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RESUMO

INTRODUCAO: A intoxicacdo pelo paracetamol é a principal causa de insuficiéncia
hepatica aguda (IHA) em varios paises do ocidente. A hepatotoxicidade € mediada
por um metabdlito intermediario reativo que depleta as reservas do antioxidante
endogeno glutationa (GSH). O tratamento precoce com n-acetilcisteina (NAC) é
recomendado para restabelecer a concentragdo fisiolégica de GSH. A s-
nitrosoglutationa (GSNO) é uma molécula antioxidante derivada do GSH capaz de
reduzir o estresse oxidativo em diversos sistemas celulares e modelos
experimentais. OBJETIVO: Avaliar se GSNO é capaz de reduzir a taxa de
mortalidade, extensdo da necrose hepatica, manifestagdes bioquimicas e comparar
sua eficacia com NAC e GSH no tratamento da IHA experimental induzida por
paracetamol. METODOLOGIA: Camundongos isogénicos machos da linhagem
C57BI/6 foram tratados por trés semanas com agua suplementada com etanol a
10%. Os animais foram divididos em cinco grupos. O grupo 1 (controle negativo)
recebeu solugdo salina 0,9%. Os demais grupos receberam 300 mg/Kg de
paracetamol para indugdo de IHA. Apds 3 horas, o grupo 2 (controle positivo) foi
tratado com salina tamponada com fosfato (PBS) e os grupos 3, 4 e 5 foram
tratados, respectivamente, com 600 pmol/kg de NAC, GSH e GSNO. A eutanasia foi
feita 12 horas ap6s a inducédo de IHA. A extensao da necrose hepatica foi avaliada
por morfometria através do software IMAGEPRO-PLUS. Os niveis séricos de
transaminases e fosfatase alcalina foram avaliados como marcadores bioquimicos
de lesdo hepatica. A taxa de mortalidade foi avaliada em um experimento
independente, apdés uma dose de 350 mg/Kg de paracetamol. RESULTADOS: O
tratamento com GSNO 600 pmol/kg aumentou a taxa de sobrevida em relagao aos
grupos tratados com NAC ou PBS. Entretanto, ndo houve diferenca de mortalidade
entre os grupos GSNO e GSH. A avaliagdo morfométrica revelou menor extenséo de
necrose hepatica nos animais tratados com GSNO em comparagdo com NAC e
PBS. Houve redugao de atividade sérica de ALT, mas nao de AST no grupo GSNO
em comparacgado com PBS e NAC. Os niveis séricos de fosfatase alcalina, albumina,
ureia e creatinina ndo apresentaram diferencas entre os diversos grupos.
CONCLUSAO: O tratamento com GSNO aumenta a taxa de sobrevida e reduz a
extensdo de necrose hepatica na IHA experimental por paracetamol. O GSNO
apresenta eficacia superior a NAC e idéntica ao GSH em dose equimolar. Estes
achados sugerem que o efeito protetor do GSNO parece independer da por¢ao
nitroso da molécula. Possiveis mecanismos de protecdo extra-hepaticos merecem
ser investigados.

Palavras-chave: Insuficiéncia hepatica aguda; Paracetamol; S-nitrosoglutationa;
hepatotoxicidade



ABSTRACT

BACKGROUND: Paracetamol overdose is the main cause of acute liver failure (ALF)
in western countries. The hepatotoxicity is mediated by a reactive metabolite that
depletes the pool of glutathione (GSH), an endogenous antioxidant molecule. Early
treatment with n-acetylcysteine (NAC) is recommended to replenish the pool of GSH.
S-nitrosoglutathione (GSNO) is a potent antioxidant molecule that reduces oxidative
stress in several cellular systems and experimental models. OBJECTIVE: To
evaluate if GSNO reduces the mortality rate, the hepatocelular necrosis extension
and to compare its therapeutic efficacy with NAC and GSH in experimental ALF
induced by paracetamol. METHODS: Male mice were treated for three weeks with
alcohol 10% orally. The animals were divided in five groups. Group 1 (negative
control) received saline 0.9%. All the other groups received 300 mg/Kg paracetamol
for induction of ALF. After 3 hours, group 2 (positive control) received phosphate
buffered saline (PBS) and groups 3, 4 and 5 were treated respectively with 600
pmol/kg of NAC, GSH and GSNO. The animals were sacrificed after 12 hours of
induction of ALF. The area of liver necrosis was evaluated by morphometric analysis
with the software IMAGEPRO. Transaminases and alkaline phosfatase were
determined as markers of liver injury. Mortality rate was evaluated in an independent
experiment after a dose of 350 mg/Kg of paracetamol. RESULTS: GSNO treatment
(600 pmol/kg) significantly improved the survival rate compared to PBS and NAC
treatments. There was no statistical difference in survival rate between GSNO and
GSH groups. In addition, GSNO attenuated the area of liver necrosis in comparison
to NAC and PBS, but not to GSH. GSNO reduced the serum ALT, but not AST activity
in comparison to PBS and NAC. There was no statistical difference in alkaline
phosphatase, urea, creatinine and albumin among the groups that received
paracetamol. CONCLUSION: GSNO treatment augmented survival rate and reduced
the area of liver necrosis in comparison to NAC, but was equally as effective as GSH.
These findings suggest that the hepatoprotector effect of GSNO is independent of the
nitroso moiety of the molecule. Potential extra-hepatic mechanisms remain to be
evaluated.

Key-words: Acute liver failure; acetaminophen; s-nitrosoglutathione; hepatotoxicity
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1. INTRODUGAO

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) € uma sindrome clinica que se desenvolve apos
uma lesdo hepatica extensa e é caracterizada por rapido desenvolvimento de
coagulopatia e encefalopatia em um individuo sem doenga hepatica pré-existente. A
IHA é causada principalmente por intoxicacdo por paracetamol, hepatites virais e
hepatite autoimune (NGUYEN; VIERLING, 2011).

O paracetamol é um analgésico e antitérmico seguro quando utilizado em doses
terapéuticas, entretanto, quando administrado em sobredose tem o potencial para
causar hepatotoxicidade (DAVIDSON; EASTHAM, 1966). O mecanismo de lesao
depende da formacdo de um metabdlito téxico do paracetamol que depleta as
reservas endogenas de glutationa (GSH) e liga-se nas proteinas intracelulares.
Estes eventos desencadeiam estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, disfuncéo
microcirculatéria e necrose hepatica centrolobular (BULERA et al., 1996; ITO; ABRIL;
et al., 2004; REID et al., 2005).

A intoxicacdo por paracetamol pode desencadear um amplo espectro de
manifestacdes clinicas e laboratoriais que variam desde elevagdes assintomaticas
das transaminases até o desenvolvimento de IHA, com coagulopatia, encefalopatia e
outras complicagdes sistémicas que podem levar o paciente a o6bito. Assim, o
tratamento da intoxicagdo por paracetamol € uma urgéncia médica que pode ser

complexa e custosa a depender da gravidade (BERNAL et al., 2010).

O tratamento preconizado para a intoxicagdo por paracetamol depende da
quantidade de paracetamol ingerida, fatores de risco para hepatotoxicidade e do
tempo decorrido pos-intoxicagdo (WALLACE et al., 2002). O carvao ativado pode ser
administrado na primeira hora apods a intoxicagao para reduzir a absor¢ao do
paracetamol (WALLACE et al., 2002). Além disso, recomenda-se a administragdo de
n-acetilcisteina (NAC) dentro das primeiras 8 a 24 horas para prevenir e atenuar a
hepatotoxicidade (MAKIN et al., 1995).

Nos casos mais graves, quando o paciente ndo tem possibilidade de recuperacgao
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espontanea, o transplante hepatico é a unica alternativa possivel, no entanto, € um
procedimento de alto risco, requer imunossupressdo crbnica do individuo
transplantado e existem poucos 6rgaos disponiveis para doagao (NEWSOME et al.,
2000). Por isso & importante o desenvolvimento de alternativas terapéuticas que

visem a sobrevida livre de transplante.

A s-nitrosoglutationa (GSNO) é uma molécula derivada do GSH que apresenta
potente atividade antioxidante (RAUHALA et al., 1998). Faz parte de uma familia de
compostos denominados de s-nitrosotidis, cujas propriedades farmacologicas em
muito se assemelham as do 6xido nitrico (NO) (RICHARDSON; BENJAMIN, 2002).
Por esse motivo, 0 GSNO e os nitrosotidis vém sendo utilizados como antioxidantes
e como fontes de NO em varios estudos in vitro e in vivo (FEELISCH, 1998; PRINCE
et al., 2010; QUINTANA et al., 2002; TAM et al., 2000).

Nitrosotidis analogos ao GSNO exercem efeito hepatoprotetor importante quando
utilizados farmacologicamente em modelos experimentais de doencgas hepaticas
cronicas associadas a estresse oxidativo (OLIVEIRA, et al., 2008; VERCELINO et
al., 2010). O GSNO por sua vez apresenta efeito protetor em modelos experimentais
de estresse oxidativo agudo, como na leséo por reperfusdo cardiaca e hepatica
(KONOREYV et al., 1995; QUINTANA et al., 2002).

Neste estudo foram avaliados os efeitos terapéuticos do GSNO no modelo

experimental de IHA induzida por intoxicacao por paracetamol.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA

2.1.1 Definigdo

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) € uma sindrome clinica potencialmente
reversivel caracterizada por uma rapida deterioragdo da fungdo hepatica em
decorréncia de lesdo hepatocelular maciga. A caracteristica principal que define a
IHA é o desenvolvimento de coagulopatia e encefalopatia em até vinte e seis
semanas do inicio das manifestagcdes hepaticas em individuo previamente sadio
(POLSON; LEE, 2005; RUTHERFORD; CHUNG, 2008).

2.1.2 Critérios diagnésticos

O diagnéstico de IHA é estabelecido quando um paciente, com evidéncia clinica ou
laboratorial de hepatopatia aguda, apresenta razao normalizada internacional (RNI)
maior que 1,5 e qualquer grau de encefalopatia em até vinte e seis semanas do
inicio das manifestagdes hepaticas (POLSON; LEE, 2005). A encefalopatia pode
evoluir desde um quadro leve de irritabilidade e confuséo, para formas mais graves
com redugao no nivel de consciéncia, coma e até a morte. Como a IHA é uma
sindrome potencialmente letal e a encefalopatia pode progredir no intervalo de
poucas horas, uma vez estabelecido o diagndstico é importante que o paciente seja
admitido o quanto antes em uma unidade de terapia intensiva (UTI) para tratamento
adequado (POLSON; LEE, 2005).
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2.1.3 Classificagao

Diversas terminologias e classificagdes foram propostas para a IHA baseadas no
intervalo de tempo entre o surgimento da ictericia e o desenvolvimento da
encefalopatia. Este parametro vem sendo utilizado devido ao reconhecimento do seu
valor diagnéstico e prognostico, ja que a velocidade de evolugdo da doenga tem

correlagdo com as complicagdes clinicas e a provavel causa (BERNAL et al., 2010).

O termo insuficiéncia hepatica fulminante foi introduzido em 1970 para descrever
uma sindrome potencialmente reversivel desencadeada por uma lesdo extensa no
figado. Sua caracteristica principal era o desenvolvimento de encefalopatia em até
oito semanas do aparecimento das manifestacdes hepaticas, usualmente ictericia,
em um individuo sem evidéncia de doengca hepatica pré-existente (TREY;
DAVIDSON, 1970).

Em 1986, o termo insuficiéncia hepatica de inicio tardio foi proposto para categorizar
aqueles pacientes que desenvolviam encefalopatia apds oito a vinte e quatro
semanas do inicio das manifestagcdes hepaticas (GIMSON et al., 1986). Essa
classificacdo foi considerada como uma extensdo da insuficiéncia hepatica
fulminante proposta por Trey e Davidson (1970). Embora a insuficiéncia hepatica de
inicio tardio apresentasse evolugao mais gradual, ambas as sindromes tinham em
comum uma alta taxa de mortalidade, sintomatologias semelhantes e frequente

associagao com hepatites virais agudas (ELLIS et al., 1995).

No mesmo ano, a IHA foi classificada em fulminante e subfulminante (BERNUAU et
al., 1986). A insuficiéncia hepatica fulminante identificava os pacientes que
desenvolviam encefalopatia apds duas a oito semanas do aparecimento de ictericia.
Ja o termo insuficiéncia hepatica subfulminante era utilizado quando o aparecimento
da encefalopatia ocorria apds trés a seis meses do inicio das manifestacbes

hepaticas.

As terminologias insuficiéncia hepatica hiperaguda, aguda e subaguda foram

propostas em 1993. O termo insuficiéncia hepatica hiperaguda enquadra os casos
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nos quais a encefalopatia se manifesta dentro de sete dias do surgimento da
ictericia. Nestes individuos, observa-se um rapido declinio da fungdo neuroldgica e
alta frequéncia de edema cerebral, entretanto, o progndstico € relativamente bom. A
denominagdo insuficiéncia hepatica aguda €& utilizada para os casos onde a
encefalopatia ocorre entre 8 a 28 dias apds a ictericia. A ocorréncia de edema
cerebral também ¢é elevada, mas nestes casos o prognostico é pior se nao for
realizado o transplante hepatico. O termo insuficiéncia hepatica subaguda é
reservado aos casos em que a encefalopatia ocorre apds 29 a 72 dias (O'GRADY,
1993).

Apesar das diversas classificagdes da IHA no decorrer dos anos, até o momento ndo
ha uma classificagdo universalmente utilizada porque o perfil etiolégico dessa

sindrome é bastante heterogéneo nos diferentes paises (SASS; SHAKIL, 2005).

2.1.4 Manifestagoes clinicas e laboratoriais

a) Manifestagbes gerais

Devido a ampla variedade de fungdes que o figado exerce no organismo, a perda da
capacidade funcional deste 6rgdo desencadeia uma série de alteragdes clinicas e
laboratoriais de forma sistémica. Pode-se observar, sobretudo durante a fase inicial
da sindrome, a ocorréncia de sinais e sintomas inespecificos como fadiga, nauseas,

vomitos, cefaléia, astenia, bem como febre e mialgias (SASS; SHAKIL, 2005).

b) Manifestagdes hepaticas

Os pacientes acometidos com IHA frequentemente apresentam queixa de dor

abdominal em quadrante superior direito, hepatomegalia ou mesmo redugdo do
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volume do figado, devido a perda maci¢ca de hepatdcitos (POLSON; LEE, 2005;
SASS; SHAKIL, 2005).

O figado é o principal érgao responsavel pela sintese dos fatores de coagulagao,
sintese de albumina, depuracdo de amoénia e lactato, metabolismo da glicose,
conjugagdo da bilirrubina, dentre muitas outras fungdes. A lesdo hepatocelular
maci¢ca tem como reflexo a liberagcdo do conteudo intracelular dos hepatécitos
necroticos, reducao da capacidade hepatica de sintese, depuracdo e homeostase
metabdlica (BERNAL et al., 2010).

A agressdo aos hepatécitos promove a liberacdo de enzimas intracelulares na
corrente sanguinea em funcao da alteracdo da membrana plasmatica. Dessa forma,
os pacientes apresentam elevagio acentuada na atividade sérica das transaminases
hepaticas, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
sobretudo em decorréncia de hepatites virais ou por paracetamol (BRETHERICK et
al., 2011; SIMON, 1985). Elevagdes extremas na atividade sérica de lactato
desidrogenase (LDH) também estdo presentes, tanto em humanos quanto em
modelos experimentais (BLAZKA et al., 1996; ZIMMERMAN; MADDREY, 1995). Por
outro lado, a atividade sérica da fosfatase alcalina apresenta-se normal ou apenas
levemente aumentada (BERNUAU et al., 1986; SIMON, 1985).

O prejuizo da atividade de sintese afeta sobremaneira a concentragao sérica dos
fatores de coagulagdo, pois a maioria tem meia vida curta (LARSEN; BJERRING,
2011). A deficiéncia de protrombina € uma manifestagdo comum que acompanha a
evolugao clinica dos pacientes e se manifesta com o prolongamento no tempo de
protrombina (RUEFF; BENHAMOU, 1973).

O figado converte a maior parte da aménia proveniente da circulagdo porta em ureia,
através do ciclo da ureia. O comprometimento da fungdo de depuragao hepatica
ocasiona um aumento nos niveis séricos de amoénia (hiperamonemia), que aparece
com intensidade variavel e tem sido implicada na patogénese da encefalopatia
hepatica (STRAVITZ; KRAMER, 2009).
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Na IHA, o estado de hipoperfusdo tecidual promove um aumento do metabolismo
anaerobico elevando a concentragdo de &acido latico no sangue. A redugdo do
clearance hepatico desta molécula contribui para o desenvolvimento de acidose
metabdlica. (SHAH, A. D. et al, 2011). Em casos de IHA por intoxicagdo por
paracetamol, um pH sanguineo menor que 7,3 esta relacionado com pior
prognostico e se constitui em um dos critérios de indicagao para transplante hepatico
(BERNAL et al., 2002).

A hiperbilirrubinemia é o reflexo da depuragao hepatica comprometida da bilirrubina,
que em condi¢gbées normais é conjugada no figado com acido glicurdnico e excretada
pelos rins. Clinicamente, a hiperbilirrubinemia se manifesta como ictericia, uma
coloragao amarelada das membranas conjuntivas, mucosas e da pele (BILLING;
LATHE, 1958). A fase ictérica da IHA normalmente tem natureza progressiva, mas

reversivel e precede o surgimento da encefalopatia (RUEFF; BENHAMOU, 1973).

Aproximadamente 45% dos individuos acometidos com IHA cursam com
hipoglicemia em fungédo da deplegao dos estoques de glicogénio nos hepatdcitos e

também pela reducéo da capacidade de gliconeogénese (RECORD et al., 1975).

c) Coagulopatia

O figado tem um papel fundamental na hemostasia, pois sintetiza a maioria dos
fatores de procoagulacéo e anticoagulagédo. A coagulopatia definida como RNI maior
que 1,5 é uma manifestagdo universal na IHA, ocorrendo em todos os individuos
(MUNOZ et al., 2008).

A coagulopatia ocorre por deficiéncia dos fatores de coagulagéo, particularmente
fatores I, V, VII, IX e X, deficiéncia de protrombina e redugdo do fibrinogénio
plasmatico (RUEFF; BENHAMOU, 1973). A deficiéncia destes fatores é atribuida a
sintese reduzida pelo figado lesado. Porém, ha evidéncias de que, em pelo menos
um terco dos pacientes, a utilizacdo destes componentes esta acelerada e

relacionada com o desenvolvimento de coagulagdo intravascular disseminada
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(RUEFF; BENHAMOU, 1973). Nestes casos, a CID pode promover a formagao de
microtrombos no leito capilar, levando a hipoperfusao tecidual, faléncia multipla de
orgaos, e eventualmente a ébito (MUNOZ et al., 2009)

Cerca de 80% dos individuos apresentam coagulopatia de intensidade moderada
(RNI' entre 1,5 e 5,0) no momento da admiss&o hospitalar. O diagnéstico de
coagulopatia grave, com RNI acima de 10, é feito em torno de 5% dos pacientes
(MUNOZ et al, 2008). A intensidade da coagulopatia correlaciona-se com o
prognostico, de modo que o tempo de protrombina acima de 100 segundos é
utilizado como um dos critérios de indicagédo para transplante hepatico (O'GRADY,
1989).

A coagulopatia aumenta o risco de sangramento espontédneo, sobretudo
sangramento gastrointestinal e hemorragias decorrentes de procedimentos invasivos
que se tornem necessarios, como insercao de monitor de pressio intracraniana,
bidpsia hepatica ou transplante hepatico. Estes procedimentos em alguns casos
exigem correcao prévia da coagulopatia (MUNOZ, et al., 2009). Os quadros mais
graves sao observados na IHA causada por hepatite B e intoxicagdo por
paracetamol. Trombocitopenia coexiste em cerca de 50 a 70% dos casos e sua

patogénese ainda permanece néo esclarecida.

d) Encefalopatia

A encefalopatia hepatica abrange um conjunto de alteragées cognitivas, psiquiatricas
e motoras que se desenvolvem no curso IHA dentro de 26 semanas do inicio da
ictericia. E importante salientar que o surgimento da encefalopatia é o evento que
diferencia a IHA das formas graves de hepatite aguda. As manifestagcbes podem
variar desde dificuldade de concentragdo, mudangas subitas de humor, agitagéo,
insénia, até declinio no nivel de consciéncia e coma hepatico. O desenvolvimento de
hipertensédo intracraniana nos estagios avangados da encefalopatia pode resultar em

edema cerebral, herniagao de tronco encefalico e morte (GIMSON, 1996).
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O estadiamento da encefalopatia hepatica pode ser feito pelo critério de West
Haven. Este critério varia do grau 1 a 4, baseado nas altera¢cdes de consciéncia,
fungéo cognitiva, comportamento e controle motor (FERENCI et al., 2002). Na
encefalopatia grau 1, o paciente pode apresentar alteragcdes discretas do
comportamento e no padrao de sono, déficit de atencéo, euforia ou ansiedade; no
grau 2, podem estar presentes letargia ou apatia, leve desorientacédo no tempo e
espaco, mudangas de personalidade e comportamento inapropriado; no grau 3, o
paciente apresenta um quadro de sonoléncia, confusao, desorientacdo acentuada e
ainda permanece responsivo a estimulos verbais; na encefalopatia grau 4, o
paciente esta em coma, nao responsivo a estimulos verbais ou nocivos (FERENCI et
al., 2002).

O quadro clinico pode evoluir rapidamente do estagio 1 para o coma (estagio 4) em
poucas horas, sendo importante o monitoramento da fungdo neurologica e
transferéncia precoce para uma UTl (SHAWCROSS; WENDON, 2011). O risco de
edema cerebral € minimo nos estagios 1 e 2 da encefalopatia, mas aumenta para 25
a 35% com a progressao para o estagio 3. Naqueles que evoluem para o coma
(estagio 4), o risco de edema cerebral é de 65 a 75% (POLSON; LEE, 2005). O
edema cerebral € mais frequente na forma hiperaguda da IHA e tem sido implicado

como causa de morte em cerca de um tergo dos pacientes (BERNAL et al., 2007).

A patogénese da encefalopatia e do edema cerebral estd associada a moléculas
nitrogenadas, principalmente amoénia, produzidas a partir de bactérias intestinais.
Estes compostos ganham acesso a circulagdo sistémica como resultado da
depuracéo hepatica diminuida. A amoénia induz altera¢des na sintese e liberacao de
neurotransmissores, estresse oxidativo neuronal, disfungdo mitocondrial, e disturbios
osmoticos decorrentes da conversao da aménia em glutamina pelos astrécitos
(SHAWCROSS; WENDON, 2011).

Os mecanismos responsaveis pela formacdo do edema podem ser citotéxicos ou
vasogénicos. O edema de origem citotoxica decorre de entumescimento celular,
sobretudo nos astrécitos, que convertem aménia em glutamina, a partir da glutamina

sintetase, levando a estresse osmotico. O acumulo de agua ocorre principalmente
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na area cinzenta. Por outro lado, o edema vasogénico ocorre secundario a aumento
de permeabilidade da barreira hematoencefalica, permitindo a entrada de plasma no
espaco intersticial e acumulo de agua principalmente na regido de matéria branca
(THUMBURU et al., 2011).

e) Disturbios Renais

A insuficiéncia renal aguda € uma complicagdo comum na IHA e de origem
multifatorial, podendo ser ocasionada por diversos fatores, como, necrose tubular
aguda, hipovolemia e sindrome hepato-renal. Estima-se que cerca de 50% dos
pacientes com IHA desenvolvam disfungdo renal aguda associada a azotemia e
oliguria (STRAVITZ, KRAMER, 2009). Por isso, é recomendada a monitorizagdo
continua do débito urinario e dos marcadores bioquimicos de fungao renal, ureia e
creatinina (POLSON; LEE, 2005).

A oliguria pode se apresentar como sintoma inicial e se intensificar nos primeiros
dias, mesmo na presenga de pressao arterial normal (RUEFF; BENHAMOU, 1973).
A depender da gravidade, a realizacdo de hemodidlise pode ser necessaria
(PRESCOTT et al., 1971).

f) Complicagbes cardiovasculares e pulmonares

Individuos com |IHA apresentam circulagdo hiperdindmica, com taquicardia,
resisténcia vascular periférica reduzida levando a hipotenséo arterial. Insuficiéncia
adrenal pode estar presente em 60% dos casos de IHA e parece contribuir para o
comprometimento hemodinamico (O’GRADY, 2005). O déficit de volume
intravascular ocorre por transudagao de fluido para o espaco intersticial, redugao de
ingestao de fluidos por via oral, e, possivelmente, perda gastrointestinal (POLSON;
LEE, 2005).
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Cerca de 37% dos pacientes com IHA desenvolvem insuficiéncia respiratéria aguda
com edema pulmonar, que pode levar a um quadro de hipoxemia grave e
potencialmente fatal (TREWBY et al.,, 1978). Os individuos com encefalopatia em
estagio avangado requerem intubagao e ventilagdo mecanica, o que aumenta o risco

de sepse.

g) Sindrome da resposta inflamatéria sistémica

A sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) acomete cerca de 57% dos
pacientes ao longo do curso da IHA. A SIRS decorre de produgao e liberagao
macica de citocinas pré-inflamatérias principalmente por ativagdo de mondécitos e
macrofagos. Os principais produtos dos macréfagos ativados incluem interleucina 1
(IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), espécies reativas de
oxigénio, enzimas proteoliticas e lisossomais. A presenga de SIRS correlaciona-se
com a taxa de mortalidade, de modo que a presenga concomitante de 0, 1, 2 ou 3
componentes da SIRS em pacientes com IHA correlaciona-se com uma taxa de
mortalidade de 16%, 28%, 41%, e 64% respectivamente (ROLANDO et al., 2000).
Estima-se que de 10 a 80% dos pacientes com IHA apresentem evidéncias
bacterioldgicas de infeccdo em algum momento da evolugdo do quadro. Produtos
bacterianos como lipopolissacarideo (LPS) séo indutores potentes de liberagao de
TNF, que causa aumento da permeabilidade microvascular, com extravazamento de

fluido contribuindo na patogénese do edema cerebral (ROLANDO et al., 2000).

2.1.5 Etiologia e epidemiologia

A etiologia da IHA é bastante diversa e varia ao longo do tempo, da regido
geografica e da idade do paciente. As intoxicagdes medicamentosas, reacgdes
idiossincraticas a medicamentos, hepatites virais, autoimunes e isquémicas séo as
mais relevantes (LEE et al.,, 2008; MARUDANAYAGAM et al., 2009). A IHA de

causa indeterminada constitui uma parcela consideravel dos casos, sobretudo em
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criangas (ICHAI; SAMUEL, 2008). Cerca de 15% dos casos de IHA em adultos sao
de origem indeterminada. Destes, em torno de 20% s&o causados por intoxicagao

por paracetamol ndo diagnosticada (DAVERN et al., 2006).

A hepatotoxicidade por paracetamol € a principal causa de IHA nos EUA
(BRONSTEIN et. al, 2008). Em um estudo realizado entre 1998 a 2007 envolvendo
23 hospitais norte-americanos, a intoxicagdo por paracetamol foi responsavel
por4d6% dos casos (LEE et. al., 2008). A intoxicagdo ocorre de modo acidental em
48% das vezes (LARSON, 2005). Perfil semelhante é visto também em alguns
paises da Europa, como na Inglaterra, onde o paracetamol é responsavel por cerca
de 60% dos casos (MARUDANAYAGAM et al., 2009). Nos ultimos anos, tem-se
observado um aumento proporcional de casos de IHA por intoxicacdo por
paracetamol, ao passo que as causas virais e indeterminadas vém apresentando um
declinio significativo (WILLIAMS, 2003).

Em um estudo multicéntrico feito de 1998 a 2003, o paracetamol foi a principal causa
de IHA nos EUA, sendo responsavel por 51% dos casos. Em 2007, o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) estimou uma ocorréncia de 1600 casos de
IHA nos EUA a cada ano, com o paracetamol sendo a principal causa (BOWER et
al., 2007). Anualmente, registram-se cerca de 56.000 visitas a departamentos de
emergéncia, 26.000 internamentos e 458 mortes relacionadas com intoxicagao por
paracetamol (NOURJAH et al., 2006).

No Brasil, ndo ha dados publicados sobre a incidéncia de IHA. Recentemente, a
Sociedade Brasileira de Hepatologia realizou um inquérito sobre hepatotoxicidade
induzida por drogas nos cinco maiores centros de transplantes do pais. De um total
de 1.622 transplantes, somente 84 (5%) foram por IHA. Apenas 25 casos de IHA
foram ocasionados por medicamentos. Os principais agentes envolvidos foram os

tuberculostaticos, paracetamol, fitoterapicos e a metildopa (BITTENCOURT, 2011).
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2.1.6 Prognoéstico

A avaliagdo prognéstica do paciente com IHA é decisiva no que diz respeito aos
possiveis desfecho. A sobrevida na era pré-transplante girava em torno de 15% mas
atualmente chega a 65%, gragas ao advento do transplante hepatico, aos avangos
nos tratamentos de suporte, e aos modelos prognosticos que estabelecem os

critérios de indicagao para a realizagao do transplante (KHASHAB et al., 2007).

2.2 PARACETAMOL

2.2.1 Consideragoes gerais

O paracetamol (figura 1), também conhecido como acetaminofeno, ou Tylenol®, &
um analgésico e antitérmico amplamente utilizado na pratica clinica para reducéo de
febre e para o alivio temporario de dores leves a moderadas. O paracetamol,
diferentemente dos anti-inflamatérios nao-esteroidais, ndo apresenta atividade anti-
inflamatéria significativa. E um medicamento seguro em doses terapéuticas, porém
quando utilizado em sobredose pode causar hepatotoxicidade (HINSON et al.,
2010).

HsC™ ~NH

OH

Figura 1: Estrutura quimica do paracetamol.
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2.2.2 Mecanismo de agao

Embora o paracetamol venha sendo utilizado clinicamente ha mais de um século, o
seu mecanismo de agdo ainda néo esta completamente elucidado (HOGESTATT et
al., 2005). Acredita-se que seus efeitos farmacolégicos sejam resultado da inibigao
das ciclooxigenases (COX) 1 e 2, a semelhanga dos anti-inflamatérios nao-
esteroidais (FUCHS et al., 2006). A reducdo da febre, dor e inflamacdo é
considerada um efeito da sintese reduzida de prostaglandinas (FUCHS et al., 2006).
Entretanto, devido a sua baixa atividade anti-inflamatéria e menor potencial de
ocasionar efeitos colaterais no trato gastrointestinal, outros mecanismos tém sido
propostos, como a inibicdo da ciclooxigenase 3 (COX3), uma isoforma
supostamente presente no sistema nervoso central (BOTTING, 2000;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Recentemente, foi demonstrado que o paracetamol exerce sua atividade analgésica
através da ativagdo dos receptores canabindides CB1 (OTTANI et al., 2006). O
paracetamol pode ser desacetilado e conjugado com o acido araquiddnico, através
da enzima amida hidrolase de acido graxo, formando o composto N-
araquidonoilfenolamina. Esta molécula apresenta atividade analgésica e antipirética

através da modulagdo de receptores endocanabindides (HOGESTATT et al., 2005).

2.2.3 Dose terapéutica e limiar de hepatotoxicidade

O paracetamol é considerado seguro quando utilizado em doses terapéuticas de até
4 g por dia em adultos. A hepatotoxicidade do paracetamol é dose-dependente e
nao existe um limiar de toxicidade claramente definido, mas de modo geral estima-
se que doses entre 4 a 15 g podem ser suficientes para induzir hepatotoxicidade.
Uma dose de 150 mg/Kg é considerada hepatotdxica, o que equivale a ingestao de
cerca de 21 comprimidos de 500 mg por um adulto de 70 quilos (DARGAN; JONES,
2002; MYERS et al., 2007; SIMON, 1985).
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Alguns individuos apresentam fatores de risco que predispdem ao desenvolvimento
de hepatotoxicidade em doses menores que 4g/dia. O dano hepatico pode ser
potencializado por circunstancias que promovam a inducdo do citocromo P450
(CYP450) ou deplecdo de GSH, como etilismo cronico, uso de drogas
anticonvulsivantes e desnutricdo ou jejum (O’GRADY, 2005; ZIMMERMAN;
MADDREY, 1995).

2.2.4 Metabolismo e mecanismo de toxicidade

O paracetamol é eliminado predominantemente (49%) por glicuronidagao
(CUMMINGS et al., 1967). Sua biotransformacédo € mediada pela enzima Uridino
Glicuroniltransferase (UDPGT), presente no reticulo endoplasmatico dos
hepatdcitos. Esta enzima cataliza a transferéncia do acido glicurénico, proveniente
da Uridina-5'-difosfato-a-D-acido glicurénico (UDPGA) para a hidroxila fendlica do

paracetamol.

Outra via majoritaria de biotransformacao do paracetamol € a sulfatagéo, catalisada
pela familia de enzimas das Sulfotransferases (SULT). O grupamento sulfuril,
proveniente da adenosina 3'-fosfato 5'-fosfosulfato (PAPS), € transferido para a
hidroxila livre do paracetamol. Estima-se que esta via seja responsavel por
eliminagdo de 26% de uma dose administrada de paracetamol (CUMMINGS et al.,
1967). A glicuronidacdo e a sulfatagdo do paracetamol formam compostos com

maior hidrossolubilidade, sendo posteriormente eliminados por via renal.

Uma pequena fracdo do paracetamol ¢é metabolizada em N-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI) pelo sistema microssomal através de enzimas do
CYP450. O NAPQI é um eletréfilo altamente reativo e tem grande afinidade por
grupamentos tiois (DAHLIN et al., 1984). Em doses terapéuticas, o NAPQI formado é
rapidamente conjugado com o GSH (figura 2) pela enzima glutationa-s-transferase e
posteriormente eliminado pela urina (HENDERSON et al., 2000; KETTERER et al.,
1983).
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Figura 2: Estrutura quimica do GSH

FH:

Quando o paracetamol € administrado em doses toxicas, as vias de glicuronidagéo e
de sulfatagdo tornam-se saturadas. Consequentemente uma maior fracdo do
paracetamol é oxidado pelo sistema microssomal hepatico (NEWSOME et al., 2000).
H4& um aumento na extensao de formagdo de NAPQI ocasionando uma deplecéo de
GSH para niveis criticos. Quando a concentracdo de GSH alcanca cerca de 20% da
concentragcdo normal, o NAPQI promove arilagdo de proteinas intracelulares Figura
3), ligando-se covalentemente aos seus grupos tidis (BULERA et al., 1996). Esta
reagao leva a perda funcional de proteinas culminando em necrose hepatocelular.
(JAMES; MAYEUX; et al., 2003; JOLLOW et al., 1973; MITCHELL et al., 1973;
POTTER et al., 1973).
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Figura 3: Metabolismo e mecanismo de hepatotoxicidade do paracetamol. O metabdlito NAPQI € um
eletrofilo altamente reativo contra tidis. Em doses terapéuticas, é rapidamente neutralizado pelo GSH.
Em doses toxicas, ocorre deplegao do GSH e ligagdo covalente do NAPQI com tidis em proteinas
celulares levando transigao de permeabilidade mitocondrial, estresse oxidativo e morte celular.

Fonte: JAMES et al. (2003).



28

2.2.5 A hepatotoxicidade por paracetamol

A hepatotoxicidade ¢é definida como a presenca de atividade sérica de
transaminases acima de 1000 UI/L dentro de sete dias do historico de uso de
paracetamol, independente de sua concentracao sérica, excluindo-se outras causas
potenciais (CRAIG, DARREN et al., 2011). A intoxicagdo por paracetamol tem um
espectro clinico que varia desde a elevacdo transitéria e assintomatica das
transaminases; o desenvolvimento de hepatotoxicidade (AST ou ALT >1000 UI/L)
associada a disfungcdo hepatica; até a IHA com suas complicagbes sistémicas
(OSTAPOWICZ et al., 2002; WATKINS. et al., 2006).

O curso clinico da IHA por paracetamol € do tipo hiperaguda. A intoxicagao evolui em
trés fases sequenciais. A primeira fase (fase 1) inicia-se logo apds a intoxicagao e
dura entre 12 a 24 horas. As principais manifestagdes sao sinais de irritagcao
gastrointestinal, nauseas, vémitos, anorexia e diaforese. Nesta fase, sinais de
depressdo do sistema nervoso central estdo ausentes. Os pacientes que evoluem
para a fase Il apresentam melhora sintomatica que pode perdurar por até 48 horas.
Entretanto, é nesta fase que a lesdo hepatica se intensifica e que ocorre o pico de
elevacdo das transaminases hepaticas. A maioria dos pacientes ndo chega a
progredir além dessa fase quando o tratamento apropriado ¢é instituido. Observa-se,
entdo, a reducao gradual das transaminases até os niveis normais. Na fase lll, ha a
intensificagcdo da necrose hepatica e desenvolvimento de coagulopatia e ictericia,
que se manifesta geralmente entre trés a cinco dias da intoxicagdo. Nos casos mais
graves, o individuo pode ir a 6bito em até sete dias. Em casos néao fatais, ocorre a
resolugdo gradual da lesdo hepatica normalmente sem sequelas anatémicas e

funcionais (Tylenol® Professional Product Information, 2010).

As alteragdes morfolégicas hepaticas incluem sinais de necrose hepatocelular, que
ocorre predominantemente em area centrolobular ou zona 3 dos &cinos de
Rappaport. As manifestagées incluem degeneragdo eosinofilica no citoplasma
celular, picnose nuclear, cariorrexe e cariolise em hepatécitos nas areas centrais.
Vacuolizagdo e alteragdes degenerativas podem ser observadas em células

periféricas ao redor das areas portais (zonas 1 dos acinos de Rappaport). Uma
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infiltracao discreta de polimorfonucleares também pode ser visualizada (DAVIDSON;
EASTHAM, 1966). A hepatotoxicidade por paracetamol também induz alteragdes no
endotélio que levam a congestao sinusoidal devido ao colapso da parede sinusoidal
e infiltracdo de eritrécitos no espago de Disse. Estas alteracbes microcirculatérias
antecedem a necrose hepatocelular (HINSON et al., 2010; ITO et al., 2004).

2.2.6 O papel do NO na intoxicagao por paracetamol

O NO tem um papel duplo e antagbnico no figado e na IHA induzida por
paracetamol. Funciona como um agente responsavel pela manutencdo da
microcirculagao hepatica e regeneragao celular, mas em condigdes patologicas pode

atuar como mediador da lesao celular.

O NO é produzido em condigdes fisioldgicas pela enzima Oxido Nitrico Sintase
endotelial (eNOS) nos sinuséides hepaticos. O NO produzido pela eNOS tem um
papel protetor na intoxicacdo por paracetamol, pois participa da manutencido da
microcirculagao hepatica (ITO; ABRIL; et al., 2004). Os inibidores que atuam nesta
isoenzima agravam a necrose hepatocelular induzida pelo paracetamol (ITO; ABRIL;
et al., 2004).

Na intoxicagédo pelo paracetamol, a NOS induzivel (iINOS) é ativada no interior do
hepatdcito. O NO sintetizado em grandes quantidades pela iINOS parece atuar como
um dos mediadores da toxicidade hepatica pela formacao de metabdlitos téxicos do
NO, como o peroxinitrito, causando estresse nitrosativo principalmente na zona
centrolobular (ITO; ABRIL; et al., 2004). Os inibidores especificos da iINOS sao
capazes de atenuar a lesédo hepatica e a disfungdo microcirculatéria (GARDNER, C
R et al., 1998; ITO; ABRIL; et al., 2004). Por outro lado, ja foi demonstrado que a
atividade de iNOS é um pré-requisito importante na regeneragao tecidual hepatica

em outro modelo experimental (RAI et al., 1998).
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2.2.7 Tratamento da hepatotoxicidade por paracetamol

Caso o paciente seja admitido no hospital dentro da primeira hora da intoxicagao, é
recomendada a administracdo de carvao ativado 1g/Kg para adsor¢cdo do
paracetamol no estébmago, reduzindo a sua absorgao sistémica (POLSON; LEE,
2005).

O tratamento da intoxicagao por paracetamol é feito com a administragao por via oral
ou intravenosa de N-acetilcisteina (NAC, figura 4). Recomenda-se a administragcao
intravenosa de uma dose de ataque de 140 mg/Kg de NAC, seguida por doses de
manutencado de 70 mg/kg a cada quatro horas, até um total de 17 doses ou RNI <
1,5 (POLSON; LEE, 2005). O objetivo do tratamento é prevenir ou atenuar o dano
hepatico mediado pela ligagdo covalente do NAPQI as proteinas intracelulares. A
NAC atua como substrato para sintese de GSH e o tratamento deve ser instituido
nas primeiras 8 a 10 horas apés a intoxicagao (KANTER, 2006). Se o tratamento for

realizado tardiamente a efetividade terapéutica é limitada.

HiC™ N
H
OH
Figura 4: Estrutura quimica da NAC.

O transplante hepatico € um procedimento capaz de reduzir a mortalidade na IHA
quando nao ha perspectiva de recuperagao espontanea do paciente. De modo geral,
cerca de 25 a 50% dos pacientes com IHA (envolvendo todas as etiologias) s&o
submetidos a transplante (OSTAPOWICZ et al., 2002; O’'GRADY et al., 1993). Na
IHA por paracetamol, a sobrevida livre de transplante estimada gira em torno de 66%
(OSTAPOWICZ et al., 2002). Aproximadamente 7% dos pacientes sao submetidos
ao transplante e a taxa de mortalidade em pacientes nao transplantados gira em
torno de 27% (OSTAPOWICZ et al., 2002) Apesar de ser um procedimento capaz de
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salvar vidas, o transplante hepatico € um procedimento de risco, tem custo elevado,
alguns pacientes apresentam contraindicagbes e acarreta necessidade de
imunossupressao do paciente pelo resto da vida. Assim, € importante a investigagao
de alternativas terapéuticas que favoregcam a recuperacdo do paciente sem a

necessidade de transplante hepatico.

2.2.8 Custos relacionados a intoxicagao por paracetamol

Os custos associados as intoxicagdes por paracetamol sao significativos. Os custos
diretos associados a intoxicagdo por paracetamol foram estimados em torno de US$
87 milhdes anuais nos EUA, (BOND; NOVAK, 1995). No Reino Unido esse valor foi
estimado em 8 milhdes de Euros, sem levar em consideragdo os custos associados

com transplante hepatico e cuidados especializados (SHEEN et al., 2002).

O custo médio do tratamento de pacientes com intoxicagdo acidental é de US$
19.000, enquanto que naqueles que tentaram suicidio esse valor cai para US$
8.500. Essa diferenca é atribuida ao maior tempo de internacdo nos pacientes com
intoxicagao acidental (SCHIODT et al., 1997).

2.2.9. Modelo experimental de hepatotoxicidade por paracetamol

Existem diversos modelos experimentais de IHA. A maioria se baseia no uso de
substancias quimicas hepatotdxicas (tetracloreto de carbono, paracetamol,
tioacetamida) ou procedimentos cirurgicos como hepatectomia e cirurgias para
devacularizagao hepatica (NEWSOME et al., 2000).

As principais caracteristicas desejadas em um modelo de IHA sdo (NEWSOME et
al., 2000):

(1) A IHA induzida deve ser potencialmente reversivel,

(2) A lesao hepatica deve ser reprodutivel;
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(3) Facil execugéao

(4) A morte por IHA deve ocorrer em intervalo de tempo semelhante ao homem;

(5) Deve haver uma janela terapéutica adequada entre o estimulo nocivo e a
morte

(6) Baixo custo

(7) A toxina nao deve levar riscos ao manipulador

O modelo murino de hepatotoxicidade por paracetamol preenche estes pré-
requisitos e por isso vem sendo amplamente utilizado para a investigacdo da IHA e
potenciais tratamentos. E importante ressaltar que a NAC foi introduzida na pratica

clinica a partir de estudos experimentais com este modelo.

Neste modelo a extensao da lesdo hepatica ocorre de modo dose-dependente. O
mecanismo principal que desencadeia a necrose (ligacdo covalente de NAPQI com
as proteinas intracelulares) ocorre em um periodo de 2 a 3 horas apds a intoxicagao
(BULERA et al., 1996; JOLLOW et al., 1973). A evolugdo morfolégica da lesdo é
semelhante em camundongos e ratos. Ocorre perda de glicogénio e vacuolizagao de
hepatécitos centrolobulares apds duas horas da intoxicagao. Apés 3 horas, varios
hepatdcitos individuais apresentam nucleos picnoticos e degeneragéo eosinofilica.
Com 6 horas de lesao, ja ha necrose centrolobular com eosinofilia picnose, cariolise,
cariorrexe. Apos 12 horas, a necrose é macica havendo sobreposicdo de I6bulos

hepaticos necréticos adjacentes (MITCHELL et al., 1973).

Este modelo é usado principalmente com o objetivo de compreender os mecanismos
patogénicos e fisiopatolégicos da IHA bem como de explorar novas opgdes de
tratamento. A maioria dos estudos realiza o tratamento experimental dentro da
janela terapéutica de até 3 horas apds a intoxicagao e outros o fazem antes mesmo
da intoxicagdo, de modo preventivo (HINSON et al., 2002; ITO; ABRIL; et al., 2004;
JAMES; MCCULLOUGH et al., 2003; LIU et al., 2003; SAITO et al., 2010; TERNEUS
et al., 2008).
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2.3 S-NITROSOGLUTATIONA
2.3.1 Caracterizagao e estrutura quimica

A S-nitrosoglutationa (GSNO, figura 5) € um metabdlito fisiolégico produzido a partir
da reacao do NO com o GSH. Quimicamente é um s-nitrosotiol, também conhecido
como tionitrito. Os nitrosotidéis sdao uma familia de moléculas orgéanicas cujas
estruturas quimicas podem ser representadas genericamente como RSNO, sendo R
uma cadeia carbdnica qualquer. A caracteristica principal dos nitrosotibis € a ligagao
de um grupo nitroso (-N=0) a um atomo de enxofre de um tiol (MORAKINYO, 2010).

H
HDDCMH NVCDDH

NH, O

Figura 5: Estrutura quimica do GSNO

O GSNO e os nitrosotidis tém a propriedade quimica de liberar equivalentes de NO
in vitro e in vivo e, portanto sdo considerados como doadores de NO por alguns
autores (FEELISCH, 1998; SINGH et al., 1996). Sdo também conhecidos como
carreadores ou reservatorios de NO, uma vez que a principal forma de transporte e
armazenamento do oxido nitrico no plasma humano é através de um nitrosotiol de

alto peso molecular, a s-nitrosoalbumina (STAMLER, et al., 1992).
2.3.2 Sintese e metabolismo

O GSNO e os nitrosotiéis sao formados in vivo a partir da reagao do 6xido nitrico
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com tidis de baixo peso molecular ou tidis protéicos em condicbes aerdbicas
(MORAKINYO, 2010). Até o momento, nao foi descrita nenhuma enzima diretamente
associada a catdlise da formacao da ligagdo RS-NO. No entanto, as enzimas
responsaveis pela sintese de 6xido nitrico, as trés isoformas de 6xido nitrico sintase

(NOS), estao relacionadas com o conteudo de RSNO no organismo (figura 6).

Embora ja tenha sido demonstrado que uma variedade de enzimas pode decompor
o GSNO in vitro, como a tiorredoxina, glutationa peroxidase, gama glutamil
transpeptidase e xantina oxidase, nenhuma enzima, a excegdo da GSNO redutase
(GSNOR), é capaz de regular os niveis de GSNO e dos nitrosotidis endégenos (LIU,
L. et al., 2001). A atividade da GSNOR ¢ altamente especifica para a molécula do
GSNO, mas sua funcédo é bastante robusta ja que regula ndo somente os niveis
celulares de GSNO, como também os nitrosotidis protéicos, que estdo em equilibrio
com o GSNO (LIU, L. et al., 2001). Além da degradagao enzimatica, o GSNO pode
sofrer degradacdo térmica, fotoquimica ou induzida por metais de transigao,
normalmente ocorrendo a formagado de GSH oxidado (GSSG) e NO como produtos
finais (MORAKINYO, 2010).

HH3
M GSNORi \
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Figura 6: Metabolismo do GSNO.

Fonte: http://n30pharma.com/platform/gsnor-science/

O GSNO é um intermediario importante no metabolismo do NO e medeia muitas das
vias de sinalizacdo do NO através da modificacao pds-translacional de proteinas, via
reagao de transnitrosacao. Trata-se de uma reacdo reversivel, na qual ocorre a
transferéncia de NO, na forma de ion nitrosénio (NO"), do nitrosotiol para um residuo

de cisteina de outro tiol, seja protéico ou de baixo peso molecular (figura 7). As
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reacoes de transnitrosagdao modulam a funcio protéica promovendo aumento ou
reducdo de atividade, a exemplo da inibicido das caspases por transnitrosacao
(GASTON et al., 2003).

RSNO + R’'SH = RSH+R'SNO

Figura 7: Reagao de transnitrosagao.

2.3.3 Efeitos fisiolégicos

De modo geral, o GSNO tem efeitos fisiologicos semelhantes ao NO. O GSNO
apresenta potente efeito antiagregante plaquetario. Além disso, o GSNO promove
vasodilatacido e broncodilatacido, devido ao seu efeito relaxante sobre a musculatura
lisa vascular e brénquica. Porém, diferentemente de outros doadores de NO, o
GSNO atua como vasodilatador arteriosseletivo (GORDGE; ADDIS; et al., 1998).
Estes efeitos sdo observados em concentragdes superiores as requeridas para o
efeito antiplaquetario (RICHARDSON; BENJAMIN, 2002)

A principio, acreditava-se que a liberagdo de NO era necessaria para bioatividade
dos nitrosotidis. Entretanto, alguns estudos vém demonstrando que diversos efeitos
fisiologicos dos nitrosotidis sao estereosseletivos, o que sugere uma possivel
interacdo destes com algum receptor de superficie celular (LI; WHORTON, 2005). O
efeito broncodilatador e antiagretante do GSNO persiste mesmo com a adicéo de
scavengers de NO, o que sugere que 0 seu mecanismo de agao nao depende
unicamente da liberacdo espontdnea de NO no meio (GORDGE; ADDIS; et al.,
1998). O mecanismo de regulagdo do tdbnus vascular e da musculatura lisa
brénquica, bem como o efeito antiagregante parece ser mediado em parte por
ativagcédo da guanilato ciclase promovendo aumento da concentragdo de GMP ciclico
intracelular. Mecanismos independentes de desta via também ja foram propostos
(GORDGE; HOTHERSAL,; et al., 1998).
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2.3.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do GSNO ja foi demonstrada em diversos sistemas in vitro e
in vivo para uma ampla variedade de agentes oxidantes. O GSNO inibe a formagao
de radicais hidroxil em neurénios dopaminérgicos com poténcia cem vezes superior
ao GSH (RAUHALA et al., 1998). O GSNO ¢é capaz de bloquear a cadeia de
peroxicacao lipidica in vivo por meio da inativagao de radicais alcoxil/peroxil e de
hidroperdéxidos lipidicos (SIMPLICIO, FERNANDA IBANEZ, 2007). O GSNO também
reduz a formacgéao de peroxinitrito, um agente mediador de lesdo na hepatotoxicidade
por paracetamol (KHAN et al., 2005).

2.3.5 Atividade anti-inflamatoria

A molécula de GSNO apresenta atividade anti-inflamatéria potente. Ja foi
demonstrado o efeito inibitério do GSNO sobre a quimiotaxia e adesao de leucécitos
ao endotélio. (CATERINA, et al., 1995). O GSNO inibe a expressao de moléculas de
adesao como VCAM-1 e também a producdo de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a e IL-1 (CATERINA, et al., 1995). Alguns estudos revelam que o GSNO exerce
uma atividade moduladora sobre as isoformas de NOS, promovendo redugédo da
expressao de iINOS e aumentando a expressao de eNOS (KHAN et al., 2011; KUO
et al.,, 2004). A maioria dos efeitos anti-inflamatérios do GSNO esta associada a
reducéo da ativacao do fator de transcricdo nuclear NF-kB por s-nitrosilagédo (KHAN
et al., 2005).

2.3.6 Efeito hepatoprotetor

Em lesdo hepatica por isquemia/reperfusdo, o sistema microcirculatorio € o alvo
primario da lesdo. Esta se caracteriza por insuficiéncia de perfusédo sinusoidal devido

a alteragdes morfoldgicas e funcionais ao endotélio (QUINTANA et al., 2002; SHAH
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et al., 1997) Fendmeno semelhante ocorre na hepatotoxicidade por paracetamol,
que induz lesdo endotelial levando a disfuncdo microcirculatéria que antecede a
necrose hepatocelular (ITO; MACHEN; et al, 2004). No modelo de
isquemia/reperfusao, o GSNO foi capaz de melhorar a fungado microcirculatoria e a
capacidade funcional do figado, prevenindo o aumento de resisténcia intra-hepatica,
liberacdo de LDH, melhorando producdo de bile e reduzindo lesdao endotelial
(QUINTANA et al., 2002). E razoavel supor que o GSNO poderia apresentar um
papel importante na manutencdo ou reestabelecimento da microperfusao hepatica

na hepatotoxicidade por paracetamol.

Na hepatotoxicidade por paracetamol, o TNF-a é produzido em grandes quantidades
em decorréncia da ativacdo das células de Kupffer sendo considerado um dos
mediadores de lesdo hepatica, (HINSON et al., 2010). O GSNO promove protegao
contra a morte celular induzida por TNF alfa em cultura de hepatdticos (KIM et al.,
1997).

Além disso, o GSNO ¢é capaz de inibir a atividade catalitica da CYP2E1, impedindo a
formacdo de metabdlitos reativos que dependem da bioativagado por esta enzima
(GERGEL et al., 1997). Assim, o GSNO poderia atenuar a hepatotoxicidade do

paracetamol por reduzir a formacgao de NAPQI.
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3. HIPOTESE

GSNO diminui a taxa de mortalidade em um modelo experimental de IHA induzida
por paracetamol, por reduzir a extensdo de necrose hepatica e suas consequéncias

bioguimicas e manifesta¢des sistémicas.
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4, OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o potencial terapéutico do GSNO na IHA experimental induzida por

paracetamol.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se 0 GSNO reduz a mortalidade por IHA induzida por paracetamol.

e Avaliar se o0 GSNO reduz a extensao da necrose hepatica induzida por
paracetamol

e Avaliar se 0 GSNO reduz as manifestacdes bioquimicas da IHA experimental

induzida por paracetamol.

e Comparar a eficacia terapéutica do GSNO com a do GSH e da NAC no

tratamento da IHA experimental.
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5. JUSTIFICATIVA

A IHA é uma sindrome complexa, multissistémica e apresenta uma elevada taxa de
mortalidade. A intoxicagdo por paracetamol é a principal causa de IHA em diversos
paises e poucas opgdes terapéuticas estdo disponiveis. O tratamento a base de
NAC é seguro e efetivo quando realizado dentro de 8 a 12 horas da intoxicagao para
prevenir a disfungcado hepatica. Porém quando administrado tardiamente apresenta

beneficio clinico limitado.

O transplante hepatico € um procedimento capaz de modificar a histéria natural da
IHA, porém apresenta um custo elevado, requer a imunossupressdo do paciente

pelo resto da vida e a quantidade de doadores é escassa.

Desse modo, novas alternativas terapéuticas vém sendo investigadas sob a
perspectiva de que possam trazer algum beneficio em termos de redugdo da

mortalidade ou da necessidade de transplante hepatico.

Em um trabalho recentemente desenvolvido em nosso laboratério, o transplante de
células mesenquimais de medula éssea (CMMO) foi utilizado como intervengao
terapéutica na IHA induzida por paracetamol. Os resultados evidenciaram um
aumento na sobrevida dos animais tratados com CMMO em relagdao aos que
receberam salina, mesmo sem haver reducdo na extensdo da necrose hepatica
(SOUZA et al., 2012).

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial terapéutico do GSNO na
IHA experimental induzida por paracetamol. Esta molécula tem sido descrita na
literatura como um potente antioxidante em modelos experimentais e sistemas
celulares. E uma molécula derivada do GSH que apresenta propriedades
bioquimicas que poderiam ser aproveitadas como recurso farmacologico para o

tratamento da IHA.
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6. METODOLOGIA

6.1 REAGENTES

Os reagentes L-Glutationa reduzida (GSH) e N-Acetil-L-cisteina (NAC) foram obtidos
da Sigma-Aldrich. O Paracetamol foi obtido pela empresa All Chemistry, Brasil. O
Nitrito de Sédio (NaNO,) utilizado foi proveniente da empresa VETEC. Alcool etilico
(92,8° GL) foi obtido da empresa Mega Quimica. A heparina sodica (5000 U.l./mL)
utilizada foi da marca Hepamax-S® da Blausiegel. Os anestésicos Ketamina 10%
(Vetanarcol®) e Xilazina 2% (Calmiun®) foram adquiridos da Konig e da Agener
Unido, respectivamente. Os reagentes utilizados para as avaliagbes bioquimicas
foram da empresa Labtest Diagndstica S.A (ALT/GPT Liquiform; AST/GOT Liquiform;

Fosfatase Alcalina; Ureia UV Liquiform, Creatinina enzimatica, Albumina).

6.2 ANIMAIS

Camundongos C57BI/6 adultos machos foram mantidos em gaiolas (4 a 5 animais
por gaiola) com acesso a ragao e agua, ciclo de 12 horas de claro/escuro,
temperatura média de 22°C e umidade de 55%. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com os protocolos institucionais preconizados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz (CPqGM) Fiocruz (Protocolo CEUA n° 008/2011).

6.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Este estudo foi realizado em dois experimentos principais (figura 8). O experimento |
teve como objetivo avaliar a eficacia do GSNO na taxa de sobrevida apds uma dose

letal de 50% (DL50) de paracetamol (350 mg/kg). O experimento Il foi conduzido
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com o objetivo de avaliar os efeitos do GSNO sobre a extensédo da necrose hepatica
e as alteragdes bioquimicas apds 12 horas da intoxicagdo por paracetamol (300

mg/kg).

Experimento | ‘ | Taxade sobrevida

~

Desenho experimental ,
‘ Area de necrose
hepatica

Experimento

/ ‘ Manifestagbes
bioquimicas

Figura 8: Desenho do estudo.

6.3.1 Descricao do experimento |

Primeiramente, camundongos C57BI/6 machos (n=75), com cerca de seis a oito
semanas, beberam agua suplementada com 10% de alcool etilico ad libitum durante
as trés semanas anteriores ao experimento (MCCLAIN et al., 1980). Em seguida,
todos os camundongos foram submetidos a jejum de 12 horas e randomizados em 5

grupos de 15 animais (figura 9).

Apds o jejum, a IHA foi induzida com a administracao intraperitoneal de paracetamol
na dose de 350 mg/Kg (tempo = Oh). O paracetamol foi administrado dissolvido em
salina 0,9% estéril em concentragao final de 15 mg/mL. Os animais do grupo
controle negativo receberam apenas volume equivalente de solugao salina 0,9% por

via intraperitoneal.

Os grupos que receberam paracetamol foram tratados respectivamente com PBS 20
pL/g, NAC 600 pmol/kg, GSH 600 umol/kg ou GSNO 600 umol/kg apés 3 horas da
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intoxicagcdo. O tempo de espera de 3 horas foi definido para permitir que o
paracetamol fosse completamente metabolizado pelo figado, assegurando que o
mecanismo de lesdo hepatica tenha sido estabelecido (JOLLOW et al., 1973) . A
taxa de sobrevida em cada grupo foi avaliada a cada 6 horas ao longo de 96 horas a

partir da seguinte féormula: Taxa de sobrevida = (n° de animais vivos +15) x 100.

C57BI/6
(n=753)
v v v v v
Oh | Salina 0,9% Paracetamol 350 mg/kg
PBS NAC GSH GSNO
3h 20 uL/g 600 pmol/kg 600 pmol/kg 600 pmol/kg
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)

Figura 9: Experimento I: desenho experimental.

6.3.2 Descrigcédo do Experimento |l

Camundongos C57BI/6 machos (n=40) com cerca de seis a oito semanas foram
previamente tratados com alcool 10% e jejum de 12 horas de modo idéntico ao
experimento | e randomizados em 5 grupos de 8 animais conforme a figura 10. Apés
3 horas, os grupos que receberam paracetamol foram tratados respectivamente com
PBS 20 pL/g, NAC 600 pmol/kg, GSH 600 pmol/kg ou GSNO 600 ymol/kg. O grupo
controle negativo recebeu volume equivalente de solugdo salina 0,9%. Todos os
animais foram eutanasiados apds 12 horas da intoxicagdo para a coleta de sangue e

excisao do figado, conforme descrigao nos itens 6.6 e 6.7.
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C57Bl/6
(n=40 &)
v v v v v
0Oh Salina 0,9% Paracetamol 300 mg/kg
PBS NAC GSH GSNO
3h 20 uL/g 600 pmol/kg 600 pmol/kg 600 pmol/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
12h Eutanasia

Figura 10. Experimento ll: desenho experimental.

6.4. SINTESE E CARACTERIZACAO DE GSNO

A sintese de GSNO foi realizada imediatamente antes da administracéo a partir da
reagdo de quantidades equimolares de GSH e nitrito de sodio (NaNO;) em meio
acido (HART, 1985). GSH (600 umol; 184,4 mq) foi dissolvido em 780 uL de agua
MilliQ acidificada (706 uL de agua + 74 uL de acido sulfurico concentrado). NaNO;
(600 umol; 41,4 mg) foi dissolvido em 120 uL de agua milliQ. A sintese foi realizada a
partir da mistura da solugao de NaNO; na solucéo acidificada de GSH em gelo e
protegida da luz durante 30 minutos. A solugdo de GSNO foi posteriormente diluida
com PBS (pH 7,4) para uma concentracéo final de 30 umol/mL e filtrada em filtro de
0,22 um. A concentragédo de GSNO foi determinada por espectrometria através do
coeficiente de absortividade molar () igual a 922 M~'em™ em comprimento de onda
(A) igual a 336 nanémetros em cubeta de quartzo de caminho Optico de 01
centimetro. A caracterizagao do GSNO foi feita por espectrometria de absor¢cdo UV-
Visivel de 200 a 700 nm, com resolugdo de 10 nm em espectrofotdmetro

SpectraMax® 190 (Molecular Devices, San Diego, CA).
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6.5 PREPARO E ADMINISTRACAO DAS SOLUCOES

GSNO foi preparado conforme descrito no item 6.4. GSH e NAC foram pesados nos
respectivos tubos e diluidos em PBS (pH 7,4) para uma concentragao final de 30
umol/mL. Em seguida, todas as solugdes foram filtradas em filtro de 0,22 um. As
solugbes de NAC, GSH e GSNO foram administradas por via intraperitoneal nos
animais dos respectivos grupos em dose de 600 umol/kg, volume final de 20ulL/g
com o uso de seringa de 1 mL (BD Plastipak) e agulha de 0,45 x 13 mm (BD
PrecisionGlide). A solugéo de PBS foi administrada por via intaperitoneal em volume

equivalente (20uL/g).

A solucao de paracetamol foi preparada diluindo-se o p6é do paracetamol em solugao
salina 0,9% previamente aquecida em banho-maria (60 °C). A solugao foi agitada em
vortex até a completa dissolugdo do paracetamol. A concentragcdo final de
paracetamol utilizada foi de 15 mg/mL. A solugédo foi filtrada em filtro de 0,22 um e
administrada via intraperitonial com o uso de seringa de 1 mL (BD Plastipak) e
agulha de 0,45 x 13 mm (BD PrecisionGlide).

6.6 COLETA DE SANGUE E EUTANASIA

Depois de decorridas 12 horas da intoxicagdo com paracetamol 300 mg/kg, os
animais foram anestesiados com solucdo de Ketamina/Xilazina (50/5 mg/Kg)
diluidas em PBS por via intraperitoneal. Amostras de sangue foram colhidas através
do plexo retro-orbital e transferidas para microtubos contendo 10uL de heparina. O
sangue foi centrifugado a 1.200 g, 10 minutos, 4°C para a coleta do plasma, que foi
armazenado a 4°C até o momento das determinagdes bioquimicas. Apods a coleta do
sangue, os animais foram sacrificados em camara de CO, para posterior excisdo do

figado.
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6.7 OBTENGAO E PROCESSAMENTO DO FiGADO

Apds a eutanasia, a cavidade peritoneal foi aberta através de incisdo mediana para
excisao do figado. O 6rgéao foi removido e lavado em PBS gelado para remogéo do
excesso de sangue. Fragmentos de figado em forma de cunha foram obtidos com o
auxilio de uma lamina de barbear, em seguida, fixados em solu¢ao de formol a 10%
durante 24 horas. Posteriormente, as amostras foram enviadas ao servico de
histotecnologia para desidratagdo em alcool, diafanizagdao com xilol, impregnacgéao e
inclusdo em blocos de parafina. Sec¢des de 5 um de espessura foram obtidas por
microtomia e coradas com hematoxilina e eosina para confecgdo das laminas

histolégicas.

6.8 AVALIACAO DA AREA DA NECROSE HEPATICA

Cada lamina foi fotografada em trés campos aleatérios e sem sobreposi¢ao entre si
em aumento de 4x e 10x em microscopio optico CX 41 (Olympus, Toéquio, Japéo). As
fotografias foram salvas em arquivo tipo JPG e carregadas no software Image Pro
Plus versédo 7.0 (Media Cybernetics, San Diego, CA, EUA). A area de necrose
hepatica em cada animal foi calculada como a média obtida dos trés campos
analisados pela equagao abaixo. As areas que nao continham hepatocitos (lumen

de veia central e espago porta) foram desconsideradas do calculo.

drea de hepatdcitos necrdticos area necratica - area de limen (veia central)
Percentual de necrose = = ¥ 100

area total de hepatécitos area total - area de [dmen (veia central + porta)

6.9 AVALIACAO BIOQUIMICA

As determinagdes das atividades de AST, ALT, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, e

albumina ao final do experimento Il foram feitas por métodos colorimétricos
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enzimaticos padrdo utilizando-se kits da Labtest Diagndstica. As determinagdes
foram realizadas por método de automagao no equipamento Labmax 240 (Labtest,
Brasil) no Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).

6.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados e analisados no pacote estatistico GraphPad
versdo 5.0. Os dados foram avaliados quanto a sua distribuicdo normal através do
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A comparacéo entre os grupos foi feita pelo
teste de One Way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni para avaliagao das
diferengas individuais entre os grupos. Diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. Para a avaliagdo da curva de

mortalidade foi utilizado o teste Log-Rank.
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7.1 CARACTERIZACAO DO GSNO

O GSNO foi sintetizado no proprio laboratério a partir da reagdo de GSH e NaNO em

quantidades equimolares em meio acido. O GSNO apresenta uma caracteristica

comum dos s-nitrosotidis que € um pico de absor¢do no comprimento de onda de

336 nm pelo grupo cromoférico s-nitroso. A figura 11 apresenta o espectro de
absorgao no ultravioleta/visivel do GSNO. O espectro obtido evidenciou uma forte

banda de absor¢do em torno de 336 nm com intensidade diretamente proporcional a

concentragdo avaliada, sugerindo a presenga de GS-NO na amostra.

Densidade ética

6 umol/mL

1,5 pmol/mL

0,75 pmol/mL

0,325 pmol/mL

> 0,0 pmol/mL

e S G I 3

g——=o— o —o—

200 250 300 350

400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 11: Caracterizagao do GSNO por espectroscopia ultravioleta/visivel: Solugdes de GSNO
em diferentes concentragdes foram preparadas e diluidas em PBS em pH 7,4. O espectro de
absorgao foi realizado no intervalo de comprimentos de onda de 200 a 700 nm, com resolugéo de 10

nm.
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7.2 AVALIACAO DA TAXA DE SOBREVIDA

A taxa de sobrevida (figura 12) foi avaliada como o desfecho principal deste estudo.
Neste experimento (n=15 animais por grupo), os camundongos foram submetidos a
um periodo de 3 semanas de condicionamento com alcool 10% ad libitum via oral.
Em seguida os animais permaneceram em jejum por 12 horas. Uma dose letal de
50% (DL50) de 350 mg/Kg foi administrada para indu¢cédo de IHA. Apds 3 horas, o
tratamento foi realizado com administragdo de 600 pmol/Kg de NAC, GSH ou GSNO
ou volume equivalente de PBS.

100 -

= | .
404 | | - Salina
80 _I == Faracetamsd + PES
_l == Paracetamol « BMAC G600 prol g
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E I
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Figura 12: Curva de sobrevida. A taxa de sobrevida foi avaliada a cada 6 horas apés uma dose de

350mg/Kg de paracetamol. Os animais foram tratados apds 3 horas da intoxicagdo com 600 pmol/Kg
de NAC, GSH, GSNO ou volume equivalente de veiculo (PBS). Teste de Mantel-Cox (p = 0,0002).

Nos animais tratados com PBS observou-se uma taxa de mortalidade de cerca de
50% apds 96 horas. Os animais tratados com NAC apresentaram taxa de
mortalidade de 60% apds o mesmo periodo. A taxa de sobrevida foi de 93% (1 6bito)
nos animais tratados com GSH ou GSNO. Neste experimento, o maior numero de
Obitos (pico) ocorreu no periodo entre 24 e 48 horas apds a intoxicagdo do
paracetamol. Até o prazo de 48 horas, apenas os grupos Salina e GSNO

permaneceram sem obito.
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7.3 AVALIACAO DA AREA DE NECROSE HEPATICA

A extensdo de necrose hepatica foi avaliada por morfometria apés 12 horas da
intoxicagdo por paracetamol no experimento Il. A analise morfolégica do figado
(figura 13) revelou minima presenga de hepatdcitos com caracteristicas necroticas
no grupo salina. O parénquima hepatico de modo geral apresentava-se preservado
morfologicamente. Foram observados escassos hepatdcitos individuais ou grupos de
hepatocitos apresentando eosinofilia e picnose nuclear, sem padrdo definido de

localizagdo, podendo ser em area perivenular, bem como em areas portais.

Nos animais que receberam paracetamol, pode-se observar um padrdo de necrose
coagulativa centrolobular, estendendo-se para I6bulos hepaticos adjacentes. Com
frequéncia, foi possivel identificar diversos focos hemorragicos nas areas necroticas.
Nas areas perivenulares, o processo necrético apresentou-se mais avancado com

auséncia de material nuclear (caridlise) e formando um parénquima fantasma.

Circundando as areas necréticas, pode-se observar uma borda de hepatdcitos em
processo de degeneracgdo, formando uma linha diviséria entre a zona de necrose e a
zona portal. Observou-se a auséncia de infiltrados polimorfonucleares. Em alguns
tecidos com lesGes mais extensas foi possivel identificar a presenga de hepatécitos

necroticos até mesmo em areas periportais.

Além disso, foi observada a escassa presenga de vacuolos intracelulares,
compativeis com esteatose microvesicular em todos os grupos avaliados, incluindo o
grupo salina. A lesao hepatica ndo apresentou diferengas no seu padrao morfolégico

entre os diversos grupos que receberam paracetamol.
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Figura 13: Avaliagao histologica da lesdao hepatica. A avaliagédo histologica foi feita em secgdes
histoloégicas de tecido hepatico corado com hematoxilina-eosina. As figuras representam a leséo
hepatica ap6s 12 horas da intoxicagdo por paracetamol. (1) Grupo salina 0,9%. Parénquima
preservado, com presenga de escassos hepatocitos com eosinofilia e picnose nuclear (seta). (2)
Paracetamol 300 mg/Kg + PBS. Necrose centrolobular (area delimitada por linha) com auséncia de
nucleos (cariolise) e sobreposicéo de lobulos necréticos (setas) (3) Paracetamol 300 mg/Kg + NAC
600 pmol/Kg. Necrose centrolobular com padrdo semelhante. Evidéncia de necrose em alguns
hepatdcitos portais (seta); (A) Magnificacao 4x; (B) Magnificagcdo 10x.
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Figura 13: Avaliagao histologica da lesdao hepatica (continuagao). (4) Paracetamol 300mg/Kg +
GSH 600 ymol/Kg. Padrdao de necrose similar aos demais grupos que receberam paracetamol. (5)
Paracetamol 300mg/Kg + GSNO 600 pmol/Kg. Padrao morfologico de necrose perivenular
semelhante aos demais grupos que receberam paracetamol. (A) Magnificagdo 4x; (B) Magnificagdo
10x.
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Figura 14: Area de necrose hepatica. A area (%) de necrose hepatica foi avaliada por morfometria
apos 12 horas da intoxicagdo por paracetamol. As barras representam a média + desvio padrdo do
percentual de necrose de 8 animais por grupo. Foi utilizado o teste estatistico One Way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni. *p <0,05; **p<0,01; *** p< 0,001.

A analise morfométrica (figura 14) da area de necrose hepatica revelou a presenca
minima de cerca de 4% de necrose nos animais do grupo salina. A area de necrose
nos animais que receberam paracetamol e PBS foi de cerca de 55%. N&o houve
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos PBS (55% + 6,4), NAC (54%
t 76) e GSH (50% = 12,8). Os animais tratados com GSNO apresentaram
percentual de necrose em torno de 40% (x 8,0), reducdo estatisticamente

significativa em comparagao com PBS, NAC, mas ndo com GSH.
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7.4 AVALIACAO BIOQUIMICA

7.4.1 ALT e AST
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Figura 15: ALT e AST. A avaliagdo da atividade das transaminases hepaticas ALT (A) e AST (B) foi
feita apds 12 horas da intoxicagdo por paracetamol como marcadores de lesdo hepatocelular. As
barras representam a média + desvio padrao da atividade (UI/L) de ALT e de AST de 8 animais por
grupo. Foi utilizado o teste estatistico One Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. **p <0,01;
***p<0,001.
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Os animais do grupo salina apresentaram valores de ALT em torno de 50 UI/L,
enquanto que os animais que receberam paracetamol e PBS apresentaram
atividade sérica de ALT em torno de 10.000UI/L apés 12 horas da intoxicacdo por
paracetamol. N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos valores de ALT
para os animais tratados com NAC em comparagdo com PBS. O grupo tratado com
GSNO apresentou valores de ALT em torno de 5.000UI/L. Houve redugéo
estatisticamente significativa de ALT no grupo GSNO quando comparado com PBS e
NAC, mas ndo com o GSH. A intoxicacao por paracetamol produziu aumento de AST
em todos 0s grupos em comparagao ao grupo salina. Embora haja uma tendéncia
de reducao de AST nos grupos GSH e GSNO, nenhum tratamento foi efetivo em
reduzir significativamente a atividade de AST em comparagao com o grupo tratado
PBS

7.4.2 Fosfatase alcalina
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Figura 16: Fosfatase alcalina. A avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina foi feita apos 12 horas
da intoxicagdo por paracetamol. As barras representam a média + desvio padrdo da atividade (UI/L)
de fosfatase alcalina de 8 animais por grupo. Foi utilizado o teste estatistico One Way ANOVA. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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A atividade de fosfatase alcalina foi avaliada apds 12 horas da intoxicacdo como
marcador de lesdo hepatica. Observou-se uma leve tendéncia de aumento no grupo

PBS, no entanto, ndo houve diferenga estatistica em nenhum dos grupos avaliados.

7.4.3 Ureia e Creatinina
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Figura 17: Ureia e creatinina. A avaliagédo de ureia (A) e creatinina (B) foi realizada apés 12 horas da
intoxicagdo por paracetamol. As barras representam a média + desvio padrdao da concentragdo
(mg/mL) de ureia e creatinina de 8 animais por grupo. Foi utilizado o teste estatistico One Way
ANOVA para comparagao entre 0os grupos.
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Todos o©0s animais que receberam paracetamol apresentaram elevagao
estatisticamente significativa dos niveis de ureia em comparagdo com o grupo
salina. Entretanto, ndo houve diferenca entre os diferentes tratamentos. Nao houve
alteragao significativa nos niveis séricos de creatinina em nenhum dos grupos

avaliados.
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8. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial beneficio da utilizagdo do GSNO
como intervencao farmacolégica em um modelo experimental de IHA induzida por
paracetamol. Para tanto, foram avaliados trés desfechos principais: taxa de
sobrevida apés uma DL50% de paracetamol; area de necrose hepatica e

manifestagdes bioquimicas apds 12 horas da intoxicagao.

A administracao intraperitoneal de paracetamol em dose de 350 mg/kg foi capaz de
induzir uma taxa de mortalidade de 50% (DL50) em camundongos tratados apenas
com PBS. O tratamento com NAC conferiu pouca ou nenhuma protegcado contra
mortalidade quando administrado em dose de 600 pmol/Kg apds 3 horas da
intoxicagao. Por outro lado, o tratamento com GSNO em dose equimolar foi capaz
de reduzir significativamente a taxa de mortalidade em relagdo aos animais tratados
com PBS ou NAC. Nao se observou diferenca de mortalidade entre os animais
tratados com GSNO ou GSH, com um 6bito em cada grupo. No grupo GSNO o 6bito
ocorreu mais tardiamente com diferenca de 30 horas. Se esta diferenca temporal
fosse estatisticamente confirmada, este achado seria relevante na tentativa de
prolongamento do tempo de vida de pacientes que aguardam disponibilidade de

orgao para transplante.

A baixa eficacia da NAC neste estudo poderia ser atribuida, sobretudo a dois fatores:
a dose administrada pode ter sido insuficiente para conferir prote¢céo; ou o
tratamento foi realizado muito tardiamente. Uma dose de 650 umol/kg de NAC é
suficiente para ressintetizar duas vezes o conteudo de GSH do figado de um
camundongo (SAITO et al., 2010). O tratamento com NAC é mais efetivo quando
administrado dentro de 1 hora da intoxicagdo em camundongos. Por outro lado, o
beneficio € minimo quando administrado 3 a 4 horas depois (JAMES;
MCCULLOUGH,; et al., 2003; TERNEUS et al., 2008) Assim, € mais provavel que o
tempo de tratamento tardio (3 horas) tenha influenciado negativamente na eficacia
da NAC neste estudo.

Este resultado levanta a seguinte questdao: GSNO apresenta beneficio mesmo
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quando administrado tardiamente? Esta pergunta assume especial relevancia, uma
vez 0s que pacientes com admissdao hospitalar tardia apresentam taxa de
mortalidade mais elevada em relacdo aos que recebem tratamento hospitalar
precoce (MAKIN et al., 1995).

O dano induzido pelo paracetamol aos hepatécitos € atribuido, dentre outros fatores,
a ligagao covalente do NAPQI as proteinas celulares. Isto leva a perda de fungéo de
uma série de proteinas, incluindo proteinas mitocondriais, ocasionando aumento
abrupto de permeabilidade da membrana mitocondrial interna a ions e solutos de
baixo peso molecular, desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, intumescimento
mitocondrial e reducgéao na sintese de ATP (HINSON et al., 2010).

Os achados deste estudo demonstraram superioridade de GSH e GSNO em relagao
a NAC na protecao contra necrose hepatica e mortalidade. De modo semelhante, no
estudo de Saito e colaboradores (2011), o GSH apresentou maior eficacia no
tratamento da hepatotoxicidade experimental por paracetamol em relacdo a uma
dose equimolar de NAC. Os autores propuseram um mecanismo alternativo que
justifica a diferengca observada. Embora ambas as moléculas sejam capazes de
fornecer a mesma quantidade de cisteina para ressintetizar o GSH hepatico, o GSH
administrado pode atuar também como substrato energético, preservando de forma

mais eficiente os niveis de ATP e prevenindo a morte celular.

A andlise histopatologica evidenciou um processo de necrose hepatocelular macicga,
sobretudo em areas perivenulares. Nao foram evidenciadas diferengas no padrao de
necrose entre os grupos estudados. Todos os grupos apresentaram os mesmos
elementos de lesdo hepatica, com necrose perivenular, areas hemorragicas, e
bordas de hepatécitos em degeneragdo separando as areas necréticas das areas

portais.

A zona centrolobular é altamente susceptivel a estresse oxidativo e diversos
mecanismos favorecem a lesdo nessa area. Por exemplo, a expressdo de CYP450
ocorre predominantemente na zona centrolobular, o que favorece a formacao de
metabdlitos reativos como o NAPQI. O gradiente de tensao de oxigénio, favorecendo

as areas centrais (aferentes) em detrimento da zona centrolobular (eferente) é outro
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fator que favorece a lesdo nessa zona (LINDROS, 1997). Em contrapartida as
enzimas de glicuronidagcdo e de conjugacgado distribuem-se mais fortemente nas
areas perivenulares, o que confere certo grau de protegdo, juntamente com um

sistema de captacao de cisteina mais eficiente (SAIKI et al., 1992).

A lesao centrolobular também é considerada resultado da interacdo entre os
hepatdcitos e as células de Kupffer. Estas sdo mais resistentes a necrose induzida
por paracetamol do que os hepatdcitos. Uma vez ativadas, as células de Kupffer
atuam como fontes de fatores proé-inflamatorios, quimiotaticos e intermediarios
reativos de oxigénio, que atuam como mediadores da lesdo hepatica (BOYD;
BERECZKY, 1966).

As transaminases sdo amplamente utilizadas como marcadores de lesdo hepatica,
sendo AST um preditor independente de morte em lesGes hepatocelulares
ocasionadas por medicamentos (BJORNSSON; OLSSON, 2005). A maioria dos
individuos com hepatotoxicidade induzida por paracetamol apresenta elevacdo de
transaminases dentro das primeiras vinte e quatro horas da ingestdo. Niveis de AST
e ALT superiores 1.000 UI/L normalmente estdo associados a disfungao hepatica e
tém sido utilizados como valor limiar para definicdo de hepatotoxicidade (CRAIG,
DARREN et al., 2011). Neste estudo, todos os animais que receberam paracetamol
apresentaram valores de AST e ALT acima de 1000 UI/L apdés 12 horas. Isto
significa que nenhum tratamento foi capaz de abreviar o desenvolvimento de
hepatotoxicidade nas condicbes experimentais avaliadas. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na atividade sérica de AST entre os grupos que
receberam paracetamol. Por outro lado, o tratamento com GSNO promoveu redugao
de ALT em comparacédo com PBS e NAC, sugerindo um menor grau de leséo

hepatica, que foi confirmado na analise da area de necrose (figura 14).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos marcadores de fungao renal,
ureia e creatinina, entre os animais que receberam paracetamol. Entretanto todos os
animais que receberam paracetamol apresentaram niveis séricos de ureia elevados,
refletindo um possivel comprometimento da fungao renal, uma vez que a capacidade
de conversdo de amobnia em ureia pelo figado esta prejudicada durante a IHA
(THERUVATH et al., 2006).
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Embora a redugéo da capacidade sintética do figado favorega o desenvolvimento de
hipoalbuminemia, este quadro ndo é muito frequente devido a meia-vida longa da
albumina (LARSEN; BJERRING, 2011). Neste estudo ndo houve diferencas na
concentracdo de albumina no plasma dos animais apés 12 horas da intoxicagao

(dado nao apresentado).

A atividade inibitéria de GSNO sobre a CYP2E1 pode prevenir a formacédo de NAPQI
e reduzir a lesdo hepatica. Entretanto, a administracao de GSNO apés 3 horas da
intoxicagdo nao favorece este mecanismo de protegao porque apds esse tempo

praticamente todo o paracetamol ja foi metabolizado (JOLLOW et al., 1973).

Embora o GSNO tenha promovido uma reducgao estatisticamente significativa na
extensao de necrose hepatica, esta diferenca pode nao ser suficiente, por si so, para
produzir a diferenga de mortalidade observada. Deste modo, mecanismos de acgao
extra-hepaticos podem ser levantados para justificar a diferengca de mortalidade

observada entre os grupos.

Uma das principais causas de morte na IHA é o desenvolvimento de edema
cerebral, cujo mecanismo envolve o rompimento da barreira hematoencefalica
(THUMBURU et al., 2011). Um estudo recente demonstrou o potencial neuroprotetor
do GSNO em modelo experimental de les&o cerebral por traumatismo. O tratamento
com GSNO promoveu redugdo da producédo de peroxinitrito e reduziu o edema

cerebral por manter a integridade da barreira hematoencefalica (KHAN et al., 2011).

Embora o GSNO tenha apresentado efeito protetor neste trabalho, € importante
considerar que suas propriedades sao pleiotropicas, o que implica na possibilidade
de ocorréncia de inumeros efeitos adversos. A atividade antioxidante do GSNO pode
ser contraposta pelo seu efeito pro-oxidante. Quando presente em concentragbes
elevadas, o GSNO e os nitrosotidis podem induzir estresse nitrosativo e lesédo celular
(BROWN-STEINKE et al., 2010; LIU. et al., 2001). Pacientes com IHA apresentam
coagulopatia com risco aumentado de sangramento. O GSNO é um potente
anticoagulante e antiagregante plaquetario e no cenario da IHA poderia aumentar o
risco de sangramento nestes individuos (LIU, L. et al., 2001). Além disso, o efeito

vasodilatador do GSNO que pode contribuir para melhora da perfusdo hepatica
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poderia, por outro lado, agravar a hipotensao e o edema cerebral por vasodilatagao
periférica (POLSON; LEE, 2005).

A literatura acerca do uso de doadores de NO como tratamento da hepatotoxicidade
por paracetamol é bastante escassa. Foram identificados dois estudos publicados
em revistas indexadas no Pubmed. A administragdo de um doador de NO derivado
do acido ursodesoxicdlico apds duas horas da intoxicagdo por paracetamol reduziu a
taxa de mortalidade, melhorou as alteragdes histopatologias hepaticas, preservou a
integridade mitocondrial e reduziu a expressao de Interferon gama, TNF-a, Fas/Fas
ligante e INOS. Entretanto, o estudo foi recolhido por problemas de autenticidade na
apresentagdao de um dos resultados (FIORUCCI et al., 2004). Um doador de NO
hepatosseletivo, PYRRO/NO, foi avaliado na hepatotoxicidade experimental por
paracetamol. Esta molécula libera NO quando é metabolizada pelas enzimas
microssomais hepaticas. Os achados deste estudo demonstraram que PYRRO/NO
conferiu protecdo hepatica evidenciada por reducdo de atividade sérica de ALT,
redugao de estresse oxidativo e congestao hepatica. Entretanto, a administracao de
PYRRO/NO foi realizada antes da intoxicacao pelo paracetamol, e os efeitos foram
limitados quando administrado apds duas horas (LIU et al., 2003). O presente estudo
demonstrou pela primeira vez que um doador de NO da classe dos nitrosotidis é
capaz de reduzir lesdo hepatica e reduzir a mortalidade na IHA experimental. O
efeito hepatoprotetor do GSNO pode estar associado, sobretudo, a sua atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, bem como a sua capacidade moduladora da
microcirculacdo hepatica. E possivel que o GSNO possa melhorar a perfusdo
hepatica por meio da vasodilatagao, reduzindo os danos induzidos pela disfungao
microcirculatéria. Neste cenario, o GSNO pode atuar na modulagcédo das isoformas
de NOS no figado, reduzindo expressao de iINOS evitando a formagdo de
peroxinitrito e induzindo a expressdo de eNOS aumentando o fluxo sanguineo. Além
disso, o GSNO previne morte de hepatécitos induzida por citotoxicidade por TNF-q,
citocina produzida em grandes quantidades durante a IHA (KIM et al., 1997).
Entretanto € importante salientar que o TNF-a pode apresentar um papel protetor na
IHA, uma vez que animais knockout para receptor de TNF-a apresentavam
hepatotoxicidade mais intensa (CHIU et al., 2003). Nao foram observadas diferengas
entre GSNO e GSH nos parametros avaliados. Em outras palavras, a por¢gao NO da

molécula do GSNO n&o promoveu ganho significativo na protecdo contra
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mortalidade e lesdo hepatica. Nao se pode descartar que a porgéo glutationil,
comum a ambas as moléculas, pode ter sido responsavel pelos efeitos observados,
uma vez que 0 mecanismo classico de protegdo baseia-se na ligagdo do GSH ao
NAPQI. Portanto, outros doadores de NO n&o nitrosotidis, a exemplo do
nitroprussiato de sodio, poderiam ser utilizados como controle para melhor

compreensao do papel do NO neste modelo.

Estudos recentes sugerem que NAC é capaz de reduzir o tempo de internamento, a
necessidade de transplante hepatico e de aumentar a taxa de sobrevida pés-
transplante em pacientes com IHA induzida por outras causas (KORTSALIOUDAKI
et al., 2008). Assim, seria razoavel avaliar o potencial do GSNO em outros modelos
experimentais de IHA, uma vez que o GSNO apresentou eficacia superior a NAC

neste estudo.

Atualmente, inibidores de GSNOR estdo em fase de desenvolvimento, (ensaios
clinicos fase 2) com resultados promissores para o tratamento da asma (SUN et al.,
2011). Os resultados deste estudo abrem a perspectiva de investigacdo dos
inibidores de GSNOR para o tratamento da IHA.
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9. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o GSNO ¢é efetivo como tratamento da IHA
experimental induzida por paracetamol. O GSNO reduz a mortalidade, a extensao de
necrose hepatica, porém tem efeito limitado sobre as manifestagées bioquimicas. A
eficacia do GSNO ¢ superior a NAC e idéntica ao GSH em dose equimolar. O efeito
protetor do GSNO parece independer da porcao nitroso da molécula, uma vez que

nao houve diferenca entre GSNO e GSH nos parametros avaliados.
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10. PERSPECTIVAS

Este trabalho abre perspectivas para a avaliacao dos possiveis mecanismos extra-
hepaticos envolvidos na protegcao conferida pelo GSNO na IHA. A encefalopatia
pode ser estudada por meio da analise da lesdo em barreira hematoencefalica
através do teste de Evan’s Blue, bem como, da determinacédo do conteudo de agua
no cérebro para estimar o grau de edema cerebral. Além disso, marcadores
inflamatoérios como TNF-a e IL-1, e de estresse oxidativo, como nitrotirosina, devem
ser avaliados. Outros doadores de NO, né&o nitrosotidis, podem ser utilizados como
controle para melhor compreensao do papel do NO neste modelo. Por fim, os efeitos
do GSNO podem ser avaliados em modelos experimentais de IHA n&o induzida por

paracetamol, para as quais ndo existem tratamentos farmacologicos estabelecidos.
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