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RESUMO

A cirrose hepatica € considerada a principal doenca cronica do figado, 142 causa
de morte mundial e tem alta prevaléncia na populagio brasileira. E uma doenca caracterizada
pela substituicdo da estrutura hepatica por nodulos anormais circundados por fibrose. As
alteracOes hepaticas presentes na cirrose levam a prejuizos no sistema cardiovascular e renal,
podendo desenvolver Cardiomiopatia cirrdtica e Sindrome hepato-renal. Além disso, trata-se
de uma condicgdo catabdlica onde pacientes cirroticos possuem baixa ingestdo energética e
maior gasto de energia em repouso, levando a disfuncdes metabolicas e piora do quadro
clinico. Estudos demonstraram que uma suplementacéao nutricional c o m ingestdo energética
suficiente, melhora significativamente a sobrevida de pacientes cirréticos. Diante disso nosso
objetivo foi avaliar o efeito de uma dieta rica em sacarose sobre o sistema redox e a inflamagéo
no coracao e rim de animais com cirrose hepatica induzida por tioacetamida. Para realizacéo do
estudo utilizamos ratos Wistar machos, os quais dividimos em trés grupos: Controle (C);
Tioacetamida (TAA) e Tioacetamida+AcUcar (TAA+A). Foi realizada inducdo da cirrose
hepética pela administracdo de tioacetamida, uma droga com efeito hepatotoxico, na dose de
100 mg/kg duas vezes por semana por via intraperitoneal (i.p) durante 8 semanas. O
acucar foi ofertado na 4gua de beber na concentracdo de 300 g/L diariamente durante 8
semanas. Com o término do periodo experimental foi realizada eutanasia dos animais, e
retirado o coracdo e rim para analises. Dentre as andlises foi realizada avalia¢do de
alguns parametros do estresse oxidativo cardiaco e renal e a quantificacdo de interleucina
10 (IL-10) e interleucina 1 beta (IL-1pB). Nossos resultados mostraram que a dieta rica em
sacarose aumentou o ganho de peso e o acumulo de gorduras corporais nos animais
cirréticos, amenizando os sintomas de caquexia presente no grupo TAA. Quanto as
analises moleculares, verificamos no coracéo e rim dos animais cirroticos um aumento do
estresse oxidativo, demonstrados pelo aumento de TBARS e proteinas carboniladas no rim
e aumento de proteinas carboniladas e diminuicdo de GST, SOD e catalase no coracdo. A
oferta de uma dieta rica em sacarose diminui tanto TBARs como proteinas carboniladas
no rim, e aumentou a atividade das enzimas GST e SOD no coragdo. Em relacdo as
citocinas, o tratamento com TAA diminuiu as concentragdes de IL-1p e IL-10 no rim, sendo
gue a suplementacdo com aclcar aumentou essas duas citocinas dosadas. Ja no coracdo, ndo
observamos diferenca nas concentragdes de 1L-10 e IL-1p, no entanto o uso do agticar diminuiu
esses dois parametros. Diante disso, vimos que na cirrose hepatica induzida por TAA ha um
menor ganho de peso e de gordura corporal, além do aumento do estresse oxidativo no coragao
e rim, sem alterar o estado inflamatorio nesses 6rgdos. A suplementagdo com agucar amenizou
0 quadro catabolico e os parametros oxidativos no rim e coragdo e causou uma imunomodulagéo
em ambos 6rgaos na cirrose.

Palavras-chave: cirrose hepatica; cardiomiopatia cirrotica; tioactemida.



ABSTRACT

Liver cirrhosis is considered the main chronic liver disease, the 14th leading cause of death
worldwide and has a high prevalence in the Brazilian population. It is a disease characterized
by the replacement of the liver structure by abnormal nodules surrounded by fibrosis. The liver
changes present in cirrhosis lead to damage to the cardiovascular and renal systems, which can
lead to cirrhotic cardiomyopathy and hepatorenal syndrome. Furthermore, it is a catabolic
condition where cirrhotic patients have low energy intake and higher energy expenditure at rest,
leading to metabolic dysfunctions and worsening of the clinical picture. Studies have shown
that nutritional supplementation with sufficient energy intake significantly improves the
survival of cirrhotic patients. Therefore, our objective was to evaluate the effect of a sucrose-
rich diet on oxidative stress and inflammation in the heart and kidney of animals with
thioacetamide-induced liver cirrhosis. To carry out the study we used male Wistar rats, which
we divided into three groups: Control (C); Thioacetamide (TAA) and Thioacetamide+Sugar
(TAA+A). Induction of liver cirrhosis was performed by administering thioacetamide, a drug
with hepatotoxic effect, at a dose of 100 mg/kg twice a week intraperitoneally (i.p) for 8 weeks.
Sugar was offered in the drinking water at a concentration of 300 g/L daily for 8 weeks. At the
end of the experimental period, the animals were euthanized, and the heart and kidney were
removed for analysis. Among the analyses, evaluation of some parameters of cardiac and renal
oxidative stress and quantification of interleukin 10 (IL-10) and interleukin 1 beta (IL-1B) were
performed. Our results showed that the administration of TAA modified liver histological
aspects, demonstrating the success in inducing liver cirrhosis in the animal. We saw that the
high sugar diet increased weight gain and the accumulation of body fat in cirrhotic animals. As
for the molecular analysis, we verified an increase in oxidative stress in the heart and kidney of
cirrhotic animals, demonstrated by the increase in TBARs and carbonyl proteins in the kidney
and the increase in carbonyl proteins and a decrease in GST, SOD and catalase in the heart.
Offering a diet rich in sucrose decreases both TBARs and carbonyl proteins in the kidney,
without altering the oxidative parameters in the heart. Regarding cytokines, treatment with TAA
decreased the concentrations of IL 1p and IL-10 in the kidney, and sugar supplementation
increased these two cytokines measured. In the heart, we did not observe differences in the
concentrations of IL-10 and IL-1pB, however the use of sugar decreased these two parameters.
Therefore, we saw that in liver cirrhosis induced by TAA there is less weight and body fat gain,
in addition to increased oxidative stress in the heart and kidney, without changing the
inflammatory state in these organs, and sugar supplementation ameliorated the catabolic
condition of cirrhosis, oxidative parameters and IL-10 levels only in the kidney.

Keywords: liver cirrhosis; cirrhotic cardiomyopathy; thioacetamide.
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1. INTRODUCAO
1.1 CIRROSE HEPATICA

A cirrose hepatica é uma das principais doencas crénicas do figado, sendo a 142 causa
morte mundial, se demonstra com altas taxas de morbidade e mortalidade provocando 1,03
milhdo de mortes por ano (TSOCHATZIS; BOSCH; BURROUGHS,2014). Apresenta alto
indice de prevaléncia em meio a populagdo brasileira, sendo que dados nacionais estimam
prevaléncia de 0,14% a 0,35%, mortalidade de 3 a 35 por 100.000 habitantes e média anual
de 30.000 internagcdes no Brasil (SILVEIRA; ISER; BIANCHINI,2016, MOCARZEL et
al,2017).

A cirrose é definida pela presenca de fibrose hepatica progressiva, com transformacao
nodular e alteracdo da arquitetura hepéatica (HO; YOSHIDA, 2006). Essa fibrose hepética é
caracterizada por um aumento na deposicdo de componentes da matriz extracelular (MEC),
principalmente colédgenos e proteoglicanos, que ocorre inicialmente por causa da perda de

hepatocitos por apoptose ou necrose, dano oxidativo e inflamacdo (FURTADO et al, 2012).

Trata-se de uma doenca de dificil diagndstico pois na maioria das vezes apresenta-se
na forma assintomatica e quando comecam as manifestacdes clinicas, essas sdo diversas pois
as complicacdes cirrdticas agridem diferentes 6rgdos dentre eles o coracdo e o rim. Estas
manifestacdes podem variar de alteragdes laboratoriais isoladas até uma faléncia hepatica
rapidamente progressiva (COSTA; ASSIS; BRILHANTE; GUIMARAES,2016).

A maioria das mortes por cirrose ocorrem devido a insuficiéncia hepatocelular,
complicacBes decorrentes da hipertensdo portal ou desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular. A insuficiéncia dos hepatocitos pode resultar em uma subita e macica
destruicdo do figado (tanto na hepatite fulminante viral ou por drogas) ou, da agressdo
progressiva aos hepatocitos, como ocorre na cirrose. Independente de qual seja a evolucdo,
80% a 90% da capacidade funcional do figado deve estar acometida para que ocorra faléncia
hepatica, tamanha a reserva funcional desse 6rgdo (LIDA; SILVA,
SILVA;SILVA;ALVES,2005).

Os fatores associados ao desenvolvimento de cirrose sdo: infecgdo por virus da
hepatite C (HCV) e hepatite B (HBV), doenca hepética alcoolica, doenca do figado gorduroso
nédo alcodlica, hepatite autoimune e cirrose hepatica induzida por drogas (SHARMA; JOHN,
2020). Dessa forma, essas lesdes hepaticas agudas e fibrose / cirrose pode ser induzidas
experimentalmente por algumas drogas como a tioacetamida (TAA). O aumento das espécies

reativas de oxigénio parece ser o0 mecanismo envolvido na hepatoxicidade no processo de



14

fibrogénese, e a TAA estimula a formacdo de radicais livres, os quais podem diminuir a
glutationa (GSH) e outras defesas antioxidantes nos hepatdcitos causando a peroxidacdo
lipidica. (FURTADO et al, 2012; TUNEZ et al, 2005).

O tratamento da cirrose é basicamente em busca da ndo progressdo da doenca e suas
complicacdes, para isso a eliminacédo da causa cirrotica se faz necessaria. Medicamentos
antifibroticos costumam ser utilizados independente do causador da patologia
(SCHUPPAN; AFDHAL, 2008).

A reversao da cirrose hepética é possivel com o transplante de figado, porém este
é indicado quando ha uma descompensacdo da cirrose e evolugdo para carcinoma
hepatocelular (AL-HAMOUDI, 2010). A realizacdo do transplante, induz estresse
cardiovascular significativo, com o poder de agravar a disfuncdo cardiaca a qual contribui
para mortalidade e morbidade, por estas razGes o transplante ndo é indicado para pacientes
que apresentam cardiomiopatia cirrotica. (LI1U.H, el al,2017).

Além das lesdes no figado, ja é bem descrito na literatura que as alteracdes hepéticas
presentes na cirrose levam a prejuizos no sistema cardiovascular (SILVESTRE et al,2014) e
sistema renal, podendo ocasionar além da cardiomiopatia cirrotica, a sindrome hepatorrenal
(SHR). Essa ultima condicdo clinica é caraterizada por deterioracdo da funcdo renal em
consequéncia da insuficiéncia hepatica e hipertensdo portal, complicacdes existentes em
pacientes com doenca hepatica avancada (CARTAXO et al,2018).

1.2. ALTERACOES CARDIACAS NA CIRROSE HEPATICA.

Cerca de 50% dos pacientes com cirrose hepatica desenvolvem complicacGes
cardiacas (GREGOLIN et al,2020). Esse quadro ocorre, principalmente devido a hipertensao
portal, que leva a uma vasodilatacéo sistémica gerando uma sobrecarga ventricular, resultando
em uma disfuncdo cardiaca (NASCIMENTO et al,2018). A vasodilatacdo sistémica
ocasionada pelo desequilibrio hemodindmico provocado pela cirrose, leva a um aumento do
débito cardiaco em repouso e diminuigdo da resisténcia vascular periférica (MOCARZEL et
al,2017).

Vérios sdo os mecanismos envolvidos na disfun¢do cardiaca, assim, podemos
considerar como principal o relacionado ao estado hiperdindmico da circulacéo e a hipertensao
portal. Pacientes com cirrose hepatica, apresentam um aumento na producéo e na atividade de

vasodilatadores, como 6xido nitrico, endocanabinoides e mondxido de carbono, e uma
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diminuicdo da metabolizacdo de outros vasodilatadores devido a insuficiéncia hepética e ao
shunt porto sisttmico. Todos esses aspectos contribuem para reducgéo da resisténcia vascular
periférica, circulacao hiperdinamica e débito cardiaco insuficiente para a demanda metabolica.
(JARSKE et al, 2016). As alteracOes vasculares presentes na cirrose, ja foram descritas pelo
Nosso grupo de pesquisa, onde verificamos em animais com cirrose induzida por tioacetamida
uma vasodilatacdo na artéria aorta dependente de mecanismos inflamatdrios, como a ativacéo
da enzima Ciclo-oxigenase 2. Essas alteracdes vasculares sisttémicas levam a sobrecarga
cardiaca e podem contribuir diretamente com o desenvolvimento da Cardiomiopatia cirrotica.
(NASCIMENTO, M et al, 2018).

A Cardiomiopatia cirrética é um distdrbio cardiaco, inicialmente assintomatica, sendo
que essas disfungdes no coracdo podem acometer pacientes cirréticos sem doenca cardiaca
prévia (BERNANDI,2013). Os aspectos relacionados a disfungdo cardiaca incluem: disfuncdo
sistélica e diastdlica, alteracGes eletrofisiologicas, hipertrofia ventricular esquerda e aumento
atrial (AL HAMOUDI,2010: CARVALHO et al,2018). Além disso existe ainda o
cronotropismo, que se manifestam em situacdes de maior demanda metabodlica e devido a

menor capacidade cardiaca em aumentar seu inotropismo (BICCA et al,2016).

A disfuncdo diastdlica, nesse caso, é caracterizada por diminuicdo da capacidade de
relaxamento ventricular precoce passivo e tardio na fase de enchimento ventricular, com
consequente aumento da pressao atrial e do tempo de relaxamento isovolumétrico. Essa
condicdo costuma preceder a disfuncdo sist6lica, sendo esta observada em situacGes em que
hd aumento da demanda do débito cardiaco associada a diminuicdo da contratilidade
miocardica, como nas situacdes de estresse hemodinamico (BICCA,2016). Dessa forma a
funcédo cardiaca mostra-se comprometida na cirrose hepatica, sendo inclusive um motivo de

contra-indicagdo do transplante do figado.

1.3. ALTERACOES RENAIS NA SINDROME HEPATORRENAL

Cerca de 40% dos pacientes com cirrose desenvolvem a sindrome hepatorrenal
(Figural). Apbs o aparecimento da ascite no primeiro ano, sintoma presente na cirrose
hepatica, cerca de 18% dos pacientes evoluem com SHR. Esta sindrome se encontra presente
em mais de 50% dos doentes com insuficiéncia hepatica avangada (NETO,2011).

Os rins séo o0s Orgédos responsaveis pela manutencdo do volume e da composicédo do
fluido extracelular. A regulacdo hemodinamica renal e sistémica, é feita por meio de um

mecanismo hipertensor e outro hipotensor (AIRES,2012). O efeito hipertensor renal se d& pelo
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sistema renina-angiotensina-aldosterona, uma vez que a angiotensina Il é um potente
vasoconstritor e juntamente com a aldosterona, promove a reabsorcdo renal de sodio,
estimulando, indiretamente, a reabsorcdo de agua. A acdo hipotensora se da pelas

prostaglandinas e cininas renais, as quais séo substancias vasodilatadoras (FARAH,2020).

A SHR ocorre principalmente por causa da disfuncdo circulatoria, cardiomiopatia
cirrética e outros fatores como inflamacdo sistémica que influenciam seu desenvolvimento.
(YUREN et al, 2020). O comprometimento renal gerando a SHR se manifesta por ocorrer uma
forte vasoconstri¢do renal que resulta em uma intensa reducao da taxa de filtracdo glomerular
(TFG), enquanto que na circulacdo extrarrenal ha predominio de vasodilatacdo, ocasionando
a hipotensdo sistémica. Este distarbio é de natureza funcional, uma vez que 0s rins sao
histologicamente normais e a insuficiéncia renal é reversivel caso aconteca o transplante
hepéatico (COSTA et al. 2013).

Assim como a cardiomiopatia cirrotica, a principal causa da SHR acontece por uma
interacdo complexa entre diferentes eventos hemodinamicos e inflamatérios. (HASAN et al,
2021). Para compensar o evento de vasodilatacdo, o corpo aumenta o débito cardiaco e a
frequéncia cardiaca e ativa sistemas vasoconstritores, 0 sistema renina-angiotensina-
aldosterona e a secrecdo nao osmotica de vasopressina, pois causam prejuizo do fluxo renal e
deterioracdo geral (GUPTA, et al2017).

As consequéncias mencionadas estdo associadas a retencdo de sodio e agua livre com o
acumulo de ascite e edema. Essa retencédo leva a vasoconstricao renal, diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e ao desenvolvimento final da SHR. Caso a vasoconstri¢éo renal
ndo seja revertida a tempo, causara danos ao parénguima renal seguido por necrose tubular
aguda (SUBEDI et al,2021).

A SHR pode estar relacionada com aumento de 10mmHg de pressdo no sistema porta,
afetando a hemodinamica do figado e levando a Hipertensao Portal. 1sso resulta em aumento
de espécies reativas de oxigénio na mucosa gastrica e aparecimento de circulagdo colateral

devido a obstrucdo parcial da veia porta. (GODQY et al,2016).
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Figura 1: A cirrose hepética desencadeia complica¢des cardiorrenais. A evolugdo da injdria hepética desenvolve
0 quadro de hipertenséo portal que culmina em uma vasodilatagdo sistémica. Todas essas alteracdes colaboram
com o desenvolvimento da cardiomiopatia cirrotica e da sindrome hepato-renal. SHR: sindrome hepatorrenal;
DC: débito cardiaco. Fonte adaptada: MOCARZEL et al,2017.

1.4. ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAQAO NA CARDIOMIOPATIA CIRROTICA
E NA SHR.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (Figura 2). A geracao de radicais
livres e/ou espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio (BARBOSA
et al,2010). A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular,
produzindo radicais livres de forma natural ou por uma disfungdo bioldgica. Esses radicais
livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos &tomos de oxigénio ou nitrogénio
sdo denominados de EROs (espécies reativas de oxigénio) (BARREIROS et al., 2006,
MACHADO et al, 2009). As principais EROs distribuem-se em dois grupos, as radicalares:
hidroxila (HO-), superdxido (Oz-), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-); ¢ os ndo-radicalares:
oxigénio (Oz), peroxido de hidrogénio (H203) e acido hipocloroso (HCIO)( KIM et al., 2015).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido pelos antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos na dieta (BARREIROS et al., 2006), e podem ser definidos como
qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a sua oxida¢do (HALLIWELL
et al., 2000).

Sao conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes: o primeiro é composto por dois
tipos de enzimas SOD (superoxido dismutase), que catalisam a desmutagdo do radical &nion
superoxido Oz convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidrogénio (BABIOR, 1997). O
segundo pela Catalase (CAT) e o terceiro pela Glutationa Peroxidase (GPx) ambas agem com

0 mesmo proposito de impedir o acumulo de perdxido de hidrogénio (BARBOSA et al, 2010).
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A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptidio, formado por glicina, &cido glutdmico e
cisteina e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular (SIES, 1985). A
manutencdo de niveis adequados de GSH é por meio da atividade da GR, a qual utiliza
equivalentes redutores do NADPH para manter glutationa na forma reduzida, como substrato
para GPx. Assim, a atuacéo eficiente de Se- GP exigeumsistemaenzimatico, queenvolve a
GR e as enzimas que mantem niveis de NADPH, nos compartimentos citosolico e mitocondrial
(REMACLE et al, 1992).

ANTIOXIDANTES

OXIDANTES
EROS

.

ESTRESSE OXIDATIVO

Created in BioRender.com bio

Figura 2: Estresse oxidativo: desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio e antioxidantes.

No figado cirrético, as células parenquimatosas sdo acometidas por les6es induzidas
pelo estresse oxidativo, sendo as EROs produzidas por mitocondrias, microssomas e
peroxissomos através das enzimas do citocromo P450. Essas substancias atacam lipidios,
proteinas e DNA, além de alterar as vias que controlam as fun¢des bioldgicas normais. As
células de Kupffer, células estreladas hepaticas e células endoteliais sdo mais sensiveis as
moléculas relacionadas ao estresse oxidativo e, em resposta, algumas citocinas sdo produzidas
pelas células de Kupffer como 0 TNF-a, aumentando a inflamagdo e apoptose (LI et al., 2015;
MUKHOPADHYAY et al., 2018). O estresse oxidativo desencadeia a peroxidacdo lipidica
que induzira o aumento da sintese de colageno através das células estreladas hepaticas, além
disso, a expressdo do TGF- ¢ aumentada em resposta ao estresse. Dessa forma, a produgéo
de EROs desempenha papel importante na cirrose hepatica, aumentando a fibrose (CICHOZ-
LACH; MICHALAK, 2014; ZHANG et al, 2018).

De fato, dados publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou o aumento de
peroxidacdo lipidica, por meio da dosagem de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico

(TBARS), evidenciando estresse oxidativo no figado de animais cirréticos induzida por
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TAA (SILVA et al, 2021). No entanto, ainda é pouco descrito a respeito do desequilibrio

oxidativo em outros 6rgaos afetados pela cirrose, como o coracgao e rim.

A desregulacao redox celular pode ser dita como um dos mais importantes fatores para a
patogénese das doencas cardiovasculares e metabdlicas. Aumentos intracelulares de EROs
estdo associados a iniciacdo e progressdo de doencas cardiovasculares. O excesso de EROs
prejudica as fungdes das células do masculo liso vascular e endotelial ( SLEZAK, J et al,
2019). O estresse oxidativo cumulativo e a inflamag&o resultam em danos a fungéo endotelial
e desequilibrio hemodindmico, bem como insuficiéncia hepéatica e renal irreversivel
(NICKOVIC et al,2018).

Na cardiomiopatia cirrética, dois mecanismos importantes para esse excesso de
oxidante sdo a superproducao mitocondrial de peroxido de hidrogénio e ion superdxido sob
condicdes de excesso de energia e a ativagdo aumentada da NADPH oxidase celular via
receptores de angiotensina Il. (HENRICKSEN,EJ et al, 2010). A ativacdo da NADPH oxidase
inicia-se pela fosforilacdo (em serina) da subunidade citoplasmatica p47phox, desencadeando
sua migracdo para a membrana, onde, juntamente com a Rac, associa-se ao citocromo b558,
iniciando a atividade catalitica da enzima (RABELO et al,2010). A desregulacio redox e o
descontrole na homeostase da inflamagdo surgem e resultam em aberracdes celulares e

condicdes patoldgicas, que levam a doencas cardiovasculares (VOLP, et al,2008).

Na sindrome hepatorenal induzida por galactosamina, uma droga hepatotoxica, ha
aumento na expressao renal da enzima NOX, constituinte da NADPH e aumento da producao
de EROs. O estresse oxidativo nesse caso levou a ativacdo de um processo inflamatorio,
mediado pela ativagcdo do NF-kB e aumento de apoptose celular no rim (MAZON, et al2020)).
Em pacientes com insuficiéncia renal cronica, observou-se que as atividades da superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GSH-Px) estavam significamente
reduzidas nos eritrocitos, e essas reducGes podem propiciar o aumento da peroxidagdo lipidica
na estrutura da membrana dos eritrocitos com consequente hemdlise e anemia. O aumento da
producdo de EROs na uremia tem sido proposta como possivel fator contribuinte para as

complicacdes na insuficiéncia renal cronica (KIRSZTAJN,2010).

J& foi descrito também um aumento dos niveis de peroxidacao lipidica e alteracdo na
fluidez da membrana do eritrdcito, reducdo nos niveis de Zn e inibigdo da atividade da SOD
fator que poderiam estar contribuindo para 0 aumento de doencas cardiovasculares e anemia
nos pacientes com insuficiéncia renal (MAFRA, ABDALLA, & COZZOLINO, 1999).
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Além das alteracbes oxidativas, outro fator que também contribui para os prejuizos
cardiacos e renais € o processo inflamatorio. Citocina pro-inflamatorias como IL-1B
(Interleucina 1B), demonstram-se com niveis alterados em pacientes com alteracdes cardiacas
(JUNIOR,2009). O aumento de mediadores inflamatorios como da IL-1B no musculo
esquelético € bem caracterizado em pacientes com insuficiéncia cardiaca (LOPES,R,2009).
Esta citocina participa do mecanismo de agressdo miocardica colaborando com a piora da
funcéo cardiaca ( FELIX J. A,2012).

A IL-1B encontra-se em niveis aumentados em pacientes com disfungdes cardiacas e
sua ativacdo acontece apds sinais inflamatdrios cardiacos serem gerados e o inflamassoma ser
ativado ( MESSIAS,et al 2012). O inflamassoma € um complexo multiproteico intracelular
que atua na ativacdo de enzimas da familia cisteina-aspartato proteases (CASPASES) como
uma estrutura essencial para a regulacdo da imunidade em condi¢bes fisiologicas e no
reconhecimento de sinais de perigo a diferentes componentes. O inflamassoma estabelece um
envolvimento estreito com a inflamacdo patoldgica, pela ativacdo de vias intracelulares de
morte por apoptose, piroptose e necrose, sendo um alvo potencial para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para doencas de base inflamatéria, como € o caso da cirrose hepatica.
(PAIVA-OLIVEIRA,2012).

O inflamassoma é considerado uma molécula formada com a juncdo de um NLR, um
adaptador ASC (proteina do tipo speck associada & apoptose contendo um dominio de
recrutamento caspase.) e uma caspase-1 ativa. Para a ativacdo do NLRP3 (Proteina da familia
NLR, contendo dominio pirina 3) sdo necessarios dois sinais, o primeiro se da pela ativacdo
de PRRs (Receptor de reconhecimento de padrdes) e o segundo pelo acoplamento da proteina
adaptadora no dominio de reconhecimento. O primeiro sinal é responsavel por gerar a
disposi¢do dos componentes, e se da pela ativacdo de PRRs, como os receptores do tipo Toll,
por meio do reconhecimento de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) ou
DAMPs( padroes moleculares associados a danos). Nesse processo ocorre 0 reconhecimento
do ligante e a transcri¢cdo dos genes de IL-1p ¢ IL-18 para a liberagcdo de suas pro-formas.
(VANAJA, RATHINAM & FITZGERALD, 2015). E o segundo sinal que se da apds a
ativacdo do NLR, onde ocorre o acoplamento da proteina adaptadora no dominio respectivo
de reconhecimento, e em sequéncia a ligacdo via CARD da procaspase-1 e formacdo do
inflamassoma. A procaspase-1 é ativada realiza a transformacdo de precursores de IL-1B e
liberagéo dessa citocina ( Figura 3) (GUO, CALLAWAY & TING, 2015).
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Existem outros mecanismos distintos que também podem levar a ativacdo do NLRP3
(ALVES,2018). O primeiro envolve a ativacdo de canais idnicos (KANLENBERG,2004), o
segundo envolve a geracdo de EROs mitocondriais (Figura 3) (BULUA et al., 2011; e o
terceiro mecanismo envolve particulas como cristais de urato ou amianto causadores de
desestabilizacdo da membrana lisossomica (OGURA,2006). A ativacdo do inflamassoma de
NLRP3foi associada a uma resposta inflamatoria aumentada e é frequentemente observada

em pacientes com cardiomiopatia dilatada. (WANG,Z et al,2020).
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Figura 3: A ativacdo do inflamassoma de NLRP3 associada a uma resposta inflamatéria
frequentemente observada em pacientes com cardiomiopatia fonte:Haitao Guo,2015

Estudos relatam que citocinas, ao interagirem com seus receptores localizados na
membrana celular, determinem modificacbes do comportamento das células presentes no
tecido renal. Algumas citocinas pré inflamatérias tém sido associadas a fisiopatologia da
doenca renal onde destacam-se a interleucina-1 (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) (VIANNA et
al,2011). O aumento da expressdo de IL-1 foi detectado em bidpsias renais de pacientes com
vasculite e no tecido renal remanescente de ratos submetidos a nefrectomia subtotal. Além
disso, a administracdo de antagonistas de IL-1 inibiu a fibrose tubulo-intersticial em modelo
animal de doenga renal cronica. (VIANNA et al,2011).

No rim, a hiperuricemia, tanto aguda quanto crénica, causa ruptura lisossomal a qual
ativa fortemente a inflamacdo. Cristais como o urato monossodico danificam as membranas
lisossomais. A ruptura lisossomal uma das vias de ativagdo do inflamassoma, por sua vez,
ativa o inflamassoma, que induz a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias como IL 1,

levando a um aumento da inflamacdo, vazamento de enzimas lisossomais no citosol
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provocando a morte celular apoptética ou necrotica reduzindo a capacidade de catabolismo
lisossomal (KIMURA et al,2017).

A IL-10, uma citocina conhecida como citocina anti-inflamatoria age inibindo genes pro
inflamatdrios especificos por meio de mecanismos de repressdo da transcricdo e
desestabilizacdo do RNAm (DILLOW et al,2014). Apo6s a ligacao da citocina IL 10 ao seu
receptor inicia-se uma cascata de sinalizacdo responséavel por acarretar a fosforilagdo e a
ativacdo STAT3(sinal transdutor de ativagéo e transcricdo) via JAK1. Ocorre entdo a migragao
do STAT 3 para o nlcleo onde ocorre a transcricdo de genes especificos os quais sao
responsaveis por atenuar a resposta inflamatoria por repressdo da transcricdo dos genes
responsaveis pela producdo das citocinas pré- inflamatérias (POULAIN;MIRANDA-
SAAVEDRA.2012). Pacientes com insuficiéncia cardiaca tem a concentracao plasmatica da
IL 10 diminuida, principalmente, nos casos de disfungdo ventricular esquerda, e
correlacionada positivamente com uma piora na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(LOPES, 2009).

Os valores de 1L10 encontram-se elevados em doentes com falhas renais crénicas
(ALVAREZ-LARA et al,2004). O aumento da producdo de IL-10 pode representar uma
resposta auto-regulatdria para aumentar a producado de citocinas pro-inflamatérias (KAMEL
et al, 2009). Diante disso, o0 estresse oxidativo e a inflamacdo em dérgéos especificos, como o

coracdo e o rim, trazem prejuizos ao paciente cirrotico, piorando sua condi¢éo clinica.

1.5. BALANCO ENERGETICO NA CIRROSE HEPATICA.

A cirrose hepéatica é uma doenca catabolica que acarreta ao paciente diversas
implicacdes clinicas, dentre elas o quadro de desnutricao proteico-energética. E percebido que
a severidade da doenca hepética se correlaciona com o grau de desnutricdo a qual estd
diretamente ligada ao progndstico do paciente (CARVALHO; PARISE, 2006; FERREIRA et
al., 2009; GALANT et al., 2012).

O quadro de desnutrigcdo se estabelece quando o organismo ndo absorve gquantidade
suficiente de nutrientes, e esta ndo absorcdo adequada pode ocorrer pela diminuicdo do
consumo dietético ou quando o aporte de nutrientes é adequado, porém, fatores interferem
durante a absor¢ao deste no intestino delgado (ALVES et al., 2011; OTERO; CORTES, 2008).

Algumas alteracbes metabolicas sdo bastante importantes nos pacientes com cirrose

hepatica, sendo a alteragdo no metabolismo de aminoacidos uma delas (IRIGOIN; ABILES,
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2012). O figado doente acarreta a perda das proteinas corporais, dois motivos sdo responsaveis
por este débito de proteinas corporais: a diminui¢do da capacidade de armazenamento, e a
sintese inadequada das mesmas (TSIAOUSI et al., 2008). Diante das alteracGes presentes
ocorre também um desbalangco de aminoacidos, que existem evidéncias de ser mediado por
alteracdo nos niveis de insulina e outros horménios reguladores. Esse desbalanco gera a
diminuicdo dos niveis plasmaticos de aminoacidos (GARCIA; RODERO; CALANAS-
CONTINENTE, 2012).

Além disso, alteracbes no metabolismo de carboidratos e reducdo do armazenamento de
glicogénio, em particular, contribuem para o desenvolvimento da desnutricdo em pacientes
com doenca hepatica cronica (RITTER,L et al, 2016). Sendo assim, outro armazenamento
energético prejudicado na cirrose hepética é o do glicogénio, onde o figado contribui para o
controle homeostatico corporal por meio de suas reservas de glicogénio para glicogenolise.
Para isso, é necessario a diminuicéo do glicogénio hepatico, o que estimula a gliconeogénese
(VIEIRA, 2005) AGUAYO; MARTIN, 2012).

O corpo humano, independente do sistema, necessita de energia para que funcione
corretamente e para assim manter 0S processos vitais do organismo. Muitas alteragdes
metabdlicas estdo associadas ao gasto energético de repouso, semelhante ao observado em
doencas hepaticas. As associacdes do hipermetabolismo com parametros extra-hepaticos, e
inflamacdo sistémica devido ao aumento na liberacdo de citocinas, alteracdes da
hemodinamica do sistema porta é uma patogénese defendida por alguns autores. (RIBEIRO,
H, 2017).

E comum pacientes cirrticos apresentarem comorbidades como hipermetabolismo,
digestdo ineficiente e anorexia, que neutralizam os efeitos benéficos da ingestdo de energia
suficiente. (MAIOQO,R et al 2000). Estes pacientes quando hospitalizados tém alta prevaléncia
de desnutricdo, e a maioria ndo satisfaz suas necessidades nutricionais. A diminui¢cdo do
consumo calorico é um fator de risco independente da mortalidade a curto prazo (CAMPILLO
et al,2003). A desnutricdo esta associada ao aumento dos sintomas de descompensacéo, como
0 aumento das ascites, o desenvolvimento da encefalopatia hepética e o desenvolvimento e

progressao das varizes esofagicas (VIDOT et al, 2016).

Justifica-se a importancia da nutricdo no paciente critico atraves do conhecimento das
consequéncias fisiologicas da desnutricdo, como possiveis alteracdes nas funcdes muscular
(GALANT et al., 2012), respiratoria e cardiaca e na funcdo renal (GUYTON,2006). A

desnutricdo na doenca renal cronica, é causada pela uremia, que ocorre devido & perda da
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funcdo exdcrina, provocando um estado inflamatério constante que predispde a esta condigdo
(SANTOS,2013).

O trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa evidenciou os beneficios de uma dieta
rica em sacarose na funcao e estrutura hepatica, mostrando que a suplementagédo alimentar
energética € uma boa alternativa para a melhora no quadro clinico da cirrose (SILVA et al,
2021). Neste estudo foi verificada que a suplementacdo com aglcar amenizou o estado redox,
inflamatorio e de fibrose no figado e ainda melhorou a perda de peso e diminui os niveis de
alananina aminotransferase. Ainda, foi visto também que essa dieta aumentou os niveis de
glicose e o estoque de glicogénio no figado e elevou os depoésitos das gorduras totais dos
animais cirroticos, evidenciando a melhora do quadro de caquexia e do bem-estar sistémico

desses animais.

Tendo em vista as alteragdes cardiacas e renais presentes na cirrose e que existe uma
desregulacdo energética grave levando a um quadro de caquexia que pode ser amenizado com
0 uso de uma dieta rica em acucar, nossa hipotese € que a suplementacdo com uma dieta rica
em acucar em ratos cirréticos melhore o estado redox e inflamatorio no coragéo e rim desses

animais.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de uma dieta rica em acgucar no estado redox do coracéo e do rim de

ratos com cirrose hepatica induzida por tioacetamida.
2.2. Objetivos Especificos.

Investigar no coracdo e nos rins de animais Controle, animais com cirrose induzida por
TAA e animais com cirrose suplementados com uma dieta rica em agucar 0s seguintes
parametros:
e  Processo inflamatério pela dosagem das citocinas pré-inflamatérias IL-1B e anti-

inflamatoria 1L-10.

o Estresse oxidativo pela dosagem de marcadores indiretos do dano oxidativo como
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), proteinas carboniladas e enzimas
antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-s-transferase
(GST), e o antioxidante ndo enzimatico glutationa reduzida (GSH).
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3. MATERIAL E METODOS.
3.1 ANIMAIS

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, com peso inicial em média
300 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Mato Grosso
(UFMT) campus de Cuiabd, permaneceram em um periodo de aclimatacao de 15 dias
no NUPADS (Nucleo de Pesquisa e Apoio Didatico em Saude), sendo mantidos em
gaiolas, em ambiente com temperatura (24+2°C) e umidade controladas (55+5%) e
ciclo claro-escuro (12-12h).

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMT sob o numero 23108.039273/2019-60, e seguiu as recomendacdes dos
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA).

3.2 MODELO EXPERIMENTAL EDIETA RICA EM SACAROSE

Os animais foram divididos de forma aleatdria em trés grupos, sendo que cada
grupo tinha 8 animais: grupo Controle (C), Tioacetamida (TAA), Tioacetamida +
Acucar(TAA+A). Os grupos TAA e TAA+A foram tratados com TAA na dose de
100 mg/kg via intraperitoneal (Sigma-Aldrich EUA), duas vezes por semana durante 8
semanas, visto que a TAA possui propriedades hepatotoxicas e é capaz de desencadear
cirrose hepatica (NASCIMENTO et al., 2018; TUNEZ et al., 2005). Os grupos
controles foram tratados com veiculo (salina), seguindo 0 mesmo protocolo usado nos
tratamentos com TAA. Os grupos C e TAA foram alimentados ad libitum com racéo
normal para a espécie e agua, o grupo TAA+A além de receber a mesma dieta ad
libitum, teve agua suplementada com sacarose (300 g/ L). Os animais receberam racdo
padrdo (3,77 kcal/ g) — NUVILAB CR-lI (NuvitalVR, Colombo, Parana, Brasil). O
consumo caldrico foi calculado somando o consumo diario de racdo (g) x 3,77 kcal e 0
consumo diario de agua com sacarose x 1,2 kcal (DENTZ et al., 2020). Ap6s 8 semanas
do periodo experimental, os animais foram eutanasiados com uma mistura de cetamina
(113 mg/ kg) e xilazina (7,4 mg/ kg) em uma dose de 0,15 mL/ 100g intraperitoneal. Os
ratos foram pesados no inicio e no final do periodo experimental. Apos a eutanasia,
foram pesados o figado, coracdo, rim e as gorduras epididimal, mesenterica e
retroperitoneal. O ganho de peso dos animais foi calculado pela subtracdo do peso

corporal final ao peso corporal inicial.
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3.3 QUANTIFICAC}AO DAS CITOCINAS PELO METODO DE ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA).

As citocinas IL-1p e IL-10 foram dosadas a partir do sobrenadante dos homogenatos
do ventriculo esquerdo do coracdo dos animais e dos homogenatos do rim. Os homogenatos
foram realizados pesando 50 mg de cada coracdo e de rim, que tinham sido previamente
congelados a -80°C. Foi adicionado 300 pL de PBS aos tecidos e 0 mesmo foi triturado usando
um homogeneizador de tecidos e colocado no gelo. Depois esse homogeneizados foram
centrifugado por cinco minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi usado para a dosagem de
citocinas cardiaca e renais.

A dosagem das citocinas foi realizada de acordo com a bula dos kits, sendo, IL-1p e IL-
10 da R&D System. A técnica utilizada nos ensaios foi ELISA sanduiche, utilizando
anticorpos monoclonais, para deteccdo das citocinas, nas concentragdes recomendadas pelo
fabricante (R&D SYSTEM).

Para realizar o procedimento, placas de microtitulacdo de 96 pocos foram
sensibilizadas com anticorpo de captura diluido em salina tamponada fosfato (PBS) e
mantidas a temperatura ambiente de um dia para o outro. Apos esse periodo, as placas foram
lavadas 3 vezes com PBS 1X - Tween 20 a 0,05%. Foi adicionado as placas, PBS contendo
1% de albumina de soro bovino (BSA), para promover o blogueio de sitios livres do plastico,
e estas foram mantidas por 1 hora a temperatura ambiente. As citocinas recombinantes,
utilizadas para realizar a curva padrdo, foram diluidas em PBS contendo 1% de BSA e
incubadas nas placas por 2 horas em temperatura ambiente. Os sobrenadantes dos
homogeneizados do coracdo e do rim dos grupos experimentais foram também incubados em
pocos por este mesmo periodo. Depois todos os pocos foram lavados 3 vezes com PBS -
Tween 20 a 0,05%. Foram adicionados os anticorpos de detec¢do conjugados a biotina,
diluidos em PBS 1% de BSA e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Os pocos foram
lavados 3 vezes. As placas foram incubadas com conjugado estreptoavidina-peroxidase por
20 minutos em temperatura ambiente no escuro e logo apos o0s pogos foram lavados 3 vezes.
A revelacdo foi realizada com a adigéo da solucéo substrato (H20:2 e Tetrametilbenzidina) por
20 minutos a temperatura ambiente. A parada da reacdo foi feita com H2SO4 4N e a leitura
das densidades oOpticas (DO) feita em um espectrofotdmetro automatico leitor de microplacas,
em comprimento de onda de 450nm com corre¢do pelo comprimento de onda 540nm. As
concentragdes de cada citocina foram calculadas com base na equagédo da reta de regresséo

linear, da curva padréo obtida com citocinas recombinantes de rato.
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3.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO CARDIACO
3.4.1 ANALISE DE MARCADORES OXIDATIVOS:
3.4.1.1 PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidacéo lipidica foi medida através dos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e quantificado conforme os métodos descritos por BUEGE; AUST
(1978). O tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) e o tecido renal foram homogeneizados na
proporcdo de 1:10 com tampéo de fosfato de potassio 20 mM, pH 7,5 e centrifugado a 4.000
rpm, por 15 min a 4 °C. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de acido tricloroacético
(TCA) a 10%, e 500 pL de acido tiobarbittrico (TBA) a 0,67%. A mistura foi aquecida em
banho maria sob &gua fervente por 30 min e resfriada em banho de gelo por 10 min. As
amostras foram agitadas em voértex. Apds a centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 min a 4 °C,
TBARS foram determinadas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 535 nm,
utilizando-se a curva de malondialdeido (MDA) como padréo. O resultado foi expresso como

nmol MDA/mg proteina.

3.4.1.1.1 CARBONILAGCAO DE PROTEINA

A quantificacdo da carbonilacdo de proteinas foi realizada pelo método descrito por
COLOMBO et al. (2016). O tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) e o tecido renal foram
homogeneizados na propor¢do de 1:50 com Tampéo fosfatosalino (PBS), e centrifugado a
3000 rpm por 10 min a 4 °C. Em microplacas, foram adicionados 100 pL de amostra de tecido
e 100 pL de solugdo de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH). A placa foi incubada por 10 min a
temperatura ambiente no escuro e, em seguida, 50 uLL de NaOH 6M foram adicionados. Apos,
foram lidas em espectrofotdometro de microplacas e determinada no comprimento de onda de

450 nm. O resultado foi expresso como nmolcarbonil/mg proteina.

3.5 ANALISES DE ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS:
3.5.1 SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com Misra e Fridovich (1972) onde a
enzima inibe a auto-oxidacdo do bitartarato de adrenalina. O tecido cardiaco (ventriculo
esquerdo) e o tecido renal foram homogeneizados na proporcao de 1:30 com tampéo fosfato
de potassio mono/ dibasico 50 mM, pH 7,8. As amostras foram entédo centrifugadas a 10.000
rpm a 4 °C por 20 minutos. Para leitura da atividade da SOD, foram preparados uma solugéo
de bitartarato de adrenalina 60 mM e tampédo de carbonato de sodio (Na.COz), 0,057 M,
mantido a 30° C durante o experimento. A atividade foi medida em um espectrofotdmetro no



29

comprimento de onda de 480 nm. As leituras foram realizadas nos volumes de 10 pL, 25 uL
e 50 uL. Os valores das absorbancias foram reduzindo conforme aumentava o volume da

amostra. O resultado foi expresso como Ul SOD/mg proteina.

3.5.2 GLUTATIONA S- TRANSFERASE

A atividade da GST foi determinada de acordo com HABIG; PABST; JAKOBY, (1974).
O tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) e o tecido renal foram homogeneizados na proporcao
1:30 com tampdo de fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0. As amostras entdo foram
centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Para a realizacdo da leitura foram
adicionados em um tubo de ensaio 1,250 mL de tampéo de fosfato de potassio 20 mM, pH
6,0, 150 uL de GSH 10 mM, 25 pL do homogenato e 75 uL. de CDNB 20 mM.As amostras
foram lidas em espectrofotdmetro e o resultado foi expresso como pmol GS-DNB/min/mg

proteina.

3.5.3 CATALASE

A atividade da catalase foi determinada de acordo com NELSON; KIESOW, (1972). O
tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) e o tecido renal foram homogeneizados na propor¢ao
1:30 com solucdo resfriada com tampéo fosfato 20 mM, pH 7,4, com Triton X-100 e cloreto
de sdédio (NaCl) utilizando-se um homogeneizador dispersor. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C por 15 minutos.

A leitura foi realizada no espectrofotdmetro em 240 nm. Para isso foi preparado o
tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0 e H20. 300 mM. A leitura da atividade da catalase ocorre pela
velocidade com que o H>O> é reduzido pela acdo da enzima. A diferenca na leitura das
absorbancias a 240 nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite
estabelecer a velocidade de reducdo do H202 a H20, o que é proporcional a velocidade da

reacao enzimatica catalisada pela catalase.

3.6 ANALISE DE ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS:
3.6.1 GLUTATIONA REDUZIDA

A dosagem da GSH foi realizada de acordo com SEDLAK; LINDSAY (1968). O
tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) e o tecido renal foram homogeneizados na proporc¢éo de
1:60 com o tampdo fosfato de potassio 20 mM, pH 8,0. Entdo foi adicionado 1mL de amostra
homogeneizada em microtubos de 2 mL, mais 0,8 mL de agua ultrapura e 0,2 mL de acido

tricloroacético 5% em solucdo aquosa. Posteriormente estes microtubos foram centrifugadas
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a 4.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Apos a centrifugacdo, foram pipetados 0,5 mL do
sobrenadante da amostra e adicionado 1 mL de trizma 0,4 M pH 8,9. Para a leitura foram
adicionados 25 uL de acido 5,5 ditiobis-2- nitrobenzoico (DTNB) 0,01 M. As amostras foram
lidas na onda de comprimento de 412 nm em um espectrofotémetro. O resultado foi expresso

como pumol de GSH/mg de proteina.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados em media + desvio padrdo. Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade D’ Agostino-Pearson. A comparagao entre os grupos foi
realizada pelo teste Anova de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey. Nos casos em que 0s
resultados ndo passaram pelo teste de normalidade foi realizado o teste de Kruskal-Wallis pos
teste de Dunn. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores
de P<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 CARACTERISTICAS GERAIS

O peso corporal final (PCF), o ganho de peso, 0 peso das gorduras epididimal,
retroperitoneal e mesentérica e a ingesta calorica diaria foi menor nos animais do grupo TAA
quando comparado ao grupo C (Tabela 1). Os animais suplementados com acucar (TAA+A)
apresentaram aumento em todos os parametros citados acima comparado ao grupo TAA
(Tabela 1).
Tabela 1: Parametros morfologicos de animais controle e tioacetamida tratados ou ndo com

dieta rica em agUcar.

Grupos
Variaveis C TAA TAA+A
PCF (g) 4424 + 20,112 370,8 + 24,56P 409,7 + 11,25¢
Ganho (g) 136,3 + 16,842 44,36 £ 11,77° 84,85 * 8,6°
Gordura epididimal (g) 9,68 £ 0,75% 5,26 +0,87° 7,60 £0.79°
Gordura retroperitoneal
13.74 £1,71° 7,59 +0.9° 13,9 +0,51?
(9)
Gordura mesentérica () 5,86 + 0,52 4,8 +0,59° 8,56+0,71°
Gordura total (g) 29.82 + 3,05% 17,26 £ 2,27° 29,73 £ 2,342
Calorias (kcal) por dia 105.2 + 2,6 84,3+ 1,87° 98,62 + 3,11¢

Dados apresentados em média + desvio padrdo. C, controle; TAA, Tioacetamida; TAA+A,
Tioacetamida+agUcar; PCF, peso corporal final. Letras diferentes indicam diferenga estatistica de acordo com o
teste de ANOVA de uma via seguido pelo pds- teste de Tukey (P <0,05)

4.2 ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO CARDIACO E RENAL.

Foi realizada a dosagem de marcadores indiretos de danos oxidativos e antioxidantes a partir
do tecido cardiaco e tecido renal. Verificamos que no coragdo dos animais do grupo TAA
houve um aumento nas proteinas carboniladas (Figura 4) e uma diminuicéo na
atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD e Catalase (Figura 5) quando comparados ao
grupo Controle. A suplementagdo com agucar aumentou a atividade das enzimas GST e SOD
no coracao. N&o houve diferenca na concentracdo de TBARS e GSH entre os grupos (Figuras
4 e 5
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Figura 4. Marcadores indiretos de dano oxidativo no tecido cardiaco. (A) Proteinas carboniladas e (B)
TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbiturico); C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida
+ AgUcar. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Letras minGsculas diferentes nas barras
indicam diferenca estatistica entre os grupos pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de

comparacao multipla de Tukey (P<0,05) entre 0s grupos.
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Figura 5. Compostos antioxidantes do tecido cardiaco. (A) GST, Glutationa s-transferase; (B) GSH,
Glutationa reduzida; (C) CAT, catalase; (D) SOD, superdxido dismutase. C, Controle; TAA, tioacetamida;
TAA+A, Tioacetamida + Acucar. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Letras minusculas
diferentes nas barras indicam diferenca estatistica entre os grupos, pelo teste ANOVA de uma via,
complementada pelo teste de comparagdo multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.
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A analise do tecido renal, permitiu verificarmos um aumento do estresse oxidativo
demonstrados pelo aumento de TBARS e proteinas carboniladas no grupo TAA versus C
(Figura 6). A oferta de uma dieta rica em sacarose diminui tanto TBARs como proteinas
carboniladas no rim. Em relacéo a atividade das enzimas antioxidantes no rim, vimos um
aumento tanto da GSH quanto da SOD nos grupos TAA e TAA+A quando comparados ao
Controle. N&o houve alteracdo renal da GST e Catalase entre os grupos estudados (Figura 7).
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Figura 6. Marcadores indiretos de dano oxidativo no tecido renal. (A) Proteinas carboniladas e (B) TBARS
(Substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico); C, Controle; TAA, tiocacetamida; TAA+A, Tioacetamida +
Aclcar. Dados apresentados como média * desvio padrdo. Letras minusculas diferentes nas barras
indicam diferenca estatistica entre os grupos pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparacao multipla de Tukey (P<0,05) entre os grupos
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Figura 7. Compostos antioxidantes do tecido renal. (A) GST, Glutationa s-transferase; (B) GSH, Glutationa
reduzida; (C) CAT, catalase; (D) SOD, superoxido dismutase. C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A,
Tioacetamida + Acucar. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes nas
barras indicam diferenca estatistica entre os grupos, pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste
de comparagdo multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.
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4.3 DOSAGEM DAS CITOCINAS DO TECIDO CARDIACO E TECIDO RENAL
N&o houve diferenca na dosagem de IL-1 e IL-10 no coragdo dos animais TAA e C.
No entanto, a suplementacdo com acucar reduziu as concentracdes dessas duas citocinas no

coracdo (Figura 8).
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Figura 8. Dosagem das citocinas IL-1p e 1L-10 no tecido cardiaco. (A) IL-1pB; (B) IL-10. C, Controle; TAA,
tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida +acOcar. Dados apresentados como média =+ desvio
padrdo. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica entre os grupos, pelo teste ANOVA
de uma via, complementada pelo teste de compara¢do multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.

Ja no rim, o tratamento com TAA diminuiu as concentragdes de IL 1 e IL-10 versus

Controle (Figura 9), sendo gque o uso do aglcar aumentou essas duas citocinas dosadas.
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Figura 9. Dosagem das citocinas IL-1p e IL-10 no tecido renal. (A) IL-1B; (B) IL-10. C, Controle; TAA,
tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida +aclcar. Dados apresentados como média =+ desvio
padrdo. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica entre os grupos, pelo teste ANOVA
de uma via, complementada pelo teste de comparagéo multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos
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5. DISCUSSAO

A cirrose tem como caracteristica ser uma doenca catabdlica, caracterizada por
desnutricdo secundaria a anorexia, com ma absorcdo de gorduras e degradacdo de
biomoléculas (SILVA et al,1998). A maioria dos pacientes com essa doenca, de forma nao
intencional, segue uma dieta de baixas calorias, devido a ascite e a hipertenséo portal, a qual
compromete a absorcéo e a digestdo de nutrientes, fato que se atribui a varios efeitos colaterais
observados na doenca (MARTINS et al,2013). Quando ha aumento de glicose sanguinea, o
figado aumenta o armazenamento de glicogénio (glicogénese) e reduz a quebra desse
glicogénio e a producdo de glicose a partir de compostos ndo glicidios (NELSON; COX,
2011). Porém, na cirrose o metabolismo e armazenamento de glicogénio é reduzido, levando
0 comprometimento do suprimento de glicose para outros tecidos para producédo de energia.
Na tentativa de suprir essa falta, ocorre a oxidacdo de acidos graxos, gliconeogénese e
protedlise, resultando em um estado catabdlico hepatico e consequentemente um estado
nutricional comprometido (YAO et al., 2018). Uma ingestéo insuficiente de energia de
menos de 30 kcal/kg estd associada com um pior prognéstico em casos de cirrose
hepéatica. Estudos demonstraram que pacientes cirréticos possuem baixa ingestdo de
energia e um maior gasto desta em repouso (DIETRICH; GOTZE; GEIER,2016). Em
vista disso, trabalhos concluiram que uma intervencdo nutricional visando garantir uma
ingestdo energética suficiente melhora significativamente a sobrevida de pacientes
cirréticos, no entanto 0s mecanismos responsaveis por essa melhora sdo pouco
conhecidos (YAMADA et al., 2013).

Tendo em vista o estado catabolico na cirrose, nosso grupo de pesquisa hipotetizou
que ofertar mais energia para animais com cirrose hepatica, na forma de uma dieta rica
em acuUcar, melhoraria os aspectos clinicos e hepaticos dessa doenca. Dessa forma, dados
do nosso laboratorio publicados recentemente demonstraram uma melhora significativa
na quantificagdo das enzimas utilizadas clinicamente como marcadores de fungédo
hepatica, ALT e AST, no estresse oxidativo, inflamacao e fibrose no figado de ratos com
cirrose hepatica submetidos a uma dieta rica em sacarose, demonstrando que uma
ingestdo aumentada de energia ameniza as injarias hepaticas, melhorando assim a fungéo
do figado (SILVA,2020). Vimos ainda que a suplementacdo com agucar nos animais
tratados com TAA aumentou o ganho de peso e a deposi¢cdo das gorduras corporais
mostrando uma significativa melhora dos efeitos catabdlicos da doenga (SILVA,2020).
Em razao dos dados apresentados no trabalho acima citado, buscamos investigar, nesse

estudo, se amelhora vista no figado de animais com cirrose hepatica se estenderia também
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para o coragdo e rim, jd que a cardiomiopatia cirrética e a sindrome hepatorrenal sdo
doencas crénicas oriunda do desequilibrio da homeostase vascular que ocorre na progressao
da cirrose, apresentando funcdo sistolica e diastolica comprometida e disfuncdo renal
(ROCHA,2015).

As espeécies reativas de oxigénio tém efeito sobre a funcdo do miocérdio e sua
estrutura, sendo um gatilho para apoptose de midcitos e aumento do musculo cardiaco,
auxiliando no remodelamento cardiaco. O aumento das espécies reativas de oxigénio
também pode alterar a contracdo na insuficiéncia cardiaca, pois interfere na entrada de
célcio nas células e na funcdo de proteinas carreadoras dependentes de calcio
(MONTERA, 2007). A sobrecarga cardiaca observada em quadros de cardiomiopatia
cirrética torna o coracao disfuncional, sendo que em parte essas disfuncdes acontecem por
geracdo de EROs em descontrole e inflamacéo, e tudo isso contribui para diminuicdo da
capacidade funcional cardiaca (SHAFAROODI, et al., 2016; AMIRTHARAJ, et al., 2019;
DE DAVID, 2011). Outros resultados demonstraram que a alteracdo sistolica presente na
cirrose pode ser causada devido um estresse gerado por drogas hepatotdxicas (TIMOH, et al.,
2011).

Tendo em vista a importancia do equilibrio oxidativo na funcéo cardiaca e que o
tratamento rico em sacarose teve um efeito antioxidante no figado dos animais cirroticos,
fomos avaliar a presenca de estresse oxidativo no coracdo de animais cirréticos e ainda
se a dieta rica em sacarose teria efeito sobre esse parametro também no coracdo. Dentre
as técnicas que utilizamos, a carbonilacdo de proteinas é quantificada a fim de estimar a
oxidacdo das cadeias de aminoéacidos provocadas por EROs sendo também um marcador
de dano oxidativo (ROSSI; SELLES; ALBERTO, 2016). Verificamos que no corac¢ao dos
animais do grupo TAA houve um aumento nas proteinas carboniladas (Figura 4) e uma
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD e Catalase (Figura 5) quando
comparados ao grupo Controle. Ja existem evidéncias substanciais que o estresse oxidativo,
representado no trabalho em questdo pelo aumento das proteinas carboniladas e diminuigédo
das subtancias antioxidantes GST e SOD € uma das vias importantes no remodelamento
cardiaco e no processo de transicdo de hipertrofia cardiaca compensada para insuficiéncia
cardiaca (KLEIN,A 2004). Este dano oxidativo as proteinas tem grande importancia, ja que
pode causar dano a receptores, enzimas, interferéncia na via de transducéo de sinal, alteragéo
no
transporte de proteinas e enzimas que mantém os niveis baixos de Ca+2 intracelular (Halliwell
& Gutteridge, 1999; Gateé et al., 1999; Nordberger & Arnér, 2001). ModificacGes de enzimas
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e proteinas podem ter papel importante na etiologia de doengas como aterosclerose, isquemia-
reperfusdo (Gaté et al., 1999). De forma semelhante, CREMONESE et al, 2001 mostraram
na avaliacdo da peroxidacdo lipidica aumento do estresse oxidativo no coracdo dos animais
que utilizaram o tratamento com CCls, um modelo de cirrose hepéatica induzida pela
administracdo de tetracloreto de carbono. Em adicéo, nossos resultados demonstraram que
o0 tratamento com sacarose ndo foi capaz de melhorar o estresse oxidativo no coracdo dos
animais cirroticos, mas aumentou a atividade das enzimas GST e SOD, diferente do
trabalho de GASPARINI, et al 2021 que com dieta rica em frutose ndo demonstrou diferenca
estatistica nos niveis de MDA quando comparada ao grupo controle, porém, acarretou
diminuicdo da SOD. Sendo assim, nosso resultado entdo mostrou que a dieta sugerida pode
ter um modesto efeito antioxidante no coracdo assim como descrito no figado por Silva
et al, 2021.

A inflamacdo é o processo basico de defesa no qual os tecidos do organismo
respondem a uma injuria, leva ao reparo da estrutura do tecido e de sua funcdo, porém
mesmo sendo um mecanismo de defesa, o proprio mecanismo de inflamacédo pode
contribuir para a injuria tecidual, o que ja é observado em doencas cronicas, sendo que ja
é conhecido que pacientes com cirrose apresentam um quadro de inflamacgdo em alguns
orgédos alvo (FISCHER,2016).

Verificamos que o tecido cardiaco de animais com cirrose induzida por TAA ndo
apresentou alteracdes na concentracdo de IL-1f e IL-10. Em relagédo a suplementacéo dos
animais cirréticos com acucar observamos uma diminuicdo significativa em todas as
citocinas dosadas, tanto pré-inflamatoéria quanto anti-inflamatéria quando comparada ao
grupo Controle e TAA. Dados publicados por Bolger et al. 2002 em ratos com infarto do
miocardio mostrou que a IL-10 é capaz de alterar os niveis de citocinas pré-inflamatoria,
melhorando a funcéo do ventriculo esquerdo, no entanto ndo verificamos esse mecanismo em
nosso estudo. A baixa concentracdo de citocinas em um tecido indica ndo ativacdo da
resposta imune nesse local, o que nos leva a sugerir que a suplementacdo com acucar
causou uma imunomodulagdo inibindo a resposta imune e a liberagdo de citocinas no
coracao.

Além das alterac6es no figado e coracéo, a cirrose hepatica causa problemas em
outros 6rgdos como rim, por gerar hipertensao portal, estado hiperdindmico, vasodilatacao
sistémica e resposta inflamatdria sistémica. A Lesdo Renal Aguda (LRA) é uma das
complicacgdes altamente mdrbidas no espectro de suscetibilidade da cirrose hepatica (HASAN

et al, 2021). Segundo Oliveira et al 2010, a desnutri¢éo proteico-calérica é um dos principais
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fatores que afetam adversamente o progndéstico do paciente renal cronico e tem sido associada
ao aumento da morbidade e mortalidade nessa populacéo de pacientes. A deplecdo do estado
nutricional é frequentemente observada a medida que a perda da funcdo renal evolui. A
etiologia da desnutricdo associada a doenca renal cronica € multifatorial, sendo quase sempre
associada a ingestdo alimentar insuficiente e, principalmente, ao hipercatabolismo. A
desnutricdo possui um impacto negativo na evolucao desses pacientes pois esta associada a
um maior nimero de complica¢Bes, como maior risco de infec¢des, além de maior frequéncia
e duracdo nas internagcdes hospitalares (Santos, et al,2019). O uso de terapias derivadas de
evidéncias estrategicamente aplicadas para tratamento especifico e reversdo de SHR projetou
uma melhora geral da sobrevida do paciente, no entanto o tratamento definitivo para SHR é
o transplante de figado ou transplante de figado-rim simultaneo, conforme indicado (YUREN,
A et al,2021). Visto que os tratamentos descritos onde foram observado melhora, sdo
considerados invasivos, buscamos com nosso trabalho avaliar se o tratamento rico em sacarose
seria capaz de melhorar, a desnutricdo vista na maioria dos pacientes com SHR responsavel
pelo agravo do quadro, e também melhorar o aspecto renal acompanhando a melhora do
aspecto hepaético ja descrito no trabalho de (SILVA,2020).

Nos pardmetros oxidativos no rim, vimos aumento tanto de proteinas carboniladas
guanto do TBARs, GSH e SOD nos animais cirroticos, sugerindo estresse oxidativo no
tecido renal desses animais. Silveira et al, 2015, descreveram resultados semelhantes aos
nossos usando um modelo de cirrose hepética induzida por ligacdo do ducto biliar, onde
0s autores mostram aumento de TBARs e da atividade das enzimas antioxidantes catalase,
SOD e glutationa peroxidase. O aumento da atividade das enzimas anti-oxidantes pode
indicar que o sistema de defesa esta sendo ativado na tentativa de minimizar os danos
oxidativos. De forma interessante, vimos que a suplementacdo com sacarose diminiui 0s
marcadores indiretos do dano oxidativo, TBARS e proteinas carboniladas mostrando que
além do efeito antioxidante no figado também encontramos esse efeito no rim. Diante
desse resultado podemos sugerir que as células renais podem estar em uma situacédo de
estresse pela menor quantidade de energia, e dessa forma, o aumento da disponibilidade
de glicose pela dieta amenizou esse aspecto, diminuindo o estresse oxidativo no rim.

N&o obstante, em relagéo a resposta imune no rim, verificamos que o tratamento com
TAA diminuiu as concentragdes de IL 1§ e IL-10, sendo que o0 uso do agucar aumentou essas
duas citocinas dosadas. A diminuicdo de IL-1p no rim dos animais cirroticos foi intrigante e
ndo esta relacionado com o estresse oxidativo que se mostrou aumentado. A menor

concentragéo de IL-1p veio acompanhada da diminuicdo de 1L-10, sugerindo uma modulagio
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da resposta imune no rim.

Nos ultimos anos, evidéncias indicaram que a cirrose descompensada esta associada a
inflamacdo sistémica, que pode desempenhar um papel importante na progressdo da doenca e
no desenvolvimento de complicacdes, incluindo SHR. A cirrose esta associada ao aumento
dos niveis séricos de proteina C reativa e aumento da contagem de leucdcitos, que aumentam
em paralelo com a gravidade da doenga, independentemente da presenca de infecgdes
(Cazzaniga, M. et al,2009; Cervoni, J. P. et al,2014). Além disso, pacientes com cirrose
avancada mostram niveis séricos aumentados de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, 1L-8
e tumor fator de necrose (TNF) e marcadores de estresse oxidativo (Albillos, A., Lario, M. &
Alvarez-Mon, M,2014). Apesar de ja ser descrito um processo inflamatério sistémico e
hepatico na cirrose, nos nossos resultados nao verificamos alteracdo em alguns marcadores
inflamatdrios em tecidos especificos como o coracdo e o rim. No entanto é importante
destacarmos que neste trabalho investigamos apenas dois marcadores da resposta imune,
incluindo uma importante citocina da via do inflamassoma a IL-1f3, dessa forma, pode ser que
outros marcadores da ativacdo da resposta imune possam estar atuando localmente ou ainda
pode ser que a resposta imune ndo esteja sendo ativada nesses 6rgéos especificos.

O uso de uma dieta rica em sacarose nos animais tratados com TAA alterou as
concentracdes de IL-1pB e IL-10 no rim, aumentando ambos, mostrando que o agucar pode
estar ativando a resposta imune nesse 6rgao, e que pelo menos a IL-10 pode estar contribuindo
com 0 menor estresse oxidativo observado, ja que essa citocina tem um efeito anti-

inflamatdrio importante.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, vimos que os animais tratados com TAA apresentaram menor ganho de
peso e de gorduras epididimal, retroperitonial e mesentérica comparados ao controle e que a
suplementacdo com acucar aumentou todos esses parametros, amenizando a condicdo de
caquexia da cirrose. Verificamos também um aumento dos marcadores indiretos de danos
oxidativos e diminuigdo da atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD e catalase no
coracdo dos animais cirréticos, sendo que a suplementacdo com agucar aumentou a acdo da
GST e SOD. Quanto a inflamacao, ndo verificamos aumento das citocinas IL-1p ¢ IL-10 no
coracdo do grupo TAA, no entanto a suplementacdo com aglcar modulou negativamente
ambas citocinas dosadas. Ja no rim, vimos que houve um aumento tanto de proteinas
carboniladas quanto do TBARs, GSH e SOD nos animais cirréticos, sugerindo estresse
oxidativo no tecido renal, e o tratamento com acUgcar teve um efeito antioxidante reduzindo
a quantificacdo dos marcadores TBARs e proteinas carboniladas. Quanto ao aspecto
inflamatorio o tratamento com TAA diminuiu as concentragdes de IL 1p e IL-10 no rim, sendo
que o uso do acucar modulou 0 aumento dessas duas citocinas dosadas.

Em vista disso, sugerimos que a suplementacdo com acucar em animais com cirrose
induzida por TAA é uma boa alternativa para amenizar 0s danos oxidativos presentes no
coracdo e rim desses animais, no entanto a acdo nos mecanismos inflamatorios precisam ser

melhor investigados.
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RESUMO

A cirrose hepatica é considerada a principal doenca cronica do figado, 14 causa de morte
mundial e tem alta prevaléncia na populacdo brasileira. Altera¢fes cirréticas acarretam
prejuizos no sistema cardiovascular e renal, podendo desenvolver Cardiomiopatia cirrética e
Sindrome hepato-renal.

Obijetivo do estudo: foi avaliar o efeito de uma dieta rica em sacarose sobre 0 estresse oxidativo
e a inflamac&o no coracdo e rim de animais com cirrose hepética induzida por tioacetamida.

Métodos: Foi realizada indugdo da cirrose hepatica pela administracdo de tioacetamida, uma
droga com efeito hepatotoxico, na dose de 100 mg/kg duas vezes por semana por via
intraperitoneal (i.p) durante 8 semanas em ratos wistar machos divididos em 3 grupos: Controle
(C), Tioacetamida (TAA) e Tioacetamida + acucar (TAA+A). O acucar foi ofertado na agua
de beber na concentragdo de 300 g/L diariamente durante 8 semanas. Foi realizada avaliagdo
de alguns parametros do estresse oxidativo cardiaco e renal e a quantificacdo de interleucina 10
(IL-10) e interleucina 1 beta (IL-1B).

Resultados: Nossos resultados mostraram que a dieta rica em actcar aumentou o0 ganho de peso
e 0 acumulo de gorduras corporais nos animais cirroticos, amenizando os sintomas de caquexia
presente no grupo TAA. Quanto as analises de marcadores indiretos de danos oxidativos,
verificamos que no coracdo dos animais do grupo TAA houve um aumento nas proteinas
carboniladas e uma diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD e Catalase
guando comparados ao grupo Controle. A suplementacdo com acUcar aumentou a atividade das
enzimas GST e SOD no coragdo. N&o houve diferenca na concentracdo de TBARS e GSH entre
0s grupos. No rim, verificarmos um aumento do estresse oxidativo demonstrados pelo aumento
de TBARs e proteinas carboniladas no grupo TAA versus Controle. A oferta de uma dieta rica
em sacarose diminui tanto TBARs como proteinas carboniladas. Em relacdo a atividade das
enzimas antioxidantes, vimos um aumento tanto da GSH quanto da SOD nos grupos TAA e
TAA+A guando comparados ao Controle. Ndo houve alteracéo renal da GST e Catalase entre
0s grupos. Em relacéo as citocinas, o tratamento com TAA diminuiu as concentracdes de IL-
1B e IL-10 no rim, sendo que a suplementacdo com aglcar aumentou essas duas citocinas
dosadas. Ja no coragdo, ndo observamos diferenga nas concentragdes de IL-10 e IL-1p, no
entanto o uso do agucar diminuiu esses dois parametros.

Conclusédo: Vimos que na cirrose hepatica induzida por TAA ha um menor ganho de peso e de
gordura corporal, além do aumento do estresse oxidativo no coragdo e rim, sem alterar o estado
inflamatorio nesses orgdos, e a suplementagdo com aglcar amenizou o quadro catabdlico da
cirrose, 0s parametros oxidativos e os niveis de IL-10 apenas no rim.

Palavras-chave: cirrose hepatica; cardiomiopatia cirrdtica; tioacetamida.
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1. INTRODUCAO

A cirrose hepatica € uma das principais doengas cronicas do figado, sendo a 142 causa
morte mundial, se demonstra com altas taxas de morbidade e mortalidade provocando 1,03
milhdo de mortes por ano (TSOCHATZIS; BOSCH; BURROUGHS,2014). Apresenta alto
indice de prevaléncia em meio a populagdo brasileira, sendo que dados nacionais estimam
prevaléncia de 0,14% a 0,35%, mortalidade de 3 a 35 por 100.000 habitantes e média anual de
30.000 internac6es no Brasil (SILVEIRA; ISER; BIANCHINI,2016, MOCARZEL et al,2017).

Além das lesdes no figado, ja é bem descrito na literatura que as alteragdes hepéticas
presentes na cirrose levam a prejuizos no sistema cardiovascular (SILVESTRE et al,2014) e
sistema renal, podendo ocasionar além da cardiomiopatia cirrdtica, a sindrome hepatorrenal
(SHR). Essa ultima condicdo clinica € caraterizada por deterioracdo da funcdo renal em
consequéncia da insuficiéncia hepética e hipertensdo portal, complicacdes existentes em
pacientes com doenca hepatica avancada (CARTAXO et al,2018).

Cerca de 50% dos pacientes com cirrose hepatica desenvolvem complicacGes cardiacas
(GREGOLIN et al,2020). Esse quadro ocorre, principalmente devido a hipertensao portal, que
leva a uma vasodilatacdo sisttmica gerando uma sobrecarga ventricular, resultando em uma
disfuncdo cardiaca (NASCIMENTO et al,2018). A vasodilatacdo sistémica ocasionada pelo
desequilibrio hemodindmico provocado pela cirrose, leva a um aumento do débito cardiaco em
repouso e diminuicdo da resisténcia vascular periférica (MOCARZEL et al,2017).

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e/ou
espécies reativas nao radicais é resultante do metabolismo de oxigénio (BARBOSA et al,2010)
e contribui para o desenvolvimento de doencas como a cardiomiopatoa cirrética e a sindrome
hepatorrenal. Além disso, a cirrose hepatica é uma doenca catabdlica que acarreta ao paciente
diversas implicagdes clinicas, dentre elas o quadro de desnutricdo proteico-energética. E
percebido que a severidade da doenca hepatica se correlaciona com o grau de desnutri¢do a qual
esta diretamente ligada ao progndstico do paciente (CARVALHO; PARISE, 2006; FERREIRA
et al., 2009; GALANT et al., 2012). O trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa
evidenciou os beneficios de uma dieta rica em sacarose na funcdo e estrutura hepaética,
mostrando que a suplementacdo alimentar energética é uma boa alternativa para a melhora no
quadro clinico da cirrose (SILVA et al, 2021). Neste estudo foi verificada que a suplementacao
com acucar amenizou o estado redox, inflamatorio e de fibrose no figado e ainda melhorou a
perda de peso e diminui os niveis de alananina aminotransferase. Ainda, foi visto também que
essa dieta aumentou os niveis de glicose e o estoque de glicogénio no figado e elevou os
depdsitos das gorduras totais dos animais cirroticos, evidenciando a melhora do quadro de
caquexia e do bem-estar sistémico desses animais.

Tendo em vista as alteraces cardiacas e renais presentes na cirrose e que existe uma
desregulacdo energética grave levando a um quadro de caquexia que pode ser amenizado com
0 uso de uma dieta rica em agucar, nossa hipotese é que a suplementacdo com uma dieta rica
em acucar em ratos cirréticos melhore o estado redox e inflamatdrio no coragéo e rim desses
animais.

2. MATERIAL E METODOS.
2.1- ANIMAIS E MODELO EXPERIMENTAL

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, com peso inicial em média 300 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) campus de
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Cuiabg, permaneceram em um periodo de aclimatacdo de 15 dias no NUPADS (Nucleo de
Pesquisa e Apoio Didatico em Saude), sendo mantidos em gaiolas, em ambiente com
temperatura (24+2°C) e umidade controladas (55+5%) e ciclo claro-escuro (12-12h).

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMT sob o nimero 23108.039273/2019-60, e seguiu as recomendacfes dos Principios
Eticos na Experimentacio Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2 MODELO EXPERIMENTAL E DIETA RICA EM SACAROSE

Os animais foram divididos de forma aleatoria em trés grupos, sendo que cada
grupo tinha 8 animais: grupo Controle (C), Tioacetamida (TAA), Tioacetamida + AcUcar
(TAA+A). Os grupos TAA e TAA+A foram tratados com TAA na dose de 100 mg/kg via
intraperitoneal (Sigma-Aldrich EUA), duas vezes por semana durante 8 semanas, visto que
a TAA possui propriedades hepatotoxicas e € capaz de desencadear cirrose hepética
(NASCIMENTO et al., 2018; TUNEZ et al., 2005). Os grupos controles foram tratados com
veiculo (salina), seguindo o mesmo protocolo usado nos tratamentos com TAA. Os grupos C
e TAA foram alimentados ad libitum com ragdo normal para a espécie e &gua, 0 grupo
TAA+A além de receber a mesma dieta ad libitum, teve agua suplementada com sacarose
(300 g/ L). Os animais receberam racao padrao (3,77 kcal/ g) — NUVILAB CR-1 (NuvitalVR,
Colombo, Parand, Brasil). O consumo calorico foi calculado somando o consumo diario de
racao (g) x 3,77 kcal e o consumo diario de agua com sacarose x 1,2 kcal (DENTZ et al.,
2020). Apobs 8 semanas do periodo experimental, os animais foram eutanasiados com uma
mistura de cetamina (113 mg/ kg) e xilazina (7,4 mg/ kg) em uma dose de 0,15 mL/ 100g
intraperitoneal. Os ratos foram pesados no inicio e no final do periodo experimental. Apds a
eutandsia, foram pesados o figado e as gorduras epididimal, mesenterica e retroperitoneal. O
ganho de peso dos animais foi calculado pela subtracdo do peso corporal final ao peso
corporal inicial.

2.3 QUANTIFI}CACAO DAS CITOCINAS PELO METODO DE ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA).

As citocinas IL-1p e IL-10 foram dosada de acordo com o manual do fabricante (R&D
SYSTEM) a partir do sobrenadante dos homogenatos do rim e coracdo dos grupos estudados. s
a partir do sobrenadante dos homogenatos do As concentracbes de cada citocina foram
calculadas com base na equacdo da reta de regressdo linear, da curva padrdo obtida com
citocinas recombinantes de rato.

24  AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO CARDIACO E
RENAL
2.4.1 ANALISE DE MARCADORES OXIDATIVOS:

Os niveis de peroxidagé&o lipidica foram avaliados de acordo com Buege e Aust, através
da determinagdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). A
concentracdo de TBARS foi expressa em nmol MDA mg protein—1 seguindo a curva de
calibracdo para MDA. A proteina carbonil foi determinada de acordo com Colombo et al, por
um ensaio de dinitrofenilhidrazina modificado (DNPH). O conteudo total de carbonil foi
expresso como nmol carbonil mg de proteina—1. A atividade da superoxido dismutase (SOD)
foi avaliada pela inibicdo da oxidacdo da adrenalina de acordo com Misra e Fridovich e



53

expressa como Ul SOD mg de proteina—1. A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi
determinada de acordo com Habig et al, a atividade enzimatica foi medida com base na
formagédo do aduto GS-DNB, ¢ o resultado foi expresso em pmol GS-DNB min—1 mg de
proteina—1. A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Nelson e Kiesow .
O principio ¢ baseado na decomposicdo de H202 que é expressa em pmol H202 min—1 mg de
proteina—1. A glutationa reduzida (GSH) foi medida pelo método colorimétrico que consiste
em uma reagéo de grupos sulfidrila desenvolvida por Sedlak e Lindsay. O resultado foi expresso
em pmol GSH mg protein—1 e comparado com uma curva GSH padréo.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo. Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade D’Agostino-Pearson. A comparacgdo entre os grupos foi
realizada pelo teste Anova de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey. Nos casos em que 0S
resultados ndo passaram pelo teste de normalidade foi realizado o teste de Kruskal-Wallis pds
teste de Dunn. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores de
P< 0,05.

3. RESULTADOS
3.1 CARACTERISTICAS GERAIS

O peso corporal final (PCF), o ganho de peso, 0 peso das gorduras epididimal,
retroperitoneal e mesentérica e a ingesta caldrica diaria foi menor nos animais do grupo TAA
quando comparado ao grupo C (Tabela 1). Os animais suplementados com acucar (TAA+A)
apresentaram aumento em todos os parametros citados acima comparado ao grupo TAA (Tabela
1).

Tabela 1: Pardmetros morfolégicos de animais controle e tioacetamida tratados ou ndo com dieta rica em agUcar.

Grupos
Variaveis C TAA TAA+A
PCF (9) 442,4+20,11*  370,8 +24,56°  409,7 + 11,25¢
Ganho (g) 136,3 +£16,84° 44,36+ 11,77° 84,85+ 8,6°
Gordura epididimal (g) 9,68 + 0,752 5,26 + 0,87° 7,60 +0.79¢
Gordura retroperitoneal (g) 13.74 £1,712 7,59 +0.9° 13,9+0,512
Gordura mesentérica (g) 5,86 + 0,52 4,8 +0,59° 8,5+0,71°
Gordura total (g) 29.82 + 3,05° 17,26 + 2,27° 29,73 £ 2,342
Calorias (kcal) por dia 105.2 + 2,62 84,3+ 1,87° 98,62 + 3,11°¢

Dados apresentados em média + desvio padréo. C, controle; TAA, Tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida+agucar; PCF, peso corporal final. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica de acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo pés- teste de Tukey (P <0,05).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO CARDIACO E RENAL.
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Foi realizada a dosagem de marcadores indiretos de danos oxidativos e antioxidantes a
partir do tecido cardiaco e tecido renal. Verificamos que no cora¢édo dos animais do grupo TAA
houve um aumento significativo nas proteinas carboniladas (Figura 4) e uma
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes SOD e Catalase (Figura 5) quando
comparados ao grupo Controle. A suplementacdo com aglcar ndo modificou os pardmetros
oxidativos no coracdo. Nao houve diferenca na concentracdo de TBARS, GST e GSH entre os
grupos (Figuras 4 e 5). Ja no tecido renal, verificamos um aumento do estresse oxidativo,
demonstrados pelo aumento de TBARs e proteinas carboniladas no grupo TAA versus C
(Figura 6). A oferta de uma dieta rica em sacarose diminui tanto TBARs como proteinas
carboniladas no rim. Néo foi observado alteracdo no parametros antioxidante GST e Catalase
no rim e um aumento da GSH e SOD entre os grupos estudados (Figura 7).
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Figura 4. Marcadores indiretos de dano oxidativo no tecido cardiaco. (A) Proteinas carboniladas e (B) TBARS (Substancias reativas ao acido
tiobarbitarico); C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida + Agulcar. Dados apresentados como média * desvio
padréo. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparagdo maltipla de Tukey (P<0,05) entre os grupos.
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Figura 5. Compostos antioxidantes do tecido cardiaco. (A) GST, Glutationa s-transferase; (B) GSH, Glutationa reduzida; (C) CAT, catalase;
(D) SOD, superéxido dismutase. C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida + Aglcar. Dados apresentados como média + desvio
padrdo. Letras minUsculas diferentes nas barras indicam diferenga estatistica, pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparagdo maltipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.
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Figura 6. Marcadores indiretos de dano oxidativo no tecido renal. (A) Proteinas carboniladas e (B) TBARS (Substancias reativas ao acido
tiobarbitirico); C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida + Agulcar. Dados apresentados como média * desvio
padréo. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparagdo maltipla de Tukey (P<0,05) entre os grupos.
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Figura 7. Compostos antioxidantes do tecido renal. (A) GST, Glutationa s-transferase; (B) GSH, Glutationa reduzida; (C) CAT, catalase;
(D) SOD, superdxido dismutase. C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida + Acucar. Dados apresentados como média + desvio
padrdo. Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferenga estatistica, pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparagdo multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.

3.3 DOSAGEM DAS CITOCINAS DO TECIDO CARDIACO E TECIDO RENAL

N&o houve diferenca na dosagem de IL-1 e IL-10 no coracdo dos animais TAA e C.
No entanto, a suplementa¢do com acUlcar reduziu as concentracdes dessas duas citocinas no
coracao (Figura 8). Ja no rim, o tratamento com TAA diminuiu as concentragdes de IL 1 e IL-
10 (Figura 9), sendo que o uso do agucar aumentou essas duas citocinas dosadas.
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Figura 8. Dosagem das citocinas IL-1p e IL-10 no tecido cardiaco. (A) IL-18; (B) IL-10. C, Controle; TAA, tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida
+agUcar. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Letras mintsculas diferentes nas barras indicam diferenca estatistica, pelo teste ANOVA
de uma via, complementada pelo teste de comparagdo multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.
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Figura 9. Dosagem das citocinas IL-1p e IL-10 no tecido renal. (A) IL-1B; (B) IL-10. C, Controle; TAA,
tioacetamida; TAA+A, Tioacetamida +acUcar. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Letras minusculas
diferentes nas barras indicam diferenca estatistica, pelo teste ANOVA de uma via, complementada pelo teste de
comparacao multipla de Tukey (P<0,05), entre 0s grupos.
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4. DISCUSSAO

A cirrose tem como caracteristica ser uma doenca catabdlica, caracterizada por
desnutricdo secundaria a anorexia, com ma absorcao de gorduras e degradacdo de biomoléculas
(SILVA et al,1998). A maioria dos pacientes com essa doenga, de forma ndo intencional, segue
uma dieta de baixas calorias, devido a ascite e a hipertensdo portal, a qual compromete a
absorcdo e a digestdo de nutrientes, fato que se atribui a véarios efeitos colaterais observados na
doenca (MARTINS et al,2013). Quando ha aumento de glicose sanguinea, o figado aumenta o
armazenamento de glicogénio (glicogénese) e reduz a quebra desse glicogénio e a producgéo de
glicose a partir de compostos ndo glicidios (NELSON; COX, 2011). Porém, na cirrose o
metabolismo e armazenamento de glicogénio é reduzido, levando o comprometimento do
suprimento de glicose para outros tecidos para producdo de energia. Na tentativa de suprir essa
falta, ocorre a oxidacdo de &cidos graxos, gliconeogénese e protedlise, resultando em um estado
catabolico hepatico e consequentemente um estado nutricional comprometido (YAO et al.,
2018). Uma ingestdo insuficiente de energia de menos de 30 kcal/kg estd associada com um
pior prognostico em casos de cirrose hepatica. Estudos demonstraram que pacientes cirréticos
possuem baixa ingestdo de energia e um maior gasto desta em repouso (DIETRICH; GOTZE;
GEIER, 2016). Em vista disso, trabalhos concluiram que uma intervencdo nutricional visando
garantir uma ingestdo energética suficiente melhora significativamente a sobrevida de pacientes
cirréticos, no entanto 0s mecanismos responsaveis por essa melhora sdo pouco conhecidos
(YAMADA et al., 2013).

Tendo em vista o estado catabdlico na cirrose, nosso grupo de pesquisa hipotetizou que
ofertar mais energia para animais com cirrose hepatica, na forma de uma dieta rica em agucar,
melhoraria 0s aspectos clinicos e hepaticos dessa doenca. Dessa forma, dados do nosso
laborat6rio publicados recentemente demonstraram uma melhora significativa na quantificacdo
das enzimas utilizadas clinicamente como marcadores de funcdo hepatica, ALT e AST, no
estresse oxidativo, inflamacdo e fibrose no figado de ratos com cirrose hepatica submetidos a
uma dieta rica em sacarose, demonstrando que uma ingestdo aumentada de energia ameniza as
injurias hepaticas, melhorando assim a funcdo do figado (SILVA,2020). Vimos ainda que a
suplementacdo com aclcar nos animais tratados com TAA aumentou 0 ganho de peso e a
deposicdo das gorduras corporais mostrando uma significativa melhora dos efeitos catabolicos
da doenca (SILVA,2020). Em razdo dos dados apresentados no trabalho acima citado,
buscamos investigar, nesse estudo, se a melhora vista no figado de animais com cirrose hepética
se estenderia também para o coragdo e rim, ja que a cardiomiopatia cirrética e a sindrome
hepatorrenal sdo doencas cronicas oriunda do desequilibrio da homeostase vascular que ocorre
na progressao da cirrose, apresentando funcéo sistolica e diastélica comprometida e disfuncao
renal (ROCHA,2015).

As espécies reativas de oxigénio tem efeito sobre funcdo do miocardio e sua estrutura,
sendo um gatilho para apoptose de midcitos e aumento do musculo cardiaco, auxiliando no
remodelamento cardiaco. O aumento das espécies reativas de oxigénio também pode alterar a
contracdo na insuficiéncia cardiaca, pois interfere na entrada de calcio nas células e na fungéo
de proteinas carreadoras dependentes de calcio (MONTERA, 2007). A sobrecarga cardiaca
observada em quadros de cardiomiopatia cirrética torna o coragdo disfuncional, essas
disfungdes acontecem por geracdo de EROs em descontrole e inflamacéo, e tudo isso contribui
para diminuicdo da capacidade funcional cardiaca (SHAFAROODI, et al., 2016;
AMIRTHARAJ, et al., 2019; DE DAVID, 2011). Outros resultados demonstraram que a
alteracdo sistolica presente na cirrose pode ser causada devido um estresse gerado por drogas
hepatotdxicas (TIMOH, et al., 2011). Dados publicados por (SZUCS et al,2019) demonstraram
que a superoxido dismutase mitocondrial diminuiu em ratos alimentados com uma ragao
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suplementada em 60% com frutose, porém ndo havia estresse oxidativo consideravel no coragdo
desses animais.

Tendo em vista a importancia do equilibrio oxidativo na funcdo cardiaca e que o
tratamento rico em sacarose teve um efeito antioxidante no figado dos animais cirréticos, fomos
avaliar a presenca de estresse oxidativo no coracdo de animais cirroticos e ainda se a dieta rica
em sacarose teria efeito sobre esse parametro também no coracdo. o coragdo também

Dentre as técnicas que utilizamos, a carbonilacdo de proteinas € quantificada a fim de
estimar a oxidacdo das cadeias de aminoacidos provocadas por EROs sendo também um
marcador de dano oxidativo ( ROSSI; SELLES; ALBERTO, 2016).Verificamos que houve um
aumento das espécies reativas de oxigénio (proteinas carboniladas) e nao alteracdo dos
parametros antioxidantes no coragdo dos animais tratados com TAA. De forma semelhante
CREMONESE, R et al,2001 mostraram na avaliacdo da peroxidacdo lipidica aumento do
estresse oxidativo no coragdo dos animais que utilizaram o tratamento com CCls, um modelo
de cirrose hepética induzida pela administracdo de tetracloreto de carbono. Porém nossos
resultados demonstraram que o tratamento com sacarose nao foi capaz de melhorar o estresse
oxidativo no coracdo dos animais cirréticos, mostrando que a dieta sugerida melhorou os
parametros oxidativos apenas no figado, conforme mostrado por Silva et al, 2021, mas nao
atenuou no coragéo.

A inflamacdo €é o processo basico de defesa no qual os tecidos do organismo respondem
a uma injuria, leva ao reparo da estrutura do tecido e de sua funcdo, porém mesmo sendo um
mecanismo de defesa, o préprio mecanismo de inflamacdo pode contribuir para a injuria
tecidual, o que ja é observado em doencas cronicas, sendo que j& é conhecido que pacientes
com cirrose apresentam um quadro de inflamacdo em alguns 6rgéos alvo (FISCHER,2016).

Verificamos que o tecido cardiaco de animais com cirrose induzida por TAA ndo
apresentou alteracdes na concentracdo de IL-1B. Dados publicados por Bolger et al. (2002) em
ratos com infarto do miocardio mostrou que a IL-10 é capaz de alterar os niveis de citocinas
pré-inflamatoéria, melhorando a funcdo do ventriculo esquerdo. Nossos resultados nao
apresentaram alteracdes na concentracdo da IL- 10 quando comparado o grupo controle com o
grupo TAA. Em relacdo a suplementacdo dos animais cirréticos com agucar observamos uma
diminuicdo significativa em todas as citocinas dosadas, tanto pro-inflamatéria quanto anti-
inflamatoria quando comparada ao grupo Controle e TAA. A baixa concentracdo de citocinas
em um tecido indica ndo ativacdo da resposta imune nesse local, o que nos leva a sugerir que a
suplementacdo com acucar causou uma imunomodulagdo inibindo a resposta imune e a
liberacdo de citocinas no coracao.

Além das alterac6es no figado e coracéo, a cirrose hepatica causa problemas em outros
Orgédos como rim, por gerar hipertensao portal, estado hiperdindmico, vasodilatacdo sistémica e
resposta inflamatdria sisttmica. A Lesdo Renal Aguda (LRA) é uma das complicacoes
altamente mérbidas no espectro de suscetibilidade da cirrose hepatica segundo (HASAN et
al,2021). Segundo Oliveira et al 2010, a desnutricdo proteico-calorica € um dos principais
fatores que afetam adversamente o prognostico do paciente renal crénico e tem sido associada
ao aumento da morbidade e mortalidade nessa populacéo de pacientes. A deplecdo do estado
nutricional é frequentemente observada a medida que a perda da funcéo renal evolui. A etiologia
da desnutricdo associada a DRC é multifatorial, sendo quase sempre associada a ingestdo
alimentar insuficiente e, principalmente, ao hipercatabolismo. A desnutri¢cdo possui um impacto
negativo na evolugéo desses pacientes pois esta associada a um maior numero de complicacdes,
como maior risco de infeccOes, além de maior frequéncia e duracdo nas internacdes hospitalares
(Santos, et al,2019). O diagnostico adequado da SHR ¢é realizado por meio do uso de critérios
de diagnoéstico modificados, uso de terapias derivadas de evidéncias estrategicamente aplicadas
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para tratamento especifico e reversdo de SHR, projetou uma melhora geral da sobrevida. O
tratamento definitivo para SHR, é o transplante de figado ou transplante de figado-rim
simultaneo, conforme indicado (YUREN, A et al,2021). Visto que os tratamentos descritos
onde foram observado melhora, sdo considerados invasivos, buscamos com nosso trabalho
avaliar se o tratamento rico em sacarose seria capaz de melhorar , a desnutrigdo vista na maioria
dos pacientes com SHR responsavel pelo agravo do quadro, e também melhorar o aspecto renal
acompanhando a melhora do aspecto hepético ja descrito no trabalho de (SILVA,2020).

Nos parametros oxidativos no rim, vimos aumento tanto de proteinas carboniladas quanto
do TBARs, GSH e SOD nos animais cirréticos, sugerindo estresse oxidativo no tecido renal
desses animais. Silveira et al, 2015, descreveram resultados semelhantes aos nossos usando um
modelo de cirrose hepatica induzida por ligacdo do ducto biliar, onde os autores mostram
aumento de TBARs e das atividade das enzimas antioxidantes catalase, SOD e glutationa
peroxidase. O aumento da atividade das enzimas anti-oxidantes pode indicar que o sistema de
defesa esta sendo ativado na tentativa de minimizar os danos oxidativos. De forma interessante,
vimos que a suplementacdo com sacarose diminiui os marcadores indiretos do dano oxidativo,
TBARs e proteinas carboniladas mostrando que além do efeito antioxidante no figado também
encontramos esse efeito no rim, diferente do coracdo. Diante desse resultado podemos sugerir
que as células renais podem estar em uma situacdo de estresse pela menor quantidade de
energia, e dessa forma, o aumento da disponibilidade de glicose pela dieta amenizou esse
aspecto, diminuindo o estresse oxidativo no rim.

N&o obstante, em relacdo a resposta imune no rim, verificamos que o tratamento com
TAA diminuiu as concentragdes de IL 1P e IL-10, sendo que 0 uso do aglcar aumentou essas
duas citocinas dosadas. A diminui¢do de IL-1p no rim dos animais cirréticos foi intrigante e
ndo esta relacionado com o0 aumento do estresse oxidativo que se mostrou aumentado. A menor
concentracédo de IL-1p veio acompanhada da diminuigdo de IL-10, sugerindo uma modulagéo
da resposta imune no rim.

Nos ultimos anos, evidéncias indicaram que a cirrose descompensada esta associada a
inflamacéo sistémica, que pode desempenhar um papel importante na progressao da doenca e
no desenvolvimento de complicac@es, incluindo SHR. A cirrose esta associada ao aumento dos
niveis séricos de proteina C reativa e aumento da contagem de leucdcitos, que aumentam em
paralelo com a gravidade da doenca, independentemente da presenca de infeccdes (Cazzaniga,
M. et al,2009; Cervoni, J. P. et al,2014). Além disso, pacientes com cirrose avan¢ada mostram
niveis séricos aumentados de citocinas pré-inflamatorias, como IL-6, IL-8 e tumor fator de
necrose (TNF), entre outros, e marcadores de estresse oxidativo (Albillos, A., Lario, M. &
Alvarez-Mon, M,2014). Apesar de ja ser descrito um processo inflamatério sistémico e hepatico
na cirrose, nos nossos resultados ndo verificamos alteracdo em alguns marcadores inflamatorios
em tecidos especificos como o coracgdo e o rim. No entanto é importante destacarmos que neste
trabalho investigamos apenas dois marcadores da resposta imune, incluindo uma importante
citocina da via do inflamassoma a IL-1pB, dessa forma, pode ser que outros marcadores da
ativacdo da resposta imune possam estar atuando localmente ou ainda pode ser que a resposta
imune ndo esteja sendo ativada nesses 6rgaos especificos.

O uso de uma dieta rica em sacarose nos animais tratados com TAA alterou as
concentragdes de IL-1f e IL-10 no rim, aumentando ambos, mostrando que o agucar pode estar
ativando a resposta imune nesse 0rgdo, e que pelo menos a IL-10 pode estar contribuindo com
0 menor estresse oxidativo observado, ja que essa citocina tem um efeito anti-inflamatério
importante.
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5. CONCLUSAO

Concluimos que os animais suplementados com acucar (TAA+A) apresentaram
aumento de peso corporal final (PCF), aumento no peso das gorduras epididimal,
retroperitoneal e mesentérica e aumento da ingesta caldrica diaria quando comparados aos
animais do grupo (TAA). Verificamos também um aumento dos marcadores indiretos de danos
oxidativos no coracgdo e ndo alteracdo dos compostos antioxidantes no mesmo, indicando que o
tratamento com acucar nao foi capaz de alterar os marcadores indiretos de danos oxidativos no
coracdo. Quanto a inflamacéo, com os resultados obtidos onde avaliamos a via inflamassoma e
observamos que esta ndo encontrou-se ativada, concluimos que na cirrose nao temos parametros
inflamatorios no coragdo desses animais que tiveram a cirrose hepatica induzida por TAA, logo
o tratamento com acUcar ndo foi capaz de alterar estatisticamente o aspecto inflamatorio no
coracao.

J& no rim, concluimos que houve um aumento tanto de proteinas carboniladas quanto
do TBARs, GSH e SOD nos animais cirréticos, sugerindo estresse oxidativo no tecido renal, e
0 tratamento com acucar foi capaz de reduzir a quantificacdo dos marcadores TBARs e
proteinas carboniladas. Quanto ao aspecto inflamatério o tratamento com TAA diminuiu as
concentragdes de IL 1B e IL-10 sendo que o uso do agucar modulou 0 aumento dessas duas
citocinas dosadas.
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