metionina e
colina (MCD), mostrou um decrescimo significativo nas enzimas de funcdo hepatica (AST e
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ALT), bem como lipoperoxidacdo diminuida. Também, mostrou menor grau de esteatose
macrovesicular, balonizacdo e processo inflamatorio no grupo EHNA + Q. O ensaio cometa
revelou um aumento significativo nos danos de DNA no figado dos animais com EHNA em
comparacdo com animais controle. E o grupo EHNA + Q mostrou danos ao DNA

significativamente menores do que EHNA ndo tratado.

No Experimento Ilb:

O uso do flavondide antioxidante Q em camundongos com EHNA através de dieta
MCD mostrou um decréscimo significativo nas enzimas de funcdo hepética (AST e ALT),
melhorias nas avaliagfes histopatolégicas com menor grau de esteatose macrovesicular e
balonizacdo, bem como melhoria no processo inflamatorio atraves da avaliacdo da expressao
de: TNF-a, HMGBI1, TLR-4, a COX-2 e JNK e na fibrose pela expressdao de CTGF, TGF-B,
MMP-9 e AREG no figado. Isso também é verificado através da reducdo da ativacdo de

células estreladas através da coloragdo e identificagdo positiva de a-SMA.

Em conclusdo, os resultados obtidos apontam que a quercetina, um antioxidante
flavonoide, age na reducdo do estresse oxidativo, da expressdo de fatores inflamatdrios, bem
como nos fatores que promovem a fibrose do figado neste modelo. A suplementacdo de
quercetina foi importante para evitar ou, pelo menos, reduzir a progressdo de EHNA em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta MCD. O fato estimula-nos a maiores
investigacOes, visto que, além de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, ela ndo

exerce efeito genotdxico sobre os tecidos estudados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

As evidéncias encontradas neste estudo, bem como as dos diversos estudos publicados
sobre o flavonoide quercetina, despertam um grande interesse e abrindo perspectivas de
investigar de forma mais aprofundada seus efeitos sobre as células estreladas hepaéticas, as
quais tém envolvimento vital no desenvolvimento da cirrose e nas consequentes complicacdes
sistémicas. Além disso, viabilizando essas investigacfes, pode-se prosseguir com estudos
envolvendo as modificagdes da matriz extracelular no processo cirrético e pesquisar os efeitos
da quercetina nesses parametros, adentrando, assim, no mundo das metaloproteinases e seus
inibidores. Tais estudos poderiam ser realizados em modelo animal ou até mesmo em cultura
de células estreladas, fazendo-se um estudo comparativo e verificando-se os efeitos da

quercetina nesses mediadores.

Alguns estudos apontam que a EHNA possa levar a um acumulo de proteinas mal
dobradas no reticulo endoplasmaético, gerando assim um estresse nessa organela (unfolded
protein response - UPR)?®. Essa resposta desencadeia uma cascata de sinalizacdo que
inicialmente provoca aumento na capacidade de enovelamento proteico, reducdo seletiva de
traducdo no reticulo e aumento da degradacdo de proteinas mal dobradas. Assim,
primeiramente ha um processo citoprotetor. Esse estimulo prolongado de UPR pode, em

condicBes de estresse, resultar em apoptose?'® 2.

Neste contexto, como perspectivas futuras, objetiva-se prosseguir com investigagdes
sobre os efeitos desse flavonoide em niveis moleculares e sua atuagdo junto ao estresse
reticular, bem como, aperfeicoar a sua forma de administracdo, sendo essa 0 maior entrave
durante sua utilizacdo, na tentativa de aproximar cada vez mais este estudo da realidade

clinica.
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Methionine/Choline Deficient Diet Composition:

Ingredient:

Sucrose

Corn Starch

Corn Qil

Alphacel Non-Nutritive Bulk

AIN 76 Mineral Mix (composition below)

(below is gm/kg of AIN 76 Mineral Mix):
Calcium Phosphate Dibasic

Sodium Chloride

Potassium Citrate Monohydrate
Potassium Sulfate

Magnesium Oxide

Manganese Carbonate (43-48% Mn)
Ferric Citrate (16-17% Fe)

Zinc Carbonate (70% ZnO)

Cupric Carbonate (53-55% Cu)
Potassium lodate

Sodium Selenite

Chromium Potassium Sulfate
Sucrose, finely powdered

Dicalcium Phosphate
L-Alanine

L-Arginine Hydrochloride
L-Asparagine Monohydrate
L-Aspartic Acid

L-Cystine

L-Glutamic Acid

Glycine

L-Histidine Hydrochloride
L-Isoleucine

L-Leucine

L-Lysine Hydrochloride
L-Phenylalanine

L-Proline

L-Serine

L-Threonine

L-Tryptophan

L-Tyrosine

L-Valine
DL-alpha-Tocopherol Acetate (250 u/gm)
Vitamin A Palmitate (250,000 u/gm)
Vitamin D3 (400,000 u/gm)
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Ethoxyquin

Vitamin Mix
Biotin
D-Calcium Pantothenate
Inositol
Menadione
Niacin
p-Aminobenzoic Acid
Pyridoxine Hydrochloride
Riboflavin
Thiamine Hydrochloride
Vitamin B12 (0.1% trit.)
Ascorbic acid
Corn Starch

Methionine/Choline Control Diet Composition:

This diet has the same formulation as the Methionine/Choline Deficient diet except we
add 2 g/kg choline chloride and 3 g/kg DL-Methionine at the expense of sucrose.



