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RESUMO

Condroitim sulfato (CS) é um glicosaminoglicano (GAG), presente na matriz
extracelular (MEC) de varios tecidos de mamiferos, utilizado para o tratamento
da osteoartrite e, recentemente, tem despertado grande interesse devido ao
seu potencial anti-inflamatorio. Varios modelos experimentais in vivo de
inflamacéo sdo empregados para o estudo da atividade anti-inflamatéria, entre
eles o0 modelo de fibrose induzida por colestase extra-hepatica. A colestase
produz lesdo hepatocelular com edema do trato portal, infiltrado leucocitario,
proliferacdo de células epiteliais biliares e fibrose do trato portal. O objetivo
deste trabalho foi analisar os efeitos do CS no modelo de colestase extra-
hepatica emperimental induzido por laqueadura do ducto biliar (BDL) em ratos
Wistar. Para isso foram utilizados animais (n = 82) de 6 a 8 semanas de idade
eutanasiados 2, 7 ou 14 dias apés o procedimento cirdrgico divididos nos
grupos: BDL, BDL tratado com CS, Sham e Sham tratado com CS. Foram
avaliados peso corporal e do figado dos animais, concentragfes séricas de
bilirrubina direta (BD), globulinas, atividades de gama glutamil transpeptidase
(Gama GT), fosfatase alcalina (FA), alanina transaminase (ALT) e aspartato
transaminase (AST), alteracbes morfologicas no tecido, atividade de
mieloperoxidase (MPO), atividade de metaloproteases (MMP-9, MMP-2 e pr6
MMP-2) e conteudo de GAGs no figado dos animais, além da analise
histopatolégica do tecido hepético. O CS obtido para a realizagdo do trabalho
apresentou teores superiores a 92%, com peso molecular de aproximadamente
40 kDa e um conteudo dissacaridico com predominancia de Adi4S (65%). BDL
gerou Varios sintomas relacionados a lesdo celular e ao processo inflamatério
como aumento dos niveis séricos de BD e globulinas, aumento das atividades
de Gama GT, FA, ALT e AST, infiltrado inflamatério e modificacdo
morfométrica, com proliferacdo ductular, e na MEC do figado dos animais
induzidos. CS levou a reducao do aumento inicial das transaminases indicando
protecdo dos tecidos lesados no procedimento cirargico. O tratamento levou a
reducdo do infiltrado inflamatério no tecido, expresso pela diminuicdo
significativa da atividade de MPO no homogenato. A remodelagcao tecidual
também foi reduzida, havendo diminui¢édo da atividade de MMP-9, pr6 MMP-2 e
MMP-2 e ainda dos niveis dos GAGs dermatam sulfato e heparam sulfato
presentes, produzidos por células estreladas em resposta ao dano no tecido.
Estes resultados mostram que o CS reduziu os efeitos da lesdo hepatica do
modelo e foi capaz de retardar a fibrogénese hepatica.

PALAVRAS-CHAVE: Condroitim sulfato. Inflamacédo. Matriz extracelular.

Ligacéo do ducto biliar. Hepatoprotecéo.



ABSTRACT

Chondroitin sulfate (CS) is a glycosaminoglycan (GAG) present in the
extracellular matrix (ECM) of many mammalian tissue, used for osteoarthritis
treatment and, recently, has aroused great interest due to its anti-inflammatory
potential. Several in vivo inflammation experimental models are employed to
study anti-inflammatory activity, including extra-hepatic cholestasis induced
fibrosis. Cholestasis produces hepatocellular injury with portal tract edema,
leukocyte infiltration, biliary epithelial cells proliferation and portal tract fibrosis.
The aim of this work was to analyze CS effects on an extra-hepatic cholestasis
experimental model induced by bile duct ligation (BDL) on Wistar rats. For this
purpose 6 to 8 weeks old animals (n = 82) were euthanized 2, 7 or 14 days after
surgical procedure, previously divided into groups: BDL, CS treated BDL,
Sham, CS treated Sham. To analyze disease evolution body and liver weight,
serum concentrations of direct bilirubin (BD), globulins, activities of gamma
glutamyl transferase (Gama GT), alkaline phosphatase (FA), alanine and
aspartate aminotransferases (ALT and AST), morphological changes on tissue,
mieloperoxidase (MPO) activity, matrix metalloproteinases (MMP-9, pr6 MMP-2
and MMP-2) activities and liver GAGs content, besides histopathological
analysis of the tissue. CS acquired presented over 92% tenor, molecular weight
of approximately 40 kDa and disaccharide content of Adi4S predominantly
(65%).BDL caused many symptoms related to cellular damage and
inflammatory process such as increasing BD and globulins, elevation of Gama
GT, FA, ALT and AST activities, inflammatory infiltrate and changes on liver
morphometry, with ductular proliferation, and on the ECM. CS reduced initial
burst on aminotransferases, indicating protection of tissues injured on surgery
procedure. Treatment led to reduction of inflammatory infiltrate, showed by
significant decreasing on MPO activity. Tissue remodeling was also reduced,
with decrease of MMP-9, pro MMP-2 and MMP-2 activities and also of GAGs
dermatam sulfate and heparam sulfate levels, produced by hepatic stellate cells
in response of tissue damage. These results show that CS reduced cholestasis
hepatic injury effects, being capable to slow down liver fibrogenesis.

KEY-WORDS: Chondroitin sulfate. Inflammation. Extracellular matrix. Bile duct

ligation. Hepatoprotection.
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1 INTRODUCAO

1.1 GLICOSAMINOGLICANOS E PROTEOGLICANOS

Glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos lineares com
unidades dissacaridicas repetitivas, constituidas por uma hexosamina e por um
acucar nao nitrogenado (acido D-glucurdnico, &cido L-idurdnico ou D-galactose),
unidos entre si por ligacdes glicosidicas. As unidades dissacaridicas podem
estar esterificadas por grupos sulfatos, que juntamente com 0s grupamentos
carboxilicos dos &cidos urbnicos (agUcar ndo nitrogenado), conferem alta
densidade de cargas negativas a esses polimeros (JACKSON et al., 1991).

De acordo com o tipo de hexosamina, os GAGs podem ser divididos em
galactosaminoglicanos, que incluem condroitim sulfato e dermatam sulfato, e
em glucosaminoglicanos, a exemplo de heparam sulfato, heparina, queratam
sulfato e acido hialurénico. A hexosamina é sempre N-acetilada em condroitim
sulfato, dermatam sulfato, acido hialurénico e queratam sulfato, enquanto na
heparina a glucosamina é geralmente N-sulfatada, e em heparam sulfato as
duas substituices podem ocorrer. Além da classificagdo de acordo com o tipo
de hexosamina, os GAGs ainda podem ser distinguidos de acordo com o
acUcar ndo nitrogenado. Acido D-glucurénico é o (nico encontrado em
condroitim sulfato e acido hialurénico; em dermatam sulfato, heparam sulfato e
heparina, &cido D-glucurénico e acido L-idurdnico coexistem em proporcdes
variadas; em queratam sulfato apresenta galactose. A presenca de
grupamentos sulfato em diferentes posicbes, bem como o tipo de ligacéo
glicosidica intradissacaridica e interdissacaridica aumentam ainda mais a
complexidade destas moléculas (SAMPAIO e NADER, 2006).

Os GAGs sao formados por dois ou mais tipos de unidades
dissacaridicas. Diferentes proporcbes entre esses dissacarideos séo
encontradas nos GAGs de diferentes origens e, por isso, cada um deles se
constitui numa familia. A Figura 1 mostra as unidades mais frequentes de cada
uma dessas familias (ESKO et al., 2009)
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Figura 1. Esquema da composicéo tipica de diferentes familias de glicosaminoglicanos.
Adaptado de ESKO et al. (2009)

Com excecao do acido hialurénico, que ocorre nos tecidos como cadeia
polissacaridica livre, os GAGs encontram-se covalentemente ligados a um
esqueleto proteico, formando os proteoglicanos (PGs), os quais ainda podem
conter oligossacarideos N- e/ou O-ligados (LOHMANDER et al., 1980).

Os PGs encontram-se largamente distribuidos nos tecido animais e
podem ser classificados de acordo com o esqueleto proteico. Sao localizados
na superficie celular compreendem as familias do sindecam e glipicam,
enquanto serglicim é encontrado em granulos. Na matriz extracelular sao
encontrados varios tipos de PGs, como agrecam, versicam, decorim, biglicam,
perlecam e agrim (10ZZ0O, 1998).

A ligacdo dos GAGs sulfatados ao esqueleto proteico, com excec¢do do
gueratam sulfato, se faz por meio do tetrassacarideo acido glucurénico-
galactosil-galactosil-xilose (GlcA-Gal-Gal-Xil), onde a extremidade redutora se
une a proteina por uma ligacdo do tipo O-glicosidica entre a xilose do
tetrassacarideo e a hidroxila de um residuo de serina. A extremidade néo
redutora se liga a cadeia de GAG (SAMPAIO e NADER, 2006).
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1.1.1 Condroitim Sulfato

Condroitim sulfato (CS) é um GAG encontrado em superficies celulares
e em matrizes extra e pericelulares na forma de PGs (PGCSs). Este
polissacarideo possui unidades dissacaridicas caracteristicas [(-4GICAB1 -
3GalNAcB1-)n], onde GIcA e GalNAc representam o acido glucurbnico e a N-
acetilgalactosamina, respectivamente, sendo classificado como um
galactosaminoglicano.

Apesar da composicdo de unidades constantes o CS apresenta
heterogeneidade estrutural devido a varias enzimas biossintéticas como as
glicosiltransferases GIcA transferase Il e GalNAc transferase Il, responsaveis
pela adicdo de novos monossacarideos e, consequentemente, pelo
elongamento da cadeia, e sulfotransferases que adicionam grupos sulfato em
diversas posicdes, principalmente C-2 dos residuos de GIcA e C-4 e/ou C-6,
formando estruturas com diferentes combinacdes de unidades dissacaridicas
caracteristicas. (Figura 2) (SILVA, 2006; MIKAMI e KITAGAWA, 2013).

Condroitim Sulfato (CS)

i C55:  GloA-GalMAc
CSs:  GleA-GalNAc(4S)
C5q:  GleA-GalNAC(BS)
CSp:  GleA(25)-GalNAC(6S)

" C3e: Glea-GalNAG4S,6S) )

Glos GalMAc

Figura 2. Estrutura dos dissacarideos formadores dos diferentes tipos de condroitim sulfato.
Adaptado de MIKAMI e KITAGAWA (2013).

A proporcao dissacaridica da cadeia de CS varia de acordo com o tecido
e a espécie estudada. Enquanto o CS extraido de plaguetas e tecidos cerebrais
apresenta mais de 90% de unidades 4-sulfatadas (DIETRICH, C. P. et al.,
1978; NADER, 1991), a cartilagem de humanos adultos e de tubardo
apresentam maior proporcdo (cerca de 85%) de dissacarideos 6-sulfatados
(MICHELACCI et al., 1979; MICHELACCI e HORTON, 1989). Dissacarideos
com maiores graus de sulfatacdo podem ainda ser encontrados em outros

animais de origem marinha. A producédo comercial de CS assim como de outros
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polissacarideos naturais € proveniente de processos de extracao e purificacao
de cartilagem de bovinos, suinos, aves e peixes cartilaginosos (SUZUKI et al.,
1968; VOLPI, 2007).

Diversas evidéncias indicam que, devido a esta variabilidade estrutural
do CS, os PGCSs tém papel importante ndo somente em funcgdes bioldgicas na
inflamacédo, citocinese, proliferacdo celular, diferenciacdo, migracao,
morfogénese de tecidos, organogénese, mas também em processos
patologicos incluindo desordens Osseas, formacdo de cicatrizes gliais apds
lesGes cerebrais, infec¢des virais e bacterianas e reparo tecidual. (SUGAHARA
e KITAGAWA, 2000; SUGAHARA et al., 2003; VOLPI, 2011).

Na cartilagem articular, por exemplo, o agrecam (importante PGCS
presente neste tecido) € o maior responsavel por retencédo de agua no tecido, o
que pode ser atribuido as cargas negativas distribuidas na molécula. Esta
funcdo esta diretamente associada ao grau de sulfatacdo dos dissacarideos e
ao tamanho da molécula (STYLIANOU et al., 2006; MARTEL-PELLETIER et
al., 2008).

Estas atividades se déo pela capacidade do CS de interagir com
moléculas de matriz, fatores de crescimento, inibidores de protease, citocinas,
quimiocinas, moléculas de adeséao e fatores de viruléncia (VOLPI, 2011).

O CS é atualmente recomendado pela EULAR (European League
Against Rheumatism) para o tratamento de OA de joelho e de m&o, com base
em metanalises de diversos estudos clinicos. Na Europa, as recomendacdes
da EULAR para tratamento de OA de joelho classificaram o CS como evidéncia
1A, onde A representa o nivel mais elevado para uma estratégia terapéutica
(JORDAN, 2003). Estudos clinicos recentes demonstram que o CS pode
apresentar efeitos que provocam a modificacdo do curso da doenca, sendo
capaz de parar sua progresséo, e ndo apenas agir positivamente nos sintomas
e déficit de mobilidade. (UEBELHART et al., 2006; UEBELHART, 2008; KAHAN
et al., 2009).

Estes sacarideos vém sendo muito utilizados como suplementos
nutricionais principalmente nos Estados Unidos, enquanto em paises da
Europa, Asia e América Latina, seu uso como medicamento tem ganhado
importancia (ZHANG, W. et al., 2008; ZHANG, Y. X. et al., 2010). No Brasil o
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CS é um medicamento registrado pela ANVISA, onde é denominado
condroitina (DCB 02596) ou sulfato de condroitina (DCB 02597), sendo
amplamente manipulado e comercializado no pais por farméacias magistrais
(MORETTO e DIAS, 2005).

Varios modelos in vitro e in vivo vém sendo utilizados para o estudo da
atividade do CS devido a sua potencial atividade anti-inflamatoria. Um tecido

muito utilizado para este fim é o figado.

1.2 FIGADO

Em humanos o figado é o segundo maior 6rgdo e a maior glandula,
pesando entre 1,0 kg e 1,5 kg e situando-se no quadrante superior direito da
cavidade abdominal, abaixo do diafragma. E o 6rgdo no qual os nutrientes
absorvidos no trato gastrintestinal (TGI) sdo processados e armazenados para
utilizacdo por outros 6rgdos sendo, portanto, uma interface entre o sistema
digestivo e o sangue. O figado recebe sangue de duas fontes;
aproximadamente 20% € rico em oxigénio vindo da artéria hepatica e 80% &
rico em nutrientes e chega ao figado pela veia porta, vindo do estdémago,
intestinos, pancreas e baco (KASPER et al., 2005; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008).

Por microscopia Optica o figado esta organizado em lobulos, que séo
estrutura hexagonais em cuja periferia sdo encontradas triades porta,
constituidas de uma vénula porta, uma arteriola hepética e um ou dois ductos

biliares, e no centro a veia centrolobular (Figura 3).
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Figura 3. Fluxo sanguineo no lébulo hepatico. (A) Esquema do fluxo sanguineo dentro de
um Iébulo hepético - Adaptado de ARIAS et al. (2009); (B) Veia centrolobular e (C) Espaco
porta corados com sistema Hematoxilina-Eosina, visualizados em aumento de 40x — Adaptado
de JUNQUEIRA e CARNEIRO (2008)

Funcionalmente, entretanto, este 6rgdo esta organizado em &cinos, onde
cada acino corresponde a uma por¢ao de parénquima contendo um espaco
porta como eixo. De acordo com a proximidade ao eixo porta o acino é dividido
em trés zonas: zona 1, periportal; zona 2, mediozonal; zona 3 perivenular e
devido ao afastamento progressivo das zonas em relagdo ao suprimento
sanguineo e ao mesmo tempo com aproximacdo das vénulas hepéticas, sédo
encontradas caracteristicas préprias em cada regido (OHNO et al., 2008).

A zona 1 é a regido mais préxima da veia porta e da artéria hepatica, e
portanto mais agredida em situacfes de estresse; zona 2 esta situada numa
posicdo intermediaria e a zona 3 em contato com as vénulas hepaticas,
apresentando menor quantidade de oxigénio, porém, maiores quantidades de
substancias enddgenas. As células sinusoidais também apresentam variacao
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zonal em relacdo a morfologia. As células encontradas na zona 1 sdo menores
e tortuosas, com diametro maior e com forma mais alongada do que nas
demais regides. A perda desta heterogeneidade ocorre somente em situagdes
patolodgicas, como a cirrose. Neste caso, o figado em resposta & agressao
cronica desenvolvera fibrose, formacéo de cicatrizes, distor¢cdo da arquitetura
tecidual e alteracdes na vascularizacéo, finalizando com a formacéo de nodulos
de hepatdcitos circundados por tecido fibroso (ARIAS et al., 2009).

Além da heterogeneidade de funcdo essas trés zonas sdo acometidas
de modo diverso nas diferentes lesGes. Trés ou mais acinos simples formam os
acinos complexos, que agrupados formam o aglomerado acinar (KASPER et
al., 2005; BRASILEIRO FILHO, 2011).

O parénquima hepatico é formado por hepatdcitos, que constituem cerca
de dois tercos da massa desse 0rgao, organizando-se em corddes radiais com
um ou dois hepatécitos de espessura, sustentados predominantemente por
colageno tipo IV. A estrutura do sinusdide hepético permite contato intimo do
sangue com o0s hepatdcitos e as células sinusoidais. Entre o revestimento
sinusoidal e os hepatdcitos encontra-se 0 espaco de Disse, fazendo com que
as microvilosidades do polo sinusoidal dos hepatdcitos tenham acesso a
metabolitos.

Outros importantes tipos celulares encontrados no tecido sdo as células
de Kupffer e as células estreladas. As células de Kupffer sdo macréfagos
residentes capazes de endocitar endotoxinas. Células estreladas (ou de Ito)
estédo localizadas no espacgo de Disse e quando no estado quiescente servem
como estoque de vitamina A, mas apds sua ativacdo sao responsaveis pela
sintese e manutencdo da MEC. Podem ser encontradas ainda pit cells, NK
(natural killers) hepéticas fagocitarias de células lesadas, parasitas e células
tumorais. Podem ainda ser encontradas células endoteliais; células dos vasos
sanguineos e células do ducto biliar (Figura 4) (KASPER et al.,, 2005;
BRASILEIRO FILHO, 2011).
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Figura 4. Tipos celulares encontrados no tecido hepatico. Portal triad: espago porta (ducto
biliar, vénula portal e arteriola hepética); KC: Células de Kupffer; HSC: Células estreladas
hepéticas. Fonte: HERNANDEZ-GEA e FRIEDMAN (2011).

Todos os nutrientes absorvidos pelo intestino chegam ao figado pela
veia porta, exceto os lipideos complexos (quilomicrons), que sdo advindos da
artéria hepatica. A posicao do figado no sistema circulatorio é ideal para captar,
transformar e acumular metabdlitos e para a neutralizacdo e eliminacdo de
substancias toxicas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A eliminacdo ocorre na bile, que consiste principalmente de agua, sais
biliares, colesterol, um fosfolipidio denominado lecitina, pigmentos biliares e
varios ions, sendo uma secrecdo exocrina do figado, importante para a
digestado de lipidios por emulsificacdo. A bile entra nos ductos hepéaticos direito
e esquerdo que se unem para deixar o figado como ducto hepatico comum. O
ducto hepatico comum entédo se une ao ducto cistico da vesicula biliar e os dois
formam o ducto colédoco. Este se une ao ducto pancreatico, constituindo a
ampola hepatopancreética que se abre no duodeno. Esta secrec¢éo é produzida
no figado, mas armazenada na vesicula biliar (TORTORA e GRABOWSKI,
2007).

A vesicula biliar € um saco em forma de pera localizada em uma
depressao sob o figado e sua tanica muscular consiste de fibras musculares
lisas que se contraem apOs estimulos hormonais para ejetar o conteado no

ducto cistico. Ela concentra e armazena a bile até que ela seja necessaria no
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intestino delgado, para onde ela vai pelo colédoco. Quando o intestino delgado
esta vazio um esfincter em torno da ampola hepatopancreatica se fecha e a
bile retorna ao ducto cistico e a vesicula biliar para armazenamento. Quando
os triglicerideos penetram o intestino delgado, a colecistocina € liberada para
estimular a contracdo da tunica muscular da vesicula biliar. A bile entdo é
esvaziada no ducto colédoco para fluir no intestino delgado (KASPER et al.,
2005; TORTORA e GRABOWSKI, 2007).

O figado de rato é constituido por trés lobos (esquerdo, direito e
caudado). Os lobos esquerdo e direito estdo subdivididos num lobo medial e
num lobo lateral. Entre os lobos hepaticos direito e esquerdo localiza-se
dorsalmente um pequeno lobo caudado que se subdivide no processo papilar e
no processo caudado. Ao contrario da maior parte dos mamiferos domésticos
estes animais ndo possuem lobo quadrado nem vesicula biliar (TEIXEIRA,
2010).

Os hepatdcitos desempenham numerosas funcgdes vitais na manutencgao
da homeostase incluindo a sintese da maioria das proteinas séricas (albumina,
proteinas carreadoras, fatores de coagulacdo, muitos fatores hormonais e de
crescimento), producao de bile e seus carreadores (acidos biliares, colesterol,
lecitina, fosfolipidios), regulacdo de nutrientes (glicose, glicogénio, lipideos,
colesterol, aminoacidos) e metabolismo e conjugacdo de compostos lipofilicos
(bilirrubina, anions, cations, drogas) para excrecdo na bile ou na urina. A
avaliacdo dessas atividades é complicada devido a multiplicidade e
variabilidade das func¢bes, sendo necessarias outras analises para estudar a
funcdo hepatica de um paciente (KASPER et al., 2005).

1.2.1 Testes de Funcao Hepatica

Varios testes bioquimicos sdo Uteis na avaliacdo da funcdo hepatica,
podendo ser utilizados para detectar a presenca de uma doenca, diferenciar os
tipos de desordens, medir a extensdo de uma patologia ja conhecida e seguir a
resposta ao tratamento do paciente. Estes testes do figado geralmente
sugerem a categoria da doenca hepatica, como hepatocelular ou colestatica

por exemplo direcionando assim as avaliagbes seguintes.
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O figado realiza milhares de fun¢des bioquimicas, mas a maioria nao
pode ser medida facilmente por testes sanguineos, portanto o0s testes
laboratoriais podem medir apenas um nuamero limitado destas func¢des. De fato,
muitos testes como as aminotransferases e a fosfatase alcalina ndo medem a
funcdo renal, mas sim o dano celular e a interferéncia no fluxo biliar. Assim,
nenhum teste permite o acesso adequado a capacidade funcional total do
figado, sendo necesséria a realizacéo de testes em bateria incluindo bilirrubina,
aminotransferases, fosfatase alcalina, albumina e testes de tempo de
protrombina (KASPER et al., 2005).

A bilirrubina € um produto da quebra do anel porfirinico do heme, sendo
encontrada no sangue em duas fracdes, conjugada e ndo-conjugada. A fracéo
nédo-conjugada, também conhecida como bilirrubina indireta (BI), é insoluvel em
agua e esta ligada a albumina sérica. A bilirrubina direta (BD - conjugada) é
solivel em agua e pode, portanto, ser excretada pelos rins. A elevacao da Bl
raramente esta relacionada a doencas hepaticas, enquanto a elevacdo da BD
quase sempre implica em doenca do figado ou do trato biliar. O passo limitante
do metabolismo na bilirrubina ndo esta relacionado a conjuga¢cédo, mas sim ao
transporte da bilirrubina conjugada pelos canaliculos biliares. Na maioria dos
casos, ambas as fracfes estdo elevadas em doenca hepatica, sendo raro o
fracionamento possibilitar a determinacéo da causa da ictericia (KASPER et al.,
2005; ARIAS et al., 2009).

As alteracbes nas enzimas seéricas podem refletir o dano a hepatdcitos
ou a colestase. As aminotransferases, aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT), séo indicadores sensiveis de lesdo das células
hepaticas e muito Uteis para a descoberta de doencas hepatocelulares agudas
como a hepatite. A AST é encontrada no figado, musculatura cardiaca,
musculatura esquelética, rins, cérebro, pancreas, pulmdes, leucécitos e
eritrécitos, em ordem decrescente de concentracdo. A ALT € encontrada
principalmente no figado. O aumento nos niveis séricos destas
aminotransferases indica presenca de dano na membrana celular hepética
resultando em um aumento da permeabilidade, havendo, entretanto uma fraca

correlacao deste aumento com o grau de leséo (KASPER et al., 2005).
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As atividades da fosfatase alcalina (FA), 5’-nucleotidase e gama glutamil
transpeptidase (Gama GT) estdo geralmente elevadas na colestase. As duas
primeiras sdo encontradas dentro ou préximas a membrana dos canaliculos
biliares, enquanto a ultima esta localizada no reticulo endoplasmatico e nas
células epiteliais do ducto biliar. Por ter uma distribuicdo mais difusa no figado,
a elevacao da Gama GT é menos especifica para a colestase.

A albumina sérica é sintetizada exclusivamente por hepatdcitos e devido
ao seu lento turnover ela ndo € um bom indicador de disfuncéo hepatica aguda
ou média, sendo observadas apenas pequenas alteracbes em condicOes
agudas como hepatite viral, hepatotoxicidade relacionada a medicamentos ou
ictericia obstrutiva.

As globulinas sdo um grupo de proteinas constituidas por gama
globulinas produzidas por linfécitos B e alfa e beta globulinas produzidas
principalmente por hepatdcitos. As gama globulinas estdo aumentadas em
doencas hepaticas cronicas, como hepatite cronica e cirrose.

Quando alguns destes testes mostram anormalidades ou quando séo
encontradas anormalidades recorrentes a probabilidade de doenca hepatica &
grande (KASPER et al., 2005).

1.2.2 Doencas Hepéticas

No Brasil, entre janeiro de 2012 e janeiro de 2013, as doencas hepaticas
foram responséaveis por quase 250 mil internacfes, levando a mais de 2 mil
Obitos, 0 que gerou gastos superiores a 500 milhdes de reais aos cofres
publicos (BRASIL).

A fibrose hepatica € uma cicatrizacdo anormal em resposta a lesdes
persistentes no figado iniciadas por diversos estimulos, como danos téxicos,
infeccdo viral, desordens metabolicas e abuso de alcool (LEE, U. E. e
FRIEDMAN, 2011). Dentre os principais fatores que podem contribuir com a
fibrogénese, a inflamagéo e o acumulo MEC séo reconhecidamente os agentes
mais importantes.

Diversos agentes podem estar envolvidos na etiopatogénese da doenca

hepética como por exemplo a obstrugdo do trato biliar, que com uma
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consequente colestase produz lesdo hepatocelular e resposta inflamatoria.
Graus variaveis deste processo ocorrem em pacientes com doenca hepatica
cronica (NAGAOKA et al., 2011).

O acumulo de sais biliares produz apoptose e necrose de hepatdcitos. O
figado pode regenerar-se de uma grande perda celular, entretanto em muitas
doencas crbnicas a regeneracdo nao consegue compensar a morte
hepatocelular levando a cicatrizes fibréticas originadas pelas células
estreladas, que substituem hepatécitos funcionais, comprometendo suas
funcdes e eventualmente levando a faléncia hepatica. Véarias doencas
hepaticas demonstram uma patofisiologia colestatica como atresia biliar, cirrose
biliar priméria, hepatite B, hepatite alcodlica e hepatite autoimune. (MALHI et
al., 2006; LEE, S. et al., 2008).

1.3 INFLAMACAO E PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo € uma resposta protetora iniciada pelo organismo apés
injarias causadas por danos fisicos ou por infec¢cbes por microrganismos.
Consiste de respostas locais ou sistémicas, sendo processo essencial com as
funcdes de eliminar fatores nocivos, promovendo o reparo tecidual e a
cicatrizacédo (VOLPI, 2011).

Tanto em infec¢cdes causadas por bactérias, protozoarios, fungos ou
virus, quanto nos casos de danos teciduais, ocorre a ativacdo de receptores
reconhecedores de padrdo (PRRs). Apés ativados estes receptores levam a
fosforilacdo e ativacdo de diversas enzimas como quinases extracelulares 1/2
reguladas por sinal (ERK 1/2), proteinas quinase p38 ativadas por mitégenos
(p38MAPK) e quinases c-Jun NHz-terminais (JNK) (Figura 5) (BRADLEY, J. R,
2008; CINEL e OPAL, 2009).
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Figura 5. Cascata de regulagcdo do processo inflamatdrio. Adaptado de: VALLIERES e DU SOUICH
(2010)

Quando ativadas, essas enzimas fosforilam a quinase IkB (IKK) que por
sua vez fosforila o inibidor kBa (IkBa). O IkBa forma um complexo com o
heterodimero p65/p50 do NF-kB, impedindo sua movimentacdo para o nucleo.
Quando fosforilado este inibidor é inativado o que libera a translocacao nuclear
do fator transcricional onde é responsavel pela regulacdo da transcricao de
genes envolvidos na inflamacdo, imunidade, apoptose e proliferacdo e
diferenciacéo celular (ZHONG e KYRIAKIS, 2007).

Como resultado da ligacdo do NF-kB aos genes, hd um aumento na
expressao de diversas proteinas como interleucina-18 (IL-1pB), interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral TNF-a e enzimas como Oxido nitrico sintase
(NOS2), ciclooxigenase 2 (COX-2), fosfolipase A2 (PLA2), metaloproteases de
matriz extracelular (MMP-3 e MMP-9, por exemplo), e outros fatores que seréo

responsaveis pela reacéo inflamatoria.
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1.3.1 Metaloproteases de Matriz

As MMPs sdo endopeptidases dependentes de calcio e zinco
consideradas as principais enzimas envolvidas no controle da homeostase de
todas as proteinas da MEC em varios niveis incluindo regulacdo da funcéo,
crescimento e divisdo celular, regulacdo da resposta imune e controle da
sintese de elementos da MEC. Elas séo proteinases capazes de degradar
guase todos os componentes da matriz como colageno, proteoglicanos (PGSs),
fibronectina, elastina, e laminina, podendo estar ancoradas a membranas ou
ser secretadas (MEDINA e RADOMSKI, 2006; RAVI et al., 2007).

As MMPs sdo expressas como zimogénios, contendo um pré-dominio
gue as mantém em estado inativo e um dominio catalitico que atua em amplo
espectro nos componentes da matriz (RAVI et al., 2007).

A laténcia da MMP é mantida por um residuo de cisteina presente no
pro-dominio, que interage covalentemente com um &tomo de zinco no centro
ativo do dominio catalitico, bloqueando assim o0 acesso do sitio catalitico ao
substrato (RA e PARKS, 2007). Algumas MMPs possuem também um dominio
hemopexina que est4d ligada ao dominio catalitico, que determina a
especificidade ao substrato, atividade proteolitica, e regula a interacdo de
MMPs com seus inibidores teciduais (TIMPs) (RAVI et al., 2007).

1.3.2 Mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é wuma proteina composta por dois
heterodimeros idénticos, sendo cada um deles formado pela modificacdo pos-
traducional de um Unico polipeptideo precursor. As duas metades simétricas
sao unidas por ponte dissulfeto entre as duas cadeias pesadas (FIEDLER et
al., 2000).

Esta enzima constitui cerca de 5% do total de proteinas nos neutrdfilos e
esta presente em altas concentracées em granulos citoplasmaticos, atingindo

concentragbes de cerca de 1mM no vacuolo. Cataliza a oxidagdo H202-
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dependente de haletos que pode reagir e matar micro-organismos (SEGAL,
2005).

Por estar sempre presente nos granulos azurofilos dos neutrofilos a
MPO € um marcador para o conteudo neutrofilico de um tecido, com relacao
direta com o numero de células que invadiu um tecido, representando assim o

infiltrado leucocitario em processos inflamatérios (BRADLEY, P. P. et al., 1982).

Segundo Vallieres e outros ha evidéncias de que a ativagdo do NF-«B,
com a transcricdo dos diversos fatores responsaveis pela inflamacgéo, tem
papel fundamental na patogénese de inUmeras doencgas, se tornando assim um
alvo de interesse para remissao do processo inflamatério. Um importante

composto que vem sendo utilizado para este fim € o CS.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos do CS nos efeitos iniciais da colestase extra-hepatica

induzida por ligacdo do ducto biliar comum.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONDROITIM SULFATO

Condroitim sulfato (CS) foi adquirido da empresa Galena® (CScom) para

o tratamento dos animais utilizados no trabalho.

3.1.1 Caracterizacdo do Condroitim Sulfato

3.1.1.1 Eletroforese em Gel de Agarose em Tampao PDA

Aliquotas (5 pL, 1 mg/mL) de CS foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose (0,5%), tampé&o 1,3-diaminopropano (PDA) 0,05 M, pH 9,0
(DIETRICH, C. P. e DIETRICH, 1976). Uma mistura padrdo de GAGs (5 uL),
contendo CS, DS e HS, na concentracdo de 1 mg/ml cada, foi aplicada as
laminas como controle. Em seguida, os compostos foram submetidos a
eletroforese (5 V/cm), em cuba refrigerada em gelo, por aproximadamente uma
hora. O corante vermelho de cresol foi utilizado como indicador da distancia
percorrida pelos glicosaminoglicanos, pois migra préximo ao condroitim sulfato.

Apbs a eletroforese, os glicosaminoglicanos foram fixados no gel por
solucéo de CTAB 0,1% (brometo de cetiltrimetilam&nio), por 2 horas. A seguir o
gel foi seco em corrente de ar quente e os glicosaminoglicanos corados por
azul de toluidina 0,1% e etanol 50%, por 15 minutos. O excesso de corante foi

removido e o0s glicosaminoglicanos quantificados por densitometria.

3.1.1.2 Dosagem de Acido Urdnico

Foi realizado o método de Di Ferrante (1956) para dosagem de acido
urénico nas amostras. Em um tubo contendo 100 pg de matéria-prima (volume

final de 250 pL) foram adicionados 100 pL de solugéo de carbazol 0,1% em
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etanol, seguido de 2,5 mL do reagente borato (tetraborato de sodio 0,4% em
acido sulfarico). Os tubos foram entdo agitados em vértex e aquecidos em
banho fervente por 15 minutos. A leitura da absorbéancia das amostras foi
realizada a 525 nm e os valores de acido urdnico foram calculados por meio de

curva de calibracdo com acido D-glucurénico.

3.1.1.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Andlise de peso molecular em amostras de condroitim sulfato foi
realizada por adaptacdo do método de eletroforese em gel de poliacrilamida
descrito por Hilborn e Anastassiadis (1971) e modificado por Dietrich e Nader
(1974).

Aligquotas (20 ug) foram ressuspensas em 10 pL de tampé&o de amostra
(Tris 40 mM, NaCl 20 mM, EDTA 2 mM, glicerol 40%, vermelho de cresol
0,05%) e aplicadas em gel de poliacrilamida 7,5%, em tampé&o Tris-HCI 20 mM.
A eletroforese foi realizada em tampé&o de corrida contendo Tris 40 mM, NacCl
20 mM, EDTA 2 mM (100 V), e apos 1 hora de corrida o gel foi removido das
placas e corado com azul de toluidina 0,1% em acido acético 1%, por 5
minutos. O excesso de corante foi removido com solugéo de acido acético 1%,
e o gel foi digitalizado e submetido & analise densitométrica pelo programa
TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.).

3.1.1.4 Espectro de Absorg¢ao em Ultravioleta

Espectroscopia de varredura no ultravioleta (190-400 nm) foi realizada
em espectrofotbmetro Evolution 160, equipado com células termoestatizadas,
com solucdo 1mg/mL de cada material. O grafico de Absorbancia (Abs) vs
Comprimento de onda de cada amostra foi comparado com o padrdao de

referéncia.
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3.1.1.5 Digestdo Enzimatica e FACE

Para a purificacdo das mucopolissacaridases bacterianas especificas foi
feito um extrato bruto de Flavobacterium heparinum em caldo triptona de soja
sem dextrose suplementado com CS, e apos disruptura das células por
ultrassom (30 KHz, 4 pulsos de 30 segundos, 4°C) foi realizado o
fracionamento em cromatografia de interacdo hidrofobica em resina Phenyl
Sepharose High Performance (HP) em tampé&o Tris-acetato 0,05 M, pH 8,0 com
eluicdo por stepwise em concentracdes decrescentes de sulfato de amoénio (1 a
0 M) coforme descrito por Aguiar e outros (2003).

Foi realizada a digestdo enzimética de 20 pg de material com 2 mU de
condroitinase AC de Flavobacterium heparinum em tampéo etilenodiamino
acetato, 0,5 M, pH 8,0, mantidos a 30°C por 24h. ApGs esse tempo 5 ug do
composto foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em tampao PDA
como descrito em anteriormente (3.1.1.1) e o material restante derivado com
AMAC para analise do perfil dissacaridico.

Aligquotas contendo 20 nmol do material degradado foram secas a vacuo
e derivatizadas com 5 pL de solugdo de AMAC 50 mM (250 nmol) em
DMSO:é&cido acético (85:15). Ap6s 15 minutos em temperatura ambiente foram
adicionados 5 pL de solucdo recém-preparada de cianoborohidreto de sodio
1M. Essa mistura de derivatizacao foi mantida em banho a 37°C por 16 horas,
guando foram adicionados 30 pL de glicerol 60%. As amostras derivatizadas (2
pL) foram entdo analisadas imediatamente por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) ou congeladas a -80°C para posterior analise.

As amostras derivatizadas foram aplicadas em gel de poliacrilamida
25%, em tampao Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0). A eletroforese foi realizada em
tampédo de corrida contendo Tris-glicina (25 mM/192 mM), pH 8,3, a uma
diferenca de potencial de 100 V, que apoés cerca de 20 minutos foi aumentada
para 220 V. A migracéo dos sacarideos derivatizados foi acompanhada durante
a corrida utilizando luz UV 320-400nm (luz negra). Apos a corrida as imagens
foram digitalizadas em GelDoc-It Imaging System (transiluminador UV com filtro

em 365 nm e Camera scientific grade CCD GelCam 310) e a analise
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densitométrica foi realizada pelo programa TotalLab TL120 1D v2009
(Nonlinear Dynamics Ltd.) (OONUKI et al., 2005).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus),
entre 6-8 semanas de vida, provenientes do Centro de Biologia da Reproducéao
da Universidade Federal de Juiz de Fora e ambientados por ao menos uma
semana no biotério do Laboratério de Glicoconjugados, no Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, onde foram mantidos durante
todo experimento com 4 animais por caixa, forrada com maravalha, em ciclo de
12 horas claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C. Agua filtrada e a racio
Nuvilab® foram administradas ad libitum.

Os procedimentos que foram realizados com o0s animais estdo de acordo
com os preconizados pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de
Juiz de Fora. (069/2012-CEA UFJF)

3.2.1 Delineamento Experimental e BDL

Um total de 82 ratos foi utilizado no experimento. Para a inducdo da
colestase extra-hepatica os animais foram submetidos a ligacédo do ducto biliar
comum (BDL). Sob efeito de anestesia foi realizada a laparotomia 2 (dois)
centimetros abaixo do processo xifoide, sendo entdo isolado o ducto biliar
comum, que foi duplamente ligado com fios de seda 5-0 sendo entédo
seccionado entre esses pontos. Em seguida foi realizada uma cuidadosa sutura
do peritdnio e das camadas musculares, assim como da pele dos animais. Nos
animais do grupo Sham foi realizada apenas a laparotomia e o isolamento do
ducto biliar, sem realizacdo da ligacdo. Detalhes do processo cirurgico e dos
cuidados pds-cirargicos ja foram reportados previamente (CHANG e OHARA,
1992). Todo o procedimento cirurgico foi realizado sob anestesia (Cetamina 90
mg/kg e Xilazina 10 mg/kg).
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Os animais foram divididos em 12 (doze) grupos de estudo de acordo
com o procedimento cirdrgico utilizado, tipo de tratamento e duracdo do
experimento (nUmero de dias em que cada animal foi tratado entre a cirurgia e
a eutanasia):

(1) Animais BDL 2 dias tratados com CScom;

(2) Animais BDL 2 dias né&o tratados;

(3) Animais sham 2 dias tratados com CScom;

(4) Animais sham 2 dias nao tratados;

(5) Animais BDL 7 dias tratados com CScom;

(6) Animais BDL 7 dias nédo tratados;

(7) Animais sham 7 dias tratados com CScom;

(8) Animais sham 7 dias nao tratados;

(9) Animais BDL 14 dias tratados com CScom;

(10) Animais BDL 14 dias nao tratados;

(11) Animais sham 14 dias tratados com CScom;

(12) Animais sham 14 dias nao tratados.

Para os grupos (1), (3), (5), (7), (9), (11) foi administrado nos animais
condroitim sulfato comercial via intraperitoneal (i.p.) um dia antes, no dia da
cirurgia e nas primeiras 48 horas uma vez ao dia pela manh&, em uma dose de
120 mg/kg do animal. ApGs este periodo os animais foram tratados a cada 48
horas

Para os grupos (2), (4), (6), (8), (10), (12) foi administrado nos animais
salina (solugcéo de NaCl 0,9%) via intraperitoneal (i.p.) um dia antes, no dia da
cirurgia e nas primeiras 48 horas uma vez ao dia pela manhd. Apos este
periodo os animais foram tratados a cada 48 horas

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento de anestesia com administracdo de cetamina 180 mg/kg por
via intraperitoneal com posterior exsanguinacdo. Foi coletado o soro dos
animais por puncdo na aorta descendente e o figado, obtido por dissecacéo
cirirgica, foi pesado e submetido a andlises histopatolégicas, bioguimicas,

enzimaticas e a extracao de glicosaminoglicanos.
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3.2.2 Avaliagdo de Par@metros Bioquimicos

O sangue de cada animal foi coletado da aorta descendente em tubo
seco no momento da eutanasia para analise de alguns fatores bioquimicos. No
soro dos animais foram avaliados o0s seguintes parametros: bilirrubinas,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamil transpeptidase (Gama GT), fosfatase alcalina (FA) e proteinas totais e
fracbes conforme seus respectivos kits de dosagem. As analises foram
realizadas utilizando analisador bioquimico automatico Labmax Progress
(Labtest).

3.2.3 Analise Histopatolégica

Apos a eutanasia um corte do figado foi fixado com solucdo de
paraformaldeido a 10% em tampédo fosfato 0,05M, pH 7,4, processado e
incluido em parafina para realizagcdo de cortes com 5 um de espessura e
corados por hematoxilina-eosina (H&E). Este material foi analisado com auxilio
de um patologista e os itens proliferacdo ductular (PD) e infiltrado inflamatorio

(1) foram classificados como descrito abaixo:

Tabela 1. Classificagdo dos achados histolégicos em lamina corada por H&E

Grau  Significado

@ ‘ Ausente
+ Leve
++ ‘ Moderado
+++ Intenso

3.2.4 Extracgao e Analise de Glicosaminoglicanos

Os tecidos obtidos foram secos com acetona e entdo submetidos a

degradacdo proteolitica com papaina (1mg/mL) em tampéo fosfato-cisteina
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0,05M, pH 6,5, na proporcdo de 1 mL de solucao por 100 mg de tecido. Apos
incubacéo de 18-24 horas a 60°C, proteinas ainda presentes na solugdo foram
precipitados pela adicdo de acido tricloroacético (TCA 10%, concentracao
final), em presenca de NaCl 1 M (concentracdo final). Ap6s 10 minutos em
banho de gelo o precipitado formado foi removido por centrifugagédo (3.000
RPM, 15 minutos). Para a precipitacdo dos GAGs foi adicionado 2,5 volumes
de etanol sobrenadante, lentamente e sob agitacéo.

Apés 18 horas a -20°C, o precipitado formado foi coletado por
centrifugacédo (1300 X g, 20 minutos), seco a VAcuo, ressuspenso em agua
destilada (3 mL) e submetido a cromatografia de troca aniénica em resina Q-
sepharose fast-flow, sendo eluido com NaCl 2,0 M e precipitado com 2,5
volumes de Metanol.

Apos incubacgéo do precipitado com DNAse foi analisado o conteudo de
GAGs por eletroforese em gel de agarose em tampédo PDA 0,05M, pH 9,0
(3.1.1.1).

3.2.5 Atividade das Metaloproteases

A atividade das MMPs foi analisada por zimografia ou eletroforese em
gel de poliacrilamida com substratos. Fragmentos do figado foram macerados
em nitrogénio liquido e, em seguida, adicionado 1 mL de tamp&o Tris-HCI 50
mM pH 7,4, contendo CaCl2 100 mM e 1 ml de Triton X-100 0,2% (v/v) para
extracdo das enzimas. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
15000 RPM a 4°C e no sobrenadante aliquotado para a realizacdo dos
zimogramas foi dosado proteina com o kit Pierce BCA Protein Assay.

Géis de 0,75 mm de espessura contendo 10% de poliacrilamida foram
preparados e as amostras aplicadas para migracao eletroforética (30 mA a 4°C
por 90 minutos) em tampao Tris-glicina (25mM/192mM) pH 8,3 contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1%. Para a analise das gelatinases foi
acrescentado gelatina 2,5% como substrato ao gel (Sigma-Aldrich — Seelze,
Alemanha), antes de sua polimerizacao.

Apoés a migracéo, foram realizadas trés lavagens do gel sob agitacédo em
100 mL de Triton X-100 2% (15 minutos cada), para remocdo do SDS e
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renaturacdo das enzimas, e incubacdo em 50 mL de tamp&o (50 mM Tris-HCI,
pH 8,2, contendo 5 mM CaClz e 1uM ZnCl2) por 24h a 37°C. Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,5% corante, 30% metanol, 10%
acido acético) e descorados em solucdo descorante (30% metanol, 10% acido
acético). A atividade das gelatinases foi evidenciada como regides claras
(descoradas) no gel (MIURA et al., 1995; SHAPIRO et al., 2001).

3.2.6 Atividade de Mieloperoxidase

A atividade de MPO no tecido foi medida de acordo com a técnica
descrita por Bradley e outros (1982). A enzima foi extraida do figado pela
homogeneizagdo do tecido em nitrogénio e o material suspenso em 0,5%
CTAB em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0. Essa solu¢do de CTAB
funciona como detergente agindo nos granulos intracelulares dos neutrdfilos e
liberando a enzima. Em seguida a solucédo foi sonicada com poténcia de 80%
por 20 segundos, congelada e descongelada, sendo o processo repetido trés
vezes. Esta suspensao foi entdo centrifugada a 15000 RPM a 4°C por 15
minutos sendo o sobrenadante recolhido para analise e dosagem de proteina
com o kit Pierce BCA Protein Assay e congelado a -80°C.

Em microplaca de 96 pocos, foi realizada uma diluicdo seriada de cada
amostra em triplicata sendo adicionados cloridrato de o-dianisidina 2 mg/mL e
peréxido de hidrogénio 10 mM em tampéo fosfato de potassio 0,2 M (pH 6,0)
para o disparo da reacdo. Foram realizadas 20 leituras a 492 nm com um
intervalo de 30 segundos entre elas e a atividade de MPO foi calculada
utilizando o coeficiente de extingdo molar (e= 11,48 mM1.cm), sendo 1UE de
mieloperoxidase considerada como aquela que degrada 1pumol/min de peréxido
de hidrogénio a 25°C. Os resultados foram expressos como atividade

enzimatica especifica (UE/mg proteina).
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4 RESULTADOS

CS, em associacdo ou ndo a glucosamina, vem sendo amplamente
empregado na terapéutica humana e veterinaria como adjuvante no tratamento
da OA. Diversos estudos demonstraram que este composto é capaz de
modificar o curso da doencga retardando sua progressédo e ndo apenas agindo
positivamente nos sintomas. Estes trabalhos destacam atividade anti-
inflamatdria em diversos modelos experimentais in vitro e in vivo.

Para avaliarmos a atividade anti-inflamatéria do CS em modelo
experimental de colestase extra-hepatica, condroitim sulfato comercial (CScom)
foi submetido a andlises para determinacdo de teor e de suas caracteristicas

estruturais.

4.1 CARACTERIZACAO DO CONDROITIM SULFATO COMERCIAL

Amostras de CScom € de dois padrbes de condroitim sulfato de traqueia
bovina obtidos da Sigma (CSS1 e CSS2), usados como referéncia, foram
submetidas a dessecacéo por 4 (quatro) horas em estufa a 95°C. Ao final deste
tempo, o p6 seco obtido foi pesado e a perda de umidade calculada foi inferior
a 10% do peso inicial (CSS1 — 9,75%; CSS2 — 9,70 e CScom - 9,69%).

Para caracterizacdo destes compostos foram realizadas analises para
determinacao de teor por dosagem de acido urbnico e também por eletroforese
em gel de agarose em tampéao propilenodiamino acetato (PDA), determinacéo
de peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida e contetdo
dissacaridico por degradacdo com mucopolissacaridases bacterianas
especificas. Foi também avaliado o espectro de absorcdo por varredura na
regiao UV.
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4.1.1 Teor de Condroitim Sulfato

A dosagem de acido urénico de amostras de CScom (100 pg) e de CSS1
(base seca) foi realizada como descrito em Métodos (3.1.1.2). Os dados

obtidos sédo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacéo do Teor de Condroitim Sulfato por Acido Urénico.

Amostra Ac. Urénico (ug) CS (ug)
CSS1 36,47 94,56
CScom 35,62 92,36

Os valores obtidos estdo relacionados a 100 pg de material
Como podemos observar o teor de condroitim sulfato na amostra

comercial foi de aproximadamente 92,36%, enquanto para o condroitim sulfato

de referéncia foi de 94,56%.

4.1.2 Eletroforese em Gel de Agarose em Tampé&o PDA

Aliquotas (1 a 5 L) de solugBes da base seca (Img/mL) de CScom €
CSS1 foram entdo submetidas a eletroforese em gel de agarose em tampao
PDA, 0,05 M, pH 9,0 (Figura 6).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose em tampédo PDA 0,05 M (pH 9,0) de condroitim sulfato
comercial (CScom). 1 — Padrdo de Glicosaminoglicanos; 2 - 1 ug da base seca de CScom; 3 - 2 g da base
seca de CScom; 4 - 3 ug da base seca de CScom; 5 - 4 g da base seca de CScom; 6 - 5 g da base seca de
CScom; 7 - 5 pug da base seca de CSS1. CS - Condroitim Sulfato; DS - Dermatam Sulfato; HS - Heparam
Sulfato; O - origem.

Podemos observar a presenca de banda uUnica com migracao
eletroforética semelhante ao padréo de condroitim sulfato (CSS1) na amostra
do CScom. Por analise densitométrica das bandas foi possivel avaliar o teor de

condroitim sulfato (Figura 7).

y = 0,9288x - 0,0299
5 - R?=0,986

CS (ug)

O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Amostra (ug)

Figura 7. Linearidade das amostras de concentragcdes diferentes aplicadas na eletroforese em gel

de agarose em tampé&o PDA.

O método apresenta linearidade em relagdo a quantidade de amostra
aplicada e pelo coeficiente angular da reta obtida (ug de condroitim sulfato/ug
de amostra) obtivemos a concentracdo real da solucdo analisada (CScom) de

aproximadamente 93% de CScom.
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4.1.3 Eletroforese para Peso Molecular

Aliquotas de 20 pg de CScom foram secas, ressuspensas em tampao de
amostra e aplicadas em gel de poliacrilamida 7,5%. Apos eletroforese o gel foi
corado com azul de toluidina, como descrito em Métodos (3.1.1.3), e as bandas

densitometradas para analise do Rt (Figura 8).

1 2 3 4 5

O- | == e M W ol M 100 -
&
10 .
y =-56,39In(x) - 12,661
R?=0,9692

1 T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Amostra PM estimado (kDa)
CS 40,29
CS B-eliminado 38,45

Figura 8. Gel de Poliacrilamida para Peso Molecular. Amostras (20 ug) foram analisadas em gel de
poliacrilamida 7,5% corado com azul de toluidina 0,1%. 1 — Dextram sulfato (8kDa); 2 — Condroitim 4-
sulfato (26 kDa); 3 — Condroitim 6-sulfato (67 kDa); 4, - CScom; 5 — CScom B-eliminado.

O peso molecular modal das amostras foi estimado com base no Rt do
pico obtido na analise densitométrica por regressao logaritmica com padrdes
de peso molecular conhecido. Observamos que 0 CScom possui elevado peso
molecular (40,29 kDa), havendo uma pequena diminuicdo apos a [(-eliminacéo
da amostra, devido a quebra da regido de ligacdo do glicosaminoglicano a
proteina liberando residuos de peptideos que ainda podem estar ligados ao

condroitim sulfato.
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4.1.4 Espectro de Absorcao em Ultravioleta

Aliquotas do CScom € CS referéncia (CSS1 e CSS2) (1 mL, 1 mg/mL em
agua destilada) foram submetidas a varredura em espectrofotdmetro na regiao

UV (190 a 400 nm). A Figura 9 apresenta os espectros de varredura.
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Figura 9. Espectro de absor¢éo do CScom, CSS1 e CSS2 na regido do ultravioleta (1 mL, 1 mg/mL).
Varredura realizada em faixa de comprimento de onda de 190 a 400 nm (600 nm/s). Os ndmeros

representam os picos de cada um dos espectros (nm).

Observa-se na Figura 9 a presenca de dois picos, um proximo a regiao
de 200 nm e outro préximo a regido de 250 nm, nos espectros de varredura
das amostras. O primeiro pico é proveniente do somatorio das absorbancias de
seus monossacarideos constituintes (carbonila do acido D-glucurbnico e

ligacdo acetamida) e o segundo pico pode ser resultado da ressonancia de
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residuos aromaticos de peptideos, acidos nucleicos ou ainda de compostos
utilizados para a preservacdo das amostras (como benzoato de sdodio)
presentes nas amostras. Podemos notar uma grande similaridade entre os
espectros de absorgdo do CScom € do CSS1 (A). Apos as reagbes de B-
eliminacdo ndo se observou diminuicdo significativa do segundo pico da
amostra CScom (C € D)

4.1.5 Degradacdo Enzimética

A analise das unidades dissacaridicas presentes em CScom foi realizada
por degradacdo destes compostos com mucopolissacaridases bacterianas
especificas e os produtos de digestdo visualizados por FACE como descrito em
Métodos (3.1.1.5).

Para isso, misturas de incubacgédo contendo 20 pug de CScom € 2 mU de
condroitinase AC de Flavobacterium heparinum em tampédo etilenodiamino
acetato, 0,5 M, pH 8,0 foram mantidos a 30°C por 24h. Apds esse tempo 5 ug
do composto foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em tampéo
PDA e o material restante derivado com AMAC para andlise do perfil

dissacaridico (Figura 10).
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Figura 10. Degradacao e andlise enzimética de amostra de CScom. (A) Eletroforese em gel de agarose
em tampé&o PDA 0,05 M (pH 9,0) de incubacdo de Chase AC e CScom. 1 — Mistura de padrées de GAGs;
2 — CScom; 3 — CScom incubado com Chase AC. (B) Eletroforese de Carboidratos Assistida por
Fluoréforos (FACE) em tampéo Tris-Glicina (pH 8,8). 1 — Padrédo de dissacarideos; 2 — CScom; 3 — CScom
incubado com Chase AC.

Podemos observar na eletroforese em gel de agarose em tampao PDA o
desaparecimento total da banda de CScom apds degradacao enziméatica (Figura
10.A). Na eletroforese em gel de poliacrilamida observamos que os produtos
gerados apoés a digestdo sao constituidos principalmente por dissacarideos 4-
sulfatados (ADi4S — 65%), contando ainda com ADIi6S (19%) e ADIOS (16%)
em menores proporc¢des (Figura 10.B).

Com base nos resultados obtidos podemos afirmar que 0 CScom
apresenta um elevado teor (acima de 92%), peso molecular de
aproximadamente 40 kDa, espectro de absor¢cdo UV semelhante aos padroes
de CS e ainda uma composicdo com predominancia de dissacarideos 4-

sulfatados.
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4.2 EFEITO BIOLOGICO DO CONDROITIM SULFATO

4.2.1 Caracterizagado do Modelo Experimental

A ligacéo do ducto biliar (BDL) € um modelo de colestase extra-hepatica
que leva ao acumulo de bile no figado do animal, evoluindo de uma inflamacéo
aguda para fibrose no tecido com desenvolvimento até mesmo de cirrose com
presenca de ascite, apds cerca de 60 dias.

Para o estudo dos estagios iniciais da doenca, ratos machos Wistar
foram submetidos a BDL e eutanasiados 2, 7 ou 14 dias ap6s o procedimento
cirdrgico. Animais controle (grupo Sham) foram utilizados para comparacéao dos
parametros avaliados, sendo realizados grupos tratados (administracao
intraperitoneal de CScom — 120 mg/kg do animal) e ndo tratados (administracéo
intraperitoneal de salina). As médias de peso corporal e a razao figado/corpo,

bem o nimero de animais em cada grupo séo apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Dados descritivos dos animais utilizados no trabalho.
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Variacao Figado/Corpo
Dias n Mi (g) Mr (9)
(%) (%)
2 Sham 7 ‘ 253,14 £ 26,01 @ 248,86 £ 23,14  (1,58) £ 2,30 4,22 + 0,22
Shamcs 6 22450+20,86 207,17+18,84 | (7,69) £ 1,99 4,69 + 0,33
BDL 8 237,37 +£31,02 210,75+%25,03 (11,06) = 3,74 4,96 + 0,45
BDLcs 8 232,25+10,95 211,87 +14,78 (8,85) + 2,27 4,99 £ 0,36
7 Sham 4 191,00+47,98 212,75+39,63 12,56 6,25 4,27 + 0,34
Shamcs 6 200,00 £44,66 204,83 + 36,97 3,20 £ 5,42 4,84 £ 0,97
BDL 9 219,78 +£54,28 217,22 +£46,37 (0,32) +5,33 5,78 £ 0,51
BDLcs 8 207,62+44,77 205,25+3526 | (0,17) £6,32 6,64 + 1,60
14 Sham 4 208,75+14,73 247,00+10,36 18,55*4,91 4,23 £0,18
Shamcs 6 222,17+32,87 253,17+27,01 14,68+7,14 4,29 £ 0,35
BDLs 8 220,37+17,70 246,25+18,94 12,07 £8,50 6,87 + 0,56
BDLcs 8 | 223,75x+34,70 245,62 +£26,49 | 10,67 £7,55 6,46 + 0,52

Dados descritivos dos animais utilizados nos grupos Sham e BDL, tratados e ndo tratados, eutanasiados
2, 7 ou 14 dias apo6s o procedimento cirdrgico. Mi: massa inicial dos animais em gramas; Mr: massa final
dos animais em gramas; Variagdo: variacdo de peso dos animais durante o experimento, em
porcentagem do peso inicial (hUmeros entre parénteses indicam valores negativos); Figado/Corpo: razéo
do peso do figado pelo do corpo de cada animal. Sham: Animais controle nao tratados; Shamcs: Animais
controle tratados; BDLs: Animais BDL né&o tratados; BDLcs: Animais BDL tratados. Dados expressos em

médiatdesvio padréo.

4.2.1.1 Peso Corporal dos Animais

Observamos, de forma geral, uma alteracdo no peso corporal e na

proporcao

figado/corpo dos animais

utilizados neste

trabalho.

Para

caracterizacdo do modelo experimental foram comparados os animais nédo

tratados operados (grupo BDL) e controle (grupo Sham).
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Figura 11. Alteracdo do peso dos animais BDL sem tratamento. (A) Variacdo de peso dos
animais falso-operados (Sham) e operados (BDL) nos diversos dias de experimento. (B) Razao

peso do figado/peso do corpo do animal em cada grupo estudado.

Pode-se perceber leve perda de peso dos animais do grupo controle
(Sham) eutanasiados 2 (dois) dias ap0s a cirurgia, entretanto apés 7 (sete) e
14 (catorze) dias de experimento esse grupo apresentou ganho de peso. Nos
animais com colestase induzida houve uma maior perda de peso nos dias 2
(dois) e 7 (sete), enquanto os animais eutanasiados 14 (catorze) dias ap0s o
procedimento cirdrgico apresentaram ganho de peso, porém menor quando
comparado ao grupo Sham (Figura 11.A).

A perda de peso nos primeiros dias é devido ao jejum poés-cirlrgico e ao
procedimento cirdrgico ao qual os animais foram submetidos com agravamento
devido ao estresse pos-procedimento, sendo este peso recuperado aos poucos

ao longo do experimento. Embora o peso final dos animais BDL seja menor do
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gue o obtido para os animais Sham, a porcentagem de ganho de peso foi
semelhante em ambos os grupos ao final dos 14 dias.

A relacdo figado/corpo dos animais Sham permaneceu constante
durante todo o experimento (4,22 + 0,08%; 4,27 = 0,83%; 4,23 + 0,09%). Para
0 grupo BDL observou-se um aumento significativo dessa razdo nos animais 2
dias (4,96 = 0,16%; p = 0,0127), 7 dias (5,78 £ 0,17%; p < 0,0001) e 14 dias
(6,87 + 0,20%; p < 0,0001) (Figura 11.B). Essa alteracdo pode ser decorrente
de hiperplasia do tecido hepatico, devido a proliferagdo ductular e edema do
tecido ou aumento da MEC hepética.

Para analise de possiveis efeitos do CScom Nos animais foi realizado um

grupo controle tratado (Shamcscom) (Figura 12).
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Figura 12. Alteracao do peso dos animais Sham tratados. (A) Variacdo de peso dos animais
falso-operados tratados (Shamcscom) € ndo tratados (Sham) nos diversos dias de experimento.

(B) Razao peso do figado/peso do corpo do animal em cada grupo estudado.
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O CScom também apresentou variacdo em relacdo ao peso dos animais
durante o periodo de execucdo do experimento entre 0s grupos analisados
(Figura 12.A). Entretanto, a relacado do peso do figado dos animais com o peso
do corpo permaneceu constante ao longo do tratamento (Figura 12.B),
demonstrando que este composto ndo afeta o tecido hepatico dos animais.

Animais submetidos a laqueadura foram entdo tratados para a
observacéo do efeito do CScom N0 desenvolvimento do processo patoldgico em

seus estagios iniciais (Figura 13).
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Figura 13. Alteracdo no peso dos animais BDL tratados. (A) Variacdo de peso dos animais
operados tratados (BDLcscom) € néo tratados (BDL) nos diversos dias de experimento. (B)

Razéao peso do figado/peso do corpo do animal em cada grupo estudado.

N&o foram observadas alteracdes significativas de variagao de peso dos
animais dos grupos BDL e BDLcscom (Figura 13.A). A relagédo figado/corpo

apresentou uma reducéo aparente com a administracdo do medicamento nos
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dias 7 e 14, como observado na Figura 13.B, sugerindo a reducédo do edema e
do aumento do parénquima hepatico observado no grupo induzido, entretanto
também nao foi significativa em nenhum dos dias do experimento (p = 0,9872 e

p = 0,7965 respectivamente).

4.2.2 Dosagens Bioquimicas

Testes bioquimicos sdo Uteis na avaliagdo da funcédo hepatica, podendo
ser utilizados para detectar a presenca de uma doenca, diferenciar os tipos de
desordens, medir a extensdo de uma patologia jA conhecida e seguir a
evolugao em tratamentos.

Neste trabalho o sangue dos animais foi coletado da aorta descendente
no momento da eutanasia em tubo seco, e o soro foi analisado para o
estabelecimento de parametros indicadores de lesdo hepatica. A Figura 14

apresenta os resultados obtidos para os grupos Sham e BDL néo tratados.
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Figura 14. Dosagens bioquimicas no soro dos animais dos grupos Sham e BDL. Niveis
séricos de diversos parametros relacionados a lesao hepatica, como: (A) Bilirrubina Direta; (B)
Alanina Aminotransferase; (C) Aspartato Aminotransferase; (D) Fosfatase Alcalina; (E) Gama

glutamil transpeptidase; (F) Globulinas.

Houve um aumento significativo nos niveis séricos de bilirrubina direta
(BD) em todos os animais BDL (p < 0,0001) indicando o acumulo de bilirrubina
conjugada, por impedimento de sua passagem pelo ducto biliar comum
sugerindo a instalacdo de colestase (Figura 14.A).

As atividades da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotransferase (AST) também se mostraram elevadas nos animais
submetidos ao processo cirdrgico, sendo este aumento mais significativo no dia
2 (p < 0,0001) (Figura 14.B e 14.C). Estes valores elevados no segundo dia
provavelmente refletem o estresse cirdrgico do animal, onde houve
manipulagéo do figado para isolamento do ducto biliar comum, além dos danos

aos tecidos adjacentes e a musculatura abdominal, alterando principalmente a
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atividade da ALT, que é menos especifica do tecido hepatico. O aumento
significativo da AST nos demais dias de experimento sugere um dano na
membrana celular hepatica, com posterior aumento de permeabilidade.

Os animais operados apresentaram um leve aumento na atividade de
fosfatase alcalina (FA) com 2 dias (p = 0,2524), sendo este aumento
significante nos animais com 7 dias (p = 0,0020) e 14 dias (p < 0,0001) (Figura
14.D). O mesmo comportamento ocorreu com a atividade da gama glutamil
transpeptidase (Gama GT), apresentando para o grupo BDL valores maiores
que o grupo Sham com 2 (p = 0,2617), 7 (p < 0,0001) e 14 dias (p < 0,0001)
(Figura 14.E). Ambas as enzimas estdo presentes em células do ducto biliar,
com seu aumento indicando possiveis lesées nessas vias.

O aumento na concentracao de globulinas nos animais BDL com 7 (p =
0,0113) e 14 dias (p < 0,0001) pode representar a elevacdo nos niveis alfa e
beta globulinas produzidas por hepatécitos, indicando lesdo hepatica (Figura
14.F).

O tratamento do grupo Sham (Shamcscom) Ndo levou a grandes

alteracdes no tecido hepatico (Figura 15).
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Figura 15. Dosagens bioquimicas no soro dos animais dos grupos Sham e Shamcscom.
Niveis séricos de diversos parametros relacionados a lesdo hepética, como: (A) Bilirrubina
Direta; (B) Alanina Aminotransferase; (C) Aspartato Aminotransferase; (D) Fosfatase Alcalina;

(E) Gama glutamil transpeptidase; (F) Globulinas.

O CScom causou uma diminuicdo na atividade da alanina
aminotransferase no soro dos animais saudaveis em 2 (p = 0,0471) e 7 dias (p
= 0,0055) indicando uma melhor recuperacdo dos tecidos lesados na
laparotomia dos animais (Figura 15.B). Os outros parametros ndo sofreram
modificacdes significantes com o tratamento.

Tratamento dos animais com colestase extra-hepatica induzida foi
realizado e o soro destes também foi coletado para as mesmas dosagens

bioquimicas.
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Figura 16. Dosagens bioquimicas no soro dos animais dos grupos BDL e BDLcscom.
Niveis séricos de diversos parametros relacionados a lesdo hepatica, como: (A) Bilirrubina
Direta; (B) Alanina Aminotransferase; (C) Aspartato Aminotransferase; (D) Fosfatase Alcalina;

(E) Gama glutamil transpeptidase; (F) Globulinas.

Neste grupo o CScom também foi capaz de reduzir significativamente o a
atividade das transaminases, amenizando 0 estresse cirdrgico tanto nos
tecidos adjacentes (p < 0,0001; Figura 16.B), quanto no préprio figado dos
animais (p = 0,0283; Figura 16.C) em periodos iniciais, mostrando um efeito
protetor. Os demais parametros bioquimicos avaliados ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparados os grupos BDL tratado e nao

tratado.



4.2.3 Analise Histopatologica
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Apés a eutanasia dos animais, fragmentos hepaticos representativos

foram fixados em solucdo tamponada de paraformaldeido 10% e submetidos a

técnica histolégica convencional ou seja, processados e incluidos em parafina

para realizacfes de cortes histoldgicos corados por hematoxilina-eosina (H&E).

Os achados histolégicos foram classificados de acordo com dois critérios:

proliferacdo ductular (PD) e infiltrado inflamatério (Il), como descrito em

Métodos (3.2.3).

Tabela 4. Andlise histopatolégica semi-quantitiva de figado nos diferentes grupos do

trabalho.

Dias Grupos PD Il
‘ Sham ‘ @ @
Shamcs 1] %]
BDL + +/++
BDLcs + +
Sham (%] ]
Shamcs %] ]
! BDL +/++ +/++
BDLcs +++ +/++
Sham (] ]
14 Shamcs %] ]
BDL +++ +++
BDLcs ++ +++

@: ausente; +: discreto; ++: moderado; +++: intenso

As Figuras 17 e 18 mostram cortes do figado dos animais dos grupos

estudados visualizados em microscopia optica.
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Figura 17. Cortes histolégicos do figado dos animais dos diferentes grupos do trabalho

(H&E - 200x). As setas indicam pontos caracteristicos de proliferacdo ductular no tecido.
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Figura 18. Cortes histolégicos do figado dos animais dos diferentes grupos do trabalho

(H&E - 400x). Cada corte mostra um espago porta do figado do animal, sendo possivel a
visualizacdo da vénula portal, artéria hepatica e ductos biliares. As setas indicam a presenca
de infiltrado neutrofilico no tecido.
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Pode-se perceber que os animais do grupo Sham tratados e néo
tratados apresentaram manutencdo da arquitetura hepatica para os trés
tempos analisados neste trabalho (Figuras 17 e 18.A, E e I).

A BDL desencadeia colestase intra-hepatica, reacao inflamatéria portal e
lesdo hepatocitica associada a proliferacdo dos ductos biliares (Figuras 17 e
18.C, G e K). Com 2 dias ap0s a cirurgia ha o predominio de neutrofilos no
infiltrado, caracterizando um processo inflamatério agudo (Figura 18.C).
Gradativamente o infiltrado neutrofilico foi substituido por um infiltrado
mononuclear, caracterizando a instalagcdo de um processo inflamatoério crénico,
o que foi mais evidente aos 14 dias, principalmente no grupo tratado (Figura
18.L).

As alteragBes morfolégicas como o infiltrado inflamatério tecidual e a
remodelacdo observados nos cortes histolégicos foram também
correlacionadas em outros estudos como dosagem da atividade de
mieloperoxidase e metaloproteases e ainda a quantificagdo dos GAGs
presentes no figado dos animais testados.

4.2.4 Atividade de Mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é a principal enzima encontrada em leucécitos
como neutréfilos polimorfonucleares (PMN) estando presente em seus granulos
azurofilos. Catalisa a conversdo do H20:2 gerada pelo burst oxidativo de
neutréfilos, e o aumento de sua atividade esta relacionado ao infiltrado
leucocitario nos tecidos, gerando lesao tissular.

Para a dosagem da atividade desta enzima, parte do tecido hepéatico
extraido dos animais foi utilizado no preparo de homogenatos e sua atividade
foi calculada pela variacdo da absorbancia na amostra devido a oxidacao da o-
dianisidina, como descrito em métodos (3.2.6). A Tabela 5 mostra a média da

atividade especifica de MPO em cada um dos grupos estudados.
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Tabela 5. Atividade especifica de mieloperoxidase (MPO).

Atividade

Dias Grupos Especificade MPO

(x10%)

Sham 2,46 £ 0,14
Shamcs 1,90+£0,13
BDL 3,25+£0,12
BDLcs 2,84 £0,13
Sham 2,56 + 0,26
Shamcs 2,44 + 0,18
! BDL 4,28 £ 0,24
BDLcs 3,64 £0,33
Sham 2,79 +0,17
Shamcs 2,57+0,12
1 BDL 5,07 £ 0,46
BDLcs 3,65+0,17

Atividade especifica de MPO (x10%) no homogenato do figado dos animais utilizados nos
diversos grupos do trabalho. Valores expressam média da atividade especifica (UE/mg de
proteinas) x 108 + erro padrao.

Com 2 dias foi possivel observar um aumento significativo na atividade
de MPO no figado dos animais com colestase, 0 que sugere a presenca de
uma inflamacédo aguda no tecido logo nos primeiros dias deste modelo (p =
0,0013; Figura 19).
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Figura 19. Atividade especifica de mieloperoxidase no figado de animais apds 2 dias.

O tratamento com 0 CScom dos animais diminuiu a atividade da enzima
no tecido em ambos os grupos (Shamcscom: p = 0,0439; BDLcscom: p = 0,1257)

demonstrando uma tendéncia do controle do processo inflamatorio pelo CS.
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Figura 20. Atividade especifica de mieloperoxidase no figado de animais ap6s 7 dias.

Apbés 7 dias de colestase observa-se grande aumento na atividade de
MPO no figado dos animais operados em relacdo ao controle (p = 0,0037). O
tratamento dos animais levou a diminuicdo da atividade da enzima, como
observado na Figura 20 (p = 0,3066).
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Figura 21. Atividade especifica de mieloperoxidase no figado de animais ap6és 14 dias.

Com 14 dias de colestase foi encontrada grande diferenca na atividade
enzimatica no homogenato (p = 0,0006). Apds este periodo, o tratamento
intraperitoneal dos animais com CScom diminuiu significativamente o infiltrado
leucocitario no figado dos ratos, como mostra a Figura 21 (p = 0,0091).

Estes dados confirmam os achados histoldgicos de que 0 CScom utilizado
neste trabalho foi, portanto capaz de reduzir a migracdo de leucécitos para o
figado dos animais com colestase extra-hepatica, prevenindo assim a lesdo do

tecido.

4.2.5 Atividade de Metaloproteases

As MMPs sdo endopeptidases envolvidas na homeostase da MEC de
diversos tecidos, regulando funcéo, crescimento, divisdo celular, resposta
imune e a sintese de elementos desta matriz.

Essas enzimas sao divididas em diversos grupos de acordo com o
substrato de preferéncia na MEC, podendo degradar compostos como
colageno e proteoglicanos. Dentre as MMPs se encontram as gelatinases
MMP-2 e MMP-9, envolvidas da remodelacdo da MEC e em processos

inflamatorios.
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Para analise de MMPs foram realizados homogenatos com o figado dos
animais, e a atividade determinada por zimografia, como descrito em Métodos
(3.2.5) (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade de metaloproteases de matriz (MMPs).

Atividade Enzimética (UD/ug de proteinas)

Dias Grupos
pro MMP-2 MMP-2 MMP-9

Sham 2244 + 99 19797 + 3807 8392 + 303
Shamcs 3545+ 782 21225 +5779 12283 + 4324
BDL 3866 + 646 23641 +3377 14468 + 2740
BDLcs 3055 + 434 21988 + 3348 19217 + 1614

Sham 2793 + 98 21620 + 696 8396 + 2857
Shamcs 2896 + 226 23537+ 1265 13594 + 5070
BDL 4057 + 352 38739 £+ 2159 22497 + 3798
BDLcs 2659 + 530 22718 £ 2852 15744 + 3962

Sham 3407 + 241 22716 + 1620 13263 + 968
Shamcs 2940 + 545 23311 + 3089 9321 + 1649
1 BDL 7495 + 1536 44043 + 2884 50844 + 6654
BDLcs 4364 + 323 30548 + 2918 36452 + 3788

Média das atividade de MMPs no figado dos animais obtida por analise densitométrica dos
zimogramas. Valores expressos em Unidades Densitométricas (UD/ug de proteina) £ erro

padréo.

A Figura 22 mostra que nos animais com 2 dias hd um equilibrio nos 4
grupos em relacéo a atividade de pro MMP-2 e MMP-2. A atividade de MMP-9
sofre um aumento nao significativo em relagédo ao grupo controle (Sham nao
tratado) quando o CScom € administrado e nos grupos operados tratado e néao
tratado (p > 0,9999; p = 0,9925 e p = 0,7721, respectivamente.)
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Figura 22. Atividade de metaloproteases (MMPs) nos animais com 2 dias de experimento.

Os animais com 7 dias de experimento também apresentaram valores
constantes de pro MMP-2. Nos animais BDL né&o tratados pode-se observar um

aumento significativo na atividade de MMP-2 (p = 0,0113), que € uma enzima
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constitutiva envolvida com o processo de remodelamento de MEC, sendo que
com o tratamento esta atividade é diminuida (p = 0,0230). A MMP-9 também
sofreu um aumento com a colestase (p = 0,4926) com diminuicdo nos animais

tratados com CScom (p = 0,9928) (Figura 23).

80000 3 Sham

Shamcscom
&= BDL

60000
2 BDLCScom

40000 -

MMP-9
(UD/pg ptn)

20000 -

800001

60000

40000 -

pro MMP-2
(UD/pg ptn)

20000+

80000- 7 dias

60000 -~

p=0,0113 p=0,0230
| |

40000 -
L % ._-
0 T T

7 dias

MMP-2
(UD/ug ptn)

Figura 23. Atividade de metaloproteases (MMPs) nos animais com 7 dias de experimento.
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A Figura 24 mostra que os animais BDL do grupo 14 dias apresentaram
0 mesmo aumento de atividade de MMP-2 apresentada com 7 dias de
experimento (p = 0,0010) sendo que o CScom reduziu a atividade desta enzima
significativamente (p = 0,0425), mostrando que o medicamento reduziu a
remodelacdo de MEC do tecido. Neste grupo ha também o aumento
significativo da atividade de pr6 MMP-2 o que pode indicar um inicio do
aumento da expressao deste grupo de proteinases.

Pode-se observar que ocorre um grande aumento de atividade de MMP-
9 no tecido colestatico (p < 0,0001). Esta gelatinase estd envolvida na
instalacdo do processo inflamatério no tecido, sendo sua expressao
relacionada a translocacao nuclear do fator NF-kB. O tratamento foi capaz de
reduzir a atividade da enzima (p = 0,2444), sugerindo um controle do processo

inflamatorio.
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Figura 24. Atividade de metaloproteases (MMPsS) nos animais com 14 dias de

experimento.
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4.2.6 Conteudo de Glicosaminoglicanos

Figado dos animais foi submetido a degradacdo proteolitica com
papaina (1 mg/mL) e purificado por cromatografia de troca idbnica para analise

dos GAGs presentes no tecido hepatico dos animais.
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Figura 25. Glicosaminoglicanos presentes no figado dos animais com 2 dias.

Pode-se observar na Figura 25 que nos animais eutanasiados com 2
dias h4 um aumento da massa de CS nos tecidos dos grupos tratados,
indicando a absorgdo do medicamento administrado via intraperitoneal. Apesar
disso, ndo houve alteracao no contetdo total de GAGs nestes figados.
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Figura 26. Glicosaminoglicanos presentes no figado dos animais com 7 dias.

A Figura 26 mostra que os animais com 7 dias de experimento, assim
como os anteriores, apresentaram aumento do CS quando tratados. Podemos
observar também uma significante elevacdo do conteddo de DS presente no
figado dos animais BDL em relacdo ao grupo Sham (p = 0,0410), enquanto
apos o tratamento houve grande diminuicdo nessa concentragéo (p = 0,0398).
E possivel que o aumento da presenca deste GAG no tecido indique um
remodelamento hepatico do animal, com turnover da MEC.

A quantidade de HS presente nestes animais seguiu o padrdo do DS,
com aumento quando induzida a colestase (p = 0,0120) e diminuicdo deste
apos a administracdo de CS (p = 0,0047). O HS encontra-se em membranas
de células, com seu aumento indicando possiveis fatores como hiperplasia
hepatica ou a presenca de infiltrados celulares nos tecidos. A alteracdo do DS
e do HS levou a um aumento no total de GAGs presentes no tecido colestatico
(p = 0,0306).
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Figura 27. Glicosaminoglicanos presentes no figado dos animais com 14 dias.

Ap6s 14 dias também se observa o aumento do CS hepético nos
animais tratados, ndo havendo, portanto alteracdo no padrédo de absorcao do
tecido. Assim como nos animais com 7 dias, ha aumento de DS com a inducéo
da colestase (p = 0,0130), com sua diminuicdo nos animais tratados (p =
0,0306). Estes ratos apresentaram ainda 0 mesmo acréscimo do HS, apesar de

os valores ndo se mostrarem com significancia estatistica (Figura 27).
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5 DISCUSSAO

O CS é um polissacarideo de origem animal de natureza complexa, que
apresenta consideravel variabilidade estrutural quanto ao tamanho de sua
cadeia e a posicdo e grau de sulfatacdo, gerados pelas diversas enzimas
envolvidas em sua biossintese. Essa diversidade estrutural possibilita este
GAG a interagir com muitas moléculas da MEC, fatores de crescimento,
inibidores de protease, citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséo e fatores
de viruléncia (VOLPI, 2011; MIKAMI e KITAGAWA, 2013).

Diversos trabalhos destacam a atividade anti-inflamatéria do CS. GAGs
extraidos de plasma humano, com composi¢cdo predominante de CA4S,
aplicados em diferentes concentracdes a cultura de condroécitos estimulados
por LPS foram capazes de reduzir citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e
IFN-y) e INOS pelo bloqueio da ativagcdo de NF-kB (CAMPO et al., 2008).
Jomphe e outros (2008) demonstraram que CS diminui a translocacdo de NF-
kB induzida por IL-13 pela de inibicdo da fosforilacdo de p38MAPK e de ERKY2
induzida por essa mesma interleucina. J4 Cafias e outros (2010) observaram
que este GAG quando aplicado a cultura de astrécitos de ratos estimulados
também por LPS reduziu TNF- a e INOS por inibicdo do NF-kB, indicando que
o CS pode possuir acdo neuro-imunomodulatéria sob condi¢cdes neurotéxicas.

A translocacdo nuclear do NF-kB depende da ativacdo de receptores
PRR, que gera a fosforilagdo das quinases p38MAPK, ERKY2 e JNK
desencadeando uma cascata de fosforilacdo que culmina na liberacdo do fator
transcricional. Foi mostrado que o condroitim sulfato € internalizado na célula
por receptores como o receptor de acido hialurénico para endocitose (HARE),
CD36, CD34 entre outros. Apesar de todos estes resultados o mecanismo pelo
qual o CS reduz a fosforilagdo da p38MAPK e da ERKY: e a translocacdo do
NF-kB ainda nao foi completamente elucidado (VALLIERES e DU SOUICH,
2010).

Imada e outros (2010) testaram CA4S (cartilagem de traqueia suina -

sulfatado na posigéo 4 da GalNAc) e C6S (cartilagem de tubaréo - sulfatado na
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posicdo 6 da GalNAc) em cultura de condrécitos humanos e mostraram que
ambos reduziram, apos inducdo com IL 1B, expressdo génica das agrecanases
ADAMTS (agrecanase disintegrin and metalloproteinase with a thrombospodin-
like motifs) -4 e -5. As duas moléculas também controlaram a supresséo de
MRNA das cadeia proteicas do agrecam mediada pela IL 18 e reduziram a
expressdo de MMPs nos condrdcitos. Entretanto, apenas o C4S recuperou
efetivamente a redugcdo da expressao génica do inibidor tissular de MMPs
(TIMP) -3 nos condrdcitos e aumentou a producédo de TIMP-1 em fibroblastos
sinoviais.

De acordo com a fonte, processo de extracdo e purificacdo, pode-se
produzir condroitim sulfato com diferentes estruturas moleculares e pureza. A
dosagem e determinacdo da pureza de condroitim sulfato extraido de tecidos
animais € um ponto fundamental quando esse composto € produzido para fins
farmacéuticos, assim como para uso em suplementos alimentares (VOLPI,
2009).

Em trabalho realizado previamente em nosso laboratorio, Cunha (2012)
testou 16 amostras de CS insumo farmacéutico sendo que 1 delas apresentou
teor acima de 90%, 4 ficaram com teor entre 80% e 90% e todas as outras
apresentaram teor inferior a 15% por eletroforese em gel de agarose em
tampéo PDA, apresentando elevados niveis de agucares redutores.

Estes resultados mostram a importancia de se realizar a caracterizacao
adequada do composto a ser utilizado no trabalho, tanto em relacdo a sua
estrutura quanto ao teor real daquela amostra.

Para a realizacdo deste trabalho foi obtida amostra de CS comercial
(CScom). Inicialmente, analise por eletroforese em gel de agarose em tampéo
PDA (Figura 6) (DIETRICH, C. P. e DIETRICH, 1976) e por dosagem de acidos
urbnicos (Tabela 2) (DI FERRANTE, 1956) verificamos que o CS obtido
apresenta teor superior a 92%. Seu peso (modal) estimado por eletroforese em
gel de poliacrilamida (Figura 8) (HILBORN e ANASTASSIADIS, 1971;
DIETRICH, CARL P. e NADER, 1974) foi de aproximadamente 40 kDa,
apresentando ainda espectro de varredura na regido do UV semelhante ao
padrao de C4S (CSS1) obtido da Sigma (Figura 9). A andlise dissacaridica do

material foi possivel apés degradacdo enzimatica com condroitinase AC de
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Flavobacterium heparinum, apresentando constituicio de 65% de
dissacarideos 4-sulfatados (ADi4S), 19% de dissacarideos 6-sulfatados
(ADi6S) e 16% de dissacarideos nao sulfatados (ADiOS) (Figura 10) (VOLPI,
2007).

Uma alternativa para determinacédo da atividade anti-inflamatéria do CS
s8o os ensaios in vivo, com modelos como doenga inflamatdria intestinal
(OLIVEIRA, 2013) e articular. A inflamacdo hepética também tem sido alvo de
estudos em diversos modelos como por inducdo com tetracloreto de carbono
(CCla).

Campo e outros (2004) administraram CS e &cido hialurdénico (HA)
intraperitoneal em ratos com lesdo hepatica induzida por CCls. Juntos, os
compostos foram capazes de reduzir o aumento de atividade de
transaminases, peroxidacao lipidica, expressdo e ativacdo de MMPs e de
limitar a deposicdo de colageno no tecido hepatico, além de levar a reducao
das atividades de superéxido desmutase e glutationa peroxidase. Em outro
trabalho com inducdo de fibrose hepéatica com CCls houve reducédo de
peroxidacao lipidica, TNF-a e MPO também somente apds a administracdo de
CS e HA, com sugestdo dos autores de que had um efeito sinérgico destes
compostos (CAMPO et al., 2004).

A toxicidade induzida por CCls depende da dose e duracdo de exposicéo
e causa uma variedade de efeitos. Em doses mais baixas efeitos transitorios
prevalecem como perda da homeostase de Ca?* (MURIEL e MOURELLE,
1990), peroxidacéo lipidica (MURIEL, 2009), liberacdo de citocinas nocivas e
benéficas e eventos apoptoticos seguidos de regeneracéo (KIM et al., 2006).

Em altas doses ou em uma exposicdo mais longa ocorrem efeitos mais
sérios como fibrose, cirrose e até mesmo cancer (WEBER et al., 2003). Além
disso, a intoxicacdo aguda com CCls pode levar a faléncia hepética, quando a
necrose hepatocelular excede a capacidade regenerativa do figado. Doses
extremas deste solvente resultam em toxicidade inespecifica, incluindo
depressao de sistema nervoso central, falha respiratoria e morte (BERGER et
al., 1986).

A inducao de lesdo hepatica por CCls € muito utilizada, porém a resposta

dos animais é variavel, a taxa de mortalidade é alta e o método demora um
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periodo de tempo geralmente entre 8 e 12 semanas para gerar cirrose
(MURIEL et al., 2005). Além disso, atualmente, a intoxicacdo por CCls é muito
rara em humanos.

Uma alternativa para o estudo do desenvolvimento de inflamagao
hepatica é a inducdo de colestase extra-hepatica, onde ocorrem alteracfes
morfolégicas semelhantes a cirrose biliar em humanos, ndo havendo a
necessidade de ativagdo do processo patoldgico por nenhuma toxina exégena,
como no modelo citado anteriormente.

Colestase € uma caracteristica de muitas doencas hepaticas. A falha na
excrecao dos sais biliares na colestase resulta em altas concentracdes dentro
de hepatécitos (GREIM et al.,, 1972) e estes sais induzem a morte
hepatocelular por apoptose (SCHMUCKER et al., 1990; PATEL et al., 1994;
KWO et al., 1995).

Em resposta a morte hepatocelular, células de Kupffer e neutrofilos séo
ativados e recrutados aos locais lesados (GUJRAL et al., 2003). Essas células
imunolégicas secretam citocinas proé-inflamatérias como IL-6, IL-18 e TNF-q,
por estimulo do fator transcricional NF-kB (LIU et al., 2001). Os sintomas
envolvem edema do trato portal, infiltrado neutrofilico, proliferacdo de células
epiteliais biliares e fibrose do trato portal (LI e CRAWFORD, 2004).

A ictericia obstrutiva causa uma alta taxa de morbidade e mortalidade na
clinica humana. As sérias repercussdes da colestase no figado e sistémicas
levaram a criacdo de modelos experimentais para melhor entender a
patogénese, profilaxia e tratamento (ALLER et al., 2008).

A ligagéo do ducto biliar comum (Bile Duct Ligation — BDL) é um modelo
experimental muito utilizado para induzir fibrose colestatica (TUCHWEBER et
al., 1996). BDL induz proliferacdo de células epiteliais biliares intra-hepaticas,
diferenciacdo miofibroblastica de fibroblastos portais e deposicdo de MEC por
estas células (DESMOULIERE et al., 1997).

No presente trabalho foi realizada a BDL de ratos Wistar, eutanasiados
2, 7 ou 14 dias depois da cirurgia, sendo estes animais tratados com CS ou
solucéo salina intraperitoneal. Grupos sem laqueadura (Sham) foram utilizados

como controle do processo inflamatério.
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O CS administrado nos animais controle deste trabalho ndo induziu
alteracdes no tecido saudavel indicando que este composto ndo apresenta
hepatotoxicidade.

O procedimento cirargico gerou um aumento crescente da razado do peso
do figado com o peso corporal nos animais em todos dias de experimento,
indicando o possivel desenvolvimento de processo fibrético com deposicéo de
coldgeno no tecido, conforme citado por diversos autores (Figura 11)
(GULUBOVA, 1996; HAVEMAN et al.,, 1996; BELMIRO et al.,, 2011) O
tratamento foi capaz de reduzir levemente este aumento do figado (Figura 13).

Em todos os grupos submetidos a BDL (tratado ou ndo) houve aumento
dos niveis séricos de bilirrubina (Figura 14.A), indicando instalacdo da
colestase hepética. Como dito anteriormente, essa bilirrubina € a responsavel
pelas lesdes inicialmente causadas no tecido (FAUBION et al., 1999) levando
ao aumento de atividade das aminotransferases ALT e AST (Figura 14.B e C).
Esta elevacdo foi mais marcante para o grupo 2 dias, provavelmente em
decorréncia do estresse cirlrgico passado pelos animais, com manipulacdo do
figado e lesé@o de tecido adjacentes durante a laparotomia, principalmente para
a ALT, enzima menos especifica para funcdo hepatica. O CS foi capaz de
reduzir significativamente as atividades de aminotransferases neste grupo (2
dias) indicando uma possivel protecdo tecidual e proliferacdo celular pelo
composto, como destacado por Zou e outros (2009) (ZOU et al., 2009).

Com a colestase também houve aumento da atividade de fosfatase
alcalina (FA) e gamaglutamil transferase (Gama GT), confirmando a origem
biliar destas alteracdes (Figura 14.D e E).

A instalacdo destas lesGes celulares gera inflamacéo, que por sua vez
leva a expressdo de proteinas quimioatrativas de mondcitos e a infiltracdo de
células imunes CD68* (leucdcitos, macréfagos e células de Kupffer) em figados
fibréticos (MARRA et al., 1998).

Neste trabalho foi possivel observar a presenca de neutrofilos e
mononucleares nos cortes histoldégicos dos animais BDL em todos os dias de
experimento, sendo esta presenca crescente de acordo com o tempo de

colestase (Figuras 17 e 18; Tabela 4).
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O infiltrado inflamatorio foi confirmado pela realizacdo da dosagem de
atividade de MPO no homogenato do figado dos animais. Por se tratar de uma
enzima presente em grande quantidade nos granulos azuroéfilos de neutrofilos,
a MPO ¢é utilizada como marcador da presenca destas células em diversos
tecidos (BRADLEY, P. P. et al.,, 1982). Corroborando os dados histolégicos,
observamos aumento da atividade de MPO nos figados de animais colestaticos
em todos os grupos analisados (2, 7 e 14 dias). CS foi capaz de reduzir esta
atividade enzimatica em todos os grupos, porém somente no grupo 14 dias
obtivemos reducdo com significancia estatistica (Figura 21).

Kawashima e outros (2000) mostraram que o CS apresenta capacidade
de se ligar a e ainda ao CD44. Este fato pode impedir adeséo de leucocitos a
essas moléculas que sdo responsaveis pelos eventos iniciais de rolamento
destas células em epitélios ativados. Isso indica que a reducdo da MPO no
tecido lesado observada no presente trabalho pode estar relacionada interacéo
do CS com as L- e P-selectinas, impedindo a invaséo das células inflamatorias.
Em outro trabalho é mostrado que esta interacdo depende do grau de
sulfatacdo do GAG envolvido no processo (KAWASHIMA et al., 2002).

A supressao do infiltrado de macréfagos resulta na inibicdo da ativagéo
de células estreladas causada pela lesdo, o que pode aumentar o efeito de
reducao de lesédo tecidual IMAMURA et al., 2005).

O processo inflamatorio acaba por induzir a producdo de moléculas de
MEC, tais como colageno, por fibroblastos portais, o que contribui com a
fibrogénese nas lesbes colestaticas (BEAUSSIER et al., 2007). Em paralelo
ocorrem mudancas patolégicas nha MEC, como consequéncias da alteracdo no
delicado equilibrio entre as MMPs e seus inibidores tissulares (TIMPS),
contribuindo significativamente com a fibrogénese e ditando o processo de
piora ou melhora no quadro (KOSSAKOWSKA et al.,, 1998). A destruicdo
precoce da matriz hepética normal por proteases acelera sua substituicdo por
tecido conjuntivo, o que tem efeitos deletérios na fungéo celular.

As células estreladas sao responsaveis pelo equilibrio desta
degradacéo, sendo principal fonte de MMP-2 (MILANI et al., 1994) e MMP-9
(HAN et al., 2007) e dos inibidores TIMP-1 e TIMP-2 (ARTHUR, 2000).
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E possivel observar nos cortes histologicos deste trabalho um elevado
grau de alteracdo da arquitetura hepatica, com ocorréncia de proliferacdo
ductal ja a partir do grupo 2 dias (Tabela 4; Figuras 17 e 18), havendo
progressiva substituicdo do parénquima por tecido conjuntivo.

Este remodelamento tecidual também é refletido nas atividades de pro
MMP-2 e MMP-2, com significativa elevacdo indicando um processo de
renovagao da matriz mais ativo. O tratamento dos animais induzidos reduziu a
atividade destas enzimas, apontando a capacidade do CS de proteger o tecido
do processo fibrotico (Figuras 23 e 24). O aumento marcante da expressao de
MMP-2 é caracteristico da cirrose, indicando que o composto utilizado pode
retardar o desenvolvimento da doenca (BENYON et al., 1996).

Como observado na Figura 24 houve um grande aumento na atividade
de MMP-9 nos animais com colestase, com diminuicdo significativa ap0s o
tratamento com CS. Essas enzimas tém participacdo ativa na degradacao de
macromoléculas extracelulares como colageno e estdo aumentadas durante a
fiborogénese .Varios trabalho destacam a grande importdncia da MMP-9,
correlacionando sua presenca com a atividade da doenca, sendo a reducao de
sua atividade importantissima para o controle das patologias inflamatorias
(BAUGH et al., 1999; SANTANA et al., 2006; GARG et al., 2009).

Os PGs sdo importantes constituintes da MEC do figado. Estudos
anteriores mostraram que o0s principais GAGs encontrados nestas
macromoléculas no tecido hepatico sdo condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato, onde estdo diretamente relacionados ao controle do
crescimento dos hepatocitos (OHNISHI et al., 1975; KAWAKAMI e
TERAYAMA, 1981; KOIDE et al., 1989; OTSU et al., 1992). Por eletroforese em
gel de agarose em tampdo PDA foi possivel avaliar o perfil de GAGs no figado
dos animais estudados apos a degradacdo proteolitica do material com
papaina.

O aumento na concentracdo de CS observado nos animais tratados
comprova a absorgcdo do composto exdgeno pelo tecido (Figuras 25, 26 e 27).
Aumento da quantidade de DS também foi observado (Figura 26),
provavelmente devido a tentativa de regeneracdo tecidual pelas células

estreladas. De modo semelhante, aumento de PGs de DS foi observado em
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cOrneas apos desepitelizacdo (SORIANO et al., 2000). O HS é um GAG de
superficie e a elevacdo de seus niveis indica maior presenca de tipos celulares
no tecido devido a proliferacdo ductal (Figuras 26 e 27) em consequéncia da
figrogénese neste tecido. Tanto o DS quanto o HS sofreram redugdo nos
animais induzidos tratados com CS.

As células estreladas sdo responsaveis pela producdo de MEC nos
tecidos lesados. CS leva a reducdo de ativacdo destas células devido aos
diversos mecanismos propostos (reducéo de infiltrado inflamatério, reducéo de
producdo de citocinas inflamatdrias por inibicio do NF-kB e reducdo da
degradacdo da MEC), levando a uma menor producdo de matriz, com
consequente diminuicdo nos niveis dos GAGSs, nos tecidos dos animais BDL
tratados.

Apesar da relacdo entre inflamacdo e fibrose ndo ser sempre direta
devido a complexa interacdo entre 0s tipos e vias celulares, a reducédo da
inflamacé&o e da resposta imune sdo reconhecidas como as principais formas
de prevencao a fibrose (DING et al., 2011).

Este trabalho é o primeiro a demonstrar os efeitos do CS no modelo de
colestase extra-hepatica induzida por BDL. Os resultados mostram que o
composto pode estar envolvido em varias vias reduzindo a leséo, fibrose e
inflamacéo no figado dos animais utilizados no trabalho.

CS pode ser uma alternativa para o tratamento dos sintomas gerados
pela colestase, sendo capaz de retardar o processo de fibrose que precede a

cirrose hepatica.
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6 CONCLUSAO

O condroitim sulfato apresenta atividade anti-inflamatéria e
hepatoprotetora pois no modelo de colestase extra-hepatica induzida por BDL
foi capaz de reduzir os efeitos de lesdo hepatica causada pelo modelo, impedir
a infiltracdo leucocitaria (observado pela reducdo na atividades de
mieloperoxidase) e inibir a ativacdo da metaloproteases de matriz MMP-2 e
MMP-9 além de reduzir a sintese de glicosaminoglicanos na matriz extracelular

hepatica.
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