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RESUMO

As doengas hepaticas representam importante foco de atencdo tendo em vista as mdltiplas
fungBes do figado no organismo. A maior parte dos fatores de risco evitaveis para o
organismo, como o tabagismo, é fonte de espécies reativas de oxigénio e pode promover a
progressao de doencas hepaticas. Estudos tem demonstrado que a quercetina, um antioxidante
natural, apresenta papel antioxidante e anti-inflamatorio em algumas patologias hepaticas,
entretanto, o efeito hepatoprotetor e antioxidante deste flavonoide ainda ndo foram
demonstrados em modelos experimentais de lesdo hepatica induzida por fumaca de cigarro
(FC). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administracdo da quercetina via
gavagem orogastrica, no figado de camundongos C57BL/6 expostos a FC em longo prazo. Os
animais foram divididos em 5 grupos (n=10): controle (GC), propilenoglicol (GPG),
quercetina (GQC), fumaca de cigarro (GFC), quercetina e FC (GQCFC). Os animais GC,
GQC e GPG foram expostos ao ar ambiente por sessenta dias enquanto os grupos GFC e
GQCFC foram expostos a 12 cigarros comerciais por dia, trés vezes ao dia durante sessenta
dias, atraves da utilizacdo de uma camara de inalacdo de FC. Os grupos GQC e GQCFC
receberam quercetina, via gavagem orogastrica, na dose de 10 mg/kg/dia diluidos em 200 pl
de propilenoglicol. O grupo GPG recebeu 200 pl de propilenoglicol via gavagem orogastrica.
Vinte e quatro horas depois, os animais foram eutanasiados e amostras de sangue e tecido
hepatico foram coletadas para analises morfolégicas, morfométricas e bioquimicas. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.00 para o
Windows 7. Os dados foram expressos como média = EPM ou medianas e p < 0,05 foi
considerado significativo. As analises morfolégicas do tecido hepatico evidenciaram diversas
injarias provocadas pela FC, tais como: degeneracdo hidrdpica, processo inflamatério, reacéo
granulomatosa, hiperemia, congestdo e hemorragia. A administracdo de quercetina promoveu
diminuicdo ou desaparecimento dessas lesées. Houve maior influxo de células inflamatorias
no figado dos animais do grupo GFC em comparacdo aos GC, GQC, GPG e GQCFC.
Pardmetros bioquimicos revelaram um aumento na atividade da superdxido dismutase no
GFC comparado aos outros grupos. A atividade da catalase foi maior no GC quando
comparada com o GFC e quando comparada ao GQCFC. O grupo exposto ao FC apresentou
menor razdo entre glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) e maiores niveis de
peroxidacao lipidica em relacdo aos outros grupos. Os resultados indicaram que a exposi¢ao a
FC gera lesoes e influxo de células inflamatdrias no parénquima hepatico, além de promover
dano e estresse oxidativo. Por outro lado, a administragdo de quercetina levou a diminuigéo
ou desaparecimento das lesdes hepaticas, diminui¢do do influxo celular e promoveu melhora
no dano e no estresse oxidativo gerado pela exposi¢do a FC. Dessa maneira, podemos afirmar
que a quercetina tem papel promissor como ferramenta farmacoldgica auxiliar no tratamento
de danos gerados ao figado pela exposicao a fumaca de cigarro.

Palavras-chave: quercetina, inflamacdo hepatica, lesdo hepatica, fumaca de cigarro, estresse
oxidativo



ABSTRACT

Liver diseases represent an important focus of attention in view of the multiple functions of
the liver in the body. Most avoidable risk factors to the body, such as smoking, are a source of
reactive oxygen species and can lead to liver diseases. Studies have shown that quercetin, a
natural antioxidant, has been shown to play an antioxidant and anti-inflammatory role in some
liver diseases, however, the hepatoprotective and antioxidant effect of this flavonoid have not
yet been demonstrated in experimental models of hepatic injury induced by cigarette smoke
(CS). Thus, this study aimed to evaluate the effects of quercetin administration in C57BL/6
mice exposed to long-term exposure to CS. The animals were divided in 5 groups (n=10):
control (CG), quercetin (QG), propylene glycol (PG), cigarette smoke (CSG), quercetin and
CS (QCSG). Animals from CG, QG, and PG were exposed to ambient air while CSG, QCSG,
and PCSG were exposed to CS to 12 commercial cigarettes a day for sixty days, in an
inhalation chamber. QG and QCSG received by orogastric gavage 10 mg/kg/day diluted in
200 pL of propylene glycol. PG received by orogastric gavage 200 pL of propylene glycol.
Twenty-four hours after, the animals were euthanized and blood and hepatic tissue samples
were removed for morphological, morphometric and biochemical analyzes. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism software version 5.00 for Windows 7. Data
were expressed as mean + SEM or median and p <0.05 was considered significant.
Morphological analyzes of liver tissue revealed several injuries caused by CS, such as:
hydropic degeneration, inflammatory process, granulomatous reaction, hyperemia,
congestion, and hemorrhage. Administration of quercetin promoted decrease or disappearance
of these lesions. Moreover, there was a greater influx of inflammatory cells (number of
cells/field) into the liver of animals exposed to CS compared to the other groups. Biochemical
parameters revealed an increase in the activity of superoxide dismutase in CSG compared to
the others. Catalase activity was higher in the CG when compared to the CSG and when
compared to the QCSG. The group exposed to CS showed a lower ratio between reduced and
oxidized glutathione (GSH/GSSG) compared to QG and QCSG. The levels of lipid
peroxidation were higher in CSG compared to the other groups. Our data indicate that
exposure to cigarette smoke generates hepatic lesions with influx of inflammatory cells into
the hepatic parenchyma and promotes damage and oxidative stress. On the other hand, the
administration of quercetin led to a decrease or disappearance of the hepatic lesions, a
decrease in cellular influx and promoted an improvement in damage and oxidative stress
generated by cigarette smoke exposure. Thus, we can affirm that quercetin has a promising
role as an auxiliary pharmacological tool in the treatment of damage to the liver due to
exposure to cigarette smoke.

Key words: quercetin, hepatic inflammation, liver injury, cigarette smoke, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A fumaca de cigarro é composta de varias sustancias quimicas capazes de promover
dano a varios tecidos biol6gicos. Tendo como principal mecanismo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que desencadeia alteracdes no processo redox e inflamacéo, que
sdo descritos na base patologica de varias comorbidades envolvendo a fumaca de cigarro.
(Barbosa et al., 2010; Westra et al., 2013; Dalrymple et al., 2015).

Atuando de maneira sisttmica a fumaca de cigarro exerce efeitos diretos em células e
tecidos, desenvolvendo processos oxidativos, inibindo sistemas especializados no processo de
neutralizacdo e defesa. Contribuindo para a instalacdo do estresse oxidativo, seja por uma
acao direta, na producdo de ERO ou pela ativacdo do processo inflamatério que resulta na

producdo de espécies radicalares (Vaamonde-Garcia et al., 2012; Hoffmann et al., 2013).

As doencas hepaticas representam importante foco de atencdo tendo em vista as
maltiplas fungdes do figado no organismo, dentre elas o processamento de drogas, alcool e
outras toxinas. O desequilibrio redox induzido pela exposi¢do cronica a fumaca de cigarro
produz toxinas com efeitos toxicos diretos ou indiretos, efeitos imunoldgicos e efeitos
oncogénicos no figado, levando ao aumento do nimero de células inflamatdrias, deposicéo de
coladgeno e apoptose. Seu curso frequente e diario pode levar ao carcinoma hepatocelular
(Altamirano e Bataller, 2010).

Varios estudos tém demonstrado a acdo anti-inflamatéria e antioxidante de vérias
substancias de origem natural na prevencdo de doencas. Neste ambito vale ressaltar o papel
exercido pela quercetina, o flavonoide mais abundante na dieta, podendo ser encontrada em
alimentos de origem vegetal como cebola, maca, graos e sementes entre outros. A maior parte
da ingestdo na dieta de quercetina consiste em seus derivados glicosados, o que reflete
diretamente no perfil de biodisponibilidade e bioatividade dessa substancia. Trabalhos sugerem
que a maior absorcdo da quercetina se da na forma aglicona e que existem diferentes
mecanismos para absor¢do das suas diferentes apresentacdes, aglicona ou glicosada. Fortes
evidéncias mostram que sua maior absorcdo ocorre na parte superior do intestino delgado,
ocorrendo por difusdo passiva (Crespy et al., 1999; Nait Chabane et al., 2009; Guo e Bruno,
2015).

A ingestdo de quercetina por dia na dieta varia entre 5-40 mg/dia, entretanto, esses

valores podem aumentar para 200-500 mg/dia em individuos que consomem grandes
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quantidades de alimentos ricos neste nutriente. Entre os americanos consumo diario de
quercetina é de 25 mg e a média de consumo na dieta ocidental é de cerca de 16 mg/dia (Sak,
2014; Carrasco-Pozo et al., 2016).

Dessa maneira, foi demonstrado que a quercetina pode atuar de forma benéfica em
varias patologias hepéticas por exercer acdo moduladora sobre a inflamacéo, fibrose e o
desequilibrio redox através da interagdo com um amplo espectro de alvos moleculares centrais
para a maquinaria de sinalizacdo celular, tendo papel promissor no tratamento de doencas
inflamatorias crénicas do figado. Entretanto, o efeito hepatoprotetor e antioxidante da
quercetina ainda ndo foram demonstrados em modelos experimentais de lesdo hepatica
induzida por fumaca de cigarro. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar se a
administracdo de quercetina sera capaz de diminuir o desequilibrio redox e inflamacéo

hepéatica em camundongos com exposicao a fumaca de cigarro em longo prazo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

As doencas hepéticas representam importante foco de atencdo tendo em vista as
maultiplas funcbes do figado no organismo, dentre elas o processamento de drogas, alcool e
outras toxinas. A maior parte dos fatores de risco evitiveis para o organismo (drogas,
irradiacdo e tabagismo) é fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e
leva a disfuncdo celular e citoxicidade (Hoffmann et al., 2001), podendo originar varias
doencas hepaticas (Sanchez-Valle et al., 2012; Li et al., 2015).

A fumaca do cigarro (FC) contém substancias como a nicotina, o0 mondxido de
carbono, o alcatrdo, os agrotéxicos e as substancias radioativas com efeitos adversos para
quase todos os 6érgdos do corpo, mesmo aqueles que ndo tém contato direto com a fumaca,
como € o caso do figado (El-Zayadi, 2006). Além disso, a maior parte da nicotina (90 a 95%)

absorvida pelo organismo é metabolizada no figado (lIssa et al., 2019).

Os compostos quimicos da FC sdo capazes de promover dano oxidativo em moléculas
como o &cido desoxirribonucléico (DNA), proteinas e acidos graxos poli-insaturados das
membranas celulares (Martins Chaves et al., 2000; Fubini e Hubbard, 2003; Perlstein e Lee,
2006). O excesso de ERO, que também pode ser gerado por células inflamatérias ativadas
(Boutten et al., 2010), rompe a homeostase provocando o desequilibrio redox, que por sua vez

resulta em estresse oxidativo.

O desequilibrio redox induzido pela exposicdo a FC em longo prazo produz toxinas
com efeitos imunoldgicos e oncogénicos no figado (El-Zayadi, 2006). A FC aumenta a
severidade das lesGes hepaticas relacionadas a hepatite C (Pessione et al., 2001) e a hepatite B
(Yu et al., 2000). Além disso, a FC pode levar a hipoxia tecidual por diminuir a capacidade de
transporte de oxigénio pelas heméacias (El-Zayadi, 2006) e aumentar o risco do
desenvolvimento de cancer hepético, principalmente o carcinoma hepatocelular (Yu et al.,
2000; Trichopoulos et al., 2011).

Entretanto, organismos aerdbicos possuem um sistema antioxidante integrado capaz de
bloquear os efeitos prejudiciais dos ERO. O sistema antioxidante enzimatico ocorre através de
enzimas antioxidantes enddgenas ao organismo e 0 ndo enzimatico, através de substancias
enddgenas ou exogenas (adquiridas através da dieta) com efeito antioxidante (Birben et al.,
2012).
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O sistema antioxidante enzimatico € baseado na acdo de trés enzimas: a glutationa
peroxidase (GPx), que promove a reducdo de perdxidos, a catalase (CAT), que converte
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular e a superoxido dismutase (SOD), que
converte o anion superoxido em perdxido de hidrogénio. O sistema nao enzimatico engloba os
minerais, compostos fendlicos e vitaminas com fungdo antioxidante que auxiliam neste

sistema.

Embora os antioxidantes estejam disponiveis no corpo, tem sido demonstrada que a
utilizacdo de substancias exodgenas antioxidantes tem papel significativo como estratégia
terapéutica para doencas hepaticas relacionadas ao estresse oxidativo (Chen, 2010), dentre

eles os flavonoides (Pavanato et al., 2003; Wu et al., 2017).

A quercetina, um membro da familia dos flavonoides, esta presente em muitos
alimentos como magd, cebola e brocolis. Como todos os flavonoides, ela apresenta uma
estrutura quimica béasica contendo um esqueleto de difenil propano e dois anéis benzénicos
ligados a um anel pirano e varios radicais hidroxila (3,3',4",5,7-pentahidroflavona), o que Ihe
confere efeitos antioxidante e anti-inflamatorio (Ganesan et al., 2010). Além de também ter

sido descrita como anti-apoptoética e de ter atividade hepatoprotetora (Wu et al., 2017).

Figura 1: Férmula estrutural da Quercetina Fonte: D'andrea (2015).

O efeito antioxidante da quercetina ocorre por varios mecanismos, tais como sua
capacidade de reagir com espécies reativas e formar radicais fenoxi menos reativos, de atuar
na prevencdo da peroxidacdo lipidica através da neutralizacdo de ERO e de inibir vérias

proteinas quinases (Kahraman et al., 2003).

O papel antioxidante e anti-inflamatério exercido pela quercetina no figado tém sido
explorados por alguns autores. Um estudo em ratos com cirrose hepatica induzida pelo

tetracloreto de carbono mostrou que a administragdo de quercetina melhorou a histologia do
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figado e reduziu o contetdo de colageno, a expressdo de iINOS (sintase induzida de 6xido

nitrico) e a peroxidacao lipidica hepatica (Pavanato et al., 2003; Kabirifar et al., 2017).

Chen (2010), descreveu efeito antioxidante, anti-inflamatorio e hepatoprotetor da
quercetina em modelo animal de lesdo hepatica provocada por etanol. Outro estudo
envolvendo ratos obesos suplementados com uma combinacdo de compostos bioativos
contendo quercetina sugeriu o papel da quercetina em auxiliar na prevengdo da obesidade
(Yang et al., 2012). Além disso, alguns estudos demonstraram o papel da quercetina em
diminuir os niveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no
sangue, ja que tais enzimas sdo liberadas ap6s morte dos hepatocitos e sdo marcadores de
dano hepético (Kabirifar et al., 2017; Wu et al., 2017).

A atividade antioxidante da quercetina esta principalmente ligada a presenca de um
anel catecol no anel B e uma hidroxila na posicdo 3 do anel C da sua estrutura. Fornecendo a
quercetina uma conformacdo ideal para neutralizagdo de espécies radicalares, tornando a
quercetina um dos antioxidantes mais potentes entre os flavonoides (Lemanska et al., 2004; Di
Meo et al., 2013). Seu poder antioxidante se da& por diversos mecanismos, sabe-se
principalmente que ela estd envolvida na modulagdo do conteido de ERO e também na
atividade de enzimas antioxidantes, ambas as vias relacionadas ao desequilibrio redox e
inflamacdo hepaética induzida pela fumaca de cigarro (Li et al., 2016). Estudos que avaliam o
efeito antioxidante da quercetina ainda sdo poucos, demonstrando assim a necessidade de
estudos mais especificos da influéncia deste composto no balanco oxidante/antioxidante e nas
vias de sinalizacdo envolvidas neste processo. Além disso, o efeito hepatoprotetor e
antioxidante da quercetina ainda nao foram demonstrados em modelos experimentais de lesdo

hepética induzida por fumagca de cigarro.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar os efeitos da quercetina sobre o desequilibrio redox e inflamag&o hepéatica em

camundongos expostos a fumaca de cigarro.

3.2. Especificos

Em camundongos C57BL/6 expostos a fumaca de cigarro de em longo prazo (60 dias),
analisar o potencial da quercetina:

« em diminuir alteracBes histopatologicas do figado (inflamacdo, hiperemia, congestao
sinusoidal, processos degenerativos, fibrose).

« em diminuir a oxidacdo de lipideos no tecido hepatico, pela dosagem das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico.

» sobre a atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase e glutationa total no
tecido hepatico.

» sobre a expressdo CCL2 e citocinas pro-inflamatorias IL-6, IFN e a anti-inflamatdria

IL-10 no tecido hepatico.
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4. METODOLOGIA
4.1. Animais

Foram utilizados 59 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 12 semanas de
idade e massa corporal de aproximadamente 25 g, provenientes do biotério do Laboratorio de
Nutricio Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais foram
acondicionados em grupos de cinco por gaiola, com temperatura, umidade e luminosidade
controladas e receberam &gua e racdo padrdo balanceada ad libitum. Depois eles foram
divididos nos seguintes grupos: 0 primeiro grupo, animais expostos ao ar ambiente (GC), o
segundo, recebeu propilenoglicol por gavagem orogéstrica (GPG), o terceiro com quercetina
10 mg/kg/dia diluido em propilenoglicol por gavagem orogastrica (GQC) (Ganesan et al.,
2010; Yang et al., 2012), o quarto exposto a FC (12 cigarros, 3 vezes ao dia) durante sessenta
dias consecutivos (GFC), o quinto expostos a FC (12 cigarros, 3 vezes ao dia) durante
sessenta dias consecutivos e tratados com quercetina 10 mg/kg/dia diluido em propilenoglicol
por gavagem (GQCFC). A administracdo da quercetina ocorreu por via gavagem orogastrica
no volume de 10mg/kg/dia 12 horas antes de cada exposicdo a fumaca de cigarro (Ganesan et
al., 2010; Yang et al., 2012).

Nesse experimento, cada grupo exposto a FC foi exposto a um total de 12 cigarros
comerciais por dia, trés vezes ao dia, ou seja, quatro cigarros ao inicio da manhd, quatro a
hora do almogo e quatro ao final da tarde durante sessenta dias consecutivos. Estes
camundongos foram colocados em uma camara de inalacdo (40 cm x 30 cm x 25 cm), dentro
de uma capela de exaustdo. Cada cigarro foi acoplado a uma seringa plastica de 60 ml, com a
qual se injetou a fumaga no interior da camara de inalagdo. O procedimento de insuflar e
desinsuflar a seringa termina com a queima do cigarro até o seu terco final, que durou em
média 3 minutos. Um cigarro gera aproximadamente 1L de fumaca que foi diluida em 30 L
(capacidade da camara). A concentracdo de fumaca no interior da cadmara é de 3% durante 6
minutos por cigarro (que produz concentracfes de monoxido de carbono que variam de 250
para 350 ppm no interior da camara). Apés este periodo, a camara foi aberta para total
exaustdo da fumaca e, por um minuto, os animais tiveram contato com o ar ambiente, quando
entdo, o procedimento foi repetido com os demais cigarros (figura 2) (Campos et al., 2013).
Os animais ventilados em ar ambiente nas mesmas condic¢des foram considerados dos grupos

controles.



20

@ | " =

Figura 2. Esquema da Camara de Inalagdo (40 cm de comprimento, 30 cm de largura e 25 cm de altura)
(Campos et al., 2013).

O presente estudo foi aceito pelo comité de ética para estudos com animais experimentais da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) sob o protocolo de numero 2015/20 (ANEXO).
Vinte quatro horas apds a ultima exposicdo a fumaca de cigarro os animais foram

eutanasiados.

4.2. Eutanésia, processamento tecidual e homogeneizado tecidual

Apds vinte e quatro horas de exposicdo ao oxigénio, todos os animais foram
submetidos a anestesia com ketamina (130 mg / kg) e xilazina (0,3 mg / kg) e eutanasiados
por exsanguinacdo. Imediatamente apds a eutandsia, fragmentos de tecido hepéatico foram
coletados, e fixados em formol tamponado 4% por 24-48 horas, e depois processados
rotineiramente para inclusdo em parafina. Os cortes histoldgicos de 4 micrémetros foram
corados em Hematoxilina e Eosina, além de Picrosirus (avaliacdo da fibrose tecidual) para as

analises histopatoldgicas e morfométricas.

Parte do tecido hepatico foi mantida em gelo até o final do procedimento, a fim de
evitar lise celular. Apos a eutanasia de todos 0s grupos, estas amostras mantidas em gelo
foram centrifugadas (Centrifuga Micro FANEM mod. 243M, S&o Paulo, Brasil) a 1500 x g

(4.700 RPM) por 10 minutos e o sobrenadante coletado e estocado em freezer (-80°C).
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4.3. Coloragdo com Hematoxilina e Eosina

Seccoes de figado fixadas em laminas histologicas de vidro foram desparafinadas em
xilol e hidratadas em uma serie decrescente de alcoois (absoluto 90°, 80° e 70°). Apds
hidratacdo as laminas foram coradas por 1 minuto e 30 segundos pela solucdo de
Hematoxilina Harris, seguida de diferenciagdo em &gua corrente por 30 minutos. As laminas
foram posteriormente coradas pela solucdo de Eosina por 40 segundos, desidratadas em série
crescente de alcoois (70°, 80°, 90° e absoluto) e montadas com laminula e solucdo de

Entellan.

4.4. Coloragédo com Picrosirius

Para marcacdo de fibras colagenas foi utilizada a técnica de Picrosirius. Apds a
microtomia do tecido hepatico, Sec¢bes de figado fixadas em laminas histolégicas de vidro
foram desparafinadas em xilol e hidratadas em uma serie decrescente de alcoois (absoluto
90°, 80° e 70°). Apos, os cortes foram incubados por 1 hora com o corante Sirius Red 0,1%
em solucdo saturada de acido picrico. Posteriormente, foram imersos em uma solucdo de
acido acético 1% por 30 minutos, sendo lavados em agua corrente no fim da incubacdo. As
laminas foram entdo incubadas com hematoxilina por 5 minutos, seguida de diferenciacdo em
acido cloridrico por alguns segundos. Finalmente, as laminas foram imersas em alcool
absoluto I e 11, durante 1 minuto em cada solucgéo, terminando em uma imerséo de xilol por 3

minutos e montadas com laminula e solucdo de Entellan.

4.5. Alterac6es histopatoldgicas do parénquima hepético

As andlises histopatologicas foram realizadas morfologicamente, de maneira semi-
guantitativa em microscopia dptica no aumento de 40x e de maneira quantitativa em técnicas
de Morfometria e Densitometria Digital através da digitalizacdo de imagens em microscépio
LEICA DM5000B acoplado a camera digital da LEICA DFC 300FX por intermédios do
Software Leica Aplications. Apds obtencdo das imagens na fotodocumentagéo utilizando o
software Leica Application Suite V 3.6, avaliamos, de maneira semi-quantitativa, a presenca e
0 tipo de fenbmenos degenerativos, tais como, inflamacao, degeneracdo hidropica, congestao
sinusoidal, hiperemia, hemorragia, presenca de granulomas nas regides intralobulares e nos
espacos-porta, fibrose e necrose. Utilizamos a ferramenta na plataforma de
morfometria/analise de imagem para obten¢do de dados de inflamacdo, onde foi realizada a

contagem de nucleos inflamatérios utilizando o software Leica Application Qwin V3. A
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andlise de deposicdo de colageno (fibrose) foi realizada através do programa ImageJ/Fiji 1.46r
(desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services Branch, National Institute of Mental

Health, Bethesda, Maryland), com codigo-fonte livre, para quantificacdo dessas areas.

4.6. Biomarcadores de estresse e dano oxidativo

4.6.1. Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacéo lipidica foi determinada através do ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) utilizando o método descrito por (Buege e Aust, 1978). A
determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido tiobarbitdrico
(TBA) em se ligar a lipideos oxidados. Resumidamente, 100 mg do parénquima hepatico
foram homogeneizados com 1 mL de tampéo por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
retirado e usado como amostra biologica. 500 pL do sobrenadante do homogenato foram
misturados com &cido tricloroacético (TCA) (28% p/v em HCL 0,25N) e TBA (1% em acido)
e colocados em banho de gelo. O precipitado foi removido por centrifugagéo a 13000 rpm por
10 minutos a 4° C, e a absorbédncia do sobrenadante foi determinada a 535 nm. A
concentragao de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar (e= 1,56
x 105L x mol-1 x cm-1), seguindo a lei de Lambert Beer. Os resultados foram expressos em

U/ml/mg proteina (Soares et al., 2016).

4.6.2. Proteina Carbonilada

Espécies reativas de oxigénio podem reagir com proteinas causando modificacao
oxidativa de proteinas e formacdo de compostos carbonilicos, que podem ser detectados por
métodos sensiveis. Para a determinacdo de proteina carbonilada foi utilizado um protocolo
adaptado do método descrito por Reznick e Packer (1994). 500 pL do homogeneizado
hepético foi colocado em tubos de polipropileno e adicionados e 500 pL de TCA 10%,
misturou-se no vortex e em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 5000
rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi misturado com 500 pL de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e no
escuro, por uma hora e a cada 15 minutos eram misturadas no vortex. Ao final do periodo foi
acrescentado 500 pL de TCA e as amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a
5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 1 mL da mistura de etanol/acetato de etila (1:1) foi
adicionado aos tubos e misturados no vortex e novamente centrifugados, essa etapa da reacdo
foi repetida por duas vezes. Apds a segunda lavagem com a solucdo de etanol/acetato de etila

o0 sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de Dodecil sulfato de sddio (SDS) 6%
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misturou-se no vartex e centrifugou-se a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram lidos no espectrofotdbmetro a 370 nm. A concentracdo de proteina carbonilada nas
amostras foi determinada de acordo com a equacdo de Lambert Beer, obtendo os resultados

em mmol/mL.

Para a determinacdo da concentracdo de proteina carbonilada em relacdo a
concentracdo de proteinas totais utilizou-se o valor encontrado na andlise de proteinas pelo
método de (Bradford, 1976).

4.6.3. Atividade de enzimas antioxidantes: Catalase (CAT)

A atividade de Catalase (CAT) foi mensurada de acordo com o método descrito por
(Aebi, 1984) a partir do decréscimo de H20. a uma absorbancia de 240 nm. O método se
baseia na decomposicdo enzimatica do H»O> em um intervalo de 60 segundos por
espectrofotometria. Para a preparacdo das amostras 100 mg do tecido foram homogeneizados
com 1 mL de tampéo fosfato 0,1M (pH 7,2) em seguida, as amostras foram centrifugadas por

10 min a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra bioldgica.

Foram utilizados os reagentes: tampdo fosfato e perdxido de hidrogénio. Apds o
preparo dos reagentes foi iniciada a leitura em espectrofotémetro. O tampdo com o peroxido
foi aliquotado juntamente com cada amostra em cubeta de quartzo (970 pL e 30 pL,
respectivamente) e lidos a 240 nm durante 60 segundos, com registros a cada 10 segundos. A
atividade da catalase foi determinada pela diminuicdo da absorbancia a 240 nm, de acordo
com a Lei de Lambert Beer, onde 1 U equivale a 1 umol de hidrélise de H202 por minuto, por

mL.

4.6.4. Atividade de enzimas antioxidantes: Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade de Superdxido Dismutase (SOD) foi mensurada no homogeneizado
tecidual de acordo com o método descrito por Marklund e Marklund. O metodo é baseado na
capacidade da SOD em inibir a auto-oxidagdo do pirogalol. Os reagentes utilizados foram:
fosfato de potassio monobéasico (KH2POs), fosfato de sédio dibasico (Na2HPO4), Pirogalol e
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]- 2,5-difenilterazolio) e Dimetilsulfoxido (DMSO).
Para a realizacdo da dosagem, fragmentos de 50 mg de tecido foram homogeneizados com
500 pL tampdo fosfato (pH 7,0), em seguida, centrifugados por 10 minutos a 12000 rpm a
4°C. O sobrenadante obtido apos a centrifugacdo foi pipetado em placa de 96 pocos seguido a

adicéo dos reagentes.
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A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C, logo ap6s 150uL de DMSO foram
adicionados para parar a reacdo. Posteriormente a placa foi lida em espectrofotometro de
placas a 570 nm. Apos a leitura da placa o valor de absorbancia foi convertido em unidade de
SOD pela subtracdo do valor de absorbancia da amostra pelo valor do branco, seguido pela
divisdo desse valor pelo encontrado na subtracdo do padrdo pelo branco. O resultado foi

representado em U/mg de proteina.

4.6.5. Atividade de enzimas antioxidantes: Sistema glutationa

A dosagem de glutationa foi adaptada do kit comercial Sigma #CS0260, que utiliza
um método cinético para mensurar os niveis de glutationa total (GSH + GSSG) em amostras
bioldgicas através da reducio do Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) & TNB. Para
realizar essa andlise, 50mg de figado foi homogeneizado com 500 pL de acido sulfosalicilico
5% (SSA), em seguida as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e usado como amostra bioldgica. A dosagem foi realizada em placa

de 96 pocos.

As concentracdes de glutationa total e oxidada foram obtidas através da curva padréo
preparada em cada dosagem. Para encontrar a concentracdo de glutationa reduzida nas
amostras foi subtraido o valor de glutationa oxidada do valor de concentracdo da glutationa
total. Obteve-se a relacdo GSH/GSSG através da divisdo dos resultados de concentracdo de
GSH pelos resultados de GSSG (Murta et al., 2016; Bandeira et al., 2017).

4.7. Ensaios Imunoenzimaticos do figado

Sobrenadantes advindos da trituracdo de fragmentos do figado foram conservados em
temperatura de 80°C negativos. Posteriormente, esses materiais biologicos foram
descongelados e usados para avaliagdo dos marcadores biologicos (IL-6, IL-10, IFN-y e
CCL2). Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados em placas de 96 pocos onde foram
adicionados 100 pl de anticorpo monoclonal contra a proteina (ou peptideo) de interesse,
diluidos em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino - BSA (SIGMA). Apds
incubagdo por 12 horas a temperatura ambiente, os anticorpos ndo adsorvidos foram
descartados e as placas bloqueadas com 300ul/poco de uma solucdo contendo PBS-BSA 1%,
durante 1 hora a 37°C. As amostras de sobrenadante, previamente padronizadas por nosso
grupo, foram aplicadas em um volume de 100 pl para cada pogo. Paralelamente, a proteina

investigada foi diluida em vérias concentracfes para o estabelecimento da curva padréo e, a
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seguir, realizada incubacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente 0s
anticorpos secundérios foram diluidos em PBS-BSA 0.1% e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, 100ul de estreptoavidina ligada a peroxidase na diluicdo
de 1:4000 em PBS-BSA 0.1% foram adicionados a placa e a mesma mantida sob agitacéo por
30 minutos. O cromdgeno escolhido para revelacdo foi o OPD (6-phenylenediamine-SIGMA)
ou tetrametilbenzidina, diluido em tampdo citrato de acordo com recomendagdo do fabricante.
No momento da aplicacdo de 100ul desta solucdo nos pocos, foi ainda adicionado 2pl/placa
de H20O> 30 volumes como catalisador da reagdo. Apos 20 minutos de incubacdo em auséncia
de luz, a reacdo sofreu bloqueio adicionando-se 50ul de H.SO4 3 M por pocgo. A leitura da
intensidade de marcacdo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de
onda de 490 nM. Foram utilizados kits para estes ensaios e possiveis alteracdes puderam

ocorrer no protocolo acima, de acordo com os fabricantes (R&D Systems e Peprotech).

4.8. Analises estatisticas

A avaliacdo da normalidade foi realizada atraves do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para os dados paramétricos foi utilizada analise de variancia univariada (one-way ANOVA)
seguida pelo pds-teste de Bonferroni. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste
KrusKal-Wallis seguido pelo pos-teste de Tukey. Diferenca significativa foi considerada
quando o valor de p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows 7, GraphPad Software (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Aspectos histopatologicos do parénquima hepatico

Como esperado, a avaliacdo histologica revelou que o grupo de camundongos controle
(GC) apresentou a histologia hepatica preservada (figuras 3A, 4A), 0 mesmo aconteceu com a
histologia hepética dos grupos de camundongos que foram submetidos apenas a gavagem
orogastrica com propilenoglicol (GPG) (figura 4B) e que receberam quercetina (GQC) (figura
4C). A fumaca de cigarro resultou em alteracfes do parénquima hepatico. As analises
morfolégicas do tecido evidenciaram diversas injdrias tais como: degeneracdo hidrdpica,
processo inflamatdrio lobular e portal, reacdo granulomatosa, hiperemia, congestdo de
capilares sinusoides e focos de hemorragia (Figura 3B-E). A administracdo de quercetina
(GQCFC) promoveu diminuicdo ou desaparecimento das lesdes decorrentes da exposicao a

fumaca de cigarro (Figuras 3F, 4F, tabela 1).

Uma das lesbes observadas com maior frequéncia neste estudo foi a degeneracgéo
hidropica, também chamada de degeneracdo balonizante ou vacuolar, caracterizada pelo
acumulo citoplasmatico de agua e eletrolitos, deixando as células com citoplasma claro a
coloracdo histoldgica, com aspecto granuloso e alteracdo da proporcdo citoplasma/nucleo
(figuras 3A-F). Esta alteracdo, em estagios avangados, provoca compressdo dos capilares
sinuséides deixando-o0s pouco visiveis e dificultando a circulacdo sanguinea. A analise
morfoldgica demonstrou degeneracdo hidropica em todos 0s grupos, entretanto, nos animais
expostos a fumaca de cigarro foram observados estagios mais avancados dessa lesdo, com
distribuicdo mais ampla no parénquima hepatico, quando comparados com 0S outros grupos
(figura 3A-E).

Outras alteracOes detectadas nos animais foram a congestéo sinusoidal e a hiperemia
ativa portal e centro-lobular. A primeira foi caracterizada pela retencdo de sangue no interior
dos capilares sinusoides e a segunda pelo acimulo de sangue por dilatacdo da veia porta e da
veia centro-lobular (figura 3B, tabela). Ambas as alteracbes foram mais frequentes nos
animais expostos a fumaca de cigarro (GFC, 70%), e pouco frequentes nos grupos GQC e
GPG (10%). Além disso, a administracdo de quercetina no grupo exposto a fumaca de cigarro

(GQCFC) provocou reducdo brusca de tais alteragdes (20%) (tabela 1).
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Foi observada a presenca focos de hemorragia em 30% dos animais expostos a fumaca
de cigarro, em decorréncia da ruptura dos capilares nos locais de congestéo (figura 3C). Esta

lesdo ndo foi visivel nos outros grupos (tabela 1).

Infiltrados inflamatdrios no espacgo porta e nos Iébulos hepaticos foram observados de
maneira mais evidente nos animais expostos a fumaca de cigarro (GFC, 90%) (figura 3D,
tabela 1) em relacdo aos grupos GQC (10%) e GPG (30%). A administracdo de quercetina no
grupo exposto a fumaca de cigarro (GQCFC) reduziu a frequéncia de infiltrado inflamatorio
para 10% dos animais. Em relacdo a formacao de granulomas, notou-se que esta lesdo ocorreu
apenas nos animais expostos a fumaca de cigarro, e em grande proporcao (70%) (figura 3B,
E, tabela 1).

Também foram analisadas a presenca de areas com necrose dos hepatocitos e a
deposicao de colageno tecidual (fibrose), estas alteracdes ndo foram encontradas em nenhum
dos grupos estudados (tabela 1). Para confirmar a auséncia de fibrose tecidual, foi realizada a
coloracdo de Picrosirius que destaca as fibras em vermelho, o que confirmou este achado
histologico (figura 4). A auséncia de fibrose no grupo GFC pode estar diretamente
relacionada a alta taxa de metabolizacdo do figado, visto que este € o 6rgdao central
responsavel por realizar todo o processo de desintoxicacdo de xenobi6ticos no corpo. Apesar
da exposicdo a fumaca de cigarro em longo prazo provocar um processo inflamatério e
mudancas da arquitetura tecidual hepatica, isoladamente esta exposicdo ndo foi suficiente para

levar a uma maior deposicdo de colageno, que caracterizasse uma possivel fibrose.

Vérias das alteracdes histopatoldgicas do parénquima hepético observadas no presente
estudo, também foram descritas na literatura em trabalhos envolvendo fumaca de cigarro
(Azzalini et al., 2010; Adedayo et al., 2011; Ogenyi et al., 2015). Ogenyi et al. (2015)
descrevendo os efeitos da fumaca de cigarro na arquitetura hepatica de ratos, observou
congestdo sinusoidal e portal assim como degeneracdo hidrdpica e gordurosa nesses animais,
alem do influxo de células inflamatorias. Ainda neste contexto, Adedayo et al. (2011)
relataram que a exposi¢édo ao extrato de fumaca de tabaco leva a alteragdes como degeneracédo
e ruptura dos hepatocitos, além de degeneracéo de células que revestem os ductos biliares no
parénquima hepético de ratos. Azzalini et al. (2010), avaliando os efeitos da exposicdo a
fumaca de cigarro a longo prazo em ratos obesos, observaram lesdes como inflamacéo lobular

e portal, lesdo hepatocelular e necrose lobular.
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Figura 3: Caracteristicas histopatoldgicas dos figados de camundongos C57BL/6 expostos ao ar ambiente
(GC) (A), grupo exposto a fumaca de cigarro (GFC) (B, C, D, E) e grupo administrado com quercetina e
exposto a fumaca de cigarro (GFCQC) (F). A) Figado com parénquima bem preservado, apresentando
degeneracdo hidrdpica em pequena proporcdo (seta preta). Capilares sinusdides (s). B) Observe a presenca
degeneracdo hidrdpica (seta preta) dando ao citoplasma aspecto claro e granuloso e sinusoides congestos (cabec¢a
de seta preta) ou pouco visiveis, devido ao grande aumento de volume das células. Delimitado pelo circulo
pontilhado é visualizado um granuloma, comumente presente nesses animais. Capilares com aspecto preservado
sdo também visualizados (s). C) Degeneracdo hidropica (seta preta) e focos de hemorragia (seta branca). D) E)
Observe grande area a direita da imagem ocupada por infiltrado inflamatdrio. Degeneracdo hidropica (seta
preta). Capilar de aspecto preservado (s). F) O grupo exposto a fumaca de cigarro e administrado com quercetina
apresentou diminuicdo das lesdes decorrentes da exposicdo a fumaca de cigarro, muitas vezes apresentando
caracteristicas morfologicas idénticas aquelas do grupo controle. Observe degeneragdo hidropica (seta preta) e
capilares sinusoides preservados (s). A coloracdo utilizada foi Hematoxilina-eosina. Barra = 100 um. Os grupos
GQC e GPG mostraram as mesmas caracteristicas histoldgicas de GC.
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Tabela 1: Frequéncia de lesdes observadas em microscopia 6ptica no figado de camundongos
C57BL/6

GC GQC GPG GFC GQCFC
Lesao encontrada N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

Degeneracdo hidrdpica 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
Congestéo sinusoidal 0(0) 1(10) 1(10) 7 (70) 2 (20)
Hiperemia 0 (0) 1(10) 1(10) 10 (100) 3 (30)
Hemorragia 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (30) 0(0)
Infiltrado inflamatorio 0(0) 1(10) 3 (30) 9 (90) 1(10)

lobular ou portal

Granuloma 0 (0) 0 (0) 0 (0) 7 (70) 0 (0)
Fibrose 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Necrose 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

(GC) animais expostos ao ar ambiente, (GPG) animais submetidos apenas & gavagem orogastrica com
propilenoglicol, (GQC) animais administrados com quercetina, (GFC) animais expostos a fumacga de cigarro e
(GQCFC) animais administrados com quercetina e expostos a fumaca de cigarro.

Por outro lado, quando os animais administrados com quercetina foram expostos a
fumaca de cigarro houve uma diminuicdo ou completa auséncia das lesdes induzidas pela
fumaca de cigarro. O papel antioxidante e anti-inflamatério da quercetina € conhecido e
relatado em algumas patologias hepaticas (Lee et al., 2013; Kalantari et al., 2018). Kalantari
et al. (2018) descreveu os efeitos da quercetina em diminuir a lesGes hepaticas induzidas por
hidroperoxido de terc-butila em camundongos. Resultados semelhantes foram observados em
um estudo de dano hepatico induzido em ratos por dimetilnitrosamina, em que a quercetina
foi capaz de reduzir a necrose hemorragica e a deposicdo de coldgeno nos Iébulos hepaticos
(Lee et al., 2013). Nossos resultados mostraram que a quercetina foi capaz de reduzir todas as
lesbes hepaticas induzidas pela fumaca de cigarro, exercendo um efeito hepatoprotetor ao
dano causado pelo cigarro. Assim, apesar do ja demonstrado papel da quercetina como
antioxidante e anti-inflamatorio em patologias hepaticas, esta € a primeira investigacdo que

analisa este efeito em modelo experimental de lesdo hepética induzida por fumaca de cigarro.
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Figura 4: Estudo histolégico de secbes de figados corados com picrosirius de camundongos C57BL/6 do
grupo controle (GC) (A), grupo propilenoglicol (GPG) (B), grupo administrado com quercetina (GQC) (C),
grupo exposto a fumaca de cigarro (GFC) (D, E) e grupo administrado com quercetina e exposto a fumaca de
cigarro (GFCQC) (F). As imagens confirmam a auséncia de fibrose tecidual, demonstrando deposicdo de
colageno semelhante em todos os grupos (setas). Veia centro-lobular (VC), capilares sinusoides (S), veia porta

(VP). Barra = 100 pm.

No presente estudo a inflamacdo hepatica foi avaliada por meio de uma anélise semi-
quantitativa do namero de nuacleos inflamatorios utilizando o software Leica Application
Qwin V3. O grupo exposto a fumaca de cigarro apresentou um maior influxo de células
inflamatorias em relagdo aos demais grupos (figura 5). Isso mostra que a fumaca de cigarro,
como xenobiotico, possivelmente atua na resposta imunorregulatoria levando a ativacéo de

células de Kupffer a produzir mediadores quimiotaticos. Isso resulta em um aumento do
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namero total de leucdcitos, que quando ativados levam ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio, contribuindo assim para a instalacdo do desequilibrio redox e um
possivel dano tecidual. Diversos estudos mostraram uma relacdo da fumaca de cigarro com
um maior influxo de leucdcitos totais, seja pela formacao de espécies reativas de oxigénio ou
pela presenca da nicotina (Nowak et al., 1990; Bhalla et al., 2009; Pena et al., 2016). De
acordo com Laskin e Pendino (1995), a presenca de diferentes xenobioticos no figado pode
desencadear uma ativacdo das células de Kupffer (responsaveis pela resposta imune nesse
0rgdo) a secretarem mediadores pré-inflamatorios, o que pode resultar em uma quimiotaxia de
leucdcitos totais. No presente estudo, 0 aumento do nimero de ndcleos inflamatérios pode
estar relacionado, com a resposta inflamatdria mediada pelas células de defesa residentes do
figado, mas também pode estar diretamente ligado ao tempo de exposicdo a fumaca de cigarro

ao qual os animais foram submetidos, uma vez que se trata de uma exposi¢éo a longo prazo.
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Figura 5: Namero de nucleos inflamatoérios no parénquima hepético de camundongos C57BL/6 dos grupos
controle (GC), administrado com quercetina (GQC), propilenoglicol (GPG), exposto & fumaca de cigarro (GFC)
e administrado com quercetina e exposto & fumaca de cigarro (GQCFC). (a), (b) e (c) representam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle. (d) representa diferenca estatisticamente significativa em
relagdo GFC. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média e foram analisados por One-way
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey (p < 0,05).
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No grupo administrado com quercetina e exposto a fumaca de cigarro (GQCFC) houve
uma reducao significativa do namero de células inflamatorias em relagdo ao grupo que apenas
foi exposto a fumaca de cigarro (GFC) (figura 5). Tal efeito observado € atribuido a forte acéo
anti-inflamatoria da quercetina em modular a resposta inflamatéria e a sua atividade
citoprotetora (Li et al., 2016). Resultados semelhantes foram descritos por Yang et al. (2012),
em um estudo da inflamacdo das vias aéreas e a producdo de muco induzida pela fumacga de
cigarro. Estes autores verificaram uma diminuicdo do influxo inflamatério no lavado
broncoalveolar quando os animais foram suplementados com a quercetina. Além disso, em
um estudo de cirrose hepética induzida por tetracloreto de carbono, tendo como principais
mecanismos para o0 seu desenvolvimento o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica, a
quercetina foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e exercer um efeito citoprotetor nos
hepatocitos (Pavanato et al., 2003). Chen (2010) avaliando os efeitos da quercetina em leséo
hepética induzida por etanol, verificou que ela foi capaz de reduzir significativamente os
valores de citocinas proinflamatdrias envolvidas na ativacdo de células de Kupffer e
recrutamento celular, exercendo um efeito hepatoprotetor nos animais tratados com etanol.
Nossos resultados corroboram o que ja esta descrito na literatura, confirmando a capacidade

anti-inflamatoria e moduladora da quercetina.
5.2. Biomarcadores de estresse e dano oxidativo

No presente trabalho foi determinada a atividade das principais enzimas constituintes
do sistema de defesa antioxidante com o objetivo de investigar o desequilibrio redox induzido
pela fumaca de cigarro e o efeito da quercetina sobre esse desequilibrio. Ndo houve diferenca
na oxidacdo proteica entre os grupos (tabela 2). A enzima superdxido dismutase (SOD)
apresentou maior atividade no grupo exposto a fumaca de cigarro (GFC) relacdo aos demais
grupos (tabela 2). O aumento da atividade de SOD no tecido hepatico provocado pela fumaca
de cigarro também foi descrito por Gupta et al. (1988) e Baskaran et al. (1999) em ratos. Essa
enzima compreende a primeira linha de defesa frente a espécies reativas de oxigénio (ERO),
sendo capaz de dismutar o anion superoxido (O2) a perdxido de hidrogénio (H20.) para
posterior acdo de outras enzimas capazes de transformar essa espécie radical (Yuan e
Kaplowitz, 2009; Birben et al., 2012). A fumaca de cigarro por si s6 ja € uma fonte de ERO e
sua presenca leva a quimiotaxia de leucdcitos totais que por sua vez geram mais espécies
reativas. O aumento da atividade dessa enzima pode estar diretamente relacionado com as

espécies reativas de oxigénio ou até mesmo com a nicotina, presentes na fumaca de cigarro,
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como ja descrito por Husain et al. (2001), avaliando o efeito cronico da interacdo do etanol e

da nicotina no sistema de defesa antioxidante em diferentes tecidos de ratos.

Tabela 2. Biomarcadores do estresse oxidativo

GC GQC GPG GFC GQCFC

50D (U/mg ptn) 90,74+4.724 93,26+5.425 88,01£5.002 115 4435 83590« 81.42+5 3624

2 27 2 5 2418 54 a
CAT (U/me ptn) 0,2888+0,02761 0,2241+0.01669 0,2051=0,03603 0.1308+0,03241 0.1445=0.02176

GSH/GSSG 7.214(2,599:1330) 6.057(5,246:9.042) 5.845(4,111:6.845) 0.4146(0,3427-1.409* 6.618(3.199:10,64)
(nmol/mL)

TBARS 0,3408+0,02287 0,3193+0,02951 0,2493+0,02148 2.07320,5026%k¢ 0,2761+0,042634
(nmol/mg ptn)
PTN carbonilada 12,73+1,248 16,07+2.050 13,131,900 16,18+0,9378 14,12+1,589
(nmol/mg ptn)

(a) representa diferenca significativa quando comparado ao GC. (b) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo GQC, (c) representa diferenca significativa entre os grupos quando comparado com GPG e
(d) mostra diferenca significativa quando comparado com o grupo GFC. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo da média e foram analisados por One-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey (p <0,05).
(GC) animais expostos ao ar ambiente, (GPG) animais submetidos apenas & gavagem orogastrica com
propilenoglicol, (GQC) animais administrados com quercetina, (GFC) animais expostos a fumaca de cigarro e
(GQCFC) animais administrados com quercetina e expostos a fumaca de cigarro.

A administracdo de quercetina no grupo exposto a fumaca de cigarro (GQCFC)
provocou diminuicdo dos niveis de SOD quando comparado ao grupo GFC, e seus valores
foram semelhantes aos grupos controle (GC), quercetina (GQC) e propilenoglicol (GPG)
(tabela 2). Nossos resultados comprovaram a capacidade do flavonoide quercetina em
combater e neutralizar as espécies reativas de oxigénio, impedindo o estabelecimento do
estresse oxidativo e estdo em concordancia com experimentos prévios de Dias et al. (2005).
Estes autores, avaliando os efeitos da quercetina sobre o estresse oxidativo e mediadores
inflamatérios no figado de ratos com Diabetes mellitus induzido por estreptozotocina,
verificaram que a quercetina foi capaz de diminuir o aporte de ERO, ao diminuir a atividade
de SOD.

No grupo exposto & fumaca de cigarro (GFC) houve uma redugdo da razéo
GSH/GSSG, frente ao aumento das espécies reativas de oxigénio e ao desequilibrio redox
estabelecido, em relacdo aos grupos GC, GQC e GPG (tabela 2). Este resultado nos leva a
inferir que a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) esta elevada no figado desses
animais. A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima constituinte do sistema de defesa

antioxidante, sendo capaz transformar o radical peroxido de hidrogénio (H202) em 2
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moléculas de agua (H20) (Yuan e Kaplowitz, 2009; Birben et al., 2012; Campos et al., 2017),
neutralizando espécies reativas de oxigénio (Raza et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa
também observou reducdo da razdo GSH/GSSG nos pulmdes de camundongos expostos a
fumaca de cigarro a longo prazo (Campos et al., 2017), o que nos levou a sugerir uma alta
atividade da enzima glutationa peroxidase nos pulmdes desses animais. Também em pulmdes
de ratos expostos a fumaca de cigarro, Yang et al. (2012) verificaram um decréscimo de
glutationa total. Além disso, Bindu e Annamalai (2004) verificaram uma diminuicdo da
atividade da glutationa reduzida e um aumento da atividade de glutationa peroxidase no

figado de animais expostos a fumaca de cigarro.

Nos animais que foram administrados com quercetina e expostos a fumaca de cigarro
(GQCFC) houve um aumento da relagdo GSH/GSSG, quando comparados com o grupo GFC,
e seus valores foram semelhantes aos grupos controle (GC), quercetina (GQC) e
propilenoglicol (GPG) (tabela 2). Nossos resultados corroboram com estudos de Olayinka et
al. (2015) e Chen (2010) acerca da capacidade da quercetina em aumentar a relacdo
GSH/GSSG em lesdo hepética. Olayinka et al. (2015) observaram que a quercetina protege o
tecido hepatico contra a diminuicdo da atividade de GSH em figados de ratos tratados com
procarbazina e Chen (2010) observou resultado semelhante em modelo de lesdo hepatica
induzida por etanol. Além disso, Yang et al. (2012) descreveram o papel da quercetina em
impedir o decréscimo da glutationa total em pulmdes de ratos expostos a fumaca de cigarro.
Em artigo de revisdo, Xu et al. (2019) relataram os efeitos antioxidantes da quercetina na
modulacdo do sistema antioxidante e oxidante, sendo ela capaz de aumentar os niveis de
glutationa total. Assim, devido ao seu papel em modular espécies reativas de oxigénio,
podemos inferir que a quercetina promoveu uma normalidade da atividade da enzima

glutationa peroxidase nos animais expostos a fumaca de cigarro.

N&o observamos diferenca significativa na atividade da enzima catalase (CAT) quando
comparados os animais GFC e GQCFC (tabela 2). Entretanto, a atividade de CAT foi
reduzida nesses dois grupos em relacdo aos outros (tabela 2). A catalase faz parte do sistema
de defesa antioxidante enzimético capaz de converter o peroxido de hidrogénio (H20.) em
agua e oxigénio molecular (O2). Diversos trabalhos, tanto em pulméo quanto no figado,
relataram uma diminuicdo da atividade de catalase em modelos que promovem o aumento de
espécies reativas de oxigénio (Helen e Vijayammal, 1997; Husain et al., 2001; Bezerra et al.,

2011; Campos et al., 2019). No presente estudo a diminui¢do da atividade da catalase no
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grupo GFC pode ser atribuida ao aumento do aporte de ERO, o que supera a atividade
antioxidante dessa enzima. Todavia, o sistema glutationa que compde o sistema de defesa
antioxidante € o mais abundante no figado, apresentando uma maior biossintese nesse 6rgédo
(Lu, 1999; 2013). Sendo assim, espera-se que tal sistema esteja mais ativo na neutralizacédo de
ERO produzidas pela fumaca de cigarro quando outros componentes do sistema de defesa
antioxidante se apresentam em baixa, como é o caso da CAT nesse estudo. A atividade de
CAT reduzida no GQCFC pode ser explicada pelo fato desta enzima se apresentar em menor
proporc¢édo no figado quando se compara com o pulmao. Sendo o sistema glutationa mais ativo
no figado, os efeitos da quercetina podem estar direcionados para 0 aumento dos niveis do
sistema glutationa em relacdo a CAT, justificando seu baixo efeito sobre a atividade dessa
enzima. Tal efeito se deve ao poder de modulacdo da quercetina no processo oxidativo, seja

modulacdo ao nivel de oxidantes ou do sistema de defesa antioxidante (Xu et al., 2019).

O dano provocado pela FC na porcao lipidica da membrana celular foi mensurado
através de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Assim, observamos maior
nivel de TBARS no grupo GFC em relacéo aos demais (tabela 2). Nossos resultados mostram
que as ERO advindas da FC tém como alvo também os lipidios de membrana, alterando sua
composicdo, organizacdo, fluidez e integridade levando a lesdo celular. Resultados
semelhantes forma observados por Nemmar et al. (2013), estudando o papel do estresse
oxidativo em camundongos expostos a FC a curto prazo. Estes autores verificaram que,
mesmo em um curto periodo de exposicdo, a FC era capaz de causar danos em Varios 6rgaos,
0 que se refletiu no aumento da peroxidacéo lipidica no figado dos animais. Baskaran et al.
(1999) e Bindu e Annamalai (2004) também relataram alta peroxidacédo lipidica em animais
expostos a FC, e descreveram o figado como um dos 6rgdos mais afetados pelas ERO.
Estudos em pulmé&o desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa Campos et al. (2019) também
detectaram elevada concentracdo de TBARS em camundongos C57BL/6 expostos a FC a

longo prazo.

A administragdo de quercetina reduziu os niveis de TBARS nos animais expostos a
fumaca de cigarro (GQCFC) quando comparados ao grupo apenas exposto a fumaca de
cigarro (GFC) (tabela 2), e seus valores foram semelhantes aos dos grupos GC, GQC e GPG
(tabela 2). (Kalantari et al., 2018) descreveram a capacidade da quercetina em reduzir a
peroxidacao lipidica em camundongos com dano hepatico induzido por hidroperdxido de terc-

butila. De acordo com Xu et al. (2019), os efeitos da quercetina em diminuir a peroxidacdo
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lipidica estdo ligados a sua capacidade de reduzir ERO, restaurar o equilibrio redox e induzir
a produgdo de enzimas do sistema de defesa antioxidante. Estudos com outros agentes
indutores do estresse oxidativo, como endotoxinas, relataram o efeito hepatoprotetor da
quercetina em diminuir o estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica dos animais expostos a
esses agentes (Pilkhwal et al., 2019). Nossos resultados comprovam que a quercetina é capaz
de diminuir a peroxidacdo lipidica, prevenindo o dano oxidativo no tecido hepéatico dos
animais, provocado pela fumaca de cigarro. Isso se deve a capacidade da quercetina em
diminuir o influxo de ERO nos tecidos e prevenir o desequilibrio redox induzido por essas

espécies (Bao et al., 2017).
5.3. Ensaios imunoenzimaticos

No presente estudo, foi realizado o ensaio imunoenzimatico a fim de analisar o
envolvimento da quimiocina CCL2 e das interleucinas 6 (IL-6), 10 (IL-10), e interferon (IFN)
no processo inflamatério hepatico provocado pela exposicdo a fumagca de cigarro. Ndo houve
diferenca significativa nos niveis de IL-6 entre os grupos (tabela 3). O grupo exposto a
fumaca de cigarro apresentou maiores niveis de IL-10 em relacdo aos demais grupos (tabela
3). Em trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa em um modelo de
exposicao a fumaca de cigarro a longo prazo (Campos et al., 2019), nés também observamos
um aumento dos niveis de IL-10 no pulmao de camundongos expostos a fumaca de cigarro
em relacdo aos demais grupos, e atribuimos tal resultado a forte resposta inflamatdria que se
encontrava naquele o6rgdo. Sendo a IL-10 uma interleucina anti-inflamatdria, ela esta
envolvida na modulacdo da resposta inflamatoria, inibindo o recrutamento e producdo de
interleucinas pro-inflamatérias como 1L-12 e mediadores pro-inflamatérios como CCL2
(Moore et al., 2001). No presente trabalho observamos ainda que os niveis de INF e da
quimiocina CCL2 seguiram o mesmo perfil, apresentando uma diminui¢do no grupo exposto
a fumaca de cigarro (GFC) (tabela 3). CCL2 é uma quimiocina pré-inflamatéria envolvida na
quimiotaxia e ativacdo de células inflamatorias, tendo uma resposta mais especifica para
macrofagos. Nossos resultados contradizem estudos envolvendo exposicdo a fumaca de
cigarro no pulmdo, os quais mostraram que a concentracdo de CCL2 se encontra elevada
nesse Orgdo, seja em resposta ao insulto oxidativo provocado por ERO ou ao recrutar
leucdcitos para o local da injdria onde ocorre processo inflamatdrio (Braber et al., 2010;
Brunssencoy et al., 2017).
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Tabela 3: Marcadores inflamatérios no figado

GC QC PG FC QCFC
cCL2

(pg/mL)  4025:137,6 3153+134,4 3279+250,9 18523037  3694+175,9°
(p:]m_) 537,6,2¢11,85 55014243 513324214  3246:21,60% 519,324,119
(pIgI]_/_n];OL) 1466+99,79 1472+43,66 1520+149,6 ~ 2342+218,1%°  1699+57,57°
(pIgL/;gl) 1711457,72 1688+48,11 1712+49,65 1781+57,32  1669+56,08

(a) representa diferenca significativa quando comparado ao GC. (b) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo QC, (c) representa diferenca significativa entre os grupos quando comparado com PG e (d)
mostra diferenga significativa quando comparado com o grupo FC. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo da média e foram analisados por One-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey (p <0,05). (GC)
animais expostos ao ar ambiente, (GPG) animais submetidos apenas a gavagem orogéstrica com propilenoglicol,
(GQC) animais administrados com quercetina, (GFC) animais expostos a fumaca de cigarro e (GQCFC) animais
administrados com quercetina e expostos a fumaca de cigarro.

No contexto dos nossos resultados, Bhalla et al. (2009) relataram o papel da IL-10 em
suprimir a producdo de IFN. Assim, a presenca de ERO no parénquima hepatico
desencadearia a ativacdo de células de Kupffer do figado (macréfagos hepaticos residentes), o
que levaria a uma producao de mediadores pré-inflamatorios e consequentemente quimiotaxia
de mais leucdcitos totais, a fim de resolver o insulto provocado por ERO. Nossos resultados
mostram que o aumento da IL-10 no tecido hepatico de camundongos expostos a FC pode ser
uma resposta ao influxo de células inflamatérias nesse 6rgdo, e que a diminuicdo de
mediadores pré-inflamatérios como CCL2 e INF, pode ser consequéncia da atuacdo da IL-10
em inibir a atividade pro-inflamatéria desses mediadores em recrutar mais células

inflamatorias para o figado.

Ao administrar quercetina nos animais expostos a FC (GQCFC), os niveis das
citocinas IFN, IL-10 e da quimiocina CCL2 voltaram aos valores semelhantes aos observados
nos grupos controles (GC, GQC e GPG). Nossos resultados corroboram aqueles de Chen
(2010), estudando os efeitos protetores da quercetina em lesdo hepatica induzida por etanol.
Esse autor verificou que a quercetina normalizou dos niveis de citocinas e quimiocinas no
tecido hepético exposto a esse agente oxidativo. Alguns trabalhos descreveram os efeitos da
quercetina na modulacéo da resposta inflamatoria, no que compreende a indugé@o ou repressao
da producéo de citocinas pré ou anti-inflamatorias, desempenhando papel direto no processo
imune (Zhang et al., 1996; Yang et al., 2012; Lee et al., 2013; Li et al., 2016). Nossos
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resultados estdo em acordo com trabalhos j& publicados e confirmam a capacidade de
modulacdo da quercetina na resposta imune, tanto anti- como pro-inflamatoria, frente ao
insulto desenvolvido pela acdo da fumaca de cigarro, seja pelo estabelecimento do processo

redox ou recrutamento e sinaliza¢do de leucdcitos totais para o local da les&o.
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6. Conclusao

Nossos resultados demonstraram que a fumaca de cigarro € um xenobiético de agdo direta e
relevante no figado, por gerar ERO instalando o desequilibrio redox e inflamagéo. Por outro
lado, a administracdo de quercetina foi capaz de combater o dano oxidativo e inflamacgéo
gerados pela exposicdo a fumaca de cigarro, exercendo um efeito protetor nas células desse
6rgdo. Dessa maneira, podemos afirmar que a quercetina tem papel promissor como
ferramenta farmacoldgica auxiliar no tratamento de danos gerados ao figado pela exposicéo a

fumaca de cigarro.
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