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RESUMO

SILVEIRA, Lara Lages da. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). Agosto de 2014. N-acetilcisteina na terapia do Cor pulmonale em

ratos (Rattus novergicus). Professor Orientador: Antbnio Peixoto Albernaz.

O Cor pulmonale (Cp) é definido como uma sindrome, caracterizada por alteracbes
patolégicas do ventriculo direito (VD), hipertrofia e dilatacdo, resultantes de uma
disfuncdo pulmonar. Objetivou-se com este trabalho, avaliar o comportamento
clinico, bioquimico e histopatolégico de ratos induzidos experimentalmente a Cp.
com monocrotalina (MCT), e tratados com trés diferentes protocolos terapéuticos de
N-acetilcisteina (NAC). Foram utilizados 57 ratos Wistar machos, subdivididos em
nove grupos: A — controle absoluto, S — sem inducdo com MCT e C — com inducao
com MCT; e protocolo terapéutico: placebo, NAC10, NAC100 e NAC300. O Cp foi
induzido por injecdo Unica de MCT (60mg/kg i.p.). Apés vinte e um dias de inducéo,
foi iniciado o protocolo terapéutico com NAC, pelo método de gavagem, durante
qguatorze dias. No 35° dia os animais foram eutanasiados para coleta de materiais e
seguintes analises: bioquimica sérica, tecidual e histopatologia. Os dados foram
analisados pelos testes analise de variancia (ANOVA) de uma via complementada
com o teste de comparacdo multipla de médias Bonferoni. A MCT induziu sinais
clinicos de Cp., sendo a dispneia e reducdo do apetite os mais frequentes, e as
diferentes doses de NAC ndo modificaram esses resultados. Os animais do grupo C
apresentaram perda de peso a partir de vinte e um dias de inducéo, exceto os
pertencentes ao grupo C-NAC300 que permaneceram com ganho de peso. Os
animais do grupo C apresentaram valores superiores de alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato amintransferase (AST), revelando dano hepatocelular, e as
diferentes doses de NAC néo reverteram esses valores. Os resultados de creatinina
foram elevados para o grupo C-PLAC, revelando prejuizos a funcdo renal. As trés
doses de NAC administradas, foram capazes de reduzir esses valores. Com relacéo
a creatinofosfoquinase (CK) e CK-fragdo cardiaca (CK-MB), os animais do grupo C-
PLAC e C-NAC10 apresentaram valores elevados, revelando prejuizos aos tecidos
muscular e cardiaco. As doses de 300 e 100mg/kg de NAC respectivamente,
influenciaram positivamente esses resultados. A MCT aumentou a lipoperoxidacao
(LPO) nos grupos A e S, e as diferentes doses de NAC nao reduziram estes valores.



A MCT aumentou a atividade da superoxido desmutase (SOD) nos grupos C-PLAC e
C-NAC10, e as doses de 100 e 300mg/kg de NAC reduziram esses resultados; e a
catalase (CAT) aumentou no grupo C-PLAC, com as doses de 10 e 100mg/kg de
NAC sendo capazes de reverter esses valores. Estes dados revelaram a presenca
de desequilibrio redox. A MCT induziu lesdes no tecido hepético, ndo sendo as
diferentes doses de NAC capazes de reduzir o niumero e a frequéncia das lesbes, e
também induziu lesdes no tecido cardiaco, sendo mais evidente nas camaras
direitas. A MCT foi capaz de produzir hipertrofia do ventriculo direito em ratos, sendo
a dose de 300mg/kg de NAC eficiente em reduzir esse efeito. Conclui-se que o
modelo experimental adotado foi eficiente no estabelecimento do Cp., e a NAC

sugerida como terapia adjuvante no controle desta sindrome.

Palavras-chave: monocrotalina, hipertensao pulmonar, coracéo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

SILVEIRA, Lara Lages da. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). August, 2014. N-acetylcysteine in therapy of Cor pulmonale in rats
(Rattus novergicus). Professor advisor: Antonio Peixoto Albernaz.

The Cor pulmonale (Cp) is defined as a syndrome, qualified by pathological changes
in the right ventricle (RV), hypertrophy and dilatation, resulting from a pulmonary
dysfunction. The objective of this work, is to evaluate the clinical, biochemical and
histopathological behavior on rats experimentally induced to Cp. by monocrotaline
(MCT), and treated on three different therapeutic protocols of N-acetylcisteine (NAC).
Were used 57 Wistar male rats, subdivided in nine groups: A — absolute control / S
— without induction by MCT / C — with induction by MCT; and therapeutic protocols:
placebo, NAC10, NAC100 and NAC300. The Cp was induced by a single injection of
MCT (60mg/kg i.p.). After 21 days of induction, were initiated the therapeutic
protocols with NAC, using gavage (forced feeding), during 14 days. On the 35th day
the animals were euthanized for collection of materials and following analysis:
biochemical serum, tissue and histopathology. The data were analyzed by the
analysis of variance tests (ANOVA) of one way and in addition with a Bonferoni test
for comparison of multiples average results. The MCT induced clinical signs of Cp,
being dyspnea and reduction of appetite the most frequent ones, and the different
doses of NAC were not able to revert the results. The animals on C group showed
loss of weight after 21 days of induction, except those from group C - NAC300 which
remained gaining weight. The animals on C group showed some superior value of
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), revealing
hepatocellular damage, and the different doses of NAC were not able to revert those
values. The creatinine results were significantly high for group C-PLAC, revealing
damage to the renal function. The 3 doses of NAC administered, were able to reduce
these values. With respect to creatinephosphokinase (CK) and CK-cardiac fraction
(CK-MB), the animals on C-PLAC group and C-NAC10 group showed high values,
revealing damages to the muscular and cardiac tissue. The 300 and 100mg/kg doses
of NAC influenced positively these results. The MCT increased lipoperoxidation
(LPO) on groups A and S), and the different doses of NAC were not able to revert
these values. The MCT increased the activity of superoxide dismutase (SOD) on C-



PLAC group and C-NAC10 group, and the 100 and 300mg/kg doses of NAC reduced
these results; and the catalase (CAT) increased on C-PLAC group, with the 10 and
100mg/kg doses of NAC being able to revert theses values. These data revealed the
presence of imbalance redox. The MCT induced some lesions in liver tissue, and the
different doses of NAC were not able to reduce the number and the frequency of
injuries, it also induced some lesions on cardiac tissue, being more evident on the
right chambers. The MCT were able to produce hypertrophy of right ventricle in rats,
being the 300mg/kg doses of NAC efficient on reducing this effect. In conclusion the
experimental model adopted was efficient on establishing Cp. And NAC indicated as

adjuvant therapy for the control of this syndrome.

Keywords: monocrotaline, pulmonary hypertension, heart, oxidative stress.
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Figura 17: Hipertrofia cardiaca direita em ratos induzidos com MCT a
Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC), pela
relacdo PVD/PSVE (g/g), sob condi¢cdes laboratoriais. Valores
expressos em média (x erro padrao) pelo teste de Bonferroni’s

na probabilidade de 5%.
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1. INTRODUCAO

A Hipertenséo arterial pulmonar (HAP) é definida como o0 aumento na pressao
arterial pulmonar, acima de 25 mmHg (pequenos animais. Sua etiologia € imprecisa,
sendo na maioria das vezes um processo secundario a outros distarbios. A HAP
caracteriza-se pela presenca de remodelamento vascular, trombose in situ e
vasoconstricdo pulmonar. Por este motivo, a utilizacdo de substancias que tenham
acao sobre a circulacdo pulmonar, talvez seja a base para o tratamento da doenca.

Cor pulmonale (Cp) manifesta-se por alteracdes patolégicas do ventriculo
direito (VD) resultantes de uma disfuncédo pulmonar. Essas manifestacées quando
cronicas apresentam-se como hipertrofia e dilatacdo do VD secundaria a HAP
decorrente de doenca vascular e/ou do parénquima pulmonar, culminando com um
quadro de insuficiéncia cardiaca direita (ICD). A insuficiéncia cardiaca (IC) ocorre
pela incapacidade funcional do coracdo em adaptar-se as exigéncias nutricionais e
de oxigenacdo demandadas pelos tecidos. Os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da IC ainda ndo foram completamente entendidos, porém varios
estudos mostram a participacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nestes
processos.

Com o objetivo de minimizar ou inibir os efeitos deletérios dos oxidantes, o
organismo possui um complexo e eficiente sistema de defesa antioxidante, que é
composto de elementos enzimaticos e ndo enziméaticos.

Algumas substancias possuem o potencial de neutralizar as acdes dos
radicais livres, prevenindo os danos oxidativos. Os antioxidantes sao responsaveis
por manter em equilibrio as concentracdes de oxidantes, evitando um excesso na
sua formacdo ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas.

Dentre os inmeros antioxidantes estudados estdo a n-acetilcisteina, acido
ascorbico, resveratrol, é&mega 3, a-tocoferol, alopurinol, diferoxamina, catalase,
glutationa peroxidase (GPX), superoxido dismutase, magnolol, tempol entre outros.

A NAC é um antioxidante amplamente estudado, sendo bem conhecida como
precursora da glutationa, e utilizada clinicamente como droga mucolitica e no
tratamento da intoxicacdo por paracetamol, com raros efeitos adversos.

Modelos experimentais de HAP tém sido criados e caracterizados para

estudar e entender seus mecanismos, objetivando prevencdo e tratamento das



manifestagbes clinicas. Entre os modelos experimentais de HAP amplamente
utilizados esta a administracdo da monocrotalina (MCT), uma toxina classificada
como um alcaloide macrociclico pirrolizidina. Uma Unica aplicacdo de MCT
intraperitoneal em ratos produz, na segunda ou terceira semana subsequente,
caracteristicas clinicas que se assemelham a HAP idiopatica em humanos.

Muito jaA se sabe a respeito de diagnosticos e agentes causadores desta
doenca, entretanto os reais fatores e processos desencadeantes das doencas

cardiovasculares, em especial a sindrome da IC, ainda permanecem obscuros.

1.1 HIPOTESE

Baseado em dados extraidos da literatura que afirmam a relacdo positiva
entre hipertensdo pulmonar e estresse oxidativo (EO), o presente estudo tem a
intencdo de testar a hipétese de que os animais submetidos a situacdo de EO,
guando induzidos com MCT a um quadro de Cor pulmonale e, submetidos a terapia
antioxidante com NAC (10mg/kg, 100mg/kg, e 300mg/kg) apresentam melhora

clinica, laboratorial e/ou estrutural do ventriculo direito.

1.2 JUSTIFICATIVA

A HAP induzida por MCT esta relacionada com o aumento na formacgéo de
ERO e a reducdo na sintese de o6xido nitrico (NO) nos tecidos pulmonares e
cardiacos. Por modular esses fatores, a administracdo de uma terapia antioxidante
podera contribuir para o controle e a reducéo dos efeitos deletérios dos oxidantes
sobre esses tecidos e atenuacgéo da doenca de base.

A NAC é uma substancia antioxidante comprovadamente eficiente, de facil
administragdo, com raros efeitos colaterais e com boa atuacdo em tecidos
pulmonares e cardiacos, através de suas propriedades imunomoduladoras,
antioxidantes e anti-inflamatorias.

A NAC além de fornecer cisteina para a biossintese de glutationa (GSH), um
importante tripeptideo que atua nos processos de desintoxicacdo e manutencdo do
equilibrio redox, também atua como scavenger de peroxido de hidrogénio (H205,),

um importante mensageiro para a sintese e ativacao de mediadores inflamatorios.
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Embora o acido ascoérbico, a-tocoferol e a vitamina K tenham sido
amplamente utilizados para neutralizar diretamente agentes oxidantes, eles n&o
podem, no entanto, repor a cisteina necessaria para a sintese e reposicao da GSH.
Sugerindo desta forma, que a NAC seja uma droga promissora como terapia
adjuvante de doencas associadas ao EO.

Desta forma, esse trabalho justifica-se por contribuir em estudos futuros, tanto
na medicina humana quanto veterinaria, relacionados ao efeito antioxidante da NAC
sobre o tecido cardiaco, foco da doenca, sendo a proposta terapéutica neste modelo

experimental.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivos Gerais

Testar em ratos Wistar, o efeito antioxidante da NAC em trés doses distintas
(10mg/kg, 100mg/kg, e 300mg/kg) no quadro de Cor pulmonale induzido
experimentalmente com MCT; tentando identificar a dose mais eficiente.

1.3.2 Objetivos Especificos

Induzir experimentalmente Cor pulmonale em ratos (Rattus novergicus)
através da administracdo de MCT;

Avaliar os parametros clinicos indicativos de Cor pulmonale;

Avaliar consumo alimentar e evolugcéo do peso corporal dos animais;

Mensurar parametros bioquimicos séricos: alanina aminotransferase (ALT);
aspartato aminotransferase (AST); fosfatase alcalina (FA); albumina, ureia,
creatinina, creatinofosfoquinase (CK) e CK-MB isoenzima massa (CK-MB);

Mensurar marcadores de estado redox em homogeneizados de VD: CAT e
SOD;

Mensurar marcadores de dano oxidativo/lipoperoxidagdo em homogeneizado
VD: TBARS;

Quantificar o grau de hipertrofia cardiaca;

Avaliar os tecidos hepatico, renal e cardiaco do ponto de vista histopatoldgico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP)

A Hipertensdo Arterial Pulmonar € uma condi¢cdo progressiva por uma
obstrucdo pré-acinar das artérias pulmonares e aumento da resisténcia vascular
pulmonar, com consequente elevacdo da presséao arterial pulmonar média (RUBIN,
1993). Ela pode ocorrer como um fenémeno isolado ou associado a inUmeras
alteracOes cardiopulmonares, estando relacionada a elevados niveis de morbidade e
mortalidade (RABBO, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2020, mais de
40% do total de ébitos da populacdo humana mundial estara relacionado a doencas
cardiovasculares. No Brasil, segundo dados do Sistema Unico de Satde (SUS), a
insuficiéncia cardiaca acomete dois milhdes de pessoas, com uma incidéncia de
duzentos e quarenta mil hovos casos por ano. Apesar da relevancia dada a esta
patologia em humanos, a HAP ainda é pouco descrita na medicina veterinaria,
sendo responsavel por um elevado indice de morbidade e mortalidade.

Sua etiologia é incerta, visto os multiplos genes e fatores ambientais
envolvidos. Entretanto, os achados histolégicos evidenciam proliferacdo de células
endoteliais e musculares lisas das artérias e, consequente remodelamento vascular
pulmonar (RUBIN, 2004).

Simonneau et al. (2009) classificam esta sindrome, de acordo com a etiologia,
em cinco grupos : a) idiopatica; b) causada por envolvimento do coracdo esquerdo;
c) decorrente de hipoxemia; d) relacionada a obstrucdo da artéria pulmonar e e)
miscelanea que agrupa causas como sarcoidose, adenopatia, tumor e fibrose
mediastinal. Belerenian (2007) descreve que na medicina veterinaria, a HAP pode
ser classificada em priméria; secundaria: a tromboembolia pulmonar, doencas
cardiacas e doencas respiratorias; ou idiopatica.

A HAP é um achado frequente sendo consequéncia de inUmeras doencas
(Tabela 1) (RICH, 1998). A Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) € uma das
principais doencas envolvidas na ocorréncia da HAP (RABBO, 2005).

A DPOC é um importante fator de risco para o desenvolvimento de outras

doencas cronicas, onde se inclui as doencas cardiovasculares. Na literatura, ja esta
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bem estabelecido que doencas pulmonares possam causar diretamente alteragbes
na mecanica cardiaca, culminando em prejuizos que invariavelmente induzem o
estabelecimento da IC (SIETSEMA, 2001).

Diversos estudos sugerem que a vasoconstricdo pulmonar € um dos
mecanismos envolvidos na patogénese da hipertensdo pulmonar (HP), com
hipertrofia da camada média, reducdo da producdo de vasodilatadores pelo
endotélio pulmonar (prostraciclinas e Oxido nitrico) e, aumento da producédo de
vasoconstritores (endotelina). Logo, a utilizacdo de substancias com acdo sobre a
circulacao pulmonar, torna-se a base para o tratamento da doen¢ca (ARCHER, RICH,
2000). Modelos experimentais de HAP tém revelado que a prevencao ou a reversao
do aumento da pressédo nas artérias pulmonares esta associada com a restauracao
da atividade da oxido nitrico sintase endotelial (NOS) (CAMPBELL et al., 2001).

Nos ultimos anos, o reconhecimento precoce e a expansao de novas opc¢oes
de tratamento tém melhorado o prognéstico para pacientes com HAP (BOGAARD et
al., 2009; YILDIZ, 2009).
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Tabela 1 — Causas de hipertensdo pulmonar e Cor pulmomale (OTA, PEREIRA,

1998).

CAUSAS DE HP E Cor pulmonale

1. Doengas alveolares e de vias aéreas

- DPOC

- Fibrose cistica
- Doengas infiltrativas e granulomatosas

Sarcoidose

Fibrose pulmonar idiopatica
Colagendlise

Radiacgdo

Pneumoconiose

- Obstrucdo de vias aéreas superiores

- Pneumopatia secundaria

- Pneumopatia congénita (fistula arteriovenosa)
2. Doengas da caixa tordcica

- Cifoescoliose

- Doenga neuromuscular

- Sindrome da apneia do sono

- Hipoventilagdo idiopatica

- Fibrose pleural
3. Doengas vasculares do pulméo

- Hipertensdo pulmonar primaria

- Arterite pulmonar granulomatosa (Sarcoidose e Esquistossomose)

- Induzida por drogas

Anorexigenos
Cocaina
Triptofano

- Anemia falciforme
- Tromboembolismo pulmonar
- Vasculites
- Doenga pulmonar venoclusiva
4. Compressdo vascular pulmonar extrinseca
- Tumores mediastinais
- Aneurismas
- Granulomatose
- Fibrose mediastinal

2.1.1 Cor pulmonale (Cp)

O termo Cor pulmonale € definido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

como uma sindrome, caracterizada por alteracfes patoldgicas do ventriculo direito

(VD), resultantes de uma disfuncdo pulmonar (LUDKE, 2007). Tais alteracdes

gquando crdnicas apresentam-se sob a forma de hipertrofia e dilatacdo do VD

secundéaria a HAP, decorrente de uma doengca do parénquima pulmonar e/ou
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sistema vascular (BRAUNWALD, 1997, RABBO, 2005). Esta definicdo, ndo se torna
verdadeira, quando as alteracbes pulmonares sdo secundarias as doencas que
afetam o lado esquerdo do corac&o ou a cardiopatias congénitas (LUDKE, 2007).

As modificacdes estruturais e funcionais apresentadas pelos pulmdes levam a
um aumento na tensdo que o VD precisa desenvolver para contrair-se. Logo, o
incremento da poés-carga imposto ao VD, torna-se o principal estimulo para a
ocorréncia da hipertrofia miocéardica (SIETSEMA, 2001).

O VD néo é capaz de sustentar a sobrecarga de pressdo em longo prazo,
ocorrendo diminuicdo da forca de contracdo, por mudancas estruturais e funcionais
dos cardiomidcitos, e consequente dilatagdo do VD. Os mecanismos de transi¢cdo da
hipertrofia a dilatacdo no VD nao estdo bem definidos, mas sugere-se que
modificacdes neuro-hormonais, ativacdo do sistema imune, estresse oxidativo e
nitrosativo, entre outros, modifiguem o desenvolvimento da ICD na HAP (BOGAARD
et al., 2009).

Os portadores de Cp. apresentam alteragbes em sua fisiologia
cardiorrespiratéria, que sdo responsaveis pela limitada capacidade em executar
atividades. Tal fato da-se, pela ineficiéncia na oferta de oxigénio, em situacdes de
aumento na demanda energética para o exercicio, gerando um déficit no consumo
de oxigénio. Esta situacdo é determinante para o estabelecimento da fadiga
precoce, comumente observada nestes individuos, gerando uma incapacidade em
executar suas atividades diarias, com consequente reducdo na qualidade de vida
(RABBO, 2005).

2.1.2 Fisiopatogenia

A HAP resulta em mudancas compensatérias no lado direito do coracéo, ou
seja, um remodelamento cardiovascular para suportar o aumento da carga de
trabalho imposta a musculatura cardiaca, progredindo para uma hipertrofia
compensatoria do ventriculo direito e insuficiéncia cardiaca associada a elevada taxa
de mortalidade, conhecida como Cp. (MERELES et al., 2006). Comumente a HAP é
0 elo entre as mudangas funcionais e estruturais do ventriculo direito, e a doenga
pulmonar (FARAHMAND et al., 2004; CHAOUAT et al., 2008). A presenca de HAP
com Cp geralmente esta associada a um pior prognéstico, independente da doenca

de base. A sobrevida estimada, na presenca de Cp, € de 45% em dois anos, contra
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69% na sua auséncia (MACNEE, 1992). Antes do surgimento e uso rotineiro das
novas drogas disponiveis para o tratamento da doenca, a sobrevida média dos
pacientes com HAP era de 2,8 anos apoés o diagnostico (RICH et al., 2000).

Modelos experimentais de HAP e Cp. tém sido criados e caracterizados para
estudar e entender seus mecanismos. As pesquisas desenvolvidas tém o intuito de
prevenir e tratar manifestacdes clinicas que culminam com IC, pois esta doenca
ainda é responsavel por elevado indice de morbidade e mortalidade dentro da

populacdo humana mundial (PAN et al., 1993).

2.1.3 Sintomatologia

Segundo Ricachinevsky e Amantéa (2006), seres humanos com HAP,
independente da etiologia, ndo apresentam um quadro clinico especifico. As
criancas apresentam sintomas predominantes de baixo débito cardiaco, como falha
no crescimento, letargia, irritabilidade, taquipneia e taquicardia. Em contrapartida, os
adultos referem algum grau de desconforto respiratorio, fadiga, cefaleia, dor toracica,
sendo esta provavelmente decorrente de isquemia ventricular direita, e episodios de
sincope pos-esforco. Eventualmente casos de morte subita podem ocorrer. Os
pacientes veterinarios podem apresentar fadiga, intolerancia ao exercicio, angustia
respiratoria, tosse, estertores e crepitacbfes pulmonares, além de expiracdo
prolongada (KELLUM; STEPIEN, 2007). Segundo Hegewald et al. (2007), dispneia,
ortopneia, fraqueza, dor toracica e hemoptises podem estar presentes. Zabka et al.
(2006) descreveram que os sinais clinicos se apresentam de forma progressiva e
caracterizam-se por dispneia ou taquipneia, letargia e intolerancia ao exercicio,

normalmente associados a estresse ou excitagao.

2.2 Hipertrofia Cardiaca

Para manter sua eficiéncia, a atividade cardiaca necessita de um complexo
sistema de interacdo, que envolve componentes do sistema neuroenddcrino,
sinalizadores celulares para transcricdo génica e componentes funcionais do
musculo cardiaco. Desta forma, a estrutura miocardica desempenha papel primordial
no trabalho eficiente deste 6rgao (RABBO, 2005).
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7

Uma caracteristica intrinseca de todas as células é a sua capacidade de
modificar seu funcionamento em resposta a estimulos externos. Assim, alteraces
extracelulares identificadas pelos cardiomiocitos, sado capazes de promover
modificacdes tanto bioquimicas e eletrofisioldgicas, quanto estruturais do mesmo.
Dependendo do tipo, do grau e da duracdo destes estimulos, as modificacdes
adaptativas apresentadas pela célula cardiaca podem alterar suas caracteristicas
funcionais (RABBO, 2005).

Durante seu desenvolvimento, o cardiomiécito sofre inGmeras modificacdes e,
na fase adulta, € passivel de ser alterado em decorréncia de determinadas doencas.
A hipertrofia miocérdica € provavelmente o melhor exemplo de adaptacdo de uma
estrutura celular a estimulacdo (TERRACIO, THOMAS, 1998).

A hipertrofia cardiaca classifica-se em fisioldgica (induzida pelo exercicio) ou
patologica (resposta a sobrecarga cronica de volume e/ou pressao) (WAKATSUKI et
al., 2004). Na manifestacdo patoldgica, a reestruturacdo do tecido cardiaco tem a
finalidade de compensar uma reducdo na funcéo contratil do coracdo. Tal processo
€ transitorio e evolui para estagios mais avancados, onde o miocardio hipertrofiado
torna-se progressivamente incapaz de manter um débito cardiaco adequado. Em
longo prazo, ocorre uma reducdo do tecido contratil e substituicio de tecido
funcional por tecido fibroso, com consequente reducdo da capacidade contratil
miocardica, e a instalacdo de um quadro de IC (BELERENIAN et al., 2007).

O aumento gradual da pressao diastélica final e a reducdo da pressao
sistélica ventricular final indiciam o desenvolvimento e a instalacdo do processo de
IC (BELERENIAN et al.,, 2007). Com o objetivo de tentar compensar tais
modificacdes hemodindmicas, alguns mecanismos séo disparados, sendo o controle
da resposta ao remodelamento cardiaco, o mais amplamente conhecido (TOMBE,
1998).

2.3 Papel do Oxido Nitrico na HAP

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa que possui um elétron
desemparelhado, é lipofilico e se difunde prontamente através das membranas
plasmaticas de acordo com o gradiente de concentracdo. Em decorréncia de sua
estrutura quimica, o elétron desemparelhado confere reatividade com outras

moléculas, desencadeando muitos e diferentes efeitos bioldgicos. Um exemplo bem
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conhecido dessas reacdes envolve a difusdo de NO de células vasculares
endoteliais para células da musculatura lisa vascular, onde o NO reage com o ferro
de grupamentos heme da guanilato ciclase solavel, alterando sua conformacéo e
ativando a enzima. Uma vez ativada, a guanilato ciclase produz guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), promovendo o relaxamento dessas células na
musculatura lisa vascular (LUDKE, 2007).

Segundo Coggins e Bloch (2007), esses efeitos bioquimicos é que promovem
respostas vasodilatadoras do NO, desencadeando mecanismos de sinalizacao para
estimulo e modulagdo do ténus vascular e do fluxo sanguineo.

Além disto, o NO participa ainda de inimeras outras reacfes biologicamente
importantes. No estado gasoso, ele reage com o oxigénio (O) para formar o dioxido
de nitrogénio (NO;), um gas toxico que se forma proporcionalmente as
concentracbes de NO e oxigénio. Em solucéo, ele reage com O, para formar
metabdlitos inativos — nitrato e nitrito. O NO também pode reagir rapidamente com o
oxigénio em radical superoxido para formar peroxinitrito (ONOO), um potente
oxidante, que pode levar a danos teciduais em sindromes agudas pulmonares
(HART, 1999).

As 6xido nitrico sintases (NOS), sdo enzimas responsaveis pela producao de
NO, a partir do aminoacido arginina gerando como produto, a citrulina. Trés
diferentes isoformas ja foram identificadas: NOS endotelial — eNOS, isolada do
endotélio; NOS induzivel — INOS, por sua expressao se tornar elevada mediante a
necessidade de uma resposta inflamatoria; e NOS neuronal — nNOS, por sua
predominante expressao no tecido neuronal (COGGINS; BLOCH, 2007).

Evidéncias indicam que a expressao das isoformas nNOS e eNOS
(constitutivas) e a sintese intravascular de NO, participam da regulacdo da
reatividade vascular pulmonar em oOrgdos sadios. Indicam ainda, que o NO
desempenha importante papel na regulacdo de eventos vasculares, nas vias aéreas
e nos processos inflamatorios. A producdo deficiente deste gas na vasculatura
pulmonar esta fortemente associada com a ocorréncia de HAP (HART, 1999).

Expressoes reduzidas de NOS no endotélio vascular pulmonar de pacientes
portadores de HAP primaria e secundaria, sugerem que a atenuacao sustentada da
producdo de NO, tem relacdo com alteracdes significativas de tonus vascular (GIAD;
SALEH, 1995). Logo, alteracdes na producdo de NO a partir da eNOS, parece
desempenhar um importante papel na patogénese da HAP (LUDKE, 2007).
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Modelos experimentais de HAP tém mostrado que a prevencao ou reversao
do aumento da pressdo nas artérias pulmonares esti associada com a restauragcao
da atividade da NOS (CAMPBELL et al., 2001).

NADPH NADP +
02 \ / H20
H2N + CQ0- 0 cOoQ -
N H NOS SNl +
H2N H3N + / \ H2N H3N
L - Arginina BH4 BH 2 L - Citrulina
FAD, FMN

Figura 1 — Formacéao do éxido nitrico (NO) pela éxido nitrico sintase (NOS) (COSTA et al.; 1999).

2.4 Modelos Experimentais de Insuficiéncia Cardiaca

2.4.1 Monocrotalina (MCT) como Modelo Experimental de HAP e IC (Cor
pulmonale)

A MCT ¢é derivada de uma planta amplamente distribuida por véarios
continentes, onde mais de 200 tipos ja foram identificados, em 300 diferentes
espécies de plantas de mais de 13 familias. As plantas ndo toxicas sdo comumente
utilizadas como fonte alimentar, e também na medicina. E por este motivo, muitas
vezes as que apresentam propriedades toxicas, acabam se desenvolvendo como
ervas daninhas nas plantagbes, sendo colhidas juntamente com o0s graos. Em
decorréncia disto, varios eventos de contaminacdo humana ja foram documentados
(WILSON et al., 1992).

A MCT é uma substancia quimica classificada como alcaloide macrociclico
pirrolizidina, presente em uma variedade de plantas, como nas sementes de
Crotalaria spectabilis (Figura 2). Sua toxicidade depende de sua estrutura quimica,
onde somente 0s que possuem ligacdo dupla na posicédo 1,2 sdo toxicos (COMINI,
1996). No figado, a MCT é bioativada a um alcaloide pirrol, a dihidromonocrotalina
(DHA), que é um metabdlito reativo. Ele é transportado até os pulmdes, onde causa
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mudancas megalociticas nas células endoteliais pulmonares, gerando ativagéo
prolongada e lesdo no leito vascular com consequente remodelamento estrutural dos
mesmos, hipertenséo arterial pulmonar, hipertrofia do ventriculo direito por aumento
da pdés-carga e posterior insuficiéncia cardiaca (CHENG et al., 2005).

A toxicidade seletiva pelo pulméo é contréria a de outros alcaloides pirréis por
diferengas no metabolismo hepético e cinética sanguinea da MCT. A MCT se
acumula nos eritrgcitos, onde é estabilizada durante o transporte até o pulm&o. Uma
segunda fase deste metabolismo acontece com a conjugacédo da MCT e a glutationa
(GSH), que representa a reacao de detoxificagcdo (CHENG et al., 2005).

A MCT tem sido utilizada para reproduzir um modelo de HAP, de hipertrofia e
ICD, pois quando na circulacdo, causa proliferacdo celular nas arteriolas
pulmonares, impedancia ao fluxo sanguineo com consequente HAP (SILVA, 2011).
Este quadro progride a hipertrofia compensatéria do VD e ao progressivo
desenvolvimento de IC. Trabalhos envolvendo este modelo experimental tém
apresentado alteracdes diferenciais tempo-dependentes. Farahmand et al. (2004)
observaram aumento na pressdo ventricular direita a partir do sétimo dia apdés
injecdo com MCT, sendo que aos quatorze dias encontraram aumento do peso do
VD. Estudo feito por Daicho et al. (2009) acompanhou animais injetados com MCT
por oito semanas, onde se verificou aumento do peso pulmonar, reducdo do peso
corporal e hipertrofia cardiaca a partir de quatorze dias, com sinais de ICD a partir da
sexta semana. A variabilidade de estudos feitos com os efeitos da MCT deve-se néo
somente as deficientes janelas temporais, mas também as concentracfes da droga,
caracterizando-se como uma droga de efeitos tempo e dose-dependentes.

Uma das principais vantagens da utilizacdo deste modelo, é que uma Unica
injecdo intraperitoneal de MCT em ratos é capaz de mimetizar nas duas ou trés
semanas subsequentes, varias alteracbes patoldgicas apresentadas por pessoas
portadoras de HAP e Cor pulmonale, sem precisar de interveng¢des cirargicas
(WOLKART et al., 2000; JASMIN et al., 2003). Apo6s quatro horas, uma injecéo de
MCT na dose de 60mg/kg promove alteracdes celulares como edema da camada
meédia nas arteriolas pulmonares e migracdo de células inflamatdrias depois de oito
a dezesseis horas, progredindo para remodelamento vascular até o oitavo dia
(SEGALL, 1989). Ap6s sete dias, surgem o0s primeiros indicios de aumento da
resisténcia vascular pulmonar pelo retardo no tempo de ejecdo de sangue pela

artéria pulmonar, iniciando mais intima relacdo com a adaptacédo cardiaca, que ira
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culminar com IC por volta da terceira semana (JONES et al.,, 2002), e 0 aumento
progressivo do VD.

Em ratos, a MCT causa necrose hepatica periacinar somente em altas doses,
enquanto que uma dose Unica baixa causa hipertensdo arterial pulmonar e Cor
pulmonale, sem a ocorréncia de doenca hepatica associada (RABBO, 2005).

Nem todas as espécies sao susceptiveis a MCT. Em suinos e aves a MCT
causa doenca renal (WILSON et al., 1992).

Deste modo, a MCT na dose Unica de 60mg/kg, torna-se um modelo
apropriado para estudar com detalhes a patofisiologia da HAP, Cor pulmonale e IC,
objetivando identificar novas estratégias terapéuticas em humanos (SEYFARTH et
al., 2000; RABBO, 2005).

Figura 2. Planta Crotalaria spectabilis (http://www.missouriplants.com/Yellowalt/Crotalaria_spectabilis_page.html| 25.03.14)

2.5 Radical Livre

Radical livre é qualquer espécie quimica (&tomo ou molécula) que possua um
ou mais elétrons desemparelhados em qualquer orbital, normalmente o mais
externo, capaz de existéncia independente (CAVALCANTE, BRUIN, 2009).
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Com a descoberta do oxigénio como componente quimico do ar por Priestley
(1774), foi descrito quase que simultaneamente a sua toxicidade. Lavoisier, jA em
1783, provou que altas pressfes de oxigénio tinham efeito toxico sobre os pulmbes
de animais. No entanto, foi Paul Bert (1871) que estabeleceu as bases da toxicidade
do oxigénio hiperbérico. Bert concluiu que todas as formas de matéria viva sofriam
efeitos toxicos sob essas circunstancias experimentais. Os estudos de toxicidade do
oxigénio dependem do organismo em estudo, de sua idade, estado fisiologico e
dieta (HALLIWELL, 1992).

O oxigénio apesar de seus inumeros beneficios, também é considerado um
composto toxico, especialmente para o pulmao, que € o 6rgdo com maior superficie
de contato com o ar ambiente. A molécula de oxigénio € essencialmente ndo reativa,
mas durante o metabolismo aerdbio as células produzem radicais livres de oxigénio
(ROCHA 2008).

Com excecdo de certos anaerébios e organismos unicelulares aerdbios
tolerantes, todos os animais, plantas e bactérias necessitam de oxigénio para
producdo de energia através do uso de canais transportadores de elétrons,
dependente de oxigénio, tais como aqueles nas mitocondrias das células de
eucariontes. Os aerébios sobrevivem porque eles possuem defesas antioxidantes
para sua protecdo, envolvendo um complicado equilibrio entre a geracdo de
substancias extremamente reativas, os radicais livres e a habilidade desses
organismos em controlar tais substancias (TORRES, 2005). Os organismos que
toleram a presenca de oxigénio utilizam mecanismos metabdlicos como oxidases,
oxigenases, hidroxilases, tais como tiroxina hidroxilase ou citocromo P-450
(POSSAMAI, 2005).

A funcéo principal do sistema imunoldgico € a defesa do organismo contra
agentes infecciosos. Células fagociticas tais como macréfagos e neutrofilos sao
essenciais para respostas antimicrobianas, pois essas células liberam quantidades
acrescidas de moléculas altamente toxicas, tais como espécie reativa de nitrogénio
(ERN) e ERO. Existem evidéncias que ndo somente células inflamatdrias, mas
também células nao inflamatorias como, epitélio das vias aéreas, liberam estas
moléculas reativas (FOLKERTS et al., 2001).

Os oxidantes sao importantes em diversos processos fisioldgicos, mas
também podem ter efeitos prejudiciais em células das vias aéreas e tecidos quando

produzidos em altas quantidades, ou durante a auséncia de varios antioxidantes.
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Esses mediadores possuem um papel proeminente na patogénese de muitas
desordens inflamatérias nas vias aéreas (SILVA, 2008).

Os oxidantes tém sido identificados como mediadores de diversas fases de
dano celular e ativacdo de células imunes durante a resposta inflamatéria. Os
macréfagos sdo as principais células responsaveis pelo mecanismo de fagocitose
das particulas ultrafinas que atingem o sistema respiratorio, estimulando a liberacéo
de mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral (TNFa) (WOOD et al.,
2003). A inabilidade dos macréfagos em fagocitar uma grande quantidade de
particulas, resulta em uma estimulacdo continua das células epiteliais, com aumento
da producdo de citocinas como IL-8, que contribuem para o processo inflamatorio
(WOOD et al., 2003).

Situacdes de imunidade comprometida e disturbios de reparacdo conduzem a
processos de danos intracelulares, gerando oxidacdo em compartimentos macro e
micromoleculares, aumentando a ocorréncia de arteriosclerose, mutacdo e
carcinogénese, degradacdo do colageno, decréscimo na atividade enzimatica,
menor concentracdo de adenosina trifosfato (ATP) e maior agregacdo plaquetaria
(STEPNIEWSKA et al. 2014).

Quase todas as doencas pulmonares estdo relacionadas com processos
inflamatorios, onde a maioria € gerada por niveis toxicos de ERO e ERN. A producéo
destas espécies reativas inicia usualmente pela formacdo de anion superéxido (O3,
onde sofre reacdo catalisada pela enzima superéxido desmutase (SOD), resultando
na desmutacdo em peréxido de hidrogénio (H.O,) e este, por reacdes mediadas pelo
ferro (reacdo de Fenton) se converte em radical hidroxil (OH") (SILVA, 2008).

Os oxidantes com efeito citotoxico incluem o radical superéxido (O2), o
perdxido de hidrogénio (H-0,), o radical hidroxil (OH"), o singleto de oxigénio (*0,), o
peréxido lipidico (LOOH), o peroxil lipidico (LOO"), o radical fenoxil (CgHsO"), 0 0xido
nitrico (NO) e, o radical 6xido nitrico (NO’) (ZOBAN & CERNY, 2003).

Dentre todas as formas de geragao de estresse oxidativo, a producao de H,0,
parece ter um papel central tanto na producdo celular, através do metabolismo
oxidativo, quanto na acédo citotoxica de diversos agentes exdgenos. Entretanto, por
ser o H,O, um oxidante relativamente estavel, acredita-se que seus efeitos
biolégicos sejam mediados pelo radical OH". A grande producdo de superoxido
facilita também sua reacdo com O6xido nitrico NO™ e consequente geracdo de

peroxinitrito (ONOQO"), que em conjunto com o radical hidroxil sdo oxidantes
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altamente deletérios (SILVA, 2008). Todos os componentes celulares sé&o
suscetiveis a acao dos oxidantes, porém a membrana € um dos mais atingidos em
decorréncia da peroxidacdo lipidica, acarretando alteracbes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares.

A LPO é o resultado da oxidacdo dos lipidios de membrana causado
principalmente pelo OH". Este processo pode levar a dano na integridade da
membrana, causando desarranjos na homeostasia e consequente morte celular
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Desta forma, ocorre uma perda da seletividade
na troca ionica e liberacdo do contetudo das organelas, como enzimas hidroliticas
dos lisossomos e, formacdo de produtos toxicos. A LPO também pode estar
relacionada aos mecanismos de envelhecimento, a neoplasia e a exacerbacdo da
toxicidade de xenobioticos (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A peroxidacao lipidica resulta em uma mistura complexa de hidroperéxidos e
produtos secundarios de oxidacao, incluindo aldeidos como o malondialdeido (MDA)
e 0 4-hidroxi-2-trans-nanenal (HNE) (ANDREAZZA et al.,, 2004). O MDA é um
produto da LPO, sendo utilizado através da reacdo com o &cido tiobarbitarico (TBA)
na analise da LPO in vitro, expresso em MDA e equivalentes (nmol/mg proteina)
(POSSAMAL, 2005).

Inimeras doencas estdo associadas a acao dos oxidantes com moléculas
bioldgicas, tais como diabetes, catarata, sindrome de Parkinson e doencas
cardiorrespiratérias (RABBO, 2005). Os danos no acido desoxirribonucleico (DNA)
causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante nos
processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

Nem sempre os processos de LPO sao prejudiciais, pois seus produtos séao
importantes na reacdo em cascata a partir do acido araquidénico (formacéo de
prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2007). Todavia, 0 excesso desses produtos pode ser lesivo (ROSS, MOLDEUS,
1991).

Em proteinas, os oxidantes podem gerar dano aos receptores, as enzimas, a
transducédo de sinais, ao transporte de proteinas e de enzimas, além de danos em
outras moléculas. A oxidacdo de proteinas pode ativar o sistema imunologico,
induzindo a formagé&o de anticorpos e doencas autoimunes (GALLOWAY, HANDY,
2003). Os danos gerados as enzimas reparadoras de DNA, podem elevar o0s niveis
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de dano oxidativo no DNA, aumentando a frequéncia de mutagbes (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

A deteccdo de grupo carbonil esta sendo utilizada como indicador de dano
oxidativo proteico (URSO, CLARKSON, 2003). O aumento de proteinas carboniladas
esta associado a varios disturbios patolédgicos incluindo artrite reumatoide, doenca
de Alzheimer, sindrome do distarbio respiratério, doenca de Parkinson e
arteriosclerose (ZWART et al., 1999).

Jong et al. (2000) e Farahmand et al. (2004), utilizando o modelo experimental
de Cor pulmonale, descreveram a evidente participacdo dos oxidantes nos diferentes

estagios de desenvolvimento, tanto de hipertrofia quanto de IC.

2.6 Estresse Oxidativo (EO)

Atualmente, o grande desafio no estudo das doencas cardiorrespiratérias esta
em identificar os papéis dos iniumeros mediadores e mecanismos moleculares
envolvidos na fisiopatogenia da doenca (SILVA, 2008).

Em organismos aerobios sadios, a producdo de ERO e ERN é balanceada
com as defesas antioxidantes. Quando ha um desequilibrio que se perpetua, pode
ocorrer dano em moléculas que podem ou néo ser reparadas (DNA) ou substituidas
(oxidacao de proteinas) (POSSAMAI, 2005).

EO pode resultar da reducao de defesas antioxidantes, ou de um aumento na
producdo de ERO, pela exposicdo a concentracdes excessivas de oxigénio ou
agentes intoxicantes (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). Ele é definido como um
acumulo de ERO, que geram danos a estrutura das biomoléculas de DNA, lipidios,
carboidratos e proteinas, além de outros componentes celulares (Figura 3) (SILVA,
2008). Ou ainda, define-se como um disturbio no balangco entre pré-oxidantes e
antioxidantes (Figura 4), em favor do primeiro, gerando um dano em potencial
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). O alvo principal do EO pode variar dependendo
da célula, do tipo de exposicao e da severidade do estresse (FRIDOVICH, 1998).
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O EO pode resultar em adaptacéo ou leséao celular. Na adaptacéo, as células
podem tolerar o EO, através da autorregulacdo da sintese de defesas antioxidantes
até restabelecer o equilibrio. A lesdo é o resultado de estimulos quimicos ou
fisiologicos, que altera de forma transitoria ou permanente a homeostase celular. A
resposta a leséo pode ser reversivel ou irreversivel, sendo as reversiveis chamadas
de adaptacoes celulares (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

A morte celular pode ocorrer essencialmente de duas formas: necrose e

apoptose. A apoptose também chamada de morte programada, € um tipo de
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autodestruicdo celular que requer energia e sintese proteica para a sua execucao.
Esta relacionada com a homeostase na regulacdo fisioldgica do tamanho dos
tecidos, exercendo um papel contrario ao da mitose. A necrose diferencia-se da
apoptose por representar um fenbmeno degenerativo irreversivel, causado por uma
agressao intensa. Ela promove uma degradacdo progressiva das estruturas
celulares sempre que existir uma agressao ambiental severa (POSSAMAI, 2005).

O EO desregula o metabolismo do Ca*", aumentando os niveis celulares de
calcio, que, ao se ligar com a calmodulina, é capaz de ativar a 6xido nitrico sintetase,
e gerar o NO'. Este pode formar ONOOQO", que é neurotoxico (figura 3). A caumodulina
é uma proteina que se liga ao Ca™", amplamente distribuida, cuja ligacdo a outras
proteinas € gerada em decorréncia de alteracbes na concentracdo intracelular de
Ca'". Tal ligacdo modifica a atividade de varias enzimas-alvo e proteinas de
transporte de membrana (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

E sugerido que o EO esteja envolvido no quadro de transicdo da hipertrofia

compensada para a insuficiéncia cardiaca (SINGAL et al., 1999).

2.7 Relagéo de HAP por MCT e EO

O desenvolvimento de HAP pela MCT resulta em degeneracdo e/ou
hiperplasia do endotélio pulmonar (DEMARCO et al., 2010). Reducao da luz e
hipertrofia da tunica média das arteriolas pulmonares podem ser observadas trés a
sete dias apos injecao de MCT (MEYRICK; GAUBLE, REID, 1980), resultando no
aumento da resisténcia vascular pulmonar, aumentando assim a pressédo no VD.
Observa-se ainda um decréscimo na razdo do numero de arteriolas pelo nimero de
alvéolos vinte e um dias apdés a administracdo de MCT indicando perda vascular
(WILSON et al., 1992).

Ludke et al. (2010) demonstraram diminuigdo na expressao da oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) apoés vinte e um dias da injegcdo de MCT. Posteriormente,
DeMarco et al. (2010) demonstraram que a disfuncéo endotelial do modelo de MCT
esta associada a hipoxia e inflamacao do tecido pulmonar. O processo inflamatério
age como ativador do sistema xantina oxidade (XO) que aumenta a atividade da
NOX,, proteina acoplada a NADPH oxidade que também é ativada pela reducéo da
producdo de NO decorrente da reducdo de eNOS. Por sua vez, a NADPH oxidase

estando mais ativa aumenta a producao de oxidantes (DEMARCO et al., 2010).



27

Diversos autores (PICHARDO et al., 1999; FARAHMAND et al., 2004; RABBO
et al., 2008) tém relacionado a fisiopatologia da HAP induzida por MCT a producao
aumentada de oxidantes e EO. Farahmand et al. (2004) observaram importante
hipertrofia e dilatacdo do VD ao longo de seis semanas de experimento, bem como
aumento da atividade de enzimas antioxidantes envolvidas tanto na dismutacao do
radical superéxido (SOD), como na reducao do peréxido de hidrogénio (CAT e GPX)
a agua quatorze dias apos injecao de MCT. Anteriormente, ja se havia demonstrado
gue aos vinte e um dias apés MCT na dose de 60mg/kg, ndo havia alteracdo na
atividade dessas mesmas enzimas. Entretanto, observaram uma deple¢do na
concentragdo de tocoferol associado a um aumento da LPO (PICHARDO et al.,
1999).

Este modelo também é caracterizado pela elevacédo nos niveis de SOD tanto
no tecido pulmonar como no VD (KAMEZAKI et al., 2008; CSISZAR et al., 2009).
Estudos tém demonstrado que a terapia antioxidante pode atenuar o
desenvolvimento da HAP em modelos com MCT. A inoculacédo intra-traqueal de
adenovirus contendo o gene humano para SOD extracelular pode atenuar o
desenvolvimento de HAP (KAMEZAKI et al., 2008). A administragao intraperitoneal
de EUK-134, um SOD/CAT mimético, também reduziu o EO, a fibrose intersticial e a
sinalizagdo pré-apoptotica com melhora da funcdo do VD, sem que se saiba, no
entanto, sua acao sobre o VE (REDOUT et al., 2010). Também ja foi demonstrado
gue o antioxidante resveratrol diminui a infiltracdo de leucécitos na vasculatura
pulmonar, na proliferagdo de células musculares lisas na artéria pulmonar, no EO
induzido pela NADPH oxidase, e previne o desenvolvimento de HAP e a hipertrofia
do VD (CSISZAR et al., 2009).

No entanto, apesar dos diversos estudos envolvendo o modelo experimental
MCT, os mecanismos fundamentais pelo desenvolvimento e pela progresséo da IC
nao estdo completamente esclarecidos. Visto que esses achados relacionam
fortemente o aumento da producdo de ERO, tanto ao remodelamento das arteriolas
pulmonares quanto a hipertrofia e insuficiéncia do VD. O conhecimento da patogenia
que envolve tanto a HAP quanto o envolvimento do EO é primordial para que
terapias antioxidantes eficientes sejam propostas. Mas, ainda ha uma grande lacuna

sobre o conhecimento das repercussdes neste modelo experimental.
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2.8 Defesas Antioxidantes

Durante o curso do metabolismo celular, a molécula de O, passa por um
processo de reducdo completa até agua. Entretanto, 3 — 5% destas moléculas sao
convertidas a produtos reduzidos, também chamados oxidantes (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

Existem substancias que possuem o potencial de neutralizar as acfes dos
oxidantes, prevenindo os danos oxidativos. A esse grupo denomina antioxidantes
(LUDKE, 2007). Antioxidante € qualquer substancia que quando presente em baixas
concentragbes, se comparadas as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidacdo deste substrato, enzimatico ou ndo enzimatico
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). E considerado o centro do equilibrio das
reacoes redox no corpo humano, ndo agindo isoladamente, mas sinergicamente
(SILVA, 2008). Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da acao
dos oxidantes, ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcéo
(BOWLER et al., 2002).

Seus mecanismos de acdo sdo muitos, podendo incluir remogcdo de O,
presente no meio, atuar como scavengers, “varrendo” os oxidantes ou seus
precursores, inibir a formagcao das ERO, quelar metais que catalisam sua formacao,
induzir o aumento da geracdo de antioxidantes enddgenos, entre outros
mecanismos, envolvendo muitas vezes integracdo funcional de varios destes
componentes (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Os antioxidantes podem ser divididos em naturais, normalmente presentes no
organismo, e compostos sintéticos (PICADA et al., 2003).

Os mecanismos de defesa antioxidante sdo formados por enzimas, tais como
a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa S-transferase (GST), e outras que n&o participam diretamente do
processo, mas fornecem suporte a GPx, como a glicose-6-fosfatodesidrogenase
(G6DP), e a glutationa redutase (GR). Além dessas defesas enzimaticas, existem
ainda antioxidantes n&o enzimaticos, como o a-tocoferol (vitamina E), acido
ascorbico (vitamina C), flavonoides e outras moléculas como o [-caroteno e N-
acetilcisteina (NAC) (RITTER et al., 2004; DEL VECCHIO et al., 2011).

Existem varios estudos que demonstram evidéncias da atividade protetora

dos componentes do sistema antioxidante. As lesbes de reperfusdo pos-isquemias
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do coracdo, rim, figado e intestino sdo prevenidas por SOD e CAT (LEFER;
GRANGER, 2000). Algumas citocinas, em particular a TNFa, que é produzida em
condi¢cbes de isquemia cerebral ou inflamacéo, exercem efeito protetor, em parte ao
aumentar a expressao da SOD. (GALLOWAY, HANDY, 2003).

2.8.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A SOD é considerada a mais importante enzima antioxidante. Ela esta
presente em abundancia nas células aerébias, e pertence a familia das metalo-
enzimas, promovendo a conversao do O, a H,O, e oxigénio molecular (AFONSO et
al., 2007; RITTER, 2007). O O, é altamente reativo e pode causar danos teciduais
devido a proliferacdo e apoptose de células endoteliais (PANDEY et al., 2000). Um
sistema antioxidante efetivo de um individuo adulto saudavel pode neutralizar até
1.75 kg desses radicais diariamente.

O peroxido de hidrogénio produzido por este grupo de enzimas é menos
reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a CAT ou GPX
(ANDREAZZA et al., 2004).

Apesar de serem uma importante linha de defesa contra as ERO, uma
elevada atividade de SOD encontra-se envolvida com o aumento do EO em
inumeros modelos experimentais (NELSON et al., 2006), provavelmente por produzir
H,O, além da capacidade de degradacédo da célula (RITTER, 2007).

Em mamiferos, foram identificadas trés isoformas de SOD reconhecidamente
importantes: Cobre-zinco-SOD (CuzZnSOD), que é encontrada no citoplasma; a
Manganés-SOD (MnSOD), encontrada exclusivamente na mitocéndria; e a SOD-
extracelular (EC-SOD), que € encontrada principalmente em compartimentos

extracelulares, como o plasma, a linfa e o liquido sinovial (AFONSO et al., 2007).

2.8.2 Catalase (CAT)

A catalase € uma hemoproteina citoplasmatica que catalisa a reducéo do
H.O, a H,O e O,. Ela é encontrada no sangue, na medula éssea, no rim, no figado
e foi considerada um importante antioxidante do pulm&o. Sua atividade €
dependente de NADPH (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
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A CAT atua complementarmente a GPx, ndo permitindo a producdo de
hidroxil a partir do H,O, (RITTER, 2007).

Em células eucaribticas, as catalases estdo presentes no citosol e nos
peroxissomas, principalmente (ANDREAZZA et al., 2004). O peroxissoma é a
principal organela responsavel pela desintoxicagéo celular e pela oxidagao de acidos
graxos de cadeia longa, fonte inesgotavel de peréxidos organicos, produtos
carbonilicos e oxigénio singlete. A CAT também pode ser encontrada nas
mitocondrias das células do tecido cardiaco (VASCONCELOS et al., 2007). Alguns
O0rgdos nao possuem peroxissomas, e por este motivo estdo mais expostos aos
danos provocados pela producéo dos oxidantes, como o0 coragédo, os pulmdes e o
cérebro. Nesses orgaos, um mecanismo de defesa acaba sendo a difusdo do H,O,
para o sangue, onde reage com a CAT eritrocitaria (BLOKHINA et al.,, 2003;
ANDREAZZA et al., 2004).

2.9 Terapia Antioxidante

A terapia exdgena assim como dietas ricas em agentes antioxidantes, parece
impedir ou pelo menos reduzir o prejuizo funcional causado pelos oxidantes (VAN et
al., 1997). Apesar do grande numero de estudos positivos sobre terapias
antioxidantes, muitos autores afirmam que a utilizacdo destes agentes tem sido
ineficaz. Tais resultados podem ser justificados em decorréncia de inameras
causas, dentre elas: utilizacdo da terapia precoce ou tardiamente; aplicacdo da
terapia em pequenos grupos ou ainda grupos de maior risco; utilizacdo de dose
inadequada; administragcdo de apenas um antioxidante; testes em grupos nao
homogéneos onde se deseja obter profilaxia e cura; dentre outras (PRYOR, 2000;
DELANTY; DICHTER, 2000; GUERRA, 2001).

Os estudos sobre agentes antioxidantes tém ressaltado, principalmente, 0 uso
de nutrientes isolados no tratamento e na prevencdo de doencas. Porém, nos
alimentos é encontrada uma variedade de substancias que podem atuar
sinergicamente na protecao celular e tecidual (HENCBERG et al., 1998).

O efeito cooperativo entre dois antioxidantes, como por exemplo, a vitamina C
e vitamina E, tem sido frequentemente mencionado na literatura, demonstrando que
a interacdo das mesmas é efetiva na supressédo da LPO de membrana e na protecéo
do DNA (GEY, 1998; BIANCHI, ANTUNES, 1999).
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A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo,
depende dos seguintes fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sao
gerados; analise e métodos para a identificacdo de danos e doses ideais para obter
protecdo. Logo, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em
determinado sistema, porém seja ineficiente na protecdo, ou mesmo que aumente as
lesGes induzidas em outros sistemas ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995).

As principais substancias utilizadas e testadas como agentes antioxidantes
séo: as vitaminas A, C e E, clorofilina, flavonoides, carotenoides, curcumina, selénio,
zinco e a NAC (BIANCHI, ANTUNES, 1999; DOURADO et al., 2006).

2.9.1 N-acetilcisteina (NAC)

A NAC estd entre os mais estudados antioxidantes, sendo testada no
tratamento de diversas enfermidades, dentre elas: sepse, DPOC, sindrome da
angustia respiratéria aguda (SARA), insuficiéncia renal crénica (IRC) e insuficiéncia
hepatica aguda (GUERRA, 2001; DOURADO et al., 2006; CAVALCANTE, BRUIN,
2009). A NAC tem sido utilizada ainda, por promover protecdo cardiaca em modelo
experimental animal, através de propriedades imunomoduladoras, antioxidantes e
anti-inflamatorias, gerando beneficios sobre a vasculatura pulmonar e funcéo
cardiaca direita. (FOLTZ, 2012; CHAUMAIS et al., 2014).

Conhecida como precursora artificial da glutationa (GSH), a NAC é utilizada
clinicamente como uma droga mucolitica, e no tratamento da intoxicacdo por
paracetamol, promovendo raros efeitos adversos (RITTER, 2007).

A NAC é considerada uma pro-droga de cisteina (ZAFARULLAH et al., 2003).
E uma excelente fonte de grupamento sulfidril, que no organismo é convertido a
metabalitos que estimulam a biossintese de GSH. No interior da célula, a NAC sofre
desacetilacéo liberando cisteina, um aminoacido essencial para a sintese desse
importante tripeptideo (GSH), ajudando nos processos de desintoxicagdo e na
manutenc¢ao do equilibrio redox celular (SIQUEIRA, 2011).

Existem quatro grandes pares de defesa redox interdependente: GSH /
GSSG, NADPH / NADP*, NADH / NAD" e tiorredoxina, que interagem para regular o
ambiente redox (SCHAFER, BUETTNER, 2001). A perda da capacidade
antioxidante em uma célula que é estressada oxidativamente acontece

principalmente devido a uma diminuicdo nos niveis de GSH e/ou um aumento da
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GSSG, porque a GSH é o mais abundante tiol livre intracelular. Assim, o EO in vivo,
traduz principalmente deficiéncia de GSH e/ou do seu precursor, a cisteina (ATKURI
et al., 2007).

A NAC também € conhecida como scavenger de H,0O,, do acido hipoclérico e
do radical hidroxil, e por este motivo, inibe a liberacdo de TNFa, a ativacdo de
citocinas proé-inflamatérias e apoptose (RITTER, 2007). Alguns estudos sugerem que
a expressao do gene TNFa seja controlada pela transcricdo da NF-kB, cuja atividade
pode ser induzida pelo H,O,. A NAC mostrou inibir a atividade desta enzima em
varias linhagens celulares, inclusive em macrofagos peritoneais de ratos (PAHAN et
al., 1998). O H,O, diretamente ou indiretamente através de sua reducdo a radical
hidroxil, via reacdo de Fenton, atua como mensageiro na sintese e ativacao de
mediadores inflamatérios. Entdo, a NAC atuando como scavenger destes radicais,
acaba inibindo a liberacdo dos mesmos. Por estas razdes, o0 papel antioxidante da
NAC é reconhecido (RITTER, 2007).

Quimicamente a NAC é semelhante a cisteina. Todavia, a presenca do radical
acetilo em sua estrutura molecular, reduz a reatividade do tiol, quando comparando
com a cisteina. Assim, a NAC torna-se menos téxica, menos suscetivel a oxidacao,
e mais solavel em agua, tornando-se uma melhor fonte de cisteina do que a
administrac@o parenteral da prépria cisteina (BONANOMI, GAZZANIGA; 1980).

Embora a NAC possa eliminar diretamente radicais livres, as constantes de
velocidade para a reacdo com as ERO séo varias ordens de magnitude inferior
aquelas geradas pelas enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPX. Com isso, a
eliminacdo de radicais livres diretamente pela atividade da NAC nédo € de grande
importancia para sua atividade antioxidante in vivo (JONES et al., 2003).

A funcdo priméria da NAC in vivo € fornecer cisteina necessaria para a
sintese e o reabastecimento de GSH. Estudos farmacocinéticos demonstraram que
a NAC sofre um extenso metabolismo de primeira passagem no figado e nos rins,
resultando em concentragdes muito baixas de NAC "livre" no plasma (HOLDINESS,
1991; COTGREAVE, 1997), e praticamente niveis indetectaveis em outros fluidos
corporais, como lavado brénquico (BRIDGEMAN et al., 1991). Na administracao oral,
a NAC é prontamente absorvida no estbmago e intestino (NOSZAL et al., 2000),
chegando ao figado através do sistema porta, onde esta quase totalmente
convertida em cisteina (COTGREAVE, 1997). O figado incorpora a maior parte desta

cisteina em GSH, e em seguida, a maior parte € segregada na circulacdo
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(GRIFFITH, MEISTER, 1979). A NAC tem sido utilizada principalmente nas
intoxicagdes por paracetamol, fornecendo concentragdes adequadas de GSH. Uma
excessiva deplecdo deste agente durante superdosagem de paracetamol pode
causar dano hepatico permanente (ATKINSON, 2002).

Estudo comparando diferentes formas de administracdo da NAC demonstrou
que a formulacdo topica ndo tem revelado aumento sistémico nos niveis de NAC,
cisteina, ou GSH. Além disso, a apresentacdo aerossol pode resultar na oxidacéo de
NAC, podendo ter consequéncias negativas (SARNSTRAND et al.,, 1999). Ja a
administracdo intravenosa eleva transitoriamente a NAC plasmatica em niveis muito
elevados, sendo conhecida por causar efeitos adversos. Embora situagcfes clinicas
por vezes, ditar a necessidade de uma administracdo intravenosa, na maioria das
vezes a administracdo de NAC ocorre pela via oral (PRESCOTT, 2005).

Estudos relacionados com a administracao oral de NAC mostraram que doses
elevadas desta droga (8000 mg/dia), ndo promoveram reacdes adversas
significativas. Entretanto, uma pequena fracdo dos individuos avaliados relatou ter
nauseas, vomitos e azia (DE ROSA et al., 2000). Em outro ensaio controlado com
NAC e placebo, em uma dose média de 6900 mg/dia, quatorze dos sessenta
individuos participantes, relataram desconforto gastrico. No entanto, sete desses
quatorze individuos foram no grupo placebo, sugerindo uma relagdo com a ingestéao
do excipiente, que mais tarde foi reconhecido por conter lactose (DE ROSA et al.,
2000). Em contraste, alguns casos graves como reacdes anafilaticas que incluem
urticaria, hipotenséo e vémitos, foram relatados ap6s a administragéo intravenosa de
NAC. Estas reacOes desapareceram rapidamente quando a administracdo de NAC
foi interrompida ou a taxa de administragcéo intravenosa de NAC foi diminuida. No
geral, os dados disponiveis em estudos com NAC sugerem gue quando a cisteina é
entregue por via oral, em uma forma néo toxica, a toxicidade associada com alta
ingestao de cisteina torna-se insignificante (PRESCOTT, 2005).

A suplementacdo com antioxidantes tem sido estudada extensivamente como
um método para se combater doencas associadas ao EO. Embora comumente a
vitamina C, a tocoferol e a vitamina K tenham sido utilizadas para neutralizar
diretamente oxidantes, elas ndo podem, no entanto, repor a cisteina necessaria para
sintese e reposicdo de GSH (HALLIWELL, 1996). Desta forma, a NAC tem provado
ser mais eficaz no tratamento de doengas associadas a estresse oxidativo (ATKURI
et al., 2007).
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Na sepse, a acdo antioxidante da NAC é reconhecida quando utilizada antes
de sua inducdo. Alguns estudos mostraram que houve um aumento no EO e na
mortalidade por sepse apos o0 uso de elevadas doses de NAC. Possivelmente, este
fato se deu pela sua capacidade em reduzir o ferro para sua forma cataliticamente
ativa, favorecendo a reacéo de Fenton (SPRONG et al., 1998).

Na SARA, a administragdo da NAC tem demonstrado alguns efeitos
protetores, restabelecendo niveis de glutationa dentro dos granuldcitos pulmonares
(LAURENT et al., 1996) e, em fluido de lavado broncoalveolar (ORTOLANI et al.,
2000). Spapen et al. (1998) em estudo com NAC, demonstraram que a monoterapia
parece ndo mudar o curso natural de doencas complexas como a SARA. Entretanto,
sugeriram que sua utilizacdo mais precocemente, poderia ser util reduzindo o dano
induzido pelo EO. A SARA é uma sindrome clinica que ndo é exclusivamente
induzida por oxidantes, e que tem uma fisiopatologia complexa envolvendo vias
inflamatoérias e ndo inflamatérias. Por este motivo, acredita-se que ndo exista um
antioxidante ideal que possa bloquear todas essas vias, sendo mais provavel pensar
em uma combinacdo de antioxidantes associado a terapia de suporte ja utilizada
(RITTER, 2007).

Em outros estudos, desta vez com DPOC, foi verificado que a NAC mostrou-
se capaz de reduzir a concentracdo de H,O, no condensado de ar exalado de
pacientes enfermos. Porém, ndo preveniu a deterioracdo da funcdo pulmonar nem
reduziu a frequéncia de exacerbacbes (DECRAMER et al., 2005). Na DPOC o
principal antioxidante disponivel para pacientes enfermos é a NAC. Ela pode reduzir
a velocidade de declinio anual do volume expiratério forcado no primeiro segundo
em pacientes clinicamente doentes (DOURADO et al., 2006). Alguns estudos em
analise multicéntrica, ndo observaram nenhum efeito da NAC sobre o volume
expiratério forcado no primeiro segundo de 523 pacientes acompanhados por trés
anos. Entretanto, a capacidade residual funcional mostrou-se significativamente
reduzida no grupo que utilizou a NAC (DECRAMER et al., 2001). Segundo
Cavalcanti e Bruin (2009), a NAC é um antioxidante relativamente fraco, suscetivel a
inativacéo pelo EO. E provavel que substancias com acgéo antioxidante mais potente
e com maior estabilidade, que nado participem do ciclo redox, ou ainda, uma
associacdo entre antioxidantes, possam conduzir a um declinio significativo do EO,
modificando a progressao da doenca (CAVALCANTE; BRUIN, 2009).
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Na hipertenséo arterial pulmonar, a NAC tem demonstrado beneficios atraves
de efeitos cardioprotetores e propriedades imunomodulatérias, atuando sobre o
estresse oxidativo e a inflamacédo (CHAUMAIS et al., 2014).

Segundo estudo de Tepel et al. (2000), a terapia com NAC oral, foi capaz de
prevenir a deterioracao da funcao renal em pacientes portadores de IRC.

A NAC é a droga de escolha na terapia da insuficiéncia hepatica induzida por
paracetamol (ATKINSON, 2002). Ela tem inimeras propriedades farmacoldgicas
com beneficios potenciais para 0os pacientes criticamente enfermos: restauracdo do
poder antioxidante celular por recuperar as reservas depletadas de glutationa; ser
uma scavenger de radicais livres tanto diretamente ou como precursor GSH;
vasodilatacdo e inibicdo da agregacdo plaquetaria pelo aumento dos niveis de
GMPc; e regenerar o 0xido nitrico pela doacéo de sulfidril. Além disto, a NAC pode
diminuir a ativacdo de NF-kB com reducdo da producdo de citocinas proé-
inflamatérias, como IL-8 e TNFa.

Evidéncias sugerem que individuos saudaveis que utilizaram doses baixas de
NAC, como 1,2 g/dia, sofreram efeitos pro-oxidativos com aumento dos niveis de
GSH oxidada (KLEINVELD et al., 1992). Devido a esta informacdo, o uso da NAC
em pacientes saudaveis, ndo expostos a situacfes de EO, ndo é recomendado.

Deste modo, torna-se importante a busca de novos antioxidantes e/ou novas
doses que possam atuar como agentes profilaticos e/ou terapéuticos, ja que o EO
tem sido relacionado com a patogénese de inUmeras doencgas, dentre elas o Cor

pulmonale e a insuficiéncia cardiaca, que séo foco do presente estudo.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Comité de Etica para Uso de Animais
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com “Guiding Principles
in the Care and Uses of Animals” e aprovados sob registro CEUA/UENF 201/2013

pelo Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
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3.2 Local

O trabalho foi desenvolvido na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) e
nos setores de Patologia Clinica e Morfologia do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (HV-UENF), no municipio
de Campos dos Goytacazes/RJ. Uma parte do protocolo experimental post morten,
foi desenvolvida no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), Laboratério Compartilhado (LABCOM), llha do Fundéo, Rio de
Janeiro/RJ.

3.3 Amostragem

O modelo experimental adotado foi o rato (Rattus novergicus), por atender
fisiologicamente ao propésito do estudo.

Foram utilizados cinquenta e sete ratos machos Wistar jovens, com cinquenta
dias de idade, divididos em nove grupos (tabela 2) pesando 250g em média,
oriundos do Biotério de Experimentagcdo Animal de Ribeiréo Preto (SP). Os animais
foram aclimatados durante quinze dias e mantidos em caixas plasticas com medidas
de 50 x 35 x 15 cm, sendo trés animais por caixa (figuras 5 e 6). Todos os animais
permaneceram em ambiente com temperatura controlada (20° C), ciclo “claro-
escuro” de 12h, a uma umidade relativa de 70%. Agua e ragdo comercial foram
oferecidas ad libitum.

A evolucdo do peso corporal foi mensurada semanalmente, antes e apos a
administracdo da MCT, e antes e apos terapia com NAC, através de balanca digital.

Todos os procedimentos adotados com 0s animais estdo de acordo com as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.



Figura 5. Camara e caixas de acondicionamentos dos ratos.
Arquivo pessoal, Biotério, UENF, 2013.

Figura 6. Caixas plasticas acondicionando os ratos.

Arquivo pessoal, Biotério, UENF, 2013.
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3.4 Grupos Experimentais e Protocolo Terapéutico

Os animais foram distribuidos de acordo com o0s seguintes grupos
experimentais: A — controle absoluto, S — sem inducdo com MCT e C — com inducéo
com MCT; e protocolo terapéutico: placebo; NAC 10mg/kg; NAC 100mg/kg e
300mg/kg (tabela 2).

Tabela 2. Grupos experimentais de ratos induzidos experimentalmente a Cor
pulmonale com MCT, e submetidos a diferentes protocolos terapéuticos com NAC.
Hospital Veterinario/UENF, 2013.

GRUPOS

A - CONTROLE

S —PLACEBO
S—10mg/kg NAC
S—100mg/kg NAC
S —300mg/kg NAC

C—-PLACEBO
C - 10mg/kg NAC
C - 100mg/kg NAC
C - 300mg/kg NAC

C0O 00O 00O OO0 U1 U1 U1 L1 N |

Legenda: * n (i) ndmero inicial de animais; (S) sem indu¢cdo com monocrotalina (MCT);
C com indugdo MCT; (NAC) N-acetilcisteina. N = 57

Semanalmente foi oferecido 175¢g de rag¢ao/animal (25g/dia) (ANDRADE et al.,
2006). Com isto foi possivel controlar a média do consumo alimentar dos animais. A
evolucdo do peso corporal foi mensurada semanalmente, antes e apdés a
administracdo da MCT, e durante a terapia com NAC, com auxilio de uma balanca
digital. Diariamente, todos os animais receberam uma “massagem corporal”
denominada handley, durante um minuto, com o objetivo de facilitar a manipulagéo e

reduzir o estresse durante as atividades executadas.
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3.5 Protocolo Experimental

Apés a aclimatacdo, os animais foram induzidos experimentalmente a Cor
pulmonale através da aplicacdo Unica de injecdo i.p. da droga monocrotalina
(Crotaline — C240 SIGMA) (60mg.kg™). Os animais pertencentes ao grupo
experimental S, receberam uma injecdo de solucdo salina pela mesma via, mesmo
volume e sob as mesmas condi¢des.

O periodo de inducéo teve a duracdo de vinte e um dias, sendo realizada
diariamente a observacédo individual dos parametros clinicos de todos os animais. As
alteracdes constatadas eram anotadas em fichas individuais para facilitar a posterior
tabulacédo dos dados. Esta etapa foi executada sempre pelo mesmo observador.

Apébs os vinte e um dias de inducdo e estabelecimento do Cp., 0os animais
iniciaram terapia oral com NAC, por um periodo de quinze dias, através de gavagem.
Os animais do grupo A - controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento oral, e
0s animais do grupo placebo receberam na mesma frequéncia e volume, substancia
placebo composta por 4gua e sorbato de potassio (conservante), para mimetizar e

reproduzir o estresse sofrido pelos grupos induzidos.

3.6 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, 24h ap6s a ultima

administracdo do protocolo terapéutico.



3.7 Desenho Experimental

GRUPOS

A - CONTROLE

S -PLAC

S-NAC 10
S-NAC 100
S-NAC 300

C-PLAC

C-NAC 10
C-NAC 100
C-NAC 300

21° DIA

40

35° DIA

INJECAO
SALINA

EUTANASIA

EUTANASIA

INJECAO
SALINA

EUTANASIA

INJECAO
MCT

EUTANASIA

INJECAO
MCT

EUTANASIA
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3.8 Coleta de Material e Processamento: Bioquimica Sérica

As amostras de sangue venoso foram coletadas vinte quatro horas apos a
altima administracdo do protocolo terapéutico através da veia da cauda, utilizando
agulha hipodérmica (25 x 7 mm), seringas descartaveis de 3ml, e distribuidas em
frascos sem EDTA. As amostras foram centrifugadas (1500g por 5 minutos), e uma
aliquota do sobrenadante de no minimo de 500uL foi separada. Em seguida, foram
acondicionadas em microtubos tipo “Eppendorf” e mantidas sob refrigeragdo, a
temperatura de —20°C, para posterior realizacdo das andlises: ALT, AST, FA,
albumina, ureia, creatinina, CK e CK-MB, em equipamento espectrofotométrico
semiautomatizado, da marca Microlab 200 - Merck, Vertrieb Diagnéstica, Darmstadt,
Alemanha, utilizando-se kits comerciais da marca Labtest®. O processamento e a
analise das amostras foram realizados no laboratério de Patologia Clinica da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

3.9 Hipertrofia Cardiaca

No 35° dia, apés terminar o periodo de terapia, os animais foram
eutanasiados e o0s coragbes foram retirados sendo primeiramente pesados
integralmente e logo apds, os ventriculos direito e esquerdo mais o septo (V + S)
foram pesados separadamente dos atrios. Por fim, o ventriculo direito foi pesado
individualmente.

A hipertrofia cardiaca foi avaliada através da razdo do peso cardiaco isolado
(PCI) pelo peso corporal final (PCF), e a razdo do peso do ventriculo direito (PVD)

pelo peso S + VE (PSVE), expressos em g/mg e g/g.

3.10 Coleta de Material e Processamento: Anatomopatologia

Amostras viscerais e de 6rgaos colhidas nas necropsias foram encaminhadas
ao Setor de Anatomia Patoldgica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), onde seguiu o procedimento para
entrada de material, incluindo ficha de entrada com os dados do animal, e do

veterinario responsavel, além do historico clinico do animal.
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O material colhido foi fixado em formalina neutra tamponada a 10%, por, no
minimo 48h e, posteriormente processado segundo técnicas histolégicas de rotina.

As amostras foram clivadas e acondicionadas em cassetes histologicos
devidamente identificados, submetidos ao processamento automatico para as
etapas de desidratacdo em banhos de alcodis, clarificacdo ou diafanizacdo em
banhos de xilol, embebicdo em parafina, inclusdo em parafina, seguido da
microtomia, coloracdo usada na rotina, que foi a hematoxilina e eosina (H/E) e
coloracdo especial picrosirius, e montagem das laminas.

As laminas foram analisadas sob microscopia 6ptica, onde se avaliaram as
caracteristicas morfolégicas celulares e o padrdo tecidual da lesdo para fins de

diagnéstico.

3.11 Preparacao do Tecido Cardiaco: Analises Bioquimicas

O coracdo apo6s ser removido e pesado, foi fragmentado, e parte deste foi
utilizada para as analises bioquimicas.

O material foi colocado em cubeta de vidro com 1ml de solu¢do tampéo KPE
(fosfato de potassio e EDTA) e levado a um homogenizador de tecido, com o
objetivo de promover a lise do tecido e ruptura das células. Posteriormente, este
material foi centrifugado a 2000g por 10 minutos, para que ocorresse a remocéao dos
nacleos e fragmentos celulares. O sobrenadante foi aspirado e transferido para
tubos tipo ependorf, sendo avolumado para 1ml com solucdo de KPE, e congelado
em freezer -70° C, para posterior analise da LPO e das enzimas antioxidantes.

3.12 Quantificagdo de Proteinas

A concentracdo de proteinas no homogeneizado de coracdo, ventriculo
direito, foi estimada pelo método de Bradford, usando solucdo de albumina bovina
(Img/ml) como padréo.

Para as analises foi utilizado 1pul de amostra, e a leitura foi realizada em leitor
de Elisa no comprimento de onda 595nm.

A concentracao de proteinas foi expressa em pg/pl (BRADFORD, 1976).
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3.13 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Esta técnica consiste em avaliar o grau de oxidacdo dos acidos graxos em
sistemas bioldgicos. O dano em lipidios de membrana € determinado pela formacéo
de subprodutos da lipoperoxidacdo (malanoaldeido — MDA), que s&@o substancias
reativas ao aquecimento do acido tiobarbitarico (TBA) formadas durante a
peroxidacdo em sistemas de membrana e microssomos. MDA reage com TBA
gerando um produto colorido roseo lido em espectofotémetro.

Foram coletadas 200ul de amostras e esse contetdo foi adicionado de 200ul
de TCA (acido tricloroacético) 10%, agitado e resfriado a 4° C por 15 minutos. A
centrifugacéo foi a 2.200g por 15 minutos, sendo recolhido 200ul do sobrenadante
que foi incubado com uma solucdo de 200ul de TBA, em banho-maria (95° C) por 10
minutos. A leitura foi realizada em leitor de Elisa no comprimento de onda 532nm
(DRAPER; HADLEY, 1990).

A concentracdo de TBARS foi expressa em nMol/mg proteina.

3.14 Atividade da Catalase (CAT)

Este teste consiste em medir a diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda a 240nm, que € onde ocorre maior absorcao pelo peroxido de hidrogénio. Para
a realizacao deste ensaio, foi preparado um “mix” composto por 10 ml de solucéo
tampéao fosfato (PBS) a 50mM (pH = 7,4) e 1,6ml de peroxido de hidrogénio 0,3 M.
Foi utilizada uma placa UV, sendo colocado em cada poco 3ul de amostra e 97ul do
“mix”, obtendo um volume final de 100ul para cada pogo. A leitura foi realizada em
leitor de Elisa, durante 60 segundos (At = 30 segundos), no comprimento de onda
240nm (AEBI, 1984).

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.15 Atividade da Superéxido Desmutase (SOD)

Esta técnica consiste em avaliar a inibicdo da auto-oxidacdo da epinefrina. A
taxa de auto-oxidacdo da epinefrina é progressivamente inibida por quantidades
crescentes de SOD presente na amostra. Foi utilizada uma microplaca, sendo

colocado em cada poco 1, 2 e 4l de amostra mais 193ml de tampé&o glicina, 2ul de
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catalase e 4pul de epinefrina. A leitura foi realizada em leitor de Elisa, durante 180
segundos (At = 10 segundos), no comprimento de onda 480nm.

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina (MISRA; FRIDOVICH,
1972).

3.16 Delineamento Estatistico

Com base nos resultados, foram calculadas as médias e o erro padrdo das
médias para cada uma das medidas realizadas, e para cada um dos grupos
estudados. Para as analises clinicas e anatomopatolégicas, foi utilizada a estatistica
descritiva. Para as analises bioquimicas, utilizou Anélise de Variancia (ANOVA) de
uma via complementada com o teste de comparacao multipla de médias Bonferoni’s.
O software GraphPad Prisma versdao 5.0, foi utlizado como ferramenta
computacional para analise estatistica dos dados.

As diferencas foram consideradas significativas quando a analise estatistica

apresentou p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao Clinica

4.1.1. Sinais Clinicos

Na tabela 3 encontram-se dados referentes a frequéncia de sinais clinicos

apresentados pelos ratos induzidos com MCT a Cp., ao longo do periodo

experimental.
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Tabela 3. Frequéncia de sinais clinicos manifestados pelos ratos induzidos a Cor
pulmonale com monocrotalina (MCT) e tratados com NAC durante o periodo

experimental. Hospital Veterinario/UENF, 2013.

Concentragdes de NAC (mg/kg)

Variavel PLAC 10 100 300 FeOA FeOR %
DPN 8 8 8 8 32 100
FDG 2 3 3 1 9 28

FARN 1 2 3 3 9 28
CNS 4 3 5 7 19 59
MHC 3 1 4 1 9 28
PLA 3 3 1 3 10 31
TAC 4 4 2 2 12 37
DDT 1 3 3 0 7 22
PMM 5 6 8 2 21 65
RAP 8 7 8 8 31 97
N° inicial 8 8 8 8 32 -
Obitos 1 2 3 3 9 -

Legenda: (NAC) n-acetilcisteina; (PLAC) placebo (veiculo composto por agua e sorbato de potassio);
(FeOA) frequéncia de observacgéo absoluta; (FeOR) frequéncia de observacao relativa; (DPN) dispneia;
(FDG) fadiga;( FASN) fluido aerado réseo nas narinas; (CNS) cianose; (MHC) mucosa hipocorada;
(PLA) pelo amarelado; (TAC) taquicardia; (DDT) desidratagdo; (PMM) perda de massa muscular; (RAP)

reducao de apetite.

De um modo geral, verificou que inimeros sinais clinicos foram observados
apos a inducdo com MCT, sendo a dispneia e reducdo do apetite os mais
frequentes, com percentuais de 100% e 97%, respectivamente. A perda de massa
muscular, cianose e taquicardia também foram frequentemente observadas,
seguidos por pelo amarelado (figura 7), fadiga, desidratacdo, fluido aerado
sanguinolento nas narinas (figura 8) e mucosas hipocoradas. A frequéncia de
surgimento do fluido aerado réseo nas narinas esteve diretamente relacionada com
a ocorréncia dos 6bitos (tabela 3). E possivel que nestes casos, a pressdo pulmonar
tenha se elevado para mais de 25 mmHg, permitindo a drenagem do plasma
sanguineo oriundo dos capilares pulmonares e a ocorréncia de edema pulmonar,

refletindo maior gravidade do quadro.
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Figura 7. Imagem evidenciando a presenca de pelos amarelados (seta).
Arquivo pessoal, Setor de Morfologia, UENF, 2013.

Figura 8. Imagem evidenciando presenca de fluido aerado réseo nas vias aéreas (edema pulmonar).

Arquivo pessoal, Setor de Morfologia, UENF, 2013.

De acordo com Ricachinevsky e Amantéa (2006), seres humanos com HAP,
independente da etiologia, ndo apresentam um quadro clinico especifico. Os
principais sinais estdo relacionados com baixo débito cardiaco, como falha no
crescimento, letargia, irritabilidade, taquipneia e taquicardia, além de algum grau de
dispneia, fadiga, cefaleia e dor toracica, sendo esta provavelmente decorrente de
isquemia ventricular direita.

Em animais, os sinais mais frequentes sé@o dispneia, fadiga, intolerancia ao
exercicio, cianose, tosse, estertores, crepitagdes e expiragdo prolongada (KELLUM,
STEPIEN, 2008). Em ratos induzidos com MCT, os sinais clinicos de HAP sdo muito
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semelhantes aos apresentados por seres humanos, sendo esta a grande vantagem
deste modelo experimental (JASMIN et al., 2003). Hubscher (2005) e Ludke (2010)
em estudo semelhante com ratos observaram uma maior ocorréncia dos seguintes
sinais clinicos: dispneia, perda de massa muscular, fadiga, cianose, pelos
amarelados e quebradicos, além de agressividade, indo de encontro aos nossos
resultados, exceto este ultimo. No presente estudo, a agressividade néo foi
observada, possivelmente pela aplicacdo do handley no periodo de aclimatacao,
tornando esses animais sociaveis e dbceis durante todo o experimento. A dispneia,
cianose e a fadiga, principais sinais clinicos observados nesse estudo, estdo
diretamente relacionadas com a lesdo pulmonar induzida, situacdo de hipoxia e
inadequacado da relacdo ventilacao/perfusdo pulmonar, frequentemente encontrado
nos quadros de Cp. (RUBIN, 2004).

4.1.2 Consumo Alimentar e Peso Corporal

Nas tabelas 4 e 5 observou dados referentes ao consumo alimentar e peso
corpdreo dos ratos pertencentes aos grupos experimentais S e com C inducao por
MCT.

Com relacdo ao consumo alimentar, observou que no periodo de aclimatacéo,
todos os animais mantiveram médias constantes de ingestédo de racdo. Este fato era
esperado, uma vez que o0s animais foram oriundos de biotério confidvel e
encontravam-se clinicamente saudaveis. JA no periodo de inducdo, observou logo
na primeira semana, uma redugcao progressiva no consumo alimentar dos animais
pertencentes ao grupo C, acentuando-se a partir da quarta semana. Esses
resultados assemelham-se com os dados de Leineweber et al (2000), que
observaram dispneia e diminuicdo do consumo alimentar em ratos induzidos com
MCT, entre a quarta e sexta semana de inducao.

A diminuicéo do apetite e a perda de massa muscular sao uns dos principais
sinais relacionados com doencgas cardiopulmonares. A alteragcdo do pH sanguineo
decorrente de variacbes nas pressdes parciais de oxigénio e gas carbonico também
podem contribuir para a falta de apetite e o baixo ganho de peso (HUBSCHER,
2005).

N&o foi observado neste estudo, efeito das diferentes doses de NAC sobre o

consumo alimentar dos animais pertencentes ao grupo C. Contudo, a dose de
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100mg/kg demonstrou as menores médias. Nenhum efeito foi observado sobre a
variavel consumo alimentar para os animais do grupo S, tratados com as diferentes
doses de NAC.

Para a variavel peso corporeo, observou que no periodo de aclimatacao todos
0S animais apresentaram ganho de peso progressivo, como era esperado, uma vez
que os animais estavam em fase de crescimento. No periodo de inducgéo, todos os
animais permaneceram com ganho de peso, entretanto, no grupo C, essa proporgao
foi discretamente menor (tabela 5). No periodo da terapia, a partir da quarta semana
(28° dia) pos-inducgdo, os animais pertencentes ao grupo C apresentaram perda de
peso, enquanto 0s animais do grupo S permaneceram ganhando peso. Este fato
possivelmente esta relacionado com a reducdo de apetite (tabela 4), a perda de
massa muscular e desidratacdo, os sinais clinicos evidenciados nesses animais. A
perda de peso foi mais acentuada a partir da quinta semana de inducdo. Os
presentes resultados estdo de acordo com Leineweber et al. (2000), Chen et al.
(2001), Schermuly et al. (2004), Hubscher (2005) Rabbo et al. (2005), Maruyama et
al., (2007) e Ludke (2010), os quais observaram perda de peso nos ratos portadores
de HAP, vinte e oito dias apds inducdo com MCT. As respiracfes rapidas e o esforco
respiratério decorrentes da progressdo da doenca, também colaboram para
aumentar o gasto energético, e consequentemente, reduzir o peso corpéreo (RUBIN,
2004).

N&o foi observado neste estudo, efeito das diferentes doses de NAC sobre o
peso corporal dos animais induzidos com MCT. Contudo, a dose de 300mg/kg
demonstrou melhor resultado em relacdo a perda de peso, quando comparada as
outras doses. Nenhum efeito foi observado sobre a variavel peso corporal para os
animais pertencentes ao grupo S, tratados com as diferentes doses de NAC.

Pode atribuir, portanto, a perda de peso corporeo as consequéncias das
alteracdes metabolicas geradas no organismo pela HAP, como dispneia, incremento
do gasto energético e reducdo do apetite.

Segundo Belerenian (2003), para que haja o surgimento desses sinais
clinicos, mais de 50% da area vascular pulmonar deve estar acometida. Logo,
acredita que a determinacédo da HAP e consequente quadro de Cp. foi corretamente
estabelecido através do protocolo adotado (Mathew et al., 1997), tendo em vista que
nenhum dos animais do grupo controle apresentou qualquer sintomatologia clinica

semelhante.
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Tabela 4. Consumo alimentar (g, média + DP) de ratos Wistar induzidos a Cor

pullmonale com MCT, e tratados com N-acetilcisteina (NAC) no periodo

experimental. Hospital Veterinario/UENF, 2013.

Concentragdes de NAC (mg/kg)

Controle  PLAC* PLAC
Periodo (d) 10 100 300
A C S S C S C S C
o 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00
<0 (£t0,00) (+0,00)  (+0,00)  (+0,00)  (+0,00)  (+0,00) (+0,00) (+0,00)  (+0,00)
E 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00
‘g‘ 7 (£t0,00) (+0,00)  (+0,00)  (+0,00)  (+0,00)  (+0,00) (+0,00) (+0,00)  (£0,00)
o 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 24,50
< 14 (x0,00) (+0,00) (x0,00) (+0,00) (x0,00) (x0,00) (+0,00) (x0,00) (x0,53)
24,70 23,50 25,00 25,00 24,00 25,00 22,30 20,70 21,60
12 21 (x0,00) (#0,11) (x0,00) (+0,00) (+0,85) (x0,00) (*2,46) (x0,00) (x0,75)
< 24,60 21,15 25,00 25,00 21,50 25,00 22,70 23,30 21,05
a| 28 (+0,00) (+1,44)  (+0,00)  (+0,00)  (+1,07)  (¢¥0,00) (#0,75)  (+0,00)  (0,16)
= 24,40 22,45 25,00 25,00 21,60 25,00 23,40 22,80 22,05
35 | (¢0,00) (:0,16) (x0,00)  (¢0,00)  (¢0,43) (0,00) (£1,50) (#0,03)  (*0,05)
23,70 20,05 25,00 28,00 19,20 25,00 18,95 23,30 20,55
< 4 (£0,00) (+2,19)  (#0,00)  (+0,00)  (+1,07) (+0,00) (#3,26) (+0,00)  (£2,30)
é 23,70 16,75 25,00 28,30 17,45 25,00 13,60 25,00 16,98
B 48 (x0,00) (+0,80) (x0,00) (+0,00) (x0,48) (x0,00) (%2,56) (x0,00) (£2,14)

*(PLAC) placebo (sorbato de potassio); (A) = controle absoluto; (C) com e (S) sem indugdo com monocrotalia

Tabela 5. Peso corporal (g, média + DP) de ratos Wistar induzidos a Cor pulmonale,

com MCT e tratados com N-acetilcisteina (NAC) no periodo experimental. Hospital
Veterinario/lUENF, 2013.

Concentragdes de NAC (mg/kg)

3 Controle PLAC* PLAC 10 100 300

Periodo (d) A C s s C s C s C
o 267,00 259,37 265,00 244,00 27437 278,00 260,00 26500 254,37
< | 0 | (+22,80) (+11,16) (16,58) (£10,84) (£14,98) (£20,49) (+16,47) (+16,58) (£9,429)
= 287,00 278,75 287,00 263,00 293,75 292,00 278,75 282,00 268,75
< 7 (£21,09) (+11,88) (+21,09) (+14,40) (+14,33) (+21,96) (+18,27) (+17,17) (+9,91)
3 324,00 301,87 299,00 288,00 309,37 299,00 299,37 307,00 303,75
< | 14 | (#2510) (+1580) (+23,01) (+14,40) (+1591) (+24,34) (+23,06) (+15,65) (+17,06)
348,00 33562 331,00 32800 34625 328,00 32562 333,00 320,62
ol 21 | (#27,97) (+1841) (+26,87) (+18,91) (+12,46) (+30,54) (+27,44) (+25,64) (+20,95)
S 376,00 348,12 351,00 341,00 361,25 348,00 336,87 356,00 338,75
2| 28 | (+2815) (+23,80) (+29,12) (+24,08) (+18,47) (+42,22) (+22,89) (+27,02) (+20,83)
E= 39500 366,25 390,00 363,00 381,87 378,00 36812 382,00 355,62
35 | (+33,17) (+28,75) (¢3517) (+28,85) (16,89) (+47,91) (£2534) (+29,28) (+18,60)
< 403,00 36562 401,00 399,00 36812 394,00 34875 399,00 362,00
S| 42 | (+37,01) (£30,87) (£3401) (£29,02) (3575) (51,77) (2642) (+2837) (436,84)
o 417,00 352,86 408,00 426,00 363,33 411,00 32250 401,00 363,57
| a8 | (+3946) (+34,38) (+36,46) (+33,05) (+31,41) (+3595) (+48,35) (+25,84) (+21,93)

*(PLAC) placebo (sorbato de potassio); (A) = controle absoluto; (C) com e (S) sem indugdo com monocrotalia
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4.1.3 Mortalidade

O indice de mortalidade geral registrado nesse estudo foi de 17% (tabela 6),
sendo todos pertencentes ao grupo C, a partir da terceira semana de inducdo. Todos
0S animais que vieram a Obito apresentaram sinais compativeis com quadro de
edema pulmonar, como dispneia e presenca de fluido aerado r6seo nas narinas,

evidenciando hipoxia, progresséo e gravidade do quadro (Figura 9).

Tabela 6. NUumero de O6bitos de ratos Wistar induzidos a Cor pulmonale com
monocrotalina e tratados com N-acetilcisteina (NAC) durante o periodo experimental.
Hospital Veterinario/UENF, 2013.

Concentragdes de NAC (mg/kg)
Controle PLAC* PLAC 10 100 300

N°de animais A C S S € s ¢ s ¢ Ta®)
Inicial 5 8 5 5 8 5 8 5 8 57(100)
Obitos 0 1 0 0 2 0 3 0 3 09(16)
Final 5 7 5 5 6 5 5 5 5 48(84)

* (PLAC) placebo; (A) controle absoluto; (C) com e (S) sem indugdo com monocrotalin

Q

O registro de Obito esteve presente em todos 0S grupos pertencentes ao
grupo C. Nos grupos C 100 e 300mg/kg (tabela 6), o nimero de 6ébitos foi mais
elevado. Segundo Cavalcanti e Bruin (2009), a NAC € um antioxidante relativamente
fraco, suscetivel a inativacdo pelo EO. Sprong et al. (1998) em estudos com sepse
mostraram que houve um aumento no EO e na mortalidade ap0s o uso de elevadas
doses de NAC. Possivelmente, este fato se deu pela sua capacidade em reduzir o
ferro para sua forma cataliticamente ativa, favorecendo a reacdo de Fenton.
Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, maior tendéncia a
mortalidade, entretanto pouco consistentes. Desta forma, é precoce afirmar um
efeito negativo na relacdo dose-efeito e sobrevida deste grupo, sendo necessaria
uma maior investigacao a respeito de resultados dose-efeito antioxidante da NAC.

4.2 — Analises Bioquimicas

4.2.1 Marcadores Hepaticos
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4.2.1.1 Alanina Aminotransferase (ALT)

Analisando os dados para o marcador ALT, verificou que valores mais
elevados foram obtidos para os animais do grupo C-PLAC, quando comparado aos
animais do grupo A, sendo este resultado significativamente estatistico ANOVA (p <
0,05) (figura 9). Os valores de média * erro padréo estdo ilustrados na tabela 7.

Segundo Melo et al. (2012), os valores médios de referéncia para a enzima
ALT em ratos Wistar machos séo 48,4 + 6,46, corroborando com nossos resultados
para o grupo A - 47,20 + 3,97. O que reflete condi¢cdes de salude adequadas do
ponto de vista clinico para os animais utilizados em nosso experimento.

A ALT é uma enzima citossélica de carater hepato-especifica, que € utilizada
na avaliacdo de lesao hepética em caes (AMARAL et al., 1996). Seus valores mais
elevados sdo encontrados no figado, no péancreas, nos eritrécitos, no coragdo, nos
rins e nos musculos esqueléticos (KANEKO et. al, 2008).

Kaneko et al. (2008) afirmaram que o figado tem importante atividade
especifica desta enzima, e um aumento na sua concentracdo sérica denota
destruicdo ou necrose hepética, atuando como um sensivel marcador. A elevacéo
sérica de ALT esta relacionada com o numero de células envolvidas, ou seja, com a
extensdo, e ndo com a gravidade da leséo.

Savransky et al. (2009) verificaram que a hipdxia intermitente induzida pela
apneia do sono, pode causar aumento nos niveis plasmaticos da ALT, assim como
citomegalia de hepatdcitos, aumento do glicogénio hepatico e evidéncias de
estresse oxidativo. Segundo Amaral et al. (1996), niveis séricos elevados da ALT
indicam a existéncia de necrose ou aumento da permeabilidade dos hepatdcitos por
hipoxia e toxinas. Neste caso, é provavel que niveis estatisticamente mais elevados
de ALT encontrados no presente experimento, estejam correlacionados com esses
dois fatores. O estabelecimento de Cp, que € uma sindrome que causa alteragdes
na fisiologia cardiorrespiratéria, produzindo uma ineficiéncia na oferta de oxigénio e
em situacdes importantes de hipoxia (LUDKE, 2007); e a indugdo com MCT por
poder causar necrose hepatica periacinar em ratos (WILSON et al., 1992). Embora
Rabbo (2005), cite que uma Unica dose baixa de MCT, causa HAP e Cp em ratos
sem a ocorréncia de doenca hepatica associada.

Segundo Rodrigues et al. (2005), a ALT tem um pico de liberacdo sanguinea

em torno de trés ou quatro dias apdés a ocorréncia da lesdo, porém retorna aos
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valores basais cerca de duas semanas depois. Aumentos discretos podem ser
decorrentes de esteatose, ja elevacbes moderadas a severas sdo observadas em
situacdes de necrose celular, hepatite toxica ou infecciosa e neoplasia. Segundo
Allen e Mackin (2002), pacientes portadores de Cp ou com ICD, em situacdo de
hipoxia e congestdo hepética passiva, podem apresentar elevagcdo discreta a
moderada nos niveis séricos das transaminases hepéticas, indo de encontro com o0s
resultados do presente estudo.

N&o houve diferenca significativa entre os animais do grupo C. Entretanto, foi
observada, uma tendéncia progressiva na reducéao desses valores, sendo o grupo C-
NAC300, o que apresentou resultado mais préximo ao do grupo A, sugerindo uma
dose mais eficiente (figura 9).

O metabolismo da MCT acontece em duas etapas: uma no pulmao e outra no
figado. No figado ocorre a conjugacédo da MCT e a glutationa (GSH), que representa
a reacdo de detoxificagdo. A NAC atua como uma pro-droga de cisteina,
promovendo a biossintese de GSH (ZAFARULLAH et al., 2003). E por este motivo,
acredita que os niveis de ALT, apesar de ndo serem estatisticamente significativos,
tenham reduzido no grupo C-NAC300 a partir deste mecanismo de acgéao.

Segundo Kelly (1998), ap6s 12h de administracdo oral da NAC, niveis
irrisérios da droga sao observados no plasma, sendo recomendadas administracdes
a cada 8 a 12h. E possivel que este fato tenha influenciado em nossos resultados,
uma vez que optamos pela administracdo da droga a cada 24h.

N&o foi observado nesse estudo, resultado estatisticamente significativo entre
0s grupos A e S (figura 9).

A NAC é uma droga segura e bem tolerada mesmo em doses elevadas,
sendo os efeitos colaterais mais comumente relatados: nauseas, vomitos e outros
distarbios gastrintestinais. Raramente podem ocorrer reacdes de anafilaxia devido a
liberacdo de histamina, causando erupcbes cutaneas, prurido, angioedema,
broncoespasmos e taquicardia (KELLY, 1998). Nenhum desses efeitos foi observado

nos grupos S e C tratados com NAC, corroborando com as citagdes deste autor.
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* Significativamente diferente A versus C-PLAC (P< 0.05)

Figura 9. Niveis séricos de ALT (UI/L) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC) em
condigOes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrdo) pelo teste de Bonferroni’s na probabilidade de 5%.
Gréafico em maior destaque - Eixo Y: concentragBes séricas ALT (alanina aminotransferase); Eixo X: A (controle absoluto =
SHAM), C (com inducéo de monaocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo composto por agua e sorbato de potassio), C-
NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC);
Grafico em menor destaque — Eixo X: S (sem indugdo MCT- Salina); S-NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina
+100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N=43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo A (P < 0,05).

4.2.1.2 Aspartato Aminotransferase (AST)

Para o marcador AST, verifica que valores mais elevados foram obtidos para
0s animais do grupo C-PLAC, quando comparado aos animais do grupo A, sendo
este resultado significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 10). Os valores
de média + erro padrdo estéo ilustrados na tabela 7.

Segundo Melo et al. (2012), os valores médios de referéncia para a enzima
AST em ratos Wistar machos sédo 131,7 = 23,09, corroborando com nOSSOS
resultados para o grupo A 118,20 + 9,68. O que reflete condicdes de saude
adequadas do ponto de vista clinico para os animais utilizados em nosso

experimento.
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As mais elevadas concentragfes desta enzima encontram-se principalmente
nas células musculares esqueléticas, hepatécitos, coracao e rins. Meyer et al. (1995)
baseados em estudos humanos, demonstraram que aproximadamente 80% desta
enzima que encontra-se no interior dos hepatocitos, esta associada as mitocondrias,
e 0 restante encontra-se sollvel no citosol. E por este motivo elevadas
concentracbes séricas de AST podem refletir situacbes de lesdo muscular
(esquelético e cardiaco) elou lesdo hepatica (KANEKO, 2008). Neste estudo
especificamente, suspeita-se das duas possibilidades, uma vez que a MCT pode
causar necrose hepatica periacinar em ratos (WILSON et al.,, 1992); e leséo
muscular, uma vez que instalado o quadro de Cp, ocorre uma reducdo do débito
cardiaco e desvio do suprimento sanguineo para 6rgaos mais nobres, como cérebro
musculo e coracdo. Desta forma, a nutricdo destinada a musculatura esquelética
torna-se insuficiente para manter suas necessidades, produzindo um quadro de
hipoxia tecidual e favorecendo a ocorréncia de lesdes. Além disto, o estabelecimento
de Cp por MCT promove um quadro de hipoxia e EO gerando inflamacdo e morte
celular, ndo sé das células musculares cardiacas, mas de outros 6rgaos envolvidos
como figado, rim, pulméo e sistema nervoso (YAN, HUXTABLE, 1996).

Segundo Kaneko et al. (2008), apenas a mensuracdo sérica da ALT é
insuficiente para se diagnosticar lesdo hepética, sendo necesséria a mensuragao
concomitante da AST. Por este motivo, mensuracdes conjuntas de ALT e AST foram
avaliadas em nosso estudo, tendo apresentado comportamento semelhante entre os
grupos. O que leva a acreditar na ocorréncia de danos estruturais no figado, a partir
da inducdo de Cp com MCT, no periodo experimental.

A atividade sérica isolada da AST néo é suficiente para diferenciar uma lesao
hepatocelular de uma lesdo muscular, sendo necessarias mensuragdes conjuntas
com outras enzimas mais especificas como o sorbitol desidrogenase ou a creatina
quinase (CK) (KANEKO et al., 2008). Em nosso estudo, optamos pela mensuragao
da CK, mencionada em resultados futuros.

N&o houve diferenca significativa entre os animais do grupo C. Entretanto, foi
observada, uma tendéncia progressiva na reducéo dos niveis de AST, que pode ser
justificado pelos mesmos motivos para o marcador ALT, levando em consideracéo o
metabolismo hepatico versus mecanismo de acdo da NAC, e ainda consideracdes
feitas por Kelly (1998), que afirma a eficiéncia da droga, com administracdes a cada

8 e 12h. Lembrando que optamos por administracdes a cada 24h (Figura 10).
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N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
entre os grupos A e S para o marcador AST (figura 10). Assim como nenhum efeito
colateral citado comumente quando administradas doses elevadas de NAC. Mas,
observamos que todo o grupo S, apresentou médias superiores as do grupo A,
mesmo nao sendo estatisticamente significativa (tabela 7). Pode correlacionar este
fato com os comentarios feitos por Kleiveld et al. (1992), que lembram que a NAC
por ser uma droga com potencial pré-oxidante, ndo € recomendada na auséncia de
situacdes de estresse oxidativo, podendo elevar os niveis de GSH oxidada. E talvez
por este motivo, além de efeitos antioxidantes, pode observar na auséncia do

mesmo, efeitos pro-oxidantes.
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Figura 10. Niveis séricos de AST (UI/L) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC)
em condicdes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padréo) pelo teste de Bonferroni's na probabilidade de 5%.
Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentragBes séricas AST (aspartato aminotransferase); Eixo X: A (controle absoluto =
SHAM), C (com inducéo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo composto por 4gua e sorbato de potassio), C-
NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC);
Grafico em menor destaque — Eixo X: S (sem indugdo MCT- Salina); S-NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina
+100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N=43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo A (P < 0,05).
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Tabela 7. Comparacdo entre médias (+ Erro Padrédo) pelo teste de Bonferroni’s na

probabilidade de 5% (P < 0,05) para as variaveis bioquimicas sérica de ratos

induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC) em
condic@es laboratoriais (n =5 — 7; N= 43). Setor de Patologia Clinica/lUENF, 2013.

Grupos A
_ CONTROLE  pPLAC NAC NAC NAC  PLAC NAC NAC NAC
Variaveis
10mg 100mg 300mg 10mg 100mg 300mg
ALT 47.20° 128.20° 111.0° 87.33® 6525  53.67 50.00 55.75 57,80
(un) (3.97)  (23.69) (11.91) (21.43)  (5,18) (5.84) (2.45) (6.24) (4,45)
AST 118.2° 260,80 169.8° 210.7* 172,50®°  129.3 145.3 143.3 146,00
(un) (9.68)  (66,78) (14.53) (36.41)  (6,71)  (10.48)  (9.39)  (25.67) (8,6)
FA 244,50 229,00° 232,30 199,00° 209,70° 198,30 221,00 241,00 228,76
(uny (14,05)  (31,33) (16,00) (32,96) (36,50)  (857) (1582  (8,11)  (10,95)
ALB 2,63° 2,49° 2,40° 2,42% 2,62% 2,75 2,50 2,44 2,68
g/dL (0,07) (0,05) (0,14) (0,14) (0,18) (0,04) (0,04) (0,11) (0,06)
URE 48,50 67,000 57,25  60,50° 54,60 47,40 42,80 46,33 44,40
mg/dL  (1,94) (7,36) (5,36) (3,17) (4,82) (2,25) (2,03) (2,19) (1,60)
CREA 0,49° 0,68% 0,52° 0,51° 0,53 0,51 0,48 0,48 0,46
mg/d/L  (0,02) (0,05) (0,03) (0,04) (0,02) (0,04) (0,04) (0,03) (0,02)
CK 2.842*°  3.793*  3.729° 3,155  1,739" 2.787 3.904 3.906 3.755
(UNl)  (186,09) (216.4)  (438.5) (444,9) (348,02) (147.4) (344.4) (448.1) (383,20)
CK-MB 573.30® 651.0° 650.0° 437.8° 491,00 651.30 657.30 661.70 639,30
(un) (19.68)  (49.43) (36.45) (48.03) (38,35) (26.77)  (5.46)  (20.38)  (8,35)

Legenda: A = controle absoluto; S = animais sem indugdo com monocrotalina (MCT) - Salina; C = animais com indu¢do com MCT;
PLAC = placebo (solugdo sorbato de potassio); NAC10, 100 e 300 = N-acetilcisteina 10mg/kg, 100mg/kg e 300mg/kg; ALT =

alaninaaminotransferase (U/l = unidades internacionais);

AST = aspartatoaminotransferase;

FA = fosfatase alcalina; CK =

creatinofosfoquinase; CK-MB= creatinofosfoquinase fragdo cardiaca. Médias seguidas pela mesma letra (A versus grupos C) ndo

diferem entre si, segundo o teste de Bonferroni's (P<0,05).* Médias n&o diferem entre si (A versus grupos S) segundo o teste de

Bonferroni’'s (P<0,05).

4.2.1.3 Fosfatase Alcalina (FA)

Para o marcador FA, em todos 0s grupos propostos, ndo houve diferenca

significativa ANOVA (p < 0,05) entre os resultados obtidos. Os valores de média +

erro padrao estéao ilustrados na tabela 7.
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A FA é uma enzima ligada a membrana celular que pode ser produzida em
diversos tecidos do organismo, como 0Sso0s, intestinos e sistema hepatobiliar, na
forma de isoenzima, sendo que no figado esta localizada primariamente na
membrana canalicular da bile. Pode ser encontrada também na mucosa
gastrintestinal e em menor concentragédo nos rins, na placenta e no bago (KANEKO
et al., 2008), sendo utilizada como indicador de injaria hepatica e biliar (AMARAL et
al., 1996; KANEKO et al., 2008).

As isoenzimas de importancia diagnéstica sdo de origem 0ssea e do sistema
hepatobiliar, uma vez que as mesmas apresentam meia-vida maior do que as
demais. Portanto, aumentos na atividade sérica desta enzima, geralmente sao de
origem hepatobiliar, exceto em pacientes em crescimento ou com patologias 6sseas
(MEYER et al., 1995).

Apesar de nao ter obtido resultados estatisticos significativos para a FA em
nenhum dos grupos avaliados, as médias obtidas para este marcador no grupo A
(244,50 £ 14,05 UI/L) foram acima da média citada por Melo et al., (2012) quando
estabeleceram parametros bioquimicos de referéncia para ratos Wistar machos
(127,1 + 35,55 UI/L). A FA é uma enzima de inducao e para que sua atividade sérica
esteja aumentada, é necessario que haja um aumento em sua producao tecidual
(AMARAL et al., 1996). Em nosso estudo utilizamos ratos em fase de crescimento,
logo é esperado que niveis mais elevados desta enzima fossem registrados. Assim,
a FA néo deve ser utilizada como exame complementar no diagnostico de animais
gue estejam em fase de desenvolvimento (CENTER et al., 1993), como em nosso
estudo.

A FA além de ndo ser um marcador especifico de lesdes hepéaticas, ele
apresenta uma elevada variancia entre individuos de mesma espécie e raca,
tendendo a uma baixa significancia nos resultados. E por estes motivos, sugerirmos

a nao utilizacdo deste marcador em experimentos semelhantes.
4.2.1.4 Albumina
Para o marcador albumina, em todos 0s grupos propostos, ndo houve

diferenga significativa ANOVA (p < 0,05) entre os resultados obtidos. Os valores de
média + erro padrdo estédo ilustrados na tabela 7.
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Segundo Melo et al. (2012), os valores médios de referéncia para albumina
em ratos Wistar machos sao 3,0 = 0,12, semelhante aos nossos resultados para o
grupo A ( 2,63 = 0,07). O que reflete condi¢cdes de saude adequadas do ponto de
vista clinico para os animais utilizados em nosso experimento.

A albumina é a principal proteina presente no plasma humano, constituindo
cerca de 35 a 50% da proteina sérica total. E sintetizada exclusivamente no figado,
no citoplasma dos hepatdcitos, com média de producéo diaria de 120 a 200 mg/Kg
de peso, e tempo médio de sintese de 20 minutos (KANEKO, 2008). A taxa de
sintese da albumina é controlada pela pressdo osmatica coloidal, embora possa ser
influenciada também por alguns horménios como insulina, tiroxina e cortisol
(EVANS, 2002). Dois tercos da albumina corporal estdo no compartimento
extravascular, e apenas um terco no setor intravascular. Seu peso molecular é de
66.4 daltons (KANEKO, 2008).

Sendo o figado o unico local de sintese da albumina, quadros de
hipoalbuminemia séo indicativos de doenca hepatica grave (KANEKO, 2008). Em
nosso estudo, niveis séricos adequados desta proteina foram determinados,
refletindo a integridade funcional hepética de ratos induzidos experimentalmente
com MCT a Cor pulmonale. A albumina também pode estar diminuida em situacées
de perda proteica, como nos casos de doenca renal, doenca gastrintestinal e
quadros importantes de parasitismo intestinal (GRAUER, 2005). Essa informacéo
associada aos nossos resultados para ureia e creatinina, nos levam a acreditar que
houve uma relacao direta com a reducao do fluxo renal, e ndo dano estrutural, pelo
menos neste momento. Entretanto, com a progressao da doenca, é possivel que
lesbes mais graves viessem a se instalar, ocorrendo perda proteica e niveis
reduzidos de albumina.

As principais fungdes biolégicas da albumina sdo o transporte e
armazenamento de uma grande variedade de moléculas e ligantes, a manutencao
da pressao oncética do plasma, e como fonte de aminoacidos endégenos (KANEKO,
2008). Além disto, a albumina ainda apresenta fung¢do antioxidante, uma vez que
possui um residuo de cisteina exposto, que ndo forma ponte de dissulfeto. Esta
cisteina livre atua como scavengers de oxigénio reativo e peroxinitrito sendo um
importante antioxidante encontrado na circulacdo (ANRAKU et al., 2008).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa e sua concentracdo cai

gradualmente durante processos infecciosos e inflamatérios. Em nosso estudo,
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trabalhamos com andlises na fase crénica da doenca e talvez por este motivo ndo
tenhamos observado tal efeito.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
entre 0s grupos A e S para albumina. Assim como nenhum efeito colateral citado

comumente quando administradas doses elevadas de NAC.

4.2.2 Marcadores Renais

4.2.2.1 Ureia

Para o marcador ureia, em todos os grupos propostos, ndo houve diferenca
significativa ANOVA (p < 0,05) entre os resultados obtidos. Os valores de média *
erro padréo estéo ilustrados na tabela 7.

Segundo Dantas et al. (2006), os valores médios de referéncia para a ureia
em ratos Wistar machos séo 48,00 + 7,6, corroborando com nossos resultados para
0 grupo A — controle 47,00 = 1,73. O que reflete condi¢cdes de saude adequadas do
ponto de vista clinico para os animais utilizados em nosso experimento.

A Ureia € um composto orgéanico nitrogenado formado no figado e eliminado
pelos rins, a fim de excretar o excesso de aménia do organismo (MEDWAY et al.,
1973). Ela constitui 45% do nitrogénio nao proteico presente na circulacédo
sanguinea e serve como um marcador preditivo da insuficiéncia renal sintomatica e
no estabelecimento de um diagnéstico diferencial (MOTTA, 2000).

A ureia é um soluto permeavel, sendo transportada a partir do figado e se
difunde de forma passiva a todos os compartimentos liquidos do organismo. Na luz
intestinal, ela é hidrolisada em amonia por bactérias produtoras de urease,
ganhando a circulag&o, sendo reabsorvidas e posteriormente reconvertidas em ureia
pelo figado. Sua excrecdo se da principalmente pelos rins, porém nem toda ureia
filtrada é eliminada na urina. Isto porque a reabsor¢gdo passiva da ureia ocorre nos
tubulos renais, logo sua concentragdo depende da velocidade de filtracdo glomerular
e das alteracOes na velocidade do fluxo urinario (OLIVEIRA, 2007). Apesar de nao
obter neste estudo resultado significativamente estatistico para ureia, observou
média mais elevada para o grupo C-PLAC quando comparado aos demais grupos,
excedendo os parametros de normalidade para este marcador (tabela 7). Tal fato

pode sugerir alteracbes na taxa de filtracdo glomerular, uma vez que a IC
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estabelecida nos quadros de Cor pulmonale pode gerar diminuicdo no débito
cardiaco. O mesmo nado observou nos grupos C tratados com NAC (10, 100 e 300),
havendo um decréscimo nessas médias, sendo o grupo C-NAC300, o que obteve
meédia igual ao grupo A.

Rotineiramente para mensurar 0s niveis séricos de ureia utiliza-se o soro,
tendo esta, pouca ou nenhuma toxicidade até que suas concentracdes excedam 0s
limites de normalidade em caso de insuficiéncia renal (KANEKO et al., 2008).

Niveis de ureia abaixo da normalidade podem estar associados com quadros
de hepatopatia grave. Uma vez lesado, o figado torna-se incapaz de transformar a
amonia em ureia, ficando essa em niveis elevados na circulagdo sanguinea
(MOTTA, 2000). Desta forma, nossos resultados para o marcador ureia associado
aos resultados de albumina, ALT e AST, reforcam nossa suspeita de que o
estabelecimento de Cor pulmonale induzido por MCT, resulta em dano hepatico

estrutural e ndo funcional.

4.2.2.2 Creatinina

Para o marcador creatinina, verificou que valores mais elevados foram obtidos
para 0os animais do grupo C-PLAC, quando comparado aos animais do grupo A,
sendo este resultado significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 11). O
mesmo acontece entre os grupos C-PLAC versus grupos C tratados com NAC (10,
100 e 300). Os valores de média * erro padréo estéo ilustrados na tabela 7.

Segundo Mello et al. (2012), os valores médios de referéncia para creatinina
em ratos Wistar machos séo 0,5 £ 0,05, corroborando com nossos resultados para o
grupo A (0,49 £ 0,02) (tabela 7). O que reflete condicbes de salude adequada do
ponto de vista clinico para os animais utilizados em nosso experimento.

A creatinina € uma substancia formada no tecido muscular e distribuida de
maneira uniforme nos liquidos organicos (COLES, 1986). Segundo Motta (2000), a
creatinina também pode ser sintetizada nos rins, no figado e no pancreas, sendo
transportada para as ceélulas musculares e o cérebro, onde é fosforilada em
creatinina-fosfato.

A creatinina é produzida, em taxa constante, como produto residual do
metabolismo muscular. Ela é filtrada pelo glomérulo, sem absor¢cdo ou secregdo

tubular subsequente, entdo seus niveis séricos podem ser utilizados para avaliar a
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taxa de filtragdo glomerular (AIELLO, 2001). Para que a creatinina seja utilizada
como marcador de disfuncdo renal, é necessério que haja um entendimento em
relacdo a sua excrecdo, uma vez que a mesma pode ser eliminada por via urinaria,
sudorese e vOmito. Sua filtracdo ocorre através dos glomérulos permitindo
concentracdes urinarias e plasmaticas iguais. O processo de secrecdo se da por
transporte ativo, assim a secrec¢ao tubular n&o sofre influéncia da velocidade do fluxo
urinério (KANEKO et al., 2008). De forma semelhante a ureia, uma reducdo na taxa
de filtracdo glomerular culmina com elevacdes séricas de creatinina (MEYER et al.,
1995). Portanto, pode sugerir que uma reducao no débito cardiaco, secundario a um
quadro de IC, possa ser o responsavel pelos resultados encontrados em nosso
estudo, uma vez que pode afetar a taxa de filtracdo glomerular.

A concentracdo sérica da ureia fornece importante indice de avaliacao renal,
guando associada a mensuracdo sérica de creatinina (COLES, 1986; KANEKO et
al., 2008). Por este motivo optou pela mensuracdo conjunta desses marcadores.
Com base em nossos resultados para ureia e creatinina, pode sugerir que, o quadro
de Cor pulmonale induzido por MCT, resulta em azotemia pré-renal, no periodo
experimental de 35 dias. Associado a isto, pode sugerir ainda com base nos
resultados para albumina, que n&o houve dano renal estrutural, como por exemplo,
lesdo tubular, justificando perda proteica. Além disto, todas as doses de NAC
utilizadas nos grupos C tratados (10, 100 e 300) para creatinina apresentaram efeito
positivo, aproximando-se das médias obtidas para o grupo A (figura 11), sugerindo
eficiéncia terapéutica desta droga em casos de azotemia pré-renal secundaria a Cor
pulmonale. A NAC atua como uma pro-droga de cisteina, favorecendo a biossintese
de GSH, um tripeptideo essencial para manter a integridade celular contra a agéo
dos radicais livres (ZAFARULLAH et al., 2003).
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Figura 11. Niveis séricos de creatinina (mg/dL) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina
(NAC) em condicdes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrao) pelo teste de Bonferroni’s na probabilidade de
5%. Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentracdes séricas CREAT (creatinina); Eixo X: A (controle absoluto = SHAM), C
(com indugdo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo composto por agua e sorbato de potassio), C-NAC10 (MCT +
10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Grafico em
menor destaque — Eixo X: S (sem inducdo MCT- Salina); S-NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina +100mg/kg
NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo A (P < 0,05).

# Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P < 0,05).

4.2.3 Marcadores Tecido Muscular (Esquelético e Cardiaco)

4.2.3.1 Creatinofosfoquinase (CK)

Para o marcador CK, verificou que valores mais elevados foram obtidos para
os animais do grupo C-PLAC, quando comparado aos animais do grupo C- NAC300,
sendo este resultado significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 12). O
mesmo acontece entre 0os grupos C-NAC10 versus C-NAC300. Os valores de média

* erro padréo estéo ilustrados na tabela 7.
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Nao foi encontrado na literatura consultada, médias para a enzima CK na
espécie por nés adotada. Por este motivo, a média utilizada como parametros de
normalidade sera do nosso grupo controle, por considerarmos animais em condicfes
de saude adequada do ponto de vista clinico (2.842 + 186,09). Teruya (2006), em
trabalho sobre isquemia e reperfusdo de musculo esquelético em ratos, encontrou
para seus controles, média de CK muito inferiores as encontradas por nés (751,00 £
130,79). Segundo Aktas et al. (1994), os valores de referéncia para a atividade
sérica de CK sdo mais elevados em cdes com menos de um més de idade e seu
declinio ocorre até o animal obter um ano de idade. Para cdes de pequeno porte, o
valor de referéncia € quase duas vezes maior em comparacao com cdes de grande
porte. Como em ratos, ainda ndo tem muitas informacdes disponiveis a respeito de
parametros de normalidade para esta enzima, acredita que o fator idade e tamanho
corporal possam estar contribuindo para niveis séricos mais elevados em nossos
animais, uma vez que trabalhamos com ratos jovens e em fase de crescimento.

A CK é uma molécula constituida por duas subunidades, M e B, que sado
imunologicamente distintas e codificadas por genes diferentes. Possui a funcéo de
tornar adenosina trifosfato (ATP) disponivel para a contracdo muscular, por meio da
fosforilacdo de adenosina difosfato (ADP) e creatina fosfato (LOPES et al., 2005). A
CK é primariamente encontrada no citoplasma, no entanto, ha uma pequena
porcentagem encontrada na forma mitocondrial (KANEKO, 2008).

A maior quantidade de dados sobre a CK em espécies domésticas esta
disponivel para caes. Esta espécie tem sido frequentemente utilizada como modelo
experimental para a doenca miocardica em seres humanos. H& evidéncias de
diferencas percentuais entre ragas, com maior atividade de CK no musculo
esquelético de cées galgos do que em vira-latas, e maior atividade de CK em
musculos de acao rapida do que em musculos de contragéo lenta (GUY, SNOW,
1981; LINDENA et al., 1982).

A Atividade da CK estd presente em maior concentracdo no musculo
esquelético, seguido por musculo cardiaco, diafragma e cérebro (KANEKO, 2008).
Santos (2005) e Dias (2008) citaram a formacao de trés isoenzimas citoplasmaticas
de CK: MM encontrada no musculo estriado esquelético; BB no tecido cerebral e
sistema digestorio e a forma hibrida, MB, encontrada no musculo cardiaco, nos rins,

no intestino e nos pulmaoes.
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Geralmente a elevacdo sérica de CK ocorre devido a danos nas células
musculares, resultado de um estresse fisico (KANEKO, 2008). Segundo Yan e
Huxtable (1996), o estabelecimento de Cp por MCT promove um quadro de hipoxia e
EO gerando inflamac&o e morte celular, ndo s6 das células musculares cardiacas,
mas de outros 6rgdos envolvidos como figado, rim, musculo esquelético, pulméo e
sistema nervoso. Em nosso estudo, apesar dos niveis séricos da CK estarem mais
elevados no grupo C-PLAC quando comparado ao grupo A, ndo foi o suficiente para
gerar um resultado estatisticamente significativo. Portanto, a MCT apesar de
estabelecer um quadro de Cor pulmonale com hipertrofia de VD e IC, néo foi capaz
de gerar danos musculares importantes no periodo experimental de trinta e cinco
dias. E possivel que em periodos maiores de inducéo, resultados diferentes possam
ser obtidos. Outro ponto a ser considerado € a meia-vida desta enzima no sangue,
que € muito curta em todas as espécies. Em cavalos, a atividade sérica da CK
ocorre cerca de 4 a 6 horas ap0s lesdo muscular e diminui muito rapidamente com
uma meia-vida no soro de cerca de cento e oito minutos (VALBERG et al.,1993). A
meia-vida da CK a partir de extratos do miocardio de cées € de 2 a 3 horas. (SOBEL
et al.,1977). A meia-vida média de solu¢cdo de CK a partir de mlsculo esquelético de
cdes é de 2,6h (AKTAS et al.,, 1995). Esta meia-vida pode ser clinicamente
relevante, uma vez que reflete melhor a fonte de CK no sangue ap6s uma leséo
muscular. Em nosso estudo, trabalhamos com uma patologia crénica, com periodo
de inducdo de vinte e um dias. E possivel que niveis mais elevados de CK tenham
sido liberados nas fases mais iniciais da doencga.

Segundo Fascetti et al. (1997), o aumento da atividade sérica de CK em gatos
pode estar associado com quadro de anorexia, sugerindo um importante marcador
de estado nutricional nesta espécie. Eles observaram que a atividade de CK
aumenta a partir do catabolismo muscular secundario a diminuicdo da ingestéo
calorica, e que diminui significativamente dentro de 48h a partir de suplementacao
nutricional. E possivel, que estes dados apesar de terem sido observados em gatos,
também possam explicar nossos resultados, uma vez que os animais induzidos com
MCT, tiveram uma reducdo consideravel nos niveis de ingestdo caldrica,
aumentando a taxa de catabolismo proteico, danos musculares e oxidantes. Uma
vez administrado a NAC, observamos que as médias para esta enzima sofreram
redugédo importante, com resultados estatisticamente significativos na dose de
300mg/kg (tabela 7), quando comparado aos grupos C-PLAC e C-NAC10. E possivel
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gue a acao antioxidante da NAC explique tais resultados, uma vez que ambas as
situacdes, Cor pulmonale e anorexia, elevam os niveis de oxidantes, gerando
inflamacdo e morte celular, em diversos 06rgaos, incluindo o coracdo e musculo
esquelético (YAN, HUXTABLE, 1996; FEOLI et al., 2006). A NAC atua como uma
pro-droga de cisteina, favorecendo a biossintese de GSH, e consequente protecao
celular contra a acdo dos oxidantes (ZAFARULLAH et al., 2003).

Em todas as espécies, a CK tem vantagens sobre a AST por ser mais
especifica para a lesdo muscular, e ndo ser afetada mediante danos
hepatocelulares. Porém, a meia vida curta dessa enzima tende a reduzir a
sensibilidade do teste diagndstico, oferecendo um meio eficaz de monitoramento da
resposta a terapia. Portanto, nossos resultados para CK associados aos resultados
de AST, apontam dano hepatocelular, mas ndo podemos afirmar o envolvimento de
dano muscular. S&o necessarios maiores estudos a respeito deste tema.

No entanto, a atividade de CK em si, ndo proporciona informacao relativa a
etiologia da lesédo. Informacbes mais precisas a esse respeito podem ser obtidas
pelo uso de analise histoldgica e histoquimica, a partir de bidpsias musculares.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
entre os grupos A e S (placebo, 10, 100 e 300) para o marcador CK (figura 12).
Entretanto, observamos que todo o grupo S, apresentou médias superiores as do
grupo A, mesmo nao sendo estatisticamente significativa (tabela 7). Podemos
correlacionar este fato com os comentarios feitos por Kleinveld et al. (1992), que
lembram que a NAC por ser uma droga com potencial pré-oxidante, ndo é
recomendada na auséncia de situacOes de estresse oxidativo. E talvez por este
motivo, além de efeitos antioxidantes, podemos observar na auséncia do mesmo,

efeitos pro-oxidativos.
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Figura 12. Niveis séricos de CK (U/L) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC) em
condicdes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrdo) pelo teste de Bonferroni’'s na probabilidade de 5%.
Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentragfes séricas CK (creatinofosfoquinase); Eixo X: A (controle absoluto = SHAM),
C (com inducao de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo composto por agua e sorbato de potassio), C-NAC10 (MCT
+ 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Gréafico em
menor destaque — Eixo X: S (sem inducdo MCT- Salina); S-NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina +100mg/kg
NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P < 0,05).

# Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-NAC10 (P < 0,05).

4.2.3.2 Creatinofosfoquinase Isoenzima Muscular Cardiaca (CK-MB)

Para o marcador CK-MB, verificou que valores mais elevados foram obtidos
para os animais do grupo C-PLAC, quando comparado aos animais do grupo C-
NAC100, sendo este resultado significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05)
(figura 13). O mesmo acontece entre os grupos C-NAC10 versus C-NAC100. Os
valores de média * erro padréao estéo ilustrados na tabela 7.

N&o foi encontrado na literatura consultada, médias para a isoenzima CK-MB

na espécie por nos adotada. Por este motivo, a média utilizada como parametros de
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normalidade serd do nosso grupo controle, por considerarmos animais em condicfes
de saude adequada do ponto de vista clinico (537,30 + 19,68).

O miocardio contém expressivas quantidades de CK-MB, que é uma isoforma
da CK, e sua liberacdo para o meio extracelular ocorre mediante situacdes de
necrose do miocardio. Em humanos, a elevagdo plasmatica da CK-MB (igual ou
maior que 6% da CK total), € o indicador mais especifico de isquemia miocardica.
(KANEKO, 2008). Portanto, sua mensuracao representa um recurso importante para
a deteccdo de lesado cardiaca (DINIZ et. al, 2007).

Em humanos, a dosagem da CK-MB vem sendo utilizada como principal
método para confirmacgdo ou exclusao de infarto agudo do miocérdio, e picos de CK-
MB podem prever eventos cardiacos desfavoraveis em populacdes de alto risco.
Porém, CK e CK-MB sao pobres marcadores de danos no miocardio em caes, sendo
a CK-MB um marcador cardiaco menos especifico que a troponina cardiaca para
esta espécie (LOPES et al., 2005; DINIZ et al., 2007). No entanto, Ye et al. (2001),
induziram experimentalmente hipertrofia ventricular esquerda em caes resultando
em uma reducéo de 50% nos niveis de CK-MM e um aumento de dez vezes na CK-
MB. Em medicina veterinaria, a CK-MB tem sido utilizada para avaliar a
cardiotoxicidade de farmacos em protocolos quimioterapicos e de peconhas em
intoxicagdes experimentais (CAMPLESI, 2009).

O padrao de distribuicdo das isoenzimas varia entre os 6rgaos das diferentes
espécies. Desta forma, a identificacdo das isoenzimas pode ser utilizada para ajudar
a determinar a origem do tecido, cuja elevacdo de CK esta presente (BULCKE,
SHERWIN,1969). Estudos Ontogénicos em ratos revelaram que todos os 6rgaos
investigados continham apenas o CK-BB em estagios iniciais de desenvolvimento
fetal. No musculo esquelético, formas CK-BB desaparecem lentamente e séo
substituidas inicialmente por isoformas CK-MB seguido de CK-MM. Misturas de
isoenzimas ocorrem durante a transicdo. No padrdo de adulto, isoformas CK-MB
foram diversas vezes citadas por estarem presentes ou nao no musculo esquelético.
A inconsisténcia dos dados em relacdo a presenca da CK-MB em musculo
esquelético desses animais pode ser devido a origem do musculo esquelético
analisado. Isso porque nem todo musculo esquelético pode conter isoenzima CK-MB
(THORSTENSSON et al., 1976). Contudo, outros estudos indicam que, embora
existam mais CK-MM no musculo branco do que vermelho do rato, ndo ha qualquer
fracdo CK-MB neles (DAWSON, FINE, 1967).
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As razdes para as diferencas na deteccao de CK-MB em musculo esquelético
de mamiferos ndo sdo evidentes. O padrdo adulto desta isoenzima em musculos
esqueléticos de rato aparece noventa dias ap0s 0 nascimento, enquanto que no
musculo cardiaco, a mudanca ocorre mais cedo e o0 padrao adulto tem tanto CK-MB
e CK-MM (EPPENBERGER et al., 1967).

Segundo Yan e Huxtable (1996), o estabelecimento de Cp por MCT promove
um quadro de hipdéxia e EO gerando inflamacédo e morte celular, ndo s6 das células
musculares cardiacas, mas de outros 6rgdos envolvidos como figado, rim, musculo
esquelético, pulméo e sistema nervoso. Em nosso estudo, assim como para CK, os
niveis séricos da CK-MB foram mais elevados no grupo C-PLAC quando comparado
ao grupo A, porém nao foi o suficiente para gerar um resultado estatisticamente
significativo. Portanto, a MCT apesar de estabelecer um quadro de hipertrofia de VD
e IC, ndo foi capaz de gerar danos cardiacos importantes no periodo experimental
de trinta e cinco dias. E possivel que em periodos maiores de inducéo, resultados
diferentes possam ser obtidos. Outro ponto a ser considerado € a meia-vida desta
enzima no sangue, que € muito curta em todas as espécies, podendo gerar
resultados falsos negativos. E por fim deve considerar também o padrdo de
distribuicdo desta isoenzima. Segundo Santos (2005), o padrao de distribuicdo da
CK-MB é diferente entre algumas espécies, sendo observada maior concentracdo
desta isoenzima no ventriculo esquerdo dos humanos, enquanto em cdes esta
concentracdo é maior no ventriculo direito. Em ratos, ndo encontrou na literatura
consultada, informagdes sobre este assunto. Entretanto, ndo pode negligenciar o
fato do VD de ratos ndo apresentar niveis satisfatérios desta isoenzima. Maiores
estudos a respeito deste marcador sdo necessarios para uma discussdo mais
consistente.

Uma vez administrado a NAC, observou que as médias para esta isoenzima
sofreram reducao importante, com resultados estatisticamente significativos na dose
de 100mg/kg (tabela 7), quando comparado aos grupos C-PLAC e C-NAC10, ficando
abaixo das médias do grupo A. E possivel que a acéo antioxidante da NAC explique
tais resultados, uma vez que o estabelecimento do Cp. eleva os niveis de oxidantes
em diversos orgaos, inclusive no coragdo (FEOLI et al., 2006). A NAC atua
favorecendo a biossintese de GSH, uma vez que sofre desacetilagdo no interior da
célula liberando cisteina, um aminoacido essencial para a sintese desse importante

tripeptideo que ajuda na manutencao do equilibrio redox celular (SIQUEIRA, 2011).
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De qualquer forma, uma vez mensurada, € importante considerar os valores
de CK-MB em relagdo a CK total para se determinar se estd realmente aumentada.
Pois valores aumentados de CK-MB acompanhados de aumento de CK total podem
ser resultantes de esforco fisico e/ou danos musculares. Porém, quando se observa
aumento de CK-MB ndo acompanhado de aumento de CK total, a porcentagem
dessa isoenzima fica elevada, comprovando-se lesdo no musculo cardiaco (MELO et
al., 2008). Em nosso estudo, os niveis séricos de CK e CK-MB obedeceram ao
mesmo padrdo, nao sugerindo danos musculares importantes e/ou niveis
insatisfatorios desta isoenzima no tecido avaliado, neste caso, ventriculo direito.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado significativo entre os grupos A
e S (placebo, 10, 100 e 300mg/kg) para a isoenzima CK-MB (figura 13).
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Figura 13. Niveis séricos de CK-MB (U/L) em ratos induzidos com MCTa Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC)
em condicdes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padréo) pelo teste de Bonferroni’'s na probabilidade de 5%.
Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentragdes séricas CK-MB (creatinofosfoquinase fragdo cardiaca); Eixo X: A (controle
absoluto = SHAM), C (com inducdo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo composto por agua e sorbato de
potassio), C-NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT +
300mg/kg NAC); Gréfico em menor destaque — Eixo X: S (sem inducdo MCT- Salina); S-NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-
NAC100 (Salina +100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo MCT (P < 0,05).

# Significativamente diferente quando comparado ao grupo MCT + 10mg (P < 0,05).
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4.2.4 Lipoperoxidagédo (LPO)

Analisando os dados para TBARS no tecido cardiaco, especificamente no
ventriculo direito, verificou que niveis mais elevados foram obtidos para os animais
do grupo C-PLAC, quando comparado aos animais do grupo A, sendo este resultado
significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 14). Os valores de média *
erro padréo estao ilustrados na tabela 8.

Na situacdo experimental apresentada em nosso estudo, o aumento dos
niveis de LPO no grupo C-PLAC justifica-se pelo fato da MCT reproduzir em nosso
modelo experimental, um quadro de HAP e consequente estabelecimento de ICD.
Embora a etiologia da IC ndo esteja completamente elucidada, inUmeros estudos
sugerem a participacdo de oxidantes, principalmente o aumento das ERO na
patogénese desta doenca (BOGAARD et al., 2009). A administracdo da MCT produz
um aumento dos lipoperoxidos devido a sua metabolizagdo hepatica, que conduz a
uma reducdo da GSH e também de citocromo P-450. Isto leva a producdo de anion
superoéxido e peréxido de hidrogénio, gerando radical hidroxil que atacam os lipidios
das membranas produzindo dano celular (HUBSCHER, 2005). Este processo pode
ser desencadeado diretamente por estas espécies, induzindo lesdo celular direta ou
ser consequéncia da ativacdo do processo inflamatério, mediado por fatores
guimiotaticos, fatores de crescimento, enzimas proteoliticas e fatores de transcricéo
(VALLYATHAN; SHI, 1997). Neste contexto, as ERO séo a principal causa de dano
celular e tecidual, incluindo a apoptose, associada com varias doencas inflamatérias
cronicas (RAHMAN; MACNEE, 2000).

O EO é o resultado da reducdo de defesas antioxidantes, ou um aumento na
producdo de oxidantes, pela exposi¢do a concentragfes excessivas de oxigénio ou
agentes intoxicantes (SILVA, 2008). Logo, de acordo com os resultados obtidos em
nossas analises, podemos sugerir qgue uma situacado de EO foi instalada em nosso
modelo experimental.

As doses de NAC (10, 100 e 300), testadas experimentalmente neste estudo,
nao foram capazes de gerar resultados estatisticamente significativos ANOVA (p <
0,05) no periodo experimental de 35 dias (tabela 8). Contudo, foi observada, uma
tendéncia progressiva na reducdo desses valores, sendo os grupos C-NAC100 e C-
NAC300, os que apresentaram resultado mais proximo ao do grupo A, sugerindo

doses mais eficientes. E possivel que a acdo antioxidante da NAC explique tais
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resultados, uma vez que ela atua favorecendo ndo sé a biossintese de GSH
ajudando na manutencdo do equilibrio redox celular (SIQUEIRA, 2011), mas
também como scavengers de H,0,, &cido hipoclérico e do radical hidroxil, inibindo a
liberacdo de TNFa, ativacdo de citocinas pro-inflamatdrias e apoptose (RITTER,
2007). Outro ponto a ser considerado é o tempo e a frequéncia de administracdo da
NAC. Segundo Kelly (1998), apdés 12h da administracdo oral deste medicamento,
niveis irrisdrios da droga sdo observados no plasma, sendo recomendadas
administracdes a cada 8 a 12h. E possivel que este fato tenha influenciado em
nossos resultados, uma vez que optamos pela administragdo da droga a cada 24h.
Acreditamos que periodos mais prolongados de terapia associados a administracfes
mais frequentes, possam revelar resultados mais promissores e diferentes dos
obtidos por nés.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
entre os grupos A e S (placebo, 10, 100 e 300) para a variavel TBARS.

Tabela 8. Comparagao entre médias (+ Erro Padrao) pelo teste de Bonferroni’'s na
probabilidade de 5% (P < 0,05) para as variaveis bioquimicas teciduais (ventriculo
direito) de ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina
(NAC) em condic¢des laboratoriais (n= 5-7; N= 43). LABCOM/IB/UFRJ, 2013.

Grupos A C S*

CONT PLAC NAC NAC NAC PLAC NAC NAC NAC
10mg 100mg 300mg 10mg 100mg 300mg

Variaveis

TBARS  0,97° 41* 245® 127® 155® 082 090 1,07 1,12
(nMolimglpt) (0,14)  (1,36)  (0,34)  (0,33) (0,09) (0,04) (0,11) (0,09) (0,06)
SOD 0,15° 0,28 0,30®° 0,20 0,20 0,20 020 0,22 0,18
(Umg/ptn) ~ (0,01) (0,03) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,01)
CAT 1,47  216* 0,65 006° 1,37 147 196 256 236
(Umglptn) ~ (0,29) (0,32) (0,19)  (0,03) (0,30) (0,58) (0,31) (0,09) (0,52)

Legenda: A = controle absoluto; S = animais sem indugdo com monocrotalina (MCT); C = animais com indu¢do com MCT; CONT =
controle; PLAC = placebo (solugdo de sorbato de potéssio); NAC 10mg, 100mg e 300mg = N-acetilcisteina 10mg/kg, 100mg/kg e
300mg/kg; TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbitarico (nMol/mg ptn = nimero de molaridade por miligrama de proteina);
SOD = superoxido dismutase (U/mg ptn = unidade de SOD por mg de proteina); CAT = catalase (U/mg ptn = unidade de CAT por
mg de proteina). Médias seguidas pela mesma letra (grupo A versus grupos C) ndo diferem entre si, segundo o teste de
Bonferroni’s (P<0,05).

* Médias néo diferem entre si (grupo A versus grupos S) segundo o teste de Bonferroni’s (P<0,05).
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* Significativamente diferente A versus C-PLAC (P=0.05)

Figura 14. Niveis teciduais de TBARS (nMol/mg ptn) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-
acetilcisteina (NAC) em condigcOes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrdo) pelo teste de Bonferroni’s na
probabilidade de 5%. Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentragdes teciduais TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico); Eixo X: A (controle absoluto = SHAM), C (com indugdo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo
composto por agua e sorbato de potassio), C-NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT +
100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Gréafico em menor destaque — Eixo X: S (sem indugdo MCT- Salina); S-
NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina +100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N=43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P < 0,05).

4.2.5 Enzimas Antioxidantes

4.2.5.1 Superéxido Dismutase (SOD)

Para a atividade da enzima antioxidante SOD, especificamente no ventriculo
direito, verificou que niveis mais elevados foram obtidos para os animais do grupo C-
PLAC, quando comparado aos animais do grupo A, sendo este resultado
significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 15). O mesmo acontece entre
0s grupos C-NAC10 versus A, C-NAC10 versus C-NAC100 e C-NAC10 versus C-

NAC300. Os valores de média + erro padréo estao ilustrados na tabela 8.
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Em nosso estudo, o aumento da atividade da SOD no grupo C-PLAC justifica-
se pelo fato da MCT reproduzir em nosso modelo experimental, um quadro de HAP
e consequente estabelecimento de ICD. A SOD é considerada a mais importante
enzima antioxidante, e atua como primeira linha de defesa contra oxidantes,
especialmente anion superoxido, que é altamente reativo e pode causar danos
teciduais, devido a proliferacdo e a apoptose de células endoteliais (PANDEY et al.,
2000). O radical superoxido tem sido diretamente relacionado com alteracdo do
tbnus vascular arterial e aumento da resisténcia vascular pulmonar (RHOADES et
al., 1990), bem como mediador de injuria endotelial e vasoconstricdo da artéria
pulmonar. Portanto, uma maior atividade da SOD em tecido cardiaco (VD) no grupo
C-PLAC sugere que concentracfes mais elevadas do anion superoxido estejam
presentes. Csiszar et al. (2009) e Silva et al. (2011) em estudo semelhante,
observaram que vinte e um dias ap6s injecdo de MCT em ratos, ocorre um aumento
na concentracao de radical superoxido, indo de encontro as nossas suspeitas.

Outra consideracdo a ser feita € com relacdo aos niveis de superéxido e do
NO nos quadros de HAP. Ludke et al. (2010) em estudo na mesma linha
experimental, citaram uma expressao reduzida do limen arteriolar pulmonar apdés
vinte e um dias da injecdo com MCT, estando associada a reducdo da expressao
proteica da eNOS em homogeneizado de pulméo, e da expressdao de NADPH
diaforase na parede das arteriolas pulmonares. Esta Ultima enzima € considerada
um marcador da producédo de NO (VALTSCHANOFF et al., 1992), o que sugere, que
esta espécie encontra-se reduzida neste modelo de HAP. Por sua vez, a HAP tem
sido associada com disfuncdo endotelial e EO (CSISZAR et al., 2009). Desta forma,
um aumento na produgcdo de oxidantes, como o radical superoxido, pode estar
contribuindo ainda, para a redugdo da biodisponibilidade de NO nos tecidos,
pulmonares e cardiacos.

Estudos indicam que, no estado de hipertrofia cardiaca, a atividade das
enzimas antioxidantes inicialmente tem se apresentado elevada, e com o avancgar do
guadro da doenca, as mesmas mostraram-se reduzidas, associadas ao aumento do
EO. Hill e Singal (1996) e Ecarnot-Lambriet et al. (2003), em modelo de hipertrofia
cardiaca, subsequente a infarto em ratos, mostraram que durante a fase de
hipertrofia cardiaca ocorreu aumento na atividade da SOD. Porém, no estado de
dilatacdo cardiaca e/ou ICD, esta enzima encontrava-se levemente reduzida.

Hubscher (2005) em estudo semelhante descreveu uma reducdo de 82% na
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atividade da SOD, justificando este fato, pelo provavel aumento do &nion superoxido
nos homogeneizados de coracdo de rato tratados com MCT no periodo de vinte e
um dias. Farahmand et al. (2004) nesta mesma linha de pesquisa, determinaram
apos duas semanas de tratamento com MCT, um aumento de 20% na atividade da
SOD. Com seis semanas de tratamento, este mesmo estudo, demonstrou uma
reducdo de 15% na atividade da SOD. Estes resultados mostram como o tratamento
com MCT altera a atividade das enzimas antioxidantes em funcdo do tempo. Em
nosso trabalho, ndo fizemos uma comparacéo temporal, sendo utilizado somente o
momento cinco semanas apos tratamento com MCT, onde observamos um aumento
significativo na atividade da SOD quando comparado ao grupo A. Fato que sugere a
presenca de elevadas concentracbes do anion superoxido. E possivel, com base
nos relatos acima, que em estagios anteriores (trés semanas), a atividade da SOD
pudesse estar ainda mais elevada (fase de hipertrofia cardiaca). A partir deste
periodo, fase de transi¢éo entre hipertrofia e ICD, diversos trabalhos sugerem uma
reducdo na atividade da SOD, apontando uma perda quanto a protecao antioxidante
enzimatica (HUBSCHER, 2005).

Em nosso estudo verificamos que os resultados do grupo C-NAC10 foram
estatisticamente significativos (ANOVA p < 0,05), quando comparado ao grupo A
(tabela 8). Sugerindo que a dose de 10mg/kg de peso de NAC néo foi suficiente para
induzir uma boa resposta antioxidante. Este fato isolado ndo € o suficiente para
afirmar um insucesso da dose, uma vez que a frequéncia da administracdo
obedeceu ao padrdo de 24h de intervalo, sendo sugerido por Kelly (1998), um
intervalo insatisfatério, onde niveis irrisérios desta droga sdo observados no plasma.

Nossos resultados revelaram ainda, uma redugao significativa (ANOVA p <
0,05) nos niveis da atividade de SOD nos grupos C-NAC100 e C-NAC300 quando
comparados ao grupo C-NAC10 (Figura 15).

A NAC é considerada uma pro- droga de cisteina (ZAFARULLAH et al., 2003).
Segundo Kelly (1998), ela é uma excelente fonte de grupamento sulfidril, que no
organismo é convertido a metabdlitos que estimulam a biossintese de GSH. No
interior da célula, a NAC sofre desacetilacdo liberando cisteina, um aminoacido
essencial para a sintese desse importante tripeptideo (GSH), ajudando nos
processos de desintoxicacdo e na manutencdo do equilibrio redox celular. A GSH
tem a capacidade de se conjugar com a DHA, composto ativo oriundo do
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metabolismo da MCT, formando um metabdlito pirrélico, a dihidroterocinidina (GSH-
DHP), que é solluvel em 4gua e mais estavel que a DHA (WANG et al., 2005).

Além disto, a NAC é um scavenger de H,0O,, do acido hipoclorico e do radical
hidroxil, e por este motivo, inibe a liberagdo de TNFa, a ativagado de citocinas pro-
inflamatérias e apoptose celular (RITTER, 2007). O H,O, diretamente ou
indiretamente através de sua reducédo a radical hidroxil, via reacdo de Fenton, atua
como mensageiro na sintese e ativacdo de mediadores inflamatoérios. Logo, a NAC
atuando como scavenger destes radicais, acaba inibindo a liberagdo dos mesmos.
Por estas razfes, o papel antioxidante da NAC é reconhecido (RITTER, 2007). De
acordo com essas citacfes, pode sugerir que os efeitos benéficos da NAC como
droga antioxidante tenham influenciado nossos resultados, e que concentracdes
mais baixas tanto do anion superéxido como do H,O, estejam presentes, sendo as
doses de 100 e 300mg/kg eficientes na terapia do Cor pulmonale induzido “por MCT.

Outra consideracao a ser feita, e que talvez ajude a entender melhor nossos
resultados com relacdo aos grupos tratados com NAC, € que estes grupos iniciaram
a terapia com vinte e um dias de inducdo com MCT, ou seja, periodo de hipertrofia
cardiaca. Nesta fase, acredita-se que os niveis da atividade de SOD estejam mais
elevados, havendo um sinergismo com a NAC no processo de defesa antioxidante,
gue além de favorecer a biossintese de GSH também atua como scavengers de
H.O,. Entretanto, quando comparou estes grupos ao grupo C-PLAC, que ndao
recebeu qualquer terapia antioxidante e permaneceu induzido com MCT por cinco
semanas, 0s resultados apesar de significativamente estatisticos podem estar
subestimados. Neste caso, o grupo C-PLAC ja havia sofrido a transicdo da fase de
hipertrofia para ICD, e teoricamente com niveis mais reduzidos na atividade de SOD.

Vale ressaltar ainda, que parte da reducao da atividade da SOD nos grupos
C-NAC100 e C-NAC300, pode estar relacionada com uma reducdo espontanea,
observado a partir da terceira semana de indugéo (fase de evolucéo para ICD), onde
0s niveis da atividade desta enzima diminuem, sugerindo um aumento nos niveis do
anion superoxido (HUBSCHER, 2005).

Segundo Nelson et al. (2006) e Ritter (2007), apesar da SOD ser uma
importante linha de defesa contra as ERO, sua elevada atividade encontra-se
envolvida com o aumento do EO em indmeros modelos experimentais,

provavelmente por produzir H,O, além da capacidade de degradacao da célula. Em
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nosso estudo, este fato ndo foi evidenciado, provavelmente pela agdo da NAC como
scavengers de H,0,, havendo uma acéo sinérgica ente a SOD e NAC.
N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo

entre os grupos A e S (placebo, 10, 100 e 300) para a variavel SOD.
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* Significativamente diferente A versus C-PLAC e C-NAC10 (P < 0,05)
* Significativamente diferente C-MAC10 versus C-NAC100 e C-NAC200 (P <0,05)

Figura 15. Niveis teciduais de atividade da SOD (U/mg ptn) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-
acetilcisteina (NAC) em condigcGes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrdo) pelo teste de Bonferroni’s na
probabilidade de 5%. Grafico em maior destaque - Eixo Y: concentracdes teciduais de atividade da SOD (superdxido
dismutase); Eixo X: A (controle absoluto = SHAM), C (com indugdo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo
composto por agua e sorbato de potassio), C-NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT +
100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Grafico em menor destaque — Eixo X: S (sem indugdo MCT- Salina); S-
NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina +100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43)

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P < 0,05).

# Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-NAC10 (P <0,05).

4.2.5.2 Catalase (CAT)

Para a atividade da enzima antioxidante CAT, especificamente no ventriculo
direito, verificou que niveis mais elevados foram obtidos para os animais do grupo C-
PLAC, quando comparado aos animais do grupo C-NAC10 e C-NAC100, sendo este

resultado significativamente estatistico ANOVA (p < 0,05) (figura 16). O mesmo
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acontece entre os grupos A versus C-NAC100, e C-NAC100 versus C-NAC 300. Os
valores de média + erro padréo estéo ilustrados na tabela 8.

A CAT é uma hemoproteina citoplasmatica que catalisa a reducéo do H,0O, a
H.O e O, molecular, sendo sua atividade dependente de NADPH (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997). Com base em sua atividade catalitica, deve considerar que
apesar de ter induzido um ambiente de EO, talvez o peroxido de hidrogénio nao seja
a principal ERO envolvida na toxicidade da MCT. E por este motivo, quando
comparou os grupos A versus C-PLAC, ndo encontrou valores estatisticamente
significativos (ANOVA ps< 0,05) (figura 16). Resultados semelhantes foram obtidos
por Hubscher (2005). Outra possibilidade seria segundo as citagdes de Kono e
Fridovich (1982), onde afirmam que a CAT pode ser inibida pela presenca de altas
concentracbes de O,. Entretanto, esta reacdo pode ser evitada e/ou revertida pela
acao da SOD, que foi estatisticamente superior quando comparada ao grupo A.

Alguns estudos tém se referido a alteragbes na atividade das enzimas
antioxidantes em resposta ao EO nas doencas cardiovasculares. Na fase de
hipertrofia, essas enzimas tendem a aumentar sua atividade, e com o avancar do
quadro, na fase de IC, essa atividade tende a decrescer (HUBSCHER, 2005).
Pichardo et al. (1999) e Ecarnot-Laubriet et al. (2003) em estudo semelhante,
observaram que a atividade da CAT nao sofre alteracdes na fase de hipertrofia
cardiaca, porém na fase de IC, essa atividade se eleva. Ja Hill e Singal (1996) em
modelo de hipertrofia cardiaca em ratos, mostraram que durante a fase de hipertrofia
cardiaca esta enzima ndo sofre alteracdo. Mas, no estado de IC, a CAT sofre
progressiva reducéo. Farahmand et (2004) em estudos com ratos induzidos com
MCT, observaram que com duas semanas de tratamento a atividade da CAT
aumentou, e apos seis semanas essa atividade diminuiu em relacdo ao grupo
controle. Nossos resultados embora ndo sejam estatisticamente significativos,
assemelham-se aos obtidos por Pichardo et al. (1999) e Ecarnot-Laubriet et al.
(2003). Apesar de nao ter realizado uma andlise temporal comparativa, nossa
analise para o grupo C-PLAC foi obtida com cinco semanas de induc¢do por MCT, ou
seja, fase de IC, sendo observada uma elevacéo na atividade da CAT em relacéo ao
grupo A (figura 16). Esse aumento pode estar relacionado com uma maior oferta de
H.O, especialmente os oriundos da elevada atividade da SOD neste grupo, e ainda,
com uma reducio na expressdo da proteina eNOS (RITTER 2007; SILVA, 2011). E



78

possivel que durante a fase de hipertrofia cardiaca, resultados diferenciados fossem
obtidos.

Deve considerar ainda, que a CAT apesar de estar presente no citosol, ela se
encontra em maior quantidade nos peroxissomas, principal organela responsavel
pela desintoxicacao celular e pela oxidacédo de acidos graxos de cadeia longa, que
ndo esta presente no coracdo (ANDREAZZA et al., 2004). Neste 6rgdo, a CAT esta
presente apenas nas mitocondrias (VASCONCELOS et al., 2007). Logo, o coracao
fica mais exposto aos danos provocados pela producédo de oxidantes (ANDREAZZA
et al., 2004). Acredita que a baixa presenca de CAT no material por nés avaliado,
homogeneizado de ventriculo direito, possa de alguma forma ter influenciado nossos
resultados, mesmo diante uma situacédo de EO provocado pela indu¢cdo com MCT.

Em nosso estudo, os grupos C-NAC10 e C-NAC100 apresentaram valores
significativamente estatisticos quando comparados ao grupo C-PLAC ANOVA (p <
0,05) (tabela 8). Acredita que esses resultados sejam decorrentes principalmente, da
acao antioxidante da NAC atuando como scavengers de H,0O,, e inibindo a ativacéo
de mediadores inflamatérios (RITTER, 2007). E ainda, pelo fato da NAC atuar
sinergicamente a acao da SOD, reduzindo a oferta de H,O, oriundo do processo de
dismutacao do anion superoxido.

Outro resultado interessante foi observado entre os grupos C-NAC100 versus
C-NAC300. Neste caso, tem uma relacdo inversa entre dose e atividade da CAT,
permitindo a formacédo de uma curva em “U” (figura 16). Acredita que este fato possa
estar relacionado com a cinética enzimatica, ou ainda com o nivel de saturacao da
atividade desta enzima em seu sitio de acdo. Embora ndo tenha encontrado dados
disponiveis na literatura consultada que respaldem esses comentarios, sugere que
maiores estudos a respeito do tema sejam propostos.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
entre os grupos A e S (placebo, 10, 100 e 300) para a variavel CAT. Entretanto, foi
observado nos grupos tratados uma tendéncia crescente nos niveis de atividade da
CAT, com resultados superiores aos encontrados no grupo A e S-PLAC (Figura 16).
Tal fato pode estar relacionado com os comentarios feitos por Kleinveld et al. (1992),
que lembram que a NAC por ser uma droga com potencial pro-oxidante, ndo é
recomendada na auséncia de situacfes de EO. E talvez por este motivo, além dos

efeitos antioxidantes, observa na auséncia do mesmo, efeitos pré-oxidativos.
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CAT CTR ( Uimg ptn)

CAT ( U/mg ptn)

* Significativamente diferente A versus C-MNAC100 (P < 0.05)
* Signficativamente diferente C-PLAC versus C-NAC10 e C-MAC100 (P £0,05)
£ Significativamente diferents C-NAC100 versus C-NAC300 (P < 0.05)

Figura 16. Niveis teciduais de atividade da CAT (U/mg ptn) em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-
acetilcisteina (NAC) em condigcOes laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrdo) pelo teste de Bonferroni’'s na
probabilidade de 5%. Gréafico em maior destaque - Eixo Y: concentragfes teciduais de atividade da CAT (superdxido
dismutase); Eixo X: A (controle absoluto = SHAM), C (com indugdo de monocrotalina - MCT); PLAC (placebo — veiculo
composto por agua e sorbato de potassio), C-NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100 (MCT +
100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Gréafico em menor destaque — Eixo X: S (sem indugdo MCT- Salina); S-
NAC10 (Salina +10mg/kg NAC), S-NAC100 (Salina +100mg/kg NAC) e S-NAC300 (Salina + 300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43)

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo A (P < 0,05).

# Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P < 0,05).

£ Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-NAC100 (P < 0,05).

4.3 — Analises Morfologicas e Morfométricas

Dentre os achados necroscopicos observados nos grupos C destacam-se 0s
compativeis com o quadro de ICD, como a presenca de efusdo pleural, ascite,
dilatagdo atrial direita, hipertrofia e dilatacdo ventricular direita, padrdo lobular
evidente hepatico e edema subcutaneo periférico (prancha 1, figuras A, B e C).
Nossos resultados justificam-se pelo fato da MCT ao cair na circulagcdo, causar
proliferacéo celular nas arteriolas pulmonares, impedancia ao fluxo sanguineo com

consequente HAP. Este quadro evolui para hipertrofia compensatéria do VD e
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progressivo desenvolvimento de ICD (SILVA, 2011). Resultados semelhantes aos

nossos, foram também observados por Barreto (2013), em estudo com IC.

Prancha 1: Macroscopia em ratos. A. Quantidade moderada de liquido em cavidade toracica (hidrotérax - seta). B. Edema
subcuténeo discreto em regido inguinal (seta). C. Dilatacdo atrial (seta preta) e ventricular (seta branca) direitas. Arquivo
pessoal, Setor de Morfologia/UENF, 2013.

4.3.1 Histopatologia Hepética

Em nosso estudo as principais lesdes histopatologicas encontradas no figado
de ratos induzidos com MCT foram: degeneracdo hidrépica (42,0%), megacariose
(20,0%), hemorragia (16%) e congestdo (14%). Outras lesdes também foram
identificadas, porém com menor frequéncia como hiperplasia de ducto biliar,

telangectasia e necrose (tabela 9).
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Tabela 9. Lesdes histopatologicas hepaticas em ratos Wistar portadores de Cor
pulmonale induzidos por MCT, sobre efeito de N-acetilcisteina (NAC) no periodo
experimental. Setor de Morfologia/UENF, 2013.

Concentragoes de NAC

Controle PLAC 10 100 300
Total
A C S C S c S

Lesoes Fa Fr Fa Fr Fa Fr Fa Fr Fa Fr Fa Fr Fa Fr Fa Fr
DHL | 3 60 2 29 1 20 1 17 5 100 O 0 O O O O 12
DHM | 0O O0 1 14 4 80 0O O O O O O 2 40 2 40 9
§§ MGC| 0O O O O O O 4 67 0 0 3 60 0 0 3 60 10
g.g HDB | O 0 O O O O O O O O 2 40 O 0 0O 0 2
3 g T ({0 o0 1 14 0 0 0 0 0O O O O O O O O0 1
CHL L 0 0 2 29 0 0 0 0 0 O O O O O 1 o0 3
CHm| 0 0 O O O 0 2 0 O O 2 40 O 0 O o0 14
Subtotal 3 - 6 - 5 - 7 - 5 - 7 2 - 6 - M4
.o/ HHF O O O O O O 1 127 0 O O O O O O o0 1
%E HHM | 0O 0 O O O O O O o0 o 1 20 0 0 0 0 1
EE HHD | 0O 0 2 29 0 0 2 33 0 O 1 20 0 0 1 20 6
°®INHM|(O O 0 O O 0 1 17 0 0 O 0 0 0 0 0 1
Subtotal 0 - 2 - 0 - 4 -0 - 2 - 0 - 1 - 9
Total 3 - 8 - 5 - 11 - 5 - 9 - 2 - 7 - 50

Legenda: (PLAC) placebo; (A) controle absoluto; (S) sem e (C) com indug&o experimental de Cor pulmonale com
monocrotalina; (Fa) Frequéncia absoluta e (Fr) relativa; (DHL) degeneracéo hidropica leve e (DHM) moderada;
(MGC) megacariose; (HDB) hiperplasia ducto biliar; (TLG) telangectasia; (CHL) congestdo hepatica leve, (CHM)
moderada; (HHF) hemorragia hepatica focal, (HHM) multifocal e (HHD) difusa; (NHM) necrose hepatica multifocal;
(n=5-7; N= 43),

A lesdo hepatica mais frequente em nosso estudo foi a degeneracéo hidrépica
(DG), estando presente em praticamente todos os grupos avaliados, inclusive nos
grupos A e S (prancha 2, figuras A e B). A DH é uma lesdo aguda do hepatdcito,
precedida de tumefacdo e seguida pela formagéo de vacuolos de bordas indistintas
na célula (BARROS, 2014). A DH resulta de agressfes toxicas, metabdlicas e
hipoxicas que levam a insuficiéncia na bomba de sédio e no potassio membranar.
Nos grupos C esse fato pode ser facilmente explicado, uma vez que os ratos foram
expostos ndo s6 a situacdo de toxicidade pela MCT como também a hipoxia,
decorrente do quadro de HP e IC (congestdo venosa passiva) estabelecido apos
vinte um dias de inducdo. No entanto, nos grupos A e S, ndo foi encontrado por
nosso grupo uma explicagédo conclusiva. E possivel, que algum tipo de toxicidade,
mesmo que baixa, oriunda da “cama” e ou ragao utilizada no manejo desses

animais, tenha influenciado de alguma forma nossos resultados. Vale ressaltar, que
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todos os cuidados foram devidamente tomados para evitar qualquer tipo de
contaminacdo secundéaria. E importante comentar, que esta foi a Gnica alteragéo
histopatoldgica encontrada nos grupos A e S. Todas as outras estiveram presentes
somente nos grupos C.

A megacariose foi a segunda lesédo mais frequente em nosso estudo, estando
presente nos grupos C — NAC 10 e 100mg (prancha 2, figura D). Segundo Cullen
(2009), as principais lesGes histopatoldgicas caracteristicas de intoxicacdo pela DHA
sdo megacariose, proliferacdo biliar e fibrose, corroborando em parte com nossos
resultados. A megacariose resulta da acao antimitética dos alcaloides pirrolizidinicos,
que impedem a divisdo celular, mas nédo a sintese de DNA, porque os hepatécitos
tentam se dividir para repor agueles que tenham sofrido necrose. Apesar desta
alteracdo ser caracteristica dos quadros de intoxicacdo por alcaloides pirrolizidinicos,
ndo é patognomonico, porque pode acontecer com outras toxinas como as
aflatoxinas e nitrosaminas.

Outras lesbes importantes visualizadas em nosso estudo foram congestao
hepatica e hemorragia hepatica (focal e difusa), estando presente na frequéncia de
14,0% e 16%, respectivamente (pranchas 2 - figura C e 3 - figuras C e D).
Caracteristicas histopatoldgicas destas lesbes foram observadas em todos os
grupos C. Nos grupos A e S, essas alteracdes nao estiveram presentes.

A congestdo passiva pode ocorrer em qualquer espécie, e € quase sempre
consequéncia de disfuncéo cardiaca (JONES et al., 2000). A ICD produz presséao
elevada na veia cava caudal, que mais tarde envolve a veia hepética e seus
afluentes (CULLEN, 2009). Microscopicamente, 0s sinusoides aparecem
ingurgitados de sangue e dilatados. Em casos de ICD por periodo prolongado, o
sangue acumula-se no centro do I6bulo, devido ao impedimento do efluxo venoso
por estase sanguinea na circulacdo. Esse processo gera anodxia, lipidose e atrofia
hepatocelular com consequente perda dos hepatécitos centrolobulares. Desse
modo, os eritrécitos passam a ocupar 0s espacos deixados pelos hepatécitos
perdidos, formando um “lago” de sangue. Essas alteragdes podem ser observadas
também macroscopicamente, como acentuacdo do padréo lobular por areas
vermelhas (estase sanguinea) intercaladas com areas mais claras de hepatocitos
periportais mais ou menos integros (BARROS, 2014). De acordo com as descrigdes
feitas por este autor, nossos achados corroboram com as alteragOes

histopatoldgicas hepaticas, tanto congestivas quanto hemorragicas, observadas em
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situacOes de ICD (tabela 9). Pichardo et al. (1999) em estudo semelhante utilizando
50mg/kg de peso de MCT por vinte e um dias, ndo observaram sinais de congestao
hepatica. Observa¢cdes semelhantes também foram relatadas por Hubscher (2005),
utilizando 60mg/kg de peso de MCT no mesmo periodo. Contudo, Farahmand et al.
(2004), apos quarenta e dois dias da administragcdo de MCT (60mg/kg), observaram
congestdo hepética quando comparado aos seus controles. Embora nossos
resultados sejam semelhantes aos encontrados por estes autores, ressaltamos que
a frequéncia das les@es foi baixa (tabela 9). Nosso periodo experimental foi de trinta
e cinco dias. E possivel que periodos de inducdo mais prolongados, pudessem
influenciar nossos resultados.

A hiperplasia de ductos biliares (HDB) esta representada em nosso estudo
por 4% do total de lesbes hepaticas, sendo encontrada somente no grupo C — NAC
100mg (prancha 4, figuras A e B). A HDB € uma resposta inespecifica a varios tipos
de lesédo hepatica, sendo observada na maioria das vezes, em lesfes de longa
duracdo, como doencas que causam obstrucdo fisica ao fluxo biliar, ou como
resposta a determinadas toxinas (BARROS, 2014). Acredita-se que esta lesdo seja
uma tentativa de regeneracdo do parénquima quando os hepatdcitos perdem a
capacidade de realizar essa funcdo. Segundo Cullen (2009), a HDB é umas das
principais alteragdes histopatolégicas encontradas em figado de animais intoxicados

por alcaloides pirrolizidinicos, ndo sendo este fato observado em nossos resultados.



Prancha 2: Fotomicrografia de figado de ratos. A. Degeneracao hidrépica médio-lobular difusa.
H/E, obj. 10X. B. Detalhe da imagem anterior evidenciando o processo degenerativo (seta). H/E,
obj. 20X. C. Congestédo centrolobular (seta) e sinusoidal. H/E, obj. 20X. D. Detalhe da imagem
anterior mostrando a lesé@o sinusoidal (seta amarela) e megacariose (seta preta). H/E, obj. 40X.
Arquivo Pessoal, Setor de Morlogia/UENF, 2013.

Prancha 3: Fotomicrografia de figado de rato. A. Figado com padréo histolégico preservado. H/E,

obj. 20X. B. Ampliacéo da imagem anterior mostrando hepatécitos e veia centro-lobular regulares. H/E,
obj. 40X. C. Processo congestivo hemorragico portal (seta). H/E, obj. 4X. D. Ampliagcdo da figura
anterior evidenciando processo congestivo hemorragico (seta). H/E, obj. 10X. Arquivo pessoal, Setor
de Morfologia/UENF, 2013.
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A telangiectasia (TLG) também foi observada em nosso estudo, no grupo C —
PLAC, representando 2% dos casos. A TLG € uma importante dilatacdo dos
capilares sinusoides em areas de perda dos hepatocitos. Microscopicamente,
observa-se ectasia do espaco sinusoidal e perda de hepatdcitos. Normalmente ndo
hé& evidéncias de inflamacéo ou fibrose associada a essa lesdo (CULLEN, 2009).

A necrose hepética foi observada em apenas um caso (2%) do nosso estudo
(prancha 5, figuras A e B), sendo no grupo C — NAC 10mg. A necrose hepatica &
deflagrada por uma lesdo letal, sendo caracterizada por edema citoplasmatico,
destruicdo das organelas e rompimento da membrana plasmatica. As células
necréticas exibem tipicamente cariorrexia e fragmentacdo do corpo celular
(CULLEN, 2009). Em situacdes de ICD e/ou insultos toxicos como hepatotoxinas, a
necrose centrolobular pode estar presente, em decorréncia de situacdes hipoxicas
devido a estase sanguinea, produzindo atrofia dos hepatdcitos centrolobulares, além
de maior atividade das oxidases, capaz de ativar compostos a formas tdxicas
(BARROS, 2014). Segundo Rabbo (2005), a administracdo de MCT em baixas
doses, ndo induz necrose hepatica em ratos. Em nosso estudo, optamos pela
utilizacdo de baixa dose de MCT (60mg/kg), e possivelmente por este motivo,
justifique a baixa frequéncia deste tipo de leséo.

N&o foi observado neste estudo, efeito das diferentes doses de NAC sobre as
lesBes histopatoldgicas hepaticas, nos animais do grupo C. Contudo, a dose de
300mg/kg demonstrou as menores frequéncias. Da mesma forma, nenhum efeito foi

observado para os animais do grupo S, tratados com as diferentes doses de NAC.

Prancha 4: Fotomicrografia de figado de ratos. A. Hiperplasia de ductos biliares (seta). H/E, obj. 10X. B.

Ampliagdo da imagem anterior evidenciando ductos biliares hiperplasicos (seta). H/E, obj. 20X. Arquivo
pessoal, Setor de Morfologia/UENF, 2013.
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Prancha 5: Fotomicrografia de figado de rato. A. Area de contornos irregulares e contidos, hialina e levemente

eosinofilica (necrose de coagulagdo). H/E, obj. 20X. B. Ampliagdo da imagem anterior evidenciando area de
necrose (seta). H/E, obj. 40X. Arquivo pessoal, Setor de Morfologia/UENF, 2013.

4.3.2 Histopatologia Renal

Em nosso estudo, nenhum dos grupos avaliados apresentou lesdes renais em
sua estrutura macroscopica e/ou microscopica, estando todos dentro dos padrées de
normalidade. Esses achados vao ao encontro com as citacdes feitas por Wilson et
al. (1992), que relatam a ocorréncia de doenca renal apenas em suinos e aves apos
inducdo com MCT. Segundo Soto-Blanco et al. (2001), a DHA um composto ativo
oriundo do metablobismo da MCT, ao ser transportado até os rins pode causar leséo
neste érgao.

Entretanto, em nossas analises bioquimicas séricas, observamos valores de
creatinina mais elevados no grupo C — PLAC quando comparado ao grupo A (tabela
7), e a ureia apesar de ndo estar estatisticamente superior nesse grupo, apresenta
valores consideravelmente maiores também quando comparado ao grupo A. Desta
forma, podemos pensar em uma situacao de azotemia pré-renal, onde a reducédo do
fluxo renal secundario ao débito cardiaco insuficiente, comum nos casos de IC,
possa ser a causa desses resultados. Uma vez reduzido o fluxo renal, o filtrado
glomerular passa muito lentamente pelos tubulos renais, permitindo que todo ele
seja reabsorvido, e os rins deixam de eliminar os produtos catabdlicos necessarios a
homeostase, neste caso, ureia e creatinina.
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4.3.3 Histopatologia Cardiaca

A cerca dos achados histopatolégicos cardiacos obtidos nos grupo C
destacam-se (tabelas 10 e 11):

a) Atriais: degeneracdo hialina (44,6%), aumento de celularidade intersticial
(16,0%), hipertrofia (16,0%), edema intersticial (7,0%) e infiltrado mononuclear
(7,0%). Outras lesdes também foram identificadas, porém com menor frequéncia
como megacariose, fibrose, necrose, hipercontracédo de fibras e rabdomidlise;

b) Ventriculares: aumento da celularidade intersticial (28,7%), infiltrado mononuclear
(18,7%), degeneracdo hialina (16,2%), hipertrofia (16,2%), necrose (7,5%) e
fibrose (3,8%). Lesbes com menor frequéncia foram edema intersticial,

megacariose, hipercontragcéo das fibras e rabdomidlise.

Nossos resultados revelaram que a maior parte das lesbes foi observada no
atrio e ventriculo direito, 79,0% e 59%, respectivamente, como era esperado, uma
vez que a MCT utilizada como toxina de inducdo, culmina com um quadro de Cor
pulmonale e ICD. No étrio direito, a lesdo mais observada foi a degeneracédo hialina
(33,3%), e no ventriculo direito foram o0 aumento da celularidade intersticial (27,6%)
e hipertrofia (17,0%). A IC inicia-se pelo desenvolvimento de uma doenca cardiaca
ou pelo aumento da carga de trabalho associada a doenca pulmonar, renal ou
vascular, levando a perda de reserva cardiaca, a reducdo do fluxo sanguineo
periférico e ao acimulo de sangue nas camaras. Com isto inUmeros mecanismos
compensatoérios sdo disparados como vasoconstricdo, aumento da resisténcia
vascular e hipervolemia, gerando um ciclo vicioso de descompensacéo cardiaca e
insuficiéncia do érgdo (VLEET, FERRANS, 1986). A ICD resulta em congestao
passiva, sendo evidenciada na forma de ascite, hidrotérax e edema subcuténeo.
Esses achados conforme citado anteriormente, foram comuns em nosso modelo
experimental, confirmando o sucesso do protocolo adotado.

Com relagéo as lesbes observadas nas camaras esquerdas, pode comentar
que no atrio, o numero de lesdes foi infrequente, 21%, sendo a degeneragédo hialina
a mais observada, com um percentual de 90%. No ventriculo esquerdo, a ocorréncia
de lesdes foi mais expressiva, 41%, sendo o aumento de celularidade intersticial

(27,6%) o mais frequente.
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Tabela 10. Lesdes histopatoldgicas atriais em ratos Wistar portadores de Cor
pulmonale induzidos por MCT, sobre efeito de N-acetilcisteina (NAC) no periodo
experimental. Setor de Morfologia/UENF, 2013.

Concentragoes de NAC

Controle PLAC 10 100 300

A C J C s C J C Total

lesGes E D E D E D E D E D E D E D E D
DHFfO 0 0 0 0O 0 2 2 0 0 2 0 0 0 2 3 1
DHM 0O 0 0 5 0 0 2 o0 0 o0 1 4 0 0 1 1 14
MGc, O 0 0O 1 O O O O O O O O O O O 0 1
Sg|/EF/0O 0 0O 0 0 0 1 3 0 0 0 0 O O O 0 4
E2/IIMFfO 0 O 1 0 0 O O O O O O O O O 1 2
gg&MmMM 0O 0o 0 1 0 0 O 1 0O O O O O O O O 2
CFfO0 o0 o o o 0 O O O O O O O O O 1 1
amjo o o o0 0 0 O 2 0 0 O 1 O O O 2 5
apjo o o 0 0O O O O O O O 3 0 0 0 o0 3
Subtotal O 0 O 8 0O O 5 8 0O 0O 3 8 0 0 3 8 43
HAFfO 0 0 O O O O O 0O O O O O O 0 O0 O
HAM O 0 0 0 O O O 2 0 0 O 2 O 0 0 2 6
SSHADO O 0 0 O 0 0 O 0O 0 O 2 0 0 0 0 2
ESNAFfO 0 0 0 0 0 0 1 0 O O O O O O 0 1
S§/FAFfO 0 0O 0 0 O O 2 0O 0 0 O O 0 O O0 2
HCFf o o o0 o0 o O O O O O O O O O O 1 1
RBM| 0 0 0O 0 0O O O O O O 0O O 0 0 O0 1 1
Subtotal | O 0 0 0O O O 5 5 0 0 0O 4 0 0 0 4 14
Total O 0 0 8 0 0O 5 13 0 0 3 12 0 0 3 12 56

Legenda: (PLAC) placebo; (A) controle absoluto; (S) sem e (C) com inducdo experimental de Cor pulmonale com
monocrotaling; (E) atrio esquerdo e (D) direito; (DHF) degeneragdo hialina focal e (DHM) multifocal; (MGC) megacariose;
(EIF) edema intersticial focal; (IMF) inflamacdo mononuclear focal e (IMM) multifocal; (CIF) celularidade intersticial focal,
(CIM) multifocal e (CID) difusa; (HMF) hipertrofia atrial focal; (HAM) multifocal e (HAD) difusa; (NAF) necrose atrial focal;
(FAM) fibrose atrial multifocal; (HCF) hipercontragdo das fibras miocardicas e (RBM) rabidomidlise; (n= 5-7; N=43).
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Tabela 11. Les@es histopatoldgicas ventriculares em ratos Wistar portadores de Cor
pulmonale induzidos por MCT, sobre efeito de N-acetilcisteina (NAC) no periodo
experimental. Setor de Morfologia/UENF, 2013.

Concentracoes de NAC

Controle PLAC 10 100 300

A C s c s c s Total

Lesdes E D E D E D E D E D E D E D E D
DHF, 0 0 0 O O O 1 1 0 0 0 0 O 0 0 1 3
DHM O 0 2 3 0 0 O 1 0 o0 1 3 0 0 0 O0 10
MGgO 0 1 0 0 0 1 0 0O O O 0 0 0 0 O 2
SsS|/EF/]O 0 0 0 0 O O 1 0 0 O 1 0 0 0 O 2
SS|IIMFf0O 0o 0O 3 0 O 0O O O O O O O O0 0 1 4
ESIMM 0 0o 4 3 0 0 2 0 0 0 0 0 O O O O 9
S®MDjO0O 0 0 1 O O 1 0 0 0O O O O O0 0 O 2
CF/lo o 2 1 0 0 2 0 O O 2 1 0 0 0 2 10
am/o o o o0 O O 1 3 0O O 3 2 0 0 0 2 1
D/ 0 0 0O 0O 0O O O O O 0 0 2 0 0 0 O 2
Subtotal 0O 0 9 11 0 O 8 6 0 0O 6 9 0 0O O 6 55
HMFfO 0 0 0 O O O 1 0 O 1 0 0 O O O 2
iMM O 0 2 0 0O 0 2 1 0 0 O 1 0 0 0 3 9
sgHdMD|O 0 O 0 0 O 0 1 0 0 0 1 0 0 0 O 2
SsSINV/O O 0O 0 0 0 0 2 0 0 0O 0 0 0 0 O 2
ESNWM/0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O O 4
S@wfpyMm/0 0 1 1 0 0 O 0 O O O 1 0O 0 O O 3
HCF/o o0 0 0 O 0O O 0 0O 0 0O 0 O O0 0 1 1
RBM| 0 0 1 0 0O 0 0O 0 0O O O 0 0O 0 0 1 2
Subtotal | O 0 7 2 0 0 2 5 0 0 1 3 0 0 0 5 25
Total 0O 0 16 13 0 O 10 11 0 0 7 12 0 O O 11 80

Legenda: PLAC (placebo); (A) controle absoluto; (S) sem e (C) com indugéo experimental de Cor pulmonale com monocrotalina;
(E) ventriculo esquerdo e (D) direito; (DHF) degeneragédo hialina focal e (DHM) multifocal; (MGC) megacariose; (EIF) edema
intersticial focal; (IMF) inflamagdo mononuclear focal e (IMM) multifocal; (CIF) celularidade intersticial focal, (CIM) multifocal e
(CID) difusa; (HMF) hipertrofia miocardica focal; (HMM) multifocal e (HMD) difusa; (NVF) necrose ventricular focal; (NVM)
multifocal; (FVM) fibrose ventricular multifocal; (HCF) hipercontracéo das fibras miocardicas e (RBM) rabidomidlise; (n= 5-7; N=
43).

A lesdo atrial (direita e esquerda) mais frequente em nosso estudo foi a
degeneracédo hialina (DHI), estando presente em todos os grupos C, sob a
apresentacao de lesdes focais e multifocais. Nos ventriculos, esta lesdo também foi
bastante frequente, estando presente em todos os grupos C em uma distribuicdo
multifocal (prancha 6). A DHI no miocardio é algo relativamente comum, sendo
caracterizada pelo acumulo de material acidofilo no interior dos cardiomiocitos
oriundo da coagulacéo de proteinas (OCARINO et al., 2014). Em situacdes simples,
a célula sofre agressao, ocorre a dissolugdo do sarcoplasma, que fica homogéneo,
com consequente ruptura da fibra muscular e perda das suas estriacbes. Essa

alteracdo geralmente € focal. Em situaces mais agressivas ou persistentes, esta
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leséo pode progredir para um quadro de necrose, também conhecido como necrose
de Zencker (THONSON, 1990). As principais causas de DHI sao: situacfes toxico-
infecciosas (endotoxinas bacterianas, viral), intoxicacées exdgenas e deficiéncia de
selénio e/ou vitamina E (SANTOS, 1979). Pichardo et al. (1999) em estudo
semelhante ao nosso, observaram importante reducdo nos niveis de vitamina E no
VD. Silva (2011) em outro estudo na mesma linha de pesquisa, apos trinta e um dias
da administracdo da MCT, constatou reducdo na concentracdo da vitamina C (acido
ascorbico) no VE. Para evitar a propagacdo das reacfes em cadeia, os tecidos
gastam antioxidantes ndo-enzimaticos, tais como a Vit. C, necesséria para a
regeneracdo da Vit. E (KARAJIBANI et al.,, 2010). Em nosso estudo, nao
mensuramos as concentragdes das defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, e por
este motivo ndo podemos afirmar o envolvimento da Vit. E com este tipo de lesao.
Mas, sugerimos que a frequéncia da degeneracao hialina assim como da necrose de
Zenker possa estar envolvida com esta deficiéncia. E necessario, que em estudos

futuros, essa analise seja incluida.
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Prancha 6: Fotomicrografia de coracdo de rato. A. Degeneragdo hialina de miocardidcitos
individuais em atrio (seta). H/E, obj. 10X. B. Ampliagdo da imagem anterior onde pode ser visto
degeneracdo hialina de fibra miocéardica (seta amarela), e miocardiécitos demonstrando
megacariose (seta preta). H/E, obj. 20X. C. Degeneracéo hialina de miocardiécitos individuais
em ventriculo (seta). H/E, obj. 20X.. D. Ampliacdo da imagem anterior onde pode ser
observado degeneracgéo hialina de miocardiécitos (seta). H/E, obj. 40X. Arquivo pessoal, Setor
de Morfologia/UENF, 2013.
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Com relacdo aos ventriculos, a lesdo mais observada em nosso estudo foi o

aumento de células intersticiais (Cl) (prancha 7, figuras C e D), seguido por infiltrado

mononuclear (IM) (prancha 8, figuras A e B) e hipertrofia miocardica (HM) (prancha

8, figuras C e D), apresentando-se como lesfes focais, multifocais e difusas. No atrio

direito, estas lesbes também foram frequentes, exceto infiltrado mononuclear, com

0s mesmos padrbes de distribuicdo. Caracteristicas histopatoldgicas dessas lesdes

foram observadas somente nos grupos C.

Em nosso estudo, a Cl esta representada pelo aumento de fibroblastos no

tecido intersticial, originando um tecido conectivo jovem. O aumento da Cl assim

como do IM caracterizam quadros de estimulagdo cronica, que

podem evoluir para

lesdes miocardica letais como a necrose, encontrada também em nossos resultados.

Segundo Vleet e Ferrans (1986), a inflamacdo miocardica com
pode ser confundida com uma necrose miocardica, pois
apresentam um infiltrado leucocitario significativo. Neste

histopatoldgica se torna limitada em relacdo a um diagndstico

necrose secundaria
ambas as lesdes
caso, a andalise

especifico, sendo o

diagnostico etiologico dificil de ser alcangado a partir de alteracdes morfologicas.
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Prancha 7: Fotomicrografia de coracéo (ventriculo esquerdo) de rato. A. Tecido muscular

estriado cardiaco normal (animal A — Controle). H/E, obj. 10X. B. Ampliagdo da imagem

anterior onde pode ser visto miocardiocitos sem alteracdo histoldgica. H/E, obj. 20X. C.

Aumento de celularidade intersticial (asterisco). H/E, obj. 10X. D. Ampliacdo da imagem

anterior onde se observa o aumento numérico de fibroblastos intersticiais (seta).

Arquivo pessoal, Setor de Morfologia/UENF, 2013.

H/E, obj. 20X.
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A HM representa um aumento na massa muscular, resultante do aumento no
tamanho das células musculares cardiacas (VLEET, FERRANS, 1986). Durante seu
desenvolvimento, o cardiomidcito sofre iniUmeras modificacdes e, na fase adulta, é
passivel de ser alterado em decorréncia de determinadas doencas. A hipertrofia
miocardica é provavelmente o melhor exemplo de adaptacdo de uma estrutura
celular a estimulagdo (TERRACIO, THOMAS, 1998). Em geral, a HM é secundaria,
sendo uma resposta compensatoria a carga excessiva de trabalho. Esta sobrecarga
pode ser por excesso de volume, promovendo uma hipertrofia excéntrica, ou ainda
por aumento de pressao, resultando em hipertrofia concéntrica (OCARINO et al.,
2014), sendo este o tipo de lesé&o induzida em nosso estudo. Neste caso, a HM
resulta da acdo da MCT, que ao cair na circulacdo, causa proliferacdo celular nas
arteriolas pulmonares, impedancia ao fluxo sanguinea, com aumento da presséo na
artéria pulmonar e hipertrofia compensatoéria do VD (SILVA, 2011). Na manifestagdo
patoldgica, a reestruturacao do tecido cardiaco tem a finalidade de compensar uma
reducdo na funcéo contratil do coracdo (WAKATSUKI et al., 2004). Tal processo é
transitorio, e em longo prazo, ocorre a deterioracdo da funcdo, com reducdo do
tecido contratil e substituicao de tecido funcional por tecido fibroso (BELERENIAN et
al., 2007). Microscopicamente os cardiomidcitos apresentam-se aumentados em um
padrdo desorganizado, com nucleos grandes, podendo estar associado a um
aumento nos fibroblastos intersticiais (VLEET, FERRANS, 1986). Segundo Ocarino
et al. (2014), areas de fibrose também podem estar presentes. Nossos resultados
corroboram com essas citacdes (tabelas 10 e 11), podendo ser ilustrado através da
figura 24, reafirmando o correto estabelecimento do modelo experimental proposto.
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Prancha 8: Fotomicrografia de coracdo (ventriculo direito) de rato. A. Infiltrado inflamatério

mononuclear de permeio aos miocardiécitos. H/E, obj. 10X. B. Ampliagdo da imagem anterior onde podem
ser evidenciadas células inflamatérias mononucleares infiltrando-se por entre os miocardiécitos (setas).
H/E, obj. 20X. C. Hipertrofia de miocardiécitos (seta). H/E, obj. 20X. D. Ampliagdo da imagem anterior onde
fica evidente a hipertrofia dos miocardidcitos (setas). H/E, obj. 40X. Arquivo pessoal, Setor de
Morfologia/UENF, 2013.

Outras lesbes importantes foram visualizadas em nosso estudo, como a
necrose e fibrose miocéardica, com padrbes de distribuicdo variando entre focal e
multifocal (prancha 9). Caracteristicas histopatolégicas destas lesGes foram
observadas somente nos grupos C.

A necrose miocardica pode apresentar inidmeras causas, dentre elas
deficiéncias nutricionais (vitamina E e selénio), toxinas quimicas e herbaceas,
isquemias, distirbios metabdlicos, doencas hereditarias e lesbes fisicas.
Microscopicamente, a aparéncia dependera do tempo da lesdo. Nas necroses
recentes, as fibras aparecem edemaciadas e hipereosinofilicas, também chamadas
de necrose hialina (prancha 6) (VLEET, FERRANS, 1986). Este achado foi
frequentemente observado em nosso estudo, sendo comentado anteriormente. Em
um segundo padrdo de necrose, os cardiomidcitos podem se apresentar com
aspecto “esfarrapado”, devido a hipercontragdo das fibras e a formagcao de diversas
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“‘barras” de material contratil rompido, orientadas transversalmente (ruptura das
fibras/rabidomidlise). Estas alteracbes também foram observadas em nossos
resultados, entretanto com baixa frequéncia (prancha 9). E um terceiro padrdao pode
ser observado, em casos de necrose isquémica extensa, onde 0s miocitos
apresentam caracteristicas de necrose de coagulagdo, com elementos contrateis
frouxos ao invés de hipercontraidos (VLEET, FERRANS, 1986). Este ultimo, néo foi
observado em nossas analises.

De 24 a 48h apOs a lesdo, as areas necroticas sao infiltradas por células
inflamatérias, principalmente macréfagos e alguns neutréfilos, que fagocitam e lisam
os debris celulares necréticos. Como citados anteriormente, em estdgios iniciais,
torna-se dificil distinguir lesbes necroéticas de alguns tipos de miocardite. Com a
progressao da necrose, as lesdes assumirdo caracteristicas de um tecido estromal,
com a presenga de fibroblastos, colageno e capilares, além de “tubos” vazios de
laminas basais, anteriormente ocupados por cardiomiécitos necréticos. A fase
cicatricial, ou também chamada de fibrose, caracteriza-se pela proliferacdo de
células do tecido conjuntivo (fibroblastos), e pela deposicdo de componentes do
tecido conjuntivo, como colageno, tecido elastico e mucopolissacarideos éacidos
(VLEET, FERRANS, 1986). Esses diferentes estagios da lesédo, foram obtidos em
nosso estudo, sendo ilustrados nas pranchas 9 e 10. Com o objetivo de confirmar a
ocorréncia de leséo fibrética e a presenca de colageno depositado no miocardio
ventricular, utilizou a técnica de coloracao picro-sirius (prancha 10, figuras C e D). A
mesma € utilizada em histologia como sendo especifica para colagenos,
aumentando a birrefringéncia deste material (ALMEIDA et al., 1988). Vale ressaltar
que além da acédo indireta da MCT sobre o tecido cardiaco, estabelecendo um
quadro de Cor pulmonale, a provavel deficiéncia da Vit. E (discutida anteriormente),
também pode estar associada com esses resultados, evidenciando sinais de
remodelamento cardiaco no periodo experimental de trinta e cinco dias.

Com relacdo as diferentes doses de NAC testadas, foi observado que esta
droga parece ter atuado de forma positiva na redugcdo da frequéncia das lesfes,
especialmente no ventriculo esquerdo, sugerindo a dose de 300mg como a mais
eficiente (tabelas 10 e 11). Todavia, nos atrios, este efeito ndo foi observado. Este
fato pode ser interessante, uma vez que quadros de Cor pulmonale envolvendo
também disfuncdo ventricular esquerda apresentam uma condicdo clinica mais

debilitante. Silva (2011) em estudo semelhante ao nosso, investigou além de
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disfungBes no VD, alteracdes hemodindmicas no VE. Ele constatou trinta e um dias
apos a administracdo de MCT, importantes alteracdes na funcgéo sistdlica e diastolica
do VE. Em nosso estudo, acreditamos que uma associacao entre a disfuncédo do VD
e VE tenha sido a causa dos o6bitos registrados, refletindo maior gravidade do
quadro, e corroborando com as citacdes feitas por este autor.

N&o foi observado em nosso estudo, lesdes histopatoldgicas nos grupos A e
S (placebo, 10, 100 e 300mg/kg), reafirmando os comentarios de Kelly (1998), que
afirma ser a NAC, uma droga segura e com raros efeitos colaterais.

Prancha 9: Fotomicrografia de coragdo (ventriculo direito) de rato. A. Infiltrado inflamatério mononuclear e

fibrose incipiente (seta amarela) de permeio aos miocardiécitos rompidos (setas pretas). H/E, obj. 20X. B.
Ampliagdo da imagem anterior onde podem ser evidenciadas células inflamatérias mononucleares e fibrose
incipiente (seta amarela) circundando um miocardiécito rompido (seta preta). H/E, obj. 40X. C. Miocardidcitos
hipertrofiados e hipercontraidos (seta). H/E, obj. 20X. D. Ampliagdo da imagem anterior onde fica evidente a
hipertrofia dos miocardiécitos e hipercontracéo de fibras individuais (seta). H/E, obj. 40X. Arquivo pessoal, Setor
de Morofolia/lUENF, 2013.
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Prancha 10: Fotomicrografia de coracdo (ventriculo direito) de rato. A. Miocardidcitos necréticos foram
removidos por fagocitose pelos macréfagos e a area esta passando por um processo de fibrose (seta). H/E,
obj. 20X. B. Ampliagdo da imagem anterior onde podem ser vistos miocardiécitos integros ao lado de
processo fibrético (seta). H/E, obj. 40X. C. Observa-se aumento de depdsito de tecido conjuntivo no
miocéardio (seta). Picro-sirius, material visualizado sob luz polarizada, obj. 10X. D. Ampliagdo da imagem
anterior (seta). Picro-sirius, material visualizado sob luz polarizada, obj. 20X. Arquivo pessoal, Setor de
Morfologia/UENF, 2013.

4.3.4 Hipertrofia Cardiaca Direita (HCD)

A hipertrofia cardiaca foi avaliada através da razao do peso cardiaco isolado
(PCI) pelo peso corporal final (PCF), e a razdo do peso do ventriculo direito (PVD)
pelo peso S + VE (PSVE), expressos em g/mg e g/g. A relacdo da massa do VD pelo
PCF e PSVE indica a hipertrofia ventricular direita.

Para a variavel hipertrofia cardiaca, especificamente no VD, verificou que
pesos mais elevados foram obtidos para os animais do grupo C (PLAC, NAC10 e
100), quando comparado aos animais do grupo A e C-NAC300, sendo estes
resultados significativamente estatisticos ANOVA (p < 0,05). Os valores de média +

erro padréo estéo ilustrados na tabela 12. Quando estabeleceu a relagcdo PVD/PSVE
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esses resultados se repetiram (figura 17). Entretanto, quando a relagdo PCI/PCF foi
obtida, verificou que pesos mais elevados foram encontrados para os animais do
grupo C (PLAC, NAC10 e 100), quando comparado aos animais do grupo A, assim
como para os animais do grupo C (NAC 10 e 100), quando comparados ao grupo C

— NAC300, sendo estes resultados significativamente estatisticos ANOVA (p < 0,05).

Tabela 12. Comparagao entre médias (x Erro Padrao) pelo teste de Bonferroni’s na
probabilidade de 5% (P < 0,05) para as variaveis hipertrofia cardiaca direita (VD) em
ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC) em
condic¢Oes laboratoriais (n= 5-7; N= 43). Setor de Morofologia/UENF, 2013.

Groups (G): A C S
CONT PLAC NAC NAC NAC PLAC NAC NAC NAC
Variaveis
10mg 100mg 300mg 10mg 100mg 300mg
PESOVD  0,22° 0,42* 0,46* 045° 0,36° 0,17 021 1,19 1,8
@ (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,02) (0,01)

PVDXPSVE 019° 036%® 037° 038 030° 018 020 021 018
(@/9) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01)

PCIXPCF  277° 3,72® 4,12* 4,04*° 326™ 272 288 276 2,58
@mag)  (0,07) (0,10) (0,06) (0,11) (0,13) (0,09) (0,13) (0,07) (0,06)

Legenda: A = controle absoluto; S = animais sem indugdo com monocrotalina (MCT); C = animais com indugdo com MCT; CONT =
controle; PLAC = placebo (solugédo sorbato de potassio); NAC 10mg, 100mg e 300mg = N-acetilcisteina 10mg/kg, 100mg/kg e
300mg/kg; VD = ventriculo direito; PVD/PSVE = peso do ventriculo direito (grama) dividido pelo peso do septo interventricular +
ventriculo esquerdo (grama por grama); PCI/PCF = peso do coragdo isolado dividido pelo peso corpéreo final (grama por
miligrama). Médias seguidas pela mesma letra (grupo A versus grupos C) ndo diferem entre si, segundo o teste de Bonferroni’s

(P=<0,05). * Médias nao diferem entre si (grupo A versus grupos S) segundo o teste de Bonferroni’s (P<0,05).

Segundo alguns autores, uma das principais caracteristicas apresentadas
pelo modelo experimental induzido com MCT é o desenvolvimento de hipertrofia
compensatoria do VD, a partir da terceira semana de tratamento (HILL et al., 1989;
BERNOCCHI et al., 1996; FARAHMAND et al., 2004; RABBO et al., 2008; LUDKE et
al., 2010). Para DeMarco et al. (2010), esta hipertrofia acontece em decorréncia de
uma disfuncdo endotelial dos vasos pulmonares com consequente aumento de pés-
carga imposta ao VD, estimulando o processo hipertrofico da camara. Assim como

era esperado, a HCD foi observada em nossos animais pertencentes ao grupo C,
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trinta e cinco dias apo6s injecdo com MCT, corroborando com esses autores, e

demonstrando mais uma vez, o sucesso do protocolo experimental adotado.
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Figura 17. Hipertrofia cardiaca direita em ratos induzidos com MCT a Cor pulmonale e tratados com N-acetilcisteina (NAC),
pela relagdo PVD/PSVE (g/g), sob condi¢des laboratoriais. Valores expressos em média (+ erro padrao) pelo teste de
Bonferroni’s na probabilidade de 5%. Grafico em maior destaque - Eixo Y: relagdo entre o peso do ventriculo direito dividido
pelo peso do septo interventricular + ventriculo esquerdo; Eixo X: A (controle absoluto = SHAM), C-PLAC (monocrotalina +
solugéo placebo composta por sorbato de potassio e agua), C-NAC10 (MCT + 10mg/kg de n-acetilcisteina — NAC), C-NAC100
(MCT + 100mg/kg NAC) e C-NAC300 (MCT + 300mg/kg NAC); Grafico em menor destaque — Eixo X: S-PLAC (placebo), S-
NAC10 (10mg/kg NAC), S-NAC100 (100mg/kg NAC) e S-NAC300 (300mg/kg NAC); (n= 5-7; N= 43).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo A (P < 0,05).

* Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-PLAC (P =0,05).

& Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-NAC10 (P < 0,05).

£ Significativamente diferente quando comparado ao grupo C-NAC100 (P <0,05).

Em nosso estudo, os resultados referentes aos grupos C-NAC10 e 100 néo
revelaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo C-MCT, sugerindo
uma ineficiéncia destas doses com relacdo a HCD. Entretanto, a dose de NAC
300mg/kg mostrou resultado estatistico significativo comparado ao grupo C-PLAC
(tabela 12), sugerindo efeito terapéutico satisfatério com relagdo a esta variavel.

Resultados semelhantes foram obtidos por Chaumais et al. (2014) ao utilizar a dose
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de 500mg/kg de NAC em ratos com HAP induzida por MCT. Segundo estes autores,
a NAC promove protecdo cardiaca neste modelo experimental através de suas
propriedades imunomoduladoras, antioxidantes e anti-inflamatérias, gerando
beneficios sobre a vasculatura pulmonar e funcéo cardiaca direita.

Silva (2011) em analise temporal dos efeitos da MCT em ratos, verificou uma
correlacao positiva entre hipertrofia ventricular direita (HVD) e indice de performance
miocardica (PMI), sugerindo que a hipertrofia esteja relacionada ao aumento da
resisténcia promovida pela HAP com consequente aumento de trabalho do VD,
influenciando a mecéanica do VE. Esses resultados indicam um maior esforgo
miocardico e maior gasto energético, podendo ser um fator contribuinte para o
desenvolvimento de IC. Neste mesmo estudo, o autor obteve ao analisar o indice de
HVD versus pico de onda E, uma significativa correlagdo inversa. Ou seja, quanto
maior a HVD, menor o fluxo sanguineo transmitral durante o enchimento rapido do
VE, sugerindo disfuncdo diastélica ventricular, aos trinta e um dias apds MCT.
Portanto, reducdes nos niveis de HVD como os observados em nosso estudo no
grupo C-NAC 300, podem sugerir boas perspectivas terapéuticas com relacdo ao
retardo da instalacdo de IC, e com relacdo a melhora dos parametros
hemodinamicos.

N&o foi observado em nosso estudo, resultado estatisticamente significativo
ANOVA (p = 0,05) entre os grupos A e S (placebo, 10, 100 e 300) para a variavel
hipertrofia cardiaca (VD) (tabela 12).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

1 - A dispneia e a reducéo do apetite foram os sinais clinicos mais frequentes nos
animais pertencentes ao grupo C, e as diferentes doses de NAC administradas nao

foram capazes de reverter esses resultados;

2 - A ocorréncia de edema pulmonar esteve presente em todos 0s casos de Obitos
sugerindo hipoxia importante, aumento da permeabilidade vascular e maior
gravidade do quadro. As diferentes doses de NAC nao foram capazes de influenciar

positivamente esses resultados;

3 - Os animais tratados com MCT apresentaram diminuicdo no ganho de peso
corpéreo a partir de vinte e um dias de inducdo, exceto os pertencentes ao grupo C-
NAC300 que permaneceram com ganho de peso;

4 - Os animais induzidos com MCT apresentaram valores significativamente
elevados de ALT e AST, revelando dano hepatocelular. As diferentes doses de NAC

administradas nao foram capazes de reverter esses valores;

5 - Nao houve diferenca nos resultados das variaveis FA, albumina e ureia entre os

grupos experimentais;

6 - Os animais pertencentes ao grupo C-PLAC apresentaram valores
significativamente elevados de creatinina, revelando prejuizos a funcao renal. As trés

doses de NAC administradas, foram capazes de reduzir esses valores;

7 - Os animais do grupo C-PLAC e C-NAC1l0 apresentaram valores
significativamente elevados de CK e CK-MB, revelando prejuizos aos tecidos
muscular e cardiaco. As doses de 300 e 100mg/kg de NAC influenciaram

positivamente esses resultados para CK e Ck-MB, respectivamente;

8 - Os niveis de LPO em homogeneizado de VD indicado pelo teste de TBARS se
mostraram elevados nos animais tratados com MCT, sendo que as diferentes doses
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de NAC administradas n&do foram capazes de reduzir significativamente estes

valores;

9 - Os animais do grupo C-PLAC e C-NAC10 apresentaram aumento significativo
nos niveis de SOD revelando desequilibrio redox. As doses de 100 e 300mg de NAC

foram capazes de reduzir positivamente esses resultados;

10 - Os animais tratados com MCT apresentaram aumento significativo nos niveis de
CAT, revelando desequilibrio redox. As doses de 10 e 100mg de NAC foram
capazes de reverter esses resultados;

11 - A MCT induziu no modelo experimental adotado lesdes histopatologicas no
tecido hepatico. As diferentes doses de NAC administradas ndo reduziram o nimero

e a frequéncia das lesoes;

12 - A MCT na dose unica de 60mg/kg ndo induziu lesédo histopatolégica no tecido

renal em nenhum dos grupos experimentais;

13 - A MCT neste modelo experimental foi capaz de induzir lesdes histopatolégicas
no tecido cardiaco, tanto atriais como ventriculares, sendo mais evidente nas
camaras direitas. A dose de 300mg de NAC foi capaz de reduzir o nimero e a

frequéncia das lesGes no ventriculo esquerdo;

14 - A injecdo Unica de MCT (60mg/kg) foi capaz de produzir hipertrofia do ventriculo
direito nos animais induzidos. A dose de 300mg de NAC parece ser capaz de reduzir

esse efeito.
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6. CONCLUSOES

1 - O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi capaz de reproduzir Cor
pulmonale em ratos por meio da administracdo de MCT (60mg/kg), confirmado pelo
conjunto de resultados obtidos nesse estudo, tais como sinais de ICD, redugao do

apetite, perda de peso, dano oxidativo, desequilibrio redox e hipertrofia do VD;

2 - As doses mais elevadas de NAC (100 e 300mg/kg) revelaram melhores
resultados com relagcdo aos parametros de ganho de peso, bioquimica sérica,
desequilibrio redox, histopatologia cardiaca e hipertrofia do VD, sugerindo melhora

na funcdo hemodinamica e reducao no quadro de estresse oxidativo.
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