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RESUMO

A Dietilcarbamazina (DEC) tem sido utilizada como o principal farmaco filaricida, mas seu
mecanismo de agd0 permanece controverso. Alguns autores tém demonstrado suas
propriedades anti-inflamatérias, como um resultado de sua interferéncia no metabolismo do
acido araguiddnico, que inclui as enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase. Outros trabalhos
demonstram a alta incidéncia de al coolismo e da desnutri¢do na populacdo de baixa renda do
nordeste brasileiro, populacéo esta também afetada pela filariose linfatica. O presente estudo
verificou a agdo da DEC sobre hepatécitos de camundongos desnutridos e alcoolizados para
possiveis analogias com casos humanos. Os camundongos foram divididos em nove grupos
experimentais (n=8): grupo controle (C, DEC25 e DEC50), grupos desnutridos (CD, DD25 e
DD50) e grupos alcoolizados (CEtOH, EtOH25 e EtOH50). Apos a indugdo dos modelos de
desnutri¢céo e alcoolismo, os animais dos respectivos grupos foram submetidos ao tratamento
com DEC nas concentracbes de 25 e 50mg/kg por 12 dias. Foram realizadas andlises
bioquimicas e fragmentos hepaticos foram processados para microscopia optica e microscopia
eletronica de transmissdo. A dosagem enzimética de AST apresentou diferencas significativas
entre 0s grupos etilicos, e os nivels de fosfatase alcalina e abumina sérica apresentaram
valores significativos apenas entre os grupos desnutridos. Nas andlises histoldgicas do grupo
controle desnutrido (CD), observou-se a presenca marcante de esteatose hepética. Apds o
tratamento com a DEC, os grupos DD25 e DD50 apresentaram reducéo da esteatose. Os
grupos acodlicos e tratados com DEC também houve uma reducdo bastante evidente dos
danos causados pela ingestdo cronica de etanol. A andise ultratestrutural confirmou a
reducdo de goticulas lipidicas nos animais desnutridos e tratados com DEC, da mesma forma,
0s grupos etilicos apresentaram diminuicdo dos danos e suas organelas se encontraram bem
preservadas. A imunohistoquimica revelou expressdo bastante evidente dos marcadores
inflamatorios I1L-6, eNOS, CCR2, VCAM e ICAM no grupo alcoolizado, no entanto o grupo
gue recebeu DEC ndo apresentaram imunoexpressdo evidente desses marcadores. Dessa
forma, a DEC torna-se um farmaco de potencial hepatoprotetor para o tratamento da

inflamagdo cronicainduzida pelo alcoolismo, bem como da desnutrigéo.

Palavras-chaves. Dietilcarbamazina, acoolismo, desnutricdo, anti-inflamatério, efeito

protetor.



ABSTRACT

Diethylcarbamazine (DEC) has been used as the main drug filaricida, but its mechanism of
action remains controversial. Some authors have demonstrated their anti-inflammatory
properties as a result of its interference with the metabolism of arachidonic acid, which
includes enzymes lipooxygenase and cyclooxygenase. Other studies showed the high
incidence of alcoholism and malnutrition in low-income population of northeast Brazilian
population is also affected by lymphatic filariasis. The present study examined the effect of
DEC on hepatocytes undernourished and acoholized mice for possible similarities with
human cases. The mice were divided into nine groups (n = 8): control group (C, and DEC25
DEC50), manourished group (CD, DD25 and DD50) and alcoholic groups (CEtOH, and
EtOH25 EtOH50). After the induction of models of malnutrition and alcoholism, the animals
of each group were treated with DEC at concentrations of 25 and 50mg/kg for 12 days. Were
analyzed for biochemical assays and liver fragments were processed for light microscopy and
transmission electron microscopy. The enzymatic dosage of AST showed significant
differences between the alcoholic groups and the levels of alkaline phosphatase and abumin
were significantly correlated only among the malnourished group. In histological analysis of
the undernourished control group (CD), we observed a marked presence of hepatic steatosis.
After treatment with DEC, DD25 and DD50 groups had reduced steatosis. In the groups
treated with alcohol and DEC also there was very evident reduction of damage caused by
chronic ingestion of ethanol. Ultratestrutural analysis confirmed the reduction of lipid droplets
in malnourished animals treated with DEC, the same way, ethyl groups showed a reduction of
damages and their organelles were found well preserved. Immunohistochemical analyses
revealed an evident expression of inflammatory markers IL-6, eNOS, CCR2, VCAM and
ICAM in the acoholic group, but the group that received DEC presented no evident
expression these markers. Thus, DEC becomes a potential hepatoprotective drug for the

treatment of chronic inflammation induced by al coholism and malnutrition.

Keywords: Diethylcarbamazine, acoholism, malnutrition, anti-inflammatory, protector
effects.
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1. INTRODUCAO

A filariose bancroftiana € uma das mais singulares e menos esclarecidas doencas
parasitérias existentes (BUCK, 1991), cujo agente etiol6gico, Wuchereria bancrofti, mantém
uma relagdo com o organismo humano e que continua desafiando a comunidade cientifica
(DREYER & MEDEIROS, 1990).

Embora a dietilcarbamazina (DEC) sgja conhecida como agente anti-filarial, o seu
mecanismo de agdo permanece controverso. A administragdo da DEC é realizada através de
uma posol ogia padréo de 6mg/kg/dia durante um periodo de 12 dias (WHO, 1992). O farmaco
€ rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal, atingindo um pico no sangue entre 1 a 2
horas ap6s a ingestdo oral, ndo se concentrando em nenhum Orgdo especifico, sendo
metabolizado no figado e sua excrecdo € basicamente renal (OTTESEN, 1985; DREYER,;
NOROES, 1997).

A dietilcarbamazina, apesar de bem tolerada pode produzir reagdes adversas como,
sonoléncia, ndusea, febre, cefal@éa, artralgia, linfangite, linfadenite, orquite, epididimite,
dentre outras. Essas reacdes podem ser devido a dois fatores: a toxicidade quimica da droga,
gue esta relacionada a quantidade de dose ingerida, ou a reacdo decorrente da morte do
parasita, microfiléria ou forma adulta (OTTESEN, 1985; DREYER & NOROES, 1997). A
rapida absor¢cdo de DEC no trato gastrointrointestinal e sua ata concentracdo no plasma
sanguineo contribuem para o aparecimento das reacdes adversas (DREYER & NOROES,
1997).

A DEC possui outro papel terapéutico como uma droga anti-inflamatéria para
condicbes asméticas (SALAZAR-MALLEM, 1971; SRINIVAS e ANTANI, 1971;
THIRUVENGADAM etal., 1974). De acordo com o trabalho de Floréncio, Saraiva e Peixoto
(2005), apos 12 dias de tratamento com DEC os pneumacitos do tipo Il de camundongos
apresentaram um grande nimero de vesiculas maduras levando a uma ativagdo do
metabolismo de surfactante pulmonar com uma posterior ativacéo de macréfagos aveolares,
que poderiam ser explicadas por uma maior atividade endocitica dessas células, as quais s
responsaveis pela fagocitose do surfactante secretado pelos pneumocitos do tipo Il. O
aumento da sintese e secrecdo de surfactante promoveria uma diminuicdo da tensdo
superficial dos alvéolos, reduzindo os esforcos musculares decorrentes dos movimentos
respiratérios. Tais resultados poderiam explicar o alivio dos sintomas da asma apds o
tratamento com DEC como previamente observado por Liu e colaboradores (1996 ; 1997).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), estima-se que exista cerca de 2
bilhdes de pessoas que consomem bebidas alcodlicas em todo 0 mundo, e mais de 76 milhdes
com diagnéstico de disturbios psicoldgicos devido ao uso excessivo de acool. Dentre estes
valores, aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas estdo sujeitas ao 6bito (WHO, 2004).

A distribuicdo do etanol ocorre de forma razoavel mente uniforme por todos os tecidos
do organismo, afetando grande parte das funcbes vitais devido as suas caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas, e também por ser uma molécula relativamente peguena do ponto de
vistamolecular (LIEBER, 1992).

Estudos verificaram que o consumo crénico de dlcool ativa a resposta inflamatoria
hepética (TILG et al., 2000), os monécitos do sangue periférico e algumas subpopul acdes de
linfécitos T citotdxicos (LASO et al., 1997; SONG, et al., 2001; JERRELLS et al., 2002) e
células NK (LASO et al., 1997). Por sua vez, a ativagdo do sistema imunolégico pode
determinar ateracbes na producéo de certas citocinas, e que desempenham um papel
fundamental em determinadas respostas imunes e inflamat6rias, angiogénese e do crescimento
ediferenciacéo celular.

A etiologia da desnutricdo é multifatorial, pois e€la estd relacionada a situagdo de
pobreza, condi¢des sanitarias precérias e a baixo padréo socio-econdmico e educacional, o
gue agrava a Situacdo, uma vez que doencas, infecgdes ou disturbios dos processos
metabdlicos podem levar a ateracdo na absor¢do de proteinas, provocando um atraso no
crescimento corporal e cerebral (MORGANE et al., 1993).

A deterioracdo fisiolégica esta em consonancia com seu grau de desnutricao,
(GULER, et al., 1992) e o figado, 6rgdo central do metabolismo, torna-se quase sempre
afetado. Foi observado que a deficiéncia protéica afeta os sistemas, de modo que,
concomitante ao progresso da doenca, sobrevém a deterioracdo das funcbes hepéticas, com
aumento de aminotransferases no soro (GULER, et al., 1994).

Dessa forma, 0 presente estudo teve como objetivo investigar a acdo da DEC em
células hepédticas de camundongos desnutridos ou alcoolizados através de andlises

morfolégicas, bioquimicas e imunohistoquimicas.
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2. JUSTIFICATIVA

A Dietilcarbamazina € o filaricida mais amplamente utilizado no tratamento da
filariose bancroftiana, desde 1947 (HEWITT et al, 1947). Atuamente, tém-se realizado
alguns estudos sobre 0 mecanismo de acéo deste farmaco, que apesar dos seus 50 anos de uso,
teve 0 seu potencia farmacol 6gico tao pouco explorado.

Alguns trabalhos realizados em vertebrados mostram que esta droga apresenta varios
efeitos bioquimicos diretos em diferentes sistemas enzimaticos, incluindo glicolise,
metabolismo do folato e atividade da aceticolinesterase (SUBRAHMANY AM, 1987). A DEC
também apresenta propriedades anti-inflamatdrias, como um resultado de sua interferéncia no
metabolismo do acido araquiddnico, que inclui as enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase
(COX) (MAIZELS & DENHAM, 1992). A via COX apresenta similaridade com a via do
Oxido nitrico, e ambas possuem isoformas congtitutivas e induziveis de suas enzimas e
controlam as respostas inflamatérias (SANO et al, 1992; CLANCY & ABRAMSON, 1995).

O alcoolismo cronico esta associado a numerosos processos patoldgicos e
inflamatérios que acometem diferentes 6rgaos, principalmente figado, pancreas, coracéo e
cérebro (PALENCIA et al., 1994; BAUTISTA, 1997 ; TSUKAMOTO et al., 2002). O
interesse de investigacdo cientifica, sgja para 0 estudo do seu efeito sobre o organismo
humano ou dos distirbios funcionais a ele associados, justificase de um lado pela
multiplicidade de agBes toxicas sobre 6rgdos e tecidos desencadeando mecanismos lesionais
associados a diferentes patologias que afetam a salde do individuo, e de outro pela
repercussao social e econdmica que o seu uso abusivo acarreta (KOREN & NULMAN, 1994).

Adeptos da utilizacdo de modelos animais, Paencia e colaboradores (1994)
destacaram a importancia dos trabalhos efetuados em paises subdesenvolvidos nos quais o
alcoolismo € superposto a um substrato metabdlico de desnutricdo crénica. Na concepcéo
desses autores, esses disturbios ndo tém uma relagdo de causa e efeito, sendo sim um
somatério de duas entidades diferentes, porém comuns em popul agdes de baixa renda.

Outros trabalhos demonstram a alta incidéncia de alcoolismo e da desnutricdo na
populacéo de baixa renda do Nordeste, populacdo esta também afetada pela filariose linfética
(GALDUROZ & CAETANO, 2004; BATISTA FILHO & RISSIN, 2003). Alteragdes
metabdlicas e morfoldgicas em diversos 0rgaos, resultantes dessas situacfes ja sdo bastante
conhecidas pela comunidade cientifica e pela populacdo em geral. Como estas situactes estao

presentes e sdo significativas nessa populacdo especifica, o estudo de suas repercussdes no
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funcionamento hepético acrescido ao efeito da DEC é de grande importancia, diante da
grande utilizagdo deste filacidida, principamente no Nordeste brasileiro.

Sendo assim, faz-se necess&rio esclarecer se existem alteragdes metabolicas e
histopatol 6gicas importantes em diversos tipos celulares do individuo sob tratamento, que
pode se apresentar desnutrido ou exposto ao acool. O presente trabalho verificou a acéo da
DEC através de analises morfol 6gicas (morfométricas e ultraestruturais), imunohistoquimicas
e bioquimicas sobre hepatdcitos de camundongos machos da linhagem C57BL/6J, desnutridos

ou alcoolizados para possiveis anal ogias com casos humanos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Andisar o efeito do tratamento com DEC sobre hepatécitos de camundongos da
linhagem C57BL/6J normais, desnutridos e al coolizados.

Obj etivos Especificos
Nos grupos supracitados :
» Caracterizar as possiveis dteragOes histopatologicas a nivel subcelular pela
microscopia éptica e microscopia eletronica de transmissdo através do tratamento in

vivo de DEC nas concentragdes de 25mg/kg e 50mg/kg.

» Caracterizar através da imuno-histoquimica a expressdo das principais citocinas

inflamatorias na resposta ao tratamento com a DEC;

= Examinar por meio de provas bioquimicas o funcionamento hepético.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 DIETILCARBAMAZINA

Dietilcarbamazina (DEC) é o filaricida mais amplamente utilizado no tratamento da
filariose bancroftiana, e que induz um rgpido desaparecimento das microfilérias da circulacéo
sangliinea (FREEDMAN et al, 2001). A DEC é um derivado da piperazina sintetizada como
1-dietilcarbamil-4-metilpiperazina e preparada na forma de cloridrato, citrato ou fosfato
(figura 1). A partir de 1950, foi distribuida como sal citratado por inimeras companhias
farmacéuticas sob diferentes nomes. E um pé branco, muito soltivel em &gua, estavel, mesmo
em condicdes de umidade e temperatura muito elevadas, e resiste, inclusive, a autoclavagem.
A denominacdo dietilcarbamazina genericamente se refere a sua forma citratada, uma vez que
é mais comumente utilizada (DREY ER; NOROES, 1997).

EN <C2H3

I‘\I CoHs
.

T

CH;

Figura 1 — Representacdo estrutural da dietilcarbamazina (Ottesen, 1985).

Para o tratamento da filariose linfética, a Organizacdo Mundia de Salde (OMS),
preconiza a administracéo via oral do Citrato de Dietilcarbamazina, utilizando uma posologia
padréo de 6mg/kg/dia durante um periodo de 12 dias (WHO, 1992) e no caso de eosinofilia
pulmonar tropical (EPT), ele deve ser prolongado por até 30 dias (DREYER et al., 1996).

Uma vez ingerida, a DEC se distribui rapidamente e de maneira quase uniforme em

todos os compartimentos do organismo — inclusive no liquido hidrocélico e, presumivelmente,
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em outros liquidos do corpo (OTTESEN, 1984). Ha referéncia de que o tecido gorduroso
congtitui uma excegdo, parecendo haver uma pequena tendéncia a acumulagdo, quando a
droga é administrada em doses repetidas (HAWKING et al, 1950).

Outro fator atribuido a0 surgimento de reagBes adversas apOs o tratamento é a
liberac8o em massa de toxinas de uma bactéria endossimbidtica, a Wolbachia sp, presente no
corpo da microfiléaria e do verme adulto, apés a destruicdo dos parasitos pela droga (BANDI,
et at, 2001; TAYLOR, 2002). Com a morte das microfilarias e/ou do verme adulto
naturalmente ou devido a drogas antifilariais, a liberacdo dessa bactéria ativa o sistema imune
do hospedeiro, sendo observado niveis séricos elevados de interleucina 6 (IL-6), interleucina
1 (IL-1), fator de necrose tumora alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y) em individuos
microfilarémicos (BANDI et. al., 2001; TAYLOR, 2002). Estes dados sugerem que a bactéria
levaria & ativacdo de uma resposta imune especifica em individuos com filariose linféatica e
induziria reacfes inflamatérias que, dependendo da quantidade de parasitas poderiam ser
leves, moderadas ou graves (BANDI et al, 2001; TAYLOR, 2002).

Paraa OMS, as medidas de controle da filariose linfética consistem na administracéo
em massa anual do farmaco, Util para suprimir a transmissao, para o controle da morbidade e
no controle do vetor (WHO, 2006b). Segundo Dreyer e Coelho (1997), o uso do DEC e da
Ivermectina em tratamentos individuais ou coletivos pode interromper a transmissdo da
filariose em areas endémicas. Com o objetivo de interromper a transmissdo da W. bancrofti,
iniciou-se no ano de 2000, em Leogane no Haiti, a administracdo anual em massa da DEC e
de Albendazol. Ap6s cinco anos, verificou-se uma diminuicdo significativa na microfilaremia
e antigenemia dos individuos (GRADY et al., 2007). O tratamento em massa realizado na
populagdo pode ser sob 0s seguintes esquemas. 6 mg/kg de citrato de dietilcarbamazina
(DEC) + 400 mg abendazol; ou 150 pg/kg ivermectina + 400 mg albendazol (em casos de
co-endemicidade com oncocercarias) (WHO, 2009).
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4.1.1 Mecanismo de agéo da DEC

Maizels e Denhan (1992) apresentaram uma hipétese para explicar o mecanismo
microfilaricidain vivo da DEC. A interpretagdo mais consistente para 0 mecanismo da DEC, é
a de que ela altera o metabolismo do &cido araquidénico na microfilaria e nas células
endoteliais do hospedeiro. Essas modificagfes levariam a uma vasoconstricgéo amplificando a
adesdo endotelial, propiciando a imobilizagdo do parasito circulante, aumentando a aderéncia
e a atividade citotoxica das plaguetas e granul 6citos do hospedeiro. Esses eventos poderiam
representar a ativagdo do sistema imune inato ndo especifico, independentemente da resposta
imune adaptativa antigeno-especifico.

Além disso, estudos ultraestruturais sobre a acdo da DEC em microfilérias de
Wuchereria bancrofti in vitro revelaram importantes alterages morfol 0gicas nestes parasitos.
Uma das primeiras alteracdes observadas com o tratamento de 5, 10 e 50 ug/ml de DEC, foi a
perda da bainha microfilarial, seguida pela formacdo de inlmeros vactolos na hipoderme e
destruicdo do citoplasma de células somaticas. Algumas microfilarias apresentaram dréastica
desorganizagdo celular com vérias organelas degeneradas e condensacdo nuclear. Corpos
lamelares também foram detectados indicando um possivel processo de envenenamento
celular. Tais resultados revelaram que a DEC exerce um efeito microfilaricida direto sobre
microfilarias de W. bancrofti (FLORENCIO; PEIXOTO, 2003). De forma similar, apds 40
minutos do tratamento de um individuo microfilarémico, a DEC também exerceu um
mecanismo de acdo direto sobre as microfilarias de W. bancrofti, incluindo degeneracdo de
organelas e apoptose (PEIXOTO et al., 2004).

4.1.2 O efeito da DEC sobre células de vertebrados

Muitos trabalhos sobre 0 mecanismo de acdo da DEC em larvas e vermes adultos
filariais j& se encontram na literatura, no entanto, poucos autores tém se detido sobre seus
efeitos em células de vertebrados. Alguns estudos sugerem que a agdo da DEC pode ser
mediada pelas plaguetas, as quais parecem induzir uma reacdo inflamatéria através da
liberacdo de histamina (OTTESEN, 1985). Esta droga também apresenta diversos efeitos
bioguimicos em uma série de sistemas enzimdticos, como por exemplo, a gliclise,
metabolismo do folato e na atividade da acetil colinesterase (SUBRAHMANY AM, 1987).
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Estudos realizados por Fujimaki et al. (1988) revelam que a DEC inibe o crescimento
da linhagem de células de rim de macaco (LLC-MK5) in vitro, além de modificar amorfologia
dessas células, tornando-as arredondadas, indicando uma possivel ateracdo da funcdo dos
microtubulos. Outros estudos confirmaram que a DEC promove a inibi¢do da formac&o dos
microtubulos e, também induz a desorganizacéo dos microttbulos pré-formados (FUJIIMAKI
et al., 1990).

Trabalhos posteriores revelaram também gue o tratamento com DEC a5 mM/mL por
dez dias produz efeitos draméticos em cultura de neurénios, induzindo uma completa
desorganizacéo do complexo de Golgi, e a formacao de grandes vacuolos no citoplasma. Este
estudo mostrou que o grupo tratado com a DEC apresentou aumento no tamanho das cisternas
de Golgi e também aumento no nimero de vesiculas vazias, sugerindo um dano severo de
vérias atividades sintéticas e secretoras do complexo de Golgi (BIRD, 2000).

Saraiva e colaboradores (2006), observaram o efeito da DEC sobre a espermatogénese
de camundongos e revelaram que apos o tratamento com 200mg/kg de DEC, as Células de
Leydig se encontravam hipertrofiadas com circulos concéntricos gigantes de REL e
numerosas goticulas lipidicas (GL) espalhadas ao longo do citoplasma. Algumas destas
células ndo apresentavam nulcleo e estavam repletas de goticulas lipidicas, sugerindo uma
inibicéo da esteroidogénese e auséncia de drenagem de colesterol livre, permitindo assim que
este sgjare-esterificado e armazenado em goticulalipidica.

De acordo com Queto et a (2010), estudos realizados em colaboracdo com 0 nNosso
laboratério, mostraram que a DEC tem importante acdo no bloqueio da inflamacéo
eosinofilica pulmonar em camundongos sensibilizados com ovalbumina. A DEC bloqueia a
hiperreatividade pulmonar, a producdo de citocinas Th1/Th2 e o acimulo de eosindfilos, bem
como a eosinofilopoiese in vivo e in vitro através de mecanismos da via 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS/CD95).
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4.2 FUNCAO E ESTRUTURA HEPATICA

O figado pode execer até 100 funcdes diferentes, a maioria das quais € exercida pelos
hepatdcitos. A principal funcdo do figado envolve as rotas metabdlicas, anabdlicas e
catabolicas (GUYTON, 2006; GARTER; HIAT, 2007). Este 6rgdo desempenha papel
fundamental na homeostase corporal, envolvendo mdltiplos processos como a regulacdo do
metabolismo protéico e energético (MCCULLOUGH, 2000).

O hepatacito (figura 2) é a célula multifuncional do figado apresentando um nucleo
central e arredondado com um ou dois nucléolos bem evidentes (GUY TON, 2006). O espago
gue fica entre as placas de células sdo os chamados sinusdides, ou sgja, capilares hepéticos de
parede revestida por dois tipos celulares: células endoteliais tipicas dos capilares sanguineos e
macrofagos que, neste 6rgdo sdo chamados de células de Kupffer. As células de Kupffer
possuem nucleo oval, grande e nucléolo evidente. Apresentam intensa atividade fagocitaria,
pertencendo ao Sistema Mononuclear Fagocitario. O estreito espaco de Disse contém células
estreladas armazenadoras de vitamina A em forma de goticulas lipidicas (CORMACK, 2003 ;
GARTNER ; HIAT, 2007 ; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Ramo da
veia porta

Figura 2: Histologia da estrutura hepatica. A- Hepatécitos (H), veia cava central (VC), capilares
sinusoides (CS). B- Espaco porta contendo ramo da artéria hepatica, ramo da veia porta e ducto biliar.
Coloragéo com hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Na microscopia eletrénica (figura 3), a organela mais evidente do hepatécito € o
reticulo endoplasmético (RE). No reticulo endoplasmético rugoso (RER) é onde ocorre a
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sintese de varias proteinas como albumina, protrombina e fibrinogénio. Outro componente
importante € o glicogénio, de quantidade bastante variavel e que funciona como um depdsito
mobilizado pela célula quando ocorre hipoglicemia (TANIKAWA, 1971).

i 1) Canalicula
: // biliar
\ v i Jungbes
? ¢ \de ocluséo

{tight)

Fibras raticularas

intercalular

Figura 3: Estrutura geral dos componentes do hepatdécito. A- Desenho ilustrando a ultraestrutura de um
hepatdécito. B- Fotomicrografia de hepatdcito que possui numerosas or ganelas, tais como: nucleo, reticulo
endoplasméatico rugoso (RER) e liso (REL), mitocdndrias (Mi), peroxissomos (P), lisossomos (Li) e
particulas de glicogénio (Gl) (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

4.2.1 Farmacos e funcéo hepatica

As principais reagdes metabdlicas que se processam nos organismos animal e humano
s80 em grande parte realizadas no figado.

Quando um dado xenobiético é absorvido pelo organismo, sofre alteraces estruturais
gue permitem uma rgpida excrecdo. Para que isso segja possivel o organismo dispde de um
equipamento complexo de enzimas e co-factores bem como de fontes energéticas que,
atuando conjuntamente, tém como principal finalidade a desativagdo ou, pelo menos, a
diminuicdo da sua toxicidade, embora, em alguns casos, se obtenha o efeito oposto
(CARVALHO et al., 1993), além disso ocorre 0 aumento da hidrofilia e subsequentemente a

sua eliminagéo.
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As drogas sd0 uma causa muito comum de doenca hepética (STEVENS; LOWE, 2002).
Como principal érgdo metabolizador e desintoxicador do corpo, o figado esta sujeito a lesdo
por uma série de substancias quimicas farmacéuticas e ambientais. Toxinas (alcool, infeccbes
virais e parasitérias), perturbacfes de vascularidade ou de excrecdo biliar e tumores sdo as
principais causas de doenca hepatica (ROBBINS et al., 2005). Os individuos que ingerem
substancias hepatotéxicas, tal como o acool, apresentam um nimero aumentado de depdsitos
lipidicos nos hepatdcitos (MINCIS, 2002)

Muitos medicamentos podem induzir hepatotoxicidade clinica e/ou biol 6gica, havendo
necessidade de cuidadosa supervisdo. A definicdo de toxicidade hepética € baseada em
pardmentros bioquimicos - elevacdo das aminotransferases alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST); gama glutamil transferase (GGT) e da enzima fosfatase
alcalina (FA) ou em anormalidades clinicas (hepatite, ictericia) (LEWIS, 2000).

Testes da funcdo hepatica fornecem uma boa idéia da provavel causa da hepatopatia.
Alguns padrdes de anormalidade sugerem algum tipo de doenca, mas nenhum é especifico
(STEVENS, LOWE, 2002).

Os niveis de abumina no sangue refletem as propriedades de sintese do figado. Em
decorréncia da vida média, baixos niveis refletem doenca hepatica de longa duragéo,
particularmente desnutri¢do e cirrose (STEVENS; LOWE, 2002).
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4.3 ALCOOL — ASPECTOS GERAIS

No Brasil, um estudo epidemiologico realizado em 2001 pelo CEBRID (Centro
Brasileiro de InformacBes sobre Drogas PsicotrOpicas), entre os 8.589 entrevistados,
escolhidos aleatoriamente e representativos de 107 cidades do Brasil com mais de 200 mil
habitantes, observou-se que o uso de dcool, nas diferentes Regides, variou de 53% na Regido
Norte a 71,5% na Regido Sudeste. Esse mesmo estudo mostrou gue a taxa de dependentes de
acool variou de 9,2% na Regido Sudeste a 16,9% na Regido Nordeste (CARLINI et al.,
2002). Os problemas decorrentes do uso abusivo de dcool comprometem profundamente as
funcdes biol dgicas, psicol bgicas e sociais dos individuos af etados.

Apbs a ingestéo de etanol, sua absor¢do ocorre principalmente no intestino delgado,
por difusdo passiva (MINCIS, 2002) e, em menores quantidades, no estbmago e no célon. A
eliminacdo do etanol ocorre através da urina, pulmdes e suor em pequenas quantidades
(HOLFORD, 1987).

O figado € o 6rgéo mais suceptivel aos efeitos toxicos exercidos pelo consumo em
excesso de bebidas alcodlicas. Ele é responsavel por aproximadamente 90% da oxidagdo do
etanol (LIEBER, 1980).

No metabolismo hepatico do etanol, atuam duas rotas enziméticas acessorias e uma
principal que sdo encontradas em diferentes compartimentos celulares. A rota principa paraa
biotransformacdo do etanol no figado ocorre através da atividade da enzima &cool
desidrogenase (ADH), encontrada no citoplasma das células hepéticas, a qual produz
acetaldeido, posteriormente transformado até acetato, pela acdo da enzima aldeido
desidrogenase (ALDH). As outras duas rotas s8o compostas pelo sistema microssomal de
oxidacdo do etanol (MEOS — composto pela isoenzima CYP2EL da familia do citocromo
P450), encontrado no reticulo endoplasmético, e pela acdo da catalase, localizada nos
peroxissomos (ARTEEL et al., 2003). Uma visdo geral do metabolismo do etanol esta
representada na Figura 4.
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Figura 4: Metabolismo do etanol demostrando a participagéo do CY P 4502E1 nos microssomas hepaticos,
a acdo da ADH (&lcool desidrogenase) citoplasmatica e da catalase nos per oxossomas. Todas as reagdes
formam o acetaldeido que ser& oxidado na mitocondria pela ALDH (aldeido desidrogenase) (Robbins et

al., 2005).
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4.3.1 Metabolismo do etanol — desequilibrio celular

A oxidagdo do etanol pela acdo da enzima dcool desidrogenase e do CYP2EL é
dependente de dois cofatores o NAD* e o NADP", respectivamente. Esta dependéncia acaba
gerando um excesso de equivalentes reduzidos no citoplasma das células (ALBANO et al.,
1988; DUPONT et al., 1988) e deste modo, ocorre um desequilibrio no potencia redox,
gerando varias alteracbes metabdlicas como, por exemplo:

a) a concentracdo de lactato eleva-se em relagdo a concentragdo de piruvato, originando assim
um quadro de hipoglicemia, que podem evoluir para acidose latica e reduzir a capacidade do
rim em excretar acido Urico;

b) parte dos equivalentes reduzidos pode passar para a mitocondria através de processos como
o ciclo do afa-glicerfosfato, ciclo do acido mélico e do ciclo dos acidos graxos;

¢) acumulo de triglicerideos no figado e diminuicdo do consumo de &cidos graxos (GALLY et
al., 1999), devido a preferéncia do hepatécito pelo acool, reduzindo assim a atividade do ciclo
do &cido citrico e aumentando o depdsito hepético de gordura, originando a esteatose que
representa a primeira fase de lesdo hepética alcodlica (BERTELLI e CONCI, 1997).

Varios fatores contribuem para o desenvolvimento de doencas hepéticas ocasionadas
pelo excesso de ingestédo de bebidas alcodlicas. O tempo de consumo e o teor alcodlico da
bebida so dados relevantes a se considerar para o diagnostico. Provavelmente o etanol € como
um “potencial de hepatotoxinas’ no desenvolvimento de doencas hepaticas devido a
coexisténcia de fatores externos (ARTEEL et al., 2003). Entre estes esta 0 sexo (BECKER et
al., 1996), o polimorfismo de enzimas que metabolizam o etanol, fatores imunoldgicos,
exposicdo a outras substancias/drogas, infeccbes hepaticas virais, deficiéncia nutriciona e
obesidade.

A seguir, (Figura 5), demonstra-se um esquema que evidencia os multiplos fatores

envolvidos na resposta celular ao consumo abusivo de etanol, bem como as modificagtes

celulares em resposta a esta substancia.
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Metabolismo do etanol Inflamagio
T Produgio de acetaldeido - t lnfiltragio de células inflamatorias
1 Estado redox NAD{P)H + T Producido de células inflamatérias
T Enzimas CYP (2ZE1) t Producio de citocinas e quimocinas
ROS-ENS Sensibilizagdo
-
1 hiberagio de elétrons Alteraciio na sinalizaciio mtracelular
T Producio de células inflamatérias +— | | Producio de eneraia
| Metabolismo de proteinas com danos T Resposta a cifocinas e quimocinas

Figura 5: M ecanismos pelos quais 0 consumo excessivo de etanol pode levar aos danos no figado. Esquema
representando um ciclo continuo de danos e progr essdo da doenca. Adaptado de ARTEEL et al., 2003.

O metabolismo do etanol produz o acetaldeido, aumentando o estado redox celular e
induzindo a sintese de enzimas que metabolizam o etanol. Ocorre a inflamag&o juntamente
com o aumento de células imunes e sinais pré-inflamatorios (citocinas, quimiocinas). A
sensibilizagdo das células hepaticas via alteracdo da sinalizacdo intracelular, deplecdo das
reservas de energia da célula e aumento na resposta a estimulos externos e aumento da
resposta celular durante o tempo de agdo do etanol. Formam-se espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativos de nitrogénio (RNS) via liberacdo de eétrons do sistema
enzimatico (mitocondria e CY P4502E1), producdo de células inflamatérias e diminuicdo da
degradacdo de proteinas. Estes eventos ndo séo mutuamente exclusivos e tendem a aumentar
o efeito de outras rotas (ARTEEL et al., 2003).

O estresse oxidativo tem sido sugerido como uma das principais causas de lesdo
tecidual. Segundo Lee e colaboradores (2001), o estresse oxidativo tem um papel fundamental
na ativagdo da célula hepética estrelada, através daindugdo do NFkB.

A formacdo de radicais livres € um processo fisiolégico que ocorre durante o
metabolismo celular normal e as células dispdem de defesas para combater as agdes nocivas
do excesso destes radicais. Entretanto, algumas destas defesas séo diretamente atingidas em
casos de abuso de etanol (LIEBER, 1997).
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Dentre esses radicais livres, estdo as espécies reativas de oxigénio, como o anion
superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxil e peréxidos lipidicos, e as espécies
reativas de nitrogénio, como o peroxinitrito, que estdo envolvidos nas manifestacdes clinicas
das doencas hepaticas provocadas pelo abuso da ingestdo do etanol (HALLIWEL, 1987;
LIEBER, 1988; ASHAK et al., 1999). Os radicais livres se tornam t&o prejudiciais devido ao
fato de serem muito instéveis e reativos. Estes reagem com biomoléculas como o DNA e o
RNA, proteinas e lipidios, desestabilizando a fisiologia celular (ALEYNIK et al., 1998;
MEAGER et al., 1999).

4.3.2 Alcoolismo e o Sistemaimune

E um fato universalmente aceito que o alcoolismo crénico é acompanhado por vérias
alteracbes no sistema imunoldgico, 0 que induz varias conseqiiéncias patolégicas. Nesse
sentido, € costume referir-se a defeitos na resposta imune humoral e celular especifica
(MCGREGOR, 1986; SZABO, 1999; NELSON et al., 2002) e na resposta inespecifica
(inata), disturbios de estresse na depuragédo de antigenos por macréfagos alveolares e células
de Kupffer (L1U, 1979) ou menor atividade citotoxica associados com as células natural killer
(NK) (LASO et al.,, 1997). Tudo isto significa o estabelecimento de um estado de

imunodeficiéncia, com conseqliente aumento do risco de infecgdes graves (SZABO, 1999).

4.3.3. Leséo Hepatocelular

A associacéo do consumo de dcool com estetatose e necrose dos hepatocitos esta bem
estabelecida na literatura (TILG et al., 2000). Foi observado que o alcoolismo é também
acompanhado por outra forma de morte celular: apoptose (NEUMAN et al., 2002). No
desenvolvimento da lesdo hepatocelular é considerada de grande importancia a agéo de
citocinas, incluindo o fator de necrose tumora afa (TNF-a), que ja estd envolvido nos
estégios iniciais da doenca hepética alcodlica (DHA).

O TNF-a é sintetizado principalmente por mondcitos e macrofagos ativados. No
figado apenas as células de Kupffer sdo capazes de produzi-lo, embora ndo de forma
constitutiva, mas com ativacéo prévia. O TNF-a pode condicionar tanto & morte (necrose e/ou

apoptose) dos hepatocitos como sua proliferacdo. A iniciacdo do programa de apoptose
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dependera do equilibrio estabel ecido entre os sinais pré-apoptoticos e anti-apoptéticos (LASO
et al., 2005) (Figura6).

Etanaol
l’ —Intesting
f'/"- H‘H

Receptor Endatoxina Hepatocito

> N

_ I RLO LGsH
< Estrés oxidativ
)
L J
lﬁglﬂﬁpﬁer Necrosis
Apoptosis

Figura 6: A ativacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no desenvolvimento da apoptose e necr ose
dos hepatdcitos na doenca hepatica alcodlica. Inter-relagdes entre TNF-a e estresse oxidativo. GSH:
glutationa; I1kB: inibidor do fator nuclear kappa B, NFkR3: fator nuclear kappa B; RLO: radicaislivres de
oxigénio (LASO et al., 2005).

O TNF-a é um importante determinante da disfuncdo endotelial, que se manifesta pelo
aumento da permeabilidade vascular e da expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais dos sinusdides hepéticos. Em conjunto, as quimiocinas exercem uma agdo
guimiotética e ativadora dos neutréfilos polinucleares e favorecem o recrutamento de
leucdcitos circulantes para o figado (LASO et al., 2005). Alguns pesguisadores ainda
encontraram uma elevacdo de TNF-o e IL-8 em amostras de tecido hepético (NEUMAN et
al., 2001).

O estresse oxidativo gerado pelo metabolismo do etanol no hepatdcito ndo € apenas
um fator promotor de necrose e apoptose, mas também radicais livres (RL) liberados neste
processo ativam as células de Kupffer e NFkB, aumentando a sintese de TNF-a e de outras
citocinas pré-inflamatérias (LANDS, 1995), e nesse sentido, a deficiéncia de antioxidantes S-

adenosil-L-metionina (SAMe) esté associada com aumento da secre¢do de TNF-o (CHAWLA



Rocha, SW.S. 23

et al. 1996; ROMAN et al. 1999). Por outro lado, a endotoxina promove a formagéo de RL
nas células de Kupffer, o que contribui para aumentar ainda mais a producéo de citocinas
(LASO et al., 2005).

Embora a inflamag&o do parénquima hepético seja a definicdo patolgica de hepatite
alcodlica, a presenca de alteracdes inflamatérias no figado pode ser visto claramente em
gualquer momento da evolugdo da DHA. Isto porque, na grande maioria, envolve mecanismos
semelhantes aos descritos na lesdo hepatocelular. De fato, na hepatite alcodlica tem-se
constatado um aumento dos niveis sericos de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a (HILL et al., 1992;
NEUMAN et al., 2002).
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4.4 ASPECTOS GERAIS SOBRE DESNUTRICAO

A desnutricdo é um dos problemas nutricionais mais preocupantes nos paises em
desenvolvimento. Segundo dados da Organizagdo Mundial de Agricultura e Alimento (Food
and Agriculture Organization - FAQO), h& 1,02 bilhfes de pessoas desnutridas no mundo
(FAO, 2009). A Figura 7 mostra 0 nimero da composi¢éo regional de pessoas subnutridas em
2009, estimada pela FAO. E afigura 8 ilustra a distribui¢céo da prevaléncia de subnutricdo na
populacdo mundial.

FAD estimates of number of undernourished people in 2009,

by region (million people)

Developed market economies 15

MNear East and North Africa 42

Latin America and the Caribbean 53 |

sub-5aharan Africa 265 ‘ ' "‘“‘--_._.._.'-/

Asia and the Pacific 642

Figura 7: Estimativa do nimero de pessoas desnutridas por regido (FAO, 2009).

A fome, que afeta uma em cada cinco pessoas nos paises subdesenvolvidos, € um
profundo impedimento ao avanco individual e socia (EVANS, 2004).

No Brasil, a pobreza afeta mais de um quarto da populagéo — em torno de 44 milhdes
de pessoas (FAO, 2003). Segundo a FAO, 16.7 milhdes de pessoas estdo subnutridas no
Brasil atualmente. Em nove estados do Nordeste do pais, quase metade de todas as familias
vive com aproximadamente um dolar americano por dia. Embora as porcentagens de criancas
com desnutri¢cdo grave estejam diminuindo na maioria das regides, a méa nutricéo atinge uma
guantidade crescente de criancas de 0 a5 anos de idade.

Desnutricdo energético-protéica caracteriza-Se por um menor aporte de nutrientes as
células em relagdo as necessidades destas. Afeta fundamentalmente as faixas mais

susceptivels a desnutricdo: infancia, velhice, gravidez e lactacéo (ELIA, 2000).
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A desnutricdo protéico-energética ndo adaptada é perigosa ndo apenas porque a perda
de proteina ininterrupta pode se tornar prejudicia a vida, por comprometer os muasculos do
coragdo e o sistema respiratorio, mas também porgue compromete 0 sistema nervoso e o
imunoldgico. Limitando a defesa do individuo, ela o torna suscetivel a um ciclo vicioso de
infeccOes, diarréia, mais perda de nutrientes, infecgdes oportunistas e morte (RIELLA, 2001;
MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005).

25 35 50> nodata
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Figura 8: Prevaléncia de subnutri¢éo na populagdo mundial (FAO, 2009).

Quando existe um fornecimento energético adequado, mas com caréncia protéica,
denomina-se kwashiorkor; se ha um déficit global de proteinas e energia, trata-se de marasmo
ou desnutricdo energético-protéica (PEM- Protein-Energy Malnutrition), sendo esta a forma
mais frequiente de desnutricéo encontrada (OLIVEIRA & MARCHINI, 1998).

A desnutricdo protéico-energética pode manifestar-se de forma aguda ou crénica. A
forma aguda, caracterizada por perdas agudas, resulta em composicdo corporal aterada
enguanto na forma crénica predomina a atrofia, com reducdo linear no crescimento. Em bebés
e criangas mais velhas, as formas agudas e crénicas podem ser diferenciadas através das
proporgdes peso-atura e peso-idade, respectivamente. Categorias de doencas podem ser
distinguidas dentro de cada tipo de PEM através de comparacdo com valores de referéncia
(WOODWARD, 1998).

A desnutricdo pode ser classificada em priméria ou secundaria. A desnutri¢do priméaria
€ aquela em que a fata de nutrientes necessarios ao funcionamento normal do organismo

decorre da ingestéo deficiente de alimentos. Essa forma primaria de desnutricdo resulta de: 1)
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causas socio-econdémicas (pobreza, analfabetismo, deficiéncia de producdo de aimentos,
monocultura, tabus alimentares, etc.); 2) doencas fisicas ou psiquicas (anorexia nervosa,
bulimia), que dificultam aingest&o de alimentos.

A desnutricBo secundéria representa uma anormalidade de utilizagdo dos nutrientes
ingeridos. Pode ser acarretada por: 1) digestdo insuficiente de nutrientes causada por
insuficiéncia hepética, pancredtica, gastrica ou intestinal; 2) deficiéncia de absor¢ao por
alteracBes da mucosa gastrica ou intestinal; 3) utilizagdo inadequada de alimentos como no
diabetes e erros congénitos do metabolismo; 4) aumento do metabolismo com aumento da
utilizagdo dos nutrientes no hipertireoidismo; 5) aumento da excregdo de nutrientes como por
exemplo a proteina nas lesdes renais; 6) e destruicdo da microbiota intestinal por antibioticos
(BRASILEIRO-FILHO; 2006).

Experiéncias em animais submetidos a restricdo alimentar, demonstraram alteracfes
permanentes na capacidade de aprender. Criangas, desnutridas durante a vida intrauterina,
apresentam desempenho baixo nos testes de inteligéncia e menor capacidade de aprendizado,
sendo mais acentuado quanto mais precoce for a desnutricdo. Isto parece ser devido a
interferéncia no desenvolvimento organico adequado do individuo, afetando o nimero de
células cerebrais que sdo formadas durante a vida fetal (BRASILEIRO-FILHO, 2006).

Com a persisténcia das condic¢des adversas nos seus variados graus, vao se instalando
mecanismos fisiopatolégicos, determinando adaptacbes metabdlicas de diferentes
intensidades, desencadeadas e mantidas por controles hormonais (CARRAZZA, 1991;
WOODWARD, 1998).

Com uma restricdo energética prolongada, para sobreviver, o organismo lanca méo de:
glicogendlise, gliconeogénese e lipdlise. A musculatura esquelética, maior compartimento
corpora de proteinas, e o tecido adiposo, principal reserva energética, séo consumidos por
conta da manutencdo da homeostase (MARCONDES, 1976; CARRAZZA, 1991).

O déficit nutricional protéico incluem a remocdo de aminoécidos essenciais dos
tecidos para que o figado possa manter a homeostase, sendo que a quantidade de albumina
sintetizada pelo figado de ratos desnutridos € significantemente menor do que a dos
alimentados com dieta normal (KIRDCH et al., 1968; TOVAR et al., 1998). Na presenca de
subnutricdo, as proteinas intestinais e hepéticas so as que mais sofrem.

De maneira resumida, 0s principais sistemas bioquimicos envolvidos na manutencéo
da homeostase protéica e aminoacidica no organismo, sdo: 1) a captacdo e transporte de
aminoéacidos; 2) oxidacdo e catabolismo dos aminoécidos; 3) sintese protéica e 4) degradacdo

protéica. Aparentemente, a primeira resposta do organismo a uma menor ingestdo protéica
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e/ou de aminoacidos essenciais € uma reducdo acentuada da massa protéica corpérea que
MEesMOo em Processos carenciais agudos € acompanhada de redugdo da taxa de oxidagcdo de
aminoacidos. De forma simultanea e, progressivamente em maior intensidade, também ocorre
um declinio na taxa de sintese protéica corpérea. Além de menor sintese, que ocorre no
figado, este 6rgédo também diminui suataxa de liberacdo para periferia de proteina sintetizada,
como por exemplo, a abumina (DUTRA DE OLIVEIRA e MARCHINI, 1984; YOUNG e
MARCHINI, 1990).

Estudos em ratos submetidos as dietas com restricdo caldrica mostraram que o
organismo lanca méo indiscriminadamente do catabolismo das proteinas miofibrilares
musculares, mantendo niveis séricos normais de aminoéacidos necessarios para funcdes vitais
(ALMEIDA et al., 2002).

Joshi e colaboradores (2003) observaram que o peso do figado de ratos desnutridos era
menor do que o encontrado no grupo controle, no entanto, o depdsito de lipideos no figado de
animais alimentados com dieta de restricdo protéica foi maior do que observado em animais
do grupo controle. Esses dados sugerem que existem alteragbes na composicdo do figado
desses ratos. Esta observacdo assume importancia visto que em humanos, a restri¢cdo protéica

resulta em “figado gorduroso”, como descrito em criangas com desnutricdo tipo kwashiokor.
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RESUMO

A Dietilcarbamazina é o filaricida amplamente utilizado no tratamento da filariose
bancroftiana, entretanto, seu potencial farmacolgico ainda encontra-se pouco explorado. A
desnutricdo protéica apresenta ata incidéncia em varias populacbes de paises em
desenvolvimento e subdesnvolvidos, e algumas destas afetadas pela filariose linfética. O
objetivo do presente estudo foi analisar o efeito da DEC em hepatécitos de camundongos
desnutridos. Os camundongos foram divididos em sai's grupos experimentais. grupo controle
(C, DEC25 e DEC50) e grupo desnutrido (DC, DD25 e DD50). Ap6s a inducdo da
desnutri¢do, os animais foram submetidos ao tratamento com DEC nas concentracgdes de 25 e
50mg/kg por 12 dias. Foram realizadas andlises bioquimicas e fragmentos hepéticos foram
processados para microscopia Optica e microscopia el etronica de transmissdo. Em relacéo as
dosagens bioquimicas, foi observado uma reducdo significativa dos niveis séricos de
albumina do grupo DC em relagcdo ao controle, sendo esta uma caracteristica de desnutricao.
Entretanto, houve um retorno aos niveis basais nos grupos DD25 e DD50. Os grupos DC,
DD25 e DD50 apresentaram aumento significativo dos niveis de fosfatase alcalina em relagéo
ao controle (C). Nas andlises histologicas do grupo controle desnutrido (CD), observou-se a
presenca marcante de esteatose hepética. Apos o tratamento com a DEC, os grupos DD25 e
DD50 apresentaram reducdo da esteatose. A andlise ultraestrutural confirmou a reducgéo

dessas goticulas lipidicas nos animais desnutridos tratados com DEC, bem como a
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preservacdo de suas organelas. Dessa forma, a DEC tornase um farmaco de potencia

hepatoprotetor para o tratamento das |esdes ocasi onadas pela desnutricao.

Palavr as-chaves: Dietilcarbamazina, desnutricdo, efeito protetor.

INTRODUCAO

Dietilcarbamazina (DEC) é o filaricida mais amplamente utilizado no tratamento da
filariose bancroftiana, e que induz um rapido desaparecimento das microfilérias da circulacéo
sangiinea (1). A DEC € um derivado da piperazina sintetizada como 1-dietilcarbamil-4-
metil pi perazina e preparada naforma de cloridrato, citrato ou fosfato (2).

Maizels e Denhan (3) apresentaram uma hipotese para explicar 0 mecanismo
microfilaricidain vivo da DEC. A interpretacdo mais consistente para 0 mecanismo da DEC, €
a de que ela altera o metabolismo do &acido araquidénico na microfilaria e nas células
endoteliais do hospedeiro. Essas modificagdes levariam a uma vasoconstricgdo amplificando a
adesdo endotelial, propiciando a imobilizagdo do parasito circulante, aumentando a aderéncia
e a atividade citotoxica das plaquetas e granul6citos do hospedeiro. Esses eventos poderiam
representar a ativagdo do sistema imune inato ndo especifico, independentemente da resposta
imune adaptativa antigeno-especifico.

A DEC possui papel terapéutico como uma droga anti-inflamatéria para condicoes
asméticas (4, 5, 6). De acordo com o trabalho de Floréncio, Saraiva e Peixoto (7), apos 12
dias de tratamento com DEC os pneumécitos do tipo |l apresentaram um grande nimero de
vesiculas maduras levando a uma ativacdo do metabolismo de surfactante pulmonar com uma
posterior ativagdo de macrofagos alveolares, que poderiam ser explicadas por uma maior

atividade endocitica dessas células, as quais o responsaveis pela fagocitose do surfactante
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secretado pelos pneumacitos do tipo 1I. O aumento da sintese e secrecdo de surfactante
promoveria uma diminuicdo da tensdo superficia dos alvéolos, reduzindo os esforcos
musculares decorrentes dos movimentos respiratorios. Tais resultados poderiam explicar 0
alivio dos sintomas da asma apés o tratamento com DEC como previamente observado por
Liuet al. (8).

De acordo com Queto et al. (9), a DEC tem importante acdo no blogueio da
inflamacdo eosinofilica pulmonar em camundongos sensibilizados com ovalbumina. A DEC
bloqueia a hiperreatividade pulmonar, a geracdo de citocinas envolvidas na producéo,
ativacdo e migragdo de eosindfilos e a eosinofilopoiese in vivo e in vitro através de
mecanismos da 6xido nitrico sintase induzivel via iINOS/CD95.

A desnutricdo € um dos problemas nutricionais mais preocupantes nos paises em
desenvolvimento. Segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAO), ha 1,02
bilhdes de pessoas desnutridas no mundo (10). A fome, que afeta uma em cada cinco pessoas
nos paises subdesenvolvidos, é um profundo impedimento ao avango individual e social (11).

As reagOes a0 déficit nutricional protéico incluem a remocdo de aminoacidos
essenciais dos tecidos para que o figado possa manter a homeostase, sendo gque a quantidade
de albumina sintetizada pelo figado de ratos desnutridos € significantemente menor do que a
dos alimentados com dieta normal (12, 13).

AlteracOes metabdlicas e morfolégicas em diversos 0Orgdos, resultantes dessas
situagdes ja sdo bastante conhecidas pela comunidade cientifica e pela populagdo em geral.
Como estas situagOes estdo presentes e sdo significativas, 0 estudo de suas repercussdes no
funcionamento hepatico acrescido ao efeito da DEC é de grande importancia, diante da
grande utilizagdo deste filaricida.

Sendo assim, faz-se necessario esclarecer se existem dteragOes metabolicas e

histopatol 6gicas importantes em diversos tipos celulares do individuo sob tratamento, que
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pode se apresentar desnutrido. O presente trabalho verificou a agdo da DEC através de
andlises morfologicas (histolégicas e ultraestruturais) e bioguimicas sobre hepatdcitos de

camundongos desnutridos para possiveis anal ogias com casos humanos.

MATERIAL E METODOS

Animais
Foram utilizados 48 camundongos machos da linhagem C57BL/6J de 30 dias de idade,

pesando entre 15-16 gramas, provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério —
CECAL (FIOCRUZ - Rio de Janeiro) e mantidos no Biotério Central do Centro de Pesquisas
Aggeu Maga h&es da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM-FIOCRUZ). Os camundongos foram
aclimatados a 22°C, iluminagdo artificial com |ampadas fluorescentes estabelecendo um
fotoperiodo de doze horas claro e doze horas escuro e alimentados com dieta purificada

fornecida pela Empresa Pragsoluces®, Sdo Paulo. Os animais foram pesados diariamente.

Solugbes de DEC
As solucdes foram compostas por dgua destilada e o pd de DEC (Farmanguinhos, BR)

nas seguintes concentragdes. 25 mg/kg e 50 mg/kg, sendo padronizadas diariamente de acordo
com 0 peso dos animais.

Para andlise dos efeitos do tratamento com DEC foram realizadas administragdes
diérias da solucéo de DEC por gavagem (canula estomacal), em volume total de 200ul, por 12
dias. Os animais dos grupos controle também receberam 200ul de &gua destilada pela mesma
viade administracéo (14).

As doses de tratamento foram gjustadas com base nos cléassicos estudos metabdlicos, o

gue indica que a taxa metabdlica total de um camundongo de 30g € aproximadamente sete
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vezes ataxa metabdlica total de um humano de 70 kg (15). Assim, no presente estudo, a dose
maxima de DEC (50mg/kg) utilizada foi cerca de sete vezes a dose terapéutica de filariose

linfética recomendada pela OMS, que é de 6 mg / kg por 12 dias.

Dietas e model o de desnutrigdo

Os animais foram submetidos a dois tratamentos nutricionais com dieta padréo com
ingredientes purificados (Pragsolucdes®, Sao Paulo) contendo 20% de proteina e uma dieta
de restricdo protéica para inducdo da desnutricdo contendo 4% de proteina caseina (16), sua
composicdo estd mostrada na tabela 1. Apds aproximadamente 30 dias de administracdo da
dieta de restri¢cdo, quando os animais do grupo desnutrido a cangaram aproximadamente 20%
de perda de peso, em relagdo ao grupo controle (C) (16), foram administradas as solugdes de

DEC.

Desenho Experimental
Os grupos experimentais e controle foram compostos por 08 animais cada, alocados
em gaiolas de acrilico recebendo &gua e dieta ad libitum.
O estudo foi dividido em duas etapas experimentais que estéo divididos em:
Experimento 1 — Tratamento com Solucdo de DEC 25mg/kg e 50mg/kg
Os grupos foram compostos por animais com 60 dias de vida.
Grupo 1 (C): Administracdo de agua destilada.
Grupo 2 (D25): Administracéo de solucéo de DEC 25mg/kg.
Grupo 3 (D50): Administracdo de solucéo de DEC 50mg/kg.

Experimento 2 - Dieta e Tratamento com DEC
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Os grupos experimentais e controle foram compostos por animais que iniciaram o
tratamento com a dieta de restricdo com 30 dias de idade e o tratamento com a DEC aos 60
dias deidade.

Grupo 4 (DC): Administracédo de agua destilada e dieta de restricéo.
Grupo 5 (DD25): Administragéo de solucéo de DEC 25mg/kg e dieta de restricao.

Grupo 6 (DD50): Administragéo de solucéo de DEC 50mg/kg e dieta de restricao.

Microscopia Optica

Os fragmentos hepaticos foram fixados em solucdo de formaina a 10%. Apos 24
horas de imersdo, o tecido foi submetido a desidratacdo em solugbes de concentracdo
crescente de etanol, dois banhos de tolueno e incluido em parafina. Cortes de 4 um de
espessura foram desparafinados em tolueno e re-hidratados em solugdes de concentragéo
decrescente de etanol. Terminado o processamento, as laminas de cada fragmento
hepético foram coradas pela técnica de Hematoxilina — Eosina (H.E.) e foram montadas
com Entellan, em seguida foram analisadas ao microscopio de luz (Axiocam 2.0 - Carl Zeiss)

com o auxilio de um patologista.

Microscopia Eletrénica de Transmissao

Os fragmentos foram lavados duas vezes em PBS e fixados por duas horas numa
solucéo contendo glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sddio a0,1M, pH 7.2. Lavados
trés vezes em tampdo cacodilato 0,1M e pos-fixados, durante uma hora, numa solucéo
contendo 1% de tetroxido de ésmio, 5mM CaCl, e 0,8% de ferricianeto de potassio em
tampéo cacodilato 0,1M, pH 7.2. Novamente, foram lavados no mesmo tampéo, contrastados
em bloco com acetato de uranila a 2% e desidratados em série crescente de acetona. Para

finalizar o processamento as amostras serdo infiltradas e emblocadas em resina Epon 812
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(Sigma Company, St Louis, MO). O materia foi cortado em ultramicrétomo e as grades

forma coradas com citrato de chumbo e acetato de uranila 5% em égua.

Andlises Bioquimicas

Foram colhidas amostras de sangue venoso e apés a formacgdo do coagulo, foram
centifugadas a 3000 RPM por 5 minutos. Desta forma, o soro foi separado e utilizado para
andlise da funcdo hepatica através da dosagem das enzimas AST, ALT e Fosfatase Alcalina,
das Bilirrubinas Total, Direta e Indireta, do Colesterol, dos Triglicerideos e da Albumina pelo

método espectrofotomeétrico no aparelho Hitachi 912 — Roche.

Consideragdes Eticas
O presente trabal ho tem aprovag&o da Comissio de Eticano Uso de Animais (CEUA-

FIOCRUZ), cujo Protocolo P. 0169-03.

Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para as comparagOes
estatisticas, foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) para medidas paramétricas,
associada aos testes de Dunnett e o teste Tukey utilizado como teste a posteriori. Valores de
probabilidade menor que 0,05 foram considerados significantes. O programa utilizado foi

GraphPad Prism versdo 5.

RESULTADOS

Peso corporeo
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Os animais mantidos com ragdo hipoprotéica apresentaram significativa reducéo do
peso corpéreo (CD) (18,46 + 0,2099*) quando comparado com o animais do grupo controle
(C) (24,03 = 0,7583). Os animais desnutridos tratados com DEC DD25 (18,47 + 0,8049*) e
DD50 (19,03 + 0,7158*) também apresentaram diminuicdo significativa do peso corporal

(Tabela2).

Alteracbes Metabolicas

Os niveis de fosfatase alcalina dos grupos desnutridos CD (198,5 + 39,69), DD25
(174,8 £ 38,29) e DD50 (165,5 + 40,43), foram estatisticamente significativos, comparado
com o grupo controle C (104,2 + 5,786) (Figura 1). No entanto, os grupos tratados com DEC
D25 (128,5 + 15,10) e D50 (126,5 + 18,27 ) apresentaram niveis séricos de fosfatase acalina
estati sticamente menores em relagéo ao grupo CD (198,5 + 39,69). Os niveis séricos de ALT
e bilirrubina n&o apresentaram val ores significantivos entre 0s grupos acima citados.

Em relacdo aos niveis de albumina sérica, apenas o grupo controle desnutrido CD
(2,520 £ 0,4147) apresentou valores significativamente menores em relagdo ao grupo controle
C (3,267 + 0,4274) (Figura 2). Os grupos DD25 e DD50 apresentaram niveis semelhantes ao

grupo controle (C)

AlteracOes Histol 6gicas

A andlise histoldgica dos fragmentos hepéticos do grupo controle (C) mostrou tecido
bem preservado, de aspecto padr&. Nenhuma ateracdo histolégica foi observada nos
hepatdcitos dos animais deste grupo (Figura 3 A). Apds o tratamento por 12 dias com DEC
(D25 e D50), foi possivel observar a presenca de alguns focos de degeneracéo hidropica no

parénquima hepético, 0s vasos sanguineos apresentaram padrao tipico (Figura 3 B-C).
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Nos cortes histologicos dos grupos de camundongos desnutridos (CD, DD25, DD50), a
alteracdo histol6gica mais marcante foi a presenca de varias goticulas lipidicas dispersas no
citoplasma dos hepatdcitos, caracterizando um processo de esteatose hepatica (Figura 3 D, E,
F). Além da esteatose, a degeneracdo hidropica foi observada entre os grupos CD, DD25 e

DD50 (Figura3D, E, F).

AlteracOes Ultraestruturais

A andlise ultraestrutural dos hepatdcitos do grupo controle apresentou padréo
morfolgico caracteristico com reticulo endoplasmético rugoso e mitocondrias (Figura 4 A).
Os hepatdcitos do grupo tratado por 12 dias com 25mg/kg e 50mg/kg de DEC (D25 e D50)
apresentaram uma proliferacdo das membranas do reticulo endoplasmatico rugoso, no entanto
suas caracteristicas apresentam-se semel hantes ao grupo controle (Figura4 B e C).

Em relaco aos desnutridos, o grupo controle (CD) mostrou grandes goticulas
lipidicas, sendo a esteatose um processo compativel com a desnutricdo. Poucos reticulos
endoplasmaticos e peroxissomos foram visualizados e evidente degradacdo citoplasmética
focal (Figura 4 D). Os animais desnutridos tratados com 25mg/kg e 50mg/kg DEC (DD25 e
DD50), mostraram semel hangas com o grupo controle desnutrido (CD), com poucas inclusdes
lipidicas dispersas no citoplasma, e reducdo dos danos ocasionados pela desnutri¢do protéica

(FiguradEeF).

DISCUSSAO

Modificagbes na dieta e no estado nutriciona podem influenciar alteragdes

metabdlicas, neuroldgicas, e induzir a resposta inflamatoria devido a maior predisposicéo a
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agentes infecciosos (17, 18, 19). Neste estudo avaliamos as alteracBes bioquimicas,
histopatélogicas e ultraestruturais em células hepéaticas de camundongos desnutridos e
submetidos ao tratamento com DEC.

Os animais aimentados com ragcdo hipoprotéica consumiram menor quantidade de
proteinas, em relacdo aos controles, proporcionando uma reducdo significativa do peso
corporal. A restricdo protéica utilizada neste estudo causou uma reducdo de mais de 20% de
perda de peso, em relagdo aos grupos controles, estando em consonéncia com dados da
literatura e indicando a adequacéo do model o proposto (16, 17).

Em relacdo aos nivels séricos de fosfatase alcalina (FA), Metwalli et a (20)
observaram alguns aspectos sobre a FA do figado de camundongos submetidos a desnutricéo
protéico-energética e verificaram aumento da sintese protéica desta enzima nesses animais
desnutridos.  Outro trabalho mostrou que elevagbes da FA sdo anormalidades comuns em
testes bioquimicos de caninos desnutridos (21). De forma semelhante, Osborne et al. (22)
administrando dietas com restricdo de proteinas a camundongos, observou aumento da FA.
Com base nestes dados, a deficiéncia de proteina deve ser considerada como causa leve ou
moderada de dano hepatobiliar. Corroborando com esses estudos, nossos resultados
evidenciaram o aumento significativo da fosfatase alcalina nos animais dos grupos denutridos
CD, DD25 e DD50 em relagéo ao grupo controle (C). No entanto, deve ser ressaltado que a
exposicdo a DEC ndo alterou significativamente os niveis séricos de FA entre 0s grupos
desnutridos.

A hipoalbuminemia esta relacionada a falta de aminoacidos para a sintese de albumina
ou a uma menor capacidade de sintese desta proteina. Foi observado que apenas 0 grupo
controle desnutrido apresentou diminuigdo significativa da albumina em relagdo ao grupo C.
Indicando que neste tipo de desnutri¢do pode haver um decréscimo da transcricéo do gene da

albumina expresso pelo figado (23, 24). No entanto, animais desnutridos e tratados com DEC
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(DD25 e DD50), ndo apresentaram diminuicao significativa da albumina sérica em relagéo ao
grupo controle.

A andlise histoldgica do grupo controle desnutrido (CD) apresentou como resultado um
actimulo de lipidios no citoplasma dos hepatécitos, caracterizando um processo de esteatose. Joshi €
colaboradores (26) observaram que o depdsito de lipideos no figado de animais alimentados
com dieta de restricdo protéicafoi maior do que observado em animais do grupo controle. Isso
ocorre, devido a uma reducdo da sintese de lipoproteinas responsaveis pelo transporte de
triglicerideos e colesterol enddgeno e a retirada destes do tecido hepético (27). Dessa forma, o
principal indicio causador de esteatose hepética nos animais estudados foi possivel mente a diminuicdo

de proteinas carreadoras e consequente actimulo de triglicérides e colesterol nos hepatdcitos. Porém,
as andises dos grupos DD25 e DD50, apresentaram reducdo do acumulo de goticulas
lipidicas nos hepatdcitos quando comparados com o grupo desnutrido (CD). Estes resultados
estdo de acordo com Gonzales et al., (28), que relataram reducéo de trigliceridio hepético em
ratos que tiveram um processo inflamatério agudo induzido por CCl,, Esses autores sugeriram
que a DEC atua nos produtos do metabolismo do é&cido araquiddnico durante o
desenvolvimento de lesdo hepética (28).

A andlise ultraestrutural do figado dos animais desnutridos do grupo CD, confirmou a
presenca de grandes goticulas lipidicas dispersas no citoplasma. Além disso, foram
observados reticulo endoplasmético reduzidos e poucos peroxissomos, além de degradacéo
citoplasmatica focal. De acordo com Brooks et al, (29), apds analisarem ultraestruturalmente
o tecido hepatico de criancas com desnutricdo protéica-energética, estes autores observaram
além de vérias goticulas lipidicas, edema mitocondrial, escassez de glicogénio, reducdo de
reticulo endoplasmético e peroxissomos e ateragcBes citoplasméticas. A diminuicdo de
peroxissomos pode interromper a beta-oxidacdo dos écidos graxos de cadeia longa e acentuar
o acumulo de lipidios. Além disso, uma reducdo na concentracdo de catalase reduz a

desintoxicagdo dos radicais livres. Como a concentragdo de outros anti-oxidantes,
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nomeadamente glutationa, também é reduzido, os danos dos radicais livres pode ocorrer,
levando a peroxidacdo lipidica das membranas, dano mitocondria e influxo de &gua e
eletrolitos para a célula (30). Neste trabalho, ap6s o tratamento com a DEC os animais
desnutridos do grupo DD25 e DD50 apresentaram uma reducdo evidente dos danos hepaticos
gerados pela restricdo protéica. Possivelmente a DEC atuou como um agente hepatoprotetor,
reduzindo os niveis de radicais livres e consequentemente diminuindo a peroxidacdo lipidica.
Outras investigagdes estdo em andamento em nosso laboratério para verificar os
mecanismos de a¢do da DEC sobre células hepaticas de camundongos submetidos a restricéo
protéica. Assm, poderemos confirmar o efeito benéfico da DEC frente as lesdes causadas

pela desnutricéo protéica.
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Tabela 1. Composicdes das dietas experimentais

Igredientes Dieta Controle* Dieta Restricéo*
(g/kg dieta) (g/kg dieta)
Caseina (>85% ptn) 200 40
Sacarose 100 100
Fibra 10 10
Oleo de milho 80 80
Misturas minerais** 40 40
Misturas de vitaminas** 10 10
DL- metionina 15 15
Bitartrato de colina 25 25
Amido de milho 556,5 716,5

* Dietaisocal6ricafornecendo 1716.3 kJ/100g (410.6kcal/100g).
** Mistura vitaminica e salinica preparada de acordo com as recomendactes do

American Institute of Nutrition (31).
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Tabela 2- Peso corporal dos camundongos C57BL/6J submetidos ao tratamento com a DEC,

desnutridos e a coolizados.

Parametro C D25 D50 CD DD25 DD50

Peso 2403+ 2365+ 2449+ 1846 + 1847 + 19,03 *

Corporal 0,7583 0,7722 0,7513 0,2099* 0,1423* 0,1265*

Os dados que estéo expressos sdo as médias com 0s desvios padroes.
* Representa valor estati sticamente significante quando comparado ao grupo controle

(ANOVA p<0,05).
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Figura 1- Enzima fosfatase alcalina (FA mg/dl). Diferenca significativa dos grupos

%
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desnutridos (CD, DD25, DD50) em relacéo ao grupo controle (C) que recebeu apenas
adgua, bem como os animais D25 e D50 em relagdo ao grupo CD (* P<0,05;

**P<0,02; *** P<0,01).
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Figura 2- Dosagem bioquimica da Albumina sérica (g/dl). Diminuicdo significativa

do grupo controle desnutrido (CD) em relacdo ao grupo controle (C) que recebeu

apenas agua (* P<0,05).
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Figura 3: Micrografia dos hepatécitos. A- Grupo controle (C), mostrando a morfologia
tipica; B- Grupo tratado com DEC 25mg/kg (D25); C- Grupo tratado com 50mg/kg de
DEC (D50). D- Grupo controle desnutrido (CD); E- Grupo desnutrido e tratado com DEC
25mg/kg (DD25); F- Grupo desnutrido e tratado com 50mg/kg de DEC (DD50). Vaso
sanguineo (V), goticulas de lipidios (Li), degeneracdo hidropica (seta). Coloragdo H.E.;

Barra= 20pum.
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Figura 4: Ultramicrografias dos grupos controles e desnutridos tratados com DEC. A-
hepatécitos do grupo contrdle (C). B- Grupo tratado com 25mg/kg de DEC (D25). C- Grupo
tratado com 50mg/kg de DEC (D50). D- Grupo controle desnutrido (CD), mostrando

grandes inclusdes lipidicas. E- Grupo desnutrido e tratado com 25mg/kg DEC (DD25). F-

Grupo desnutrido e tratado com DEC 50mg/kg (DD50). Mitocondria (M), glicogénio (G),
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reticulo endoplasmético rugoso (RER), goticulas lipidicas (Li), peroxissomos (P). Barra =

2um.
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ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF DIETHYLCARBAMAZINE IN HEPATIC

CELLSOF ALCOHOLIC C57BL/6J MICE

Artigo aser submetido arevista: Journal of Hepatology



Rocha, SW.S. 67

ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF DIETHYLCARBAMAZINE INHEPATIC
CELLSOFALCOHOLIC C57BL/6J MICE
Sura Wanessa Santos Rocha, *Bruna dos Santos Silva, 'Dilénia Cipriano Torres de Oliveira,

2Ana Cdlia Oliveirados Santos, ** Christina Alves Peixoto.

! aboratério de Ultraestrutura, Centro de pesquisas Aggeu Magalhdes - FIOCRUZ,
Pernambuco, Brazil, L aboratério de Bioquimica, Universidade de Pernambuco, Pernambuco,
Brazil. *Laboratério Microscopia e Microandlise, Centro de Tecnologia Estratégicas do

Nordeste - MCT, Pernambuco, Brazil.

* Correspondence address. Christina Alves Peixoto, Departamento de Entomologia, Centro de
Pesguisas Aggeu Magalhdes, Av. Moraes Rego g/n, Cidade Universitéria, 50670-420, Recife,
PE, Brazil.

Fax: 55-81-21012500, Phone: 55-81-21012551.

E-mail: peixoto.christina@gmail.com



Rocha, SW.S. 638

ABSTRACT

Pharmacologica studies showed that DEC interferes with the arachidonic acid metabolism,
acting as an anti-inflammatory drug. There are substantial information that DEC blocks a
number of stepsin both cyclooxigenase (COX) and lipoxygenase pathways. The present work
analyzed the protective effect of diethylcarbamazine in hepatic cells of alcoholic mice. Forty-
eight male C57BL/6 mice were separated in groups: control group (C, DEC25 e DEC50) and
alcoholic group (CEtOH, EtOH25 e EtOH50). After the induction of alcoholism, mice were
submitted 12 days of treatment with DEC solutions in concentrations of 25 and 50mg/kg
orally. Biochemical analysis were performed and liver fragments were processed for light
microscopy and transmission electron microscopy. The level of AST increased significantly
in the control group subjected to alcohol (CEtOH) compared with the control group (C). We
observed a significant reduction of serum AST and alcoholic groups DEC-treated EtOH25
and EtOH50 compared with the group that received no treatment CEtOH. The serum ALT,
akaline phosphatase and bilirubin avaliations showed no significant differences among the
groups. Histological analysis of CEtOH group showed evident hepatocellular damage.
However, in EtOH25 and EtOH50 groups, we observed a reduction of damage caused by the
chronic ingestion of ethanol. Ultrastructural analysis of hepatocytes EtOH25 and EtOH50
group presented well-preserved organelles. Immunohistochemistry CEtOH group revealed
expression of inflammatory markers IL-6, eNOS, CCR2, VCAM and ICAM, however the
EtOHS50 group showed no immunoreactivity for any of these markers. According to the
present results, DEC is a potential drug for the treatment of chronic inflammation induced by

alcoholism.
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INTRODUCTION

Diethylcarbamazine is the filaricida most widely used in the treatment of lymphatic
filariasis, since 1947 (1). Currently, there have been few studies conducted on the mechanism
of action of this drug despite more than 50 years of use. Some studies performed on
vertebrates show that this drug has severa direct biochemical effects on different enzyme
systems, including glycolysis, folate metabolism and activity of acetylcholinesterase (2). DEC
also has anti-inflammatory properties, as a result of its interference with the metabolism of
arachidonic acid, which includes lipoxygenases (LOX) and cyclooxygenases (COX) enzymes
(3, 4). According Queto et a. (5), DEC has important roles in blocking the pulmonary
eosinophilic inflammation in mice sensitized with ovalbumin. Besides, DEC effectively
prevented the effects of subsequent airway resistance, Thl/Th2 cytokine production,
pulmonary eosinophil accumulation and eosinophilopoiesisin vivo and ex vivo. DEC directly
suppressed | L-5—-dependent eosinophilopoiesis in naive bone marrow (5).

Chronic alcoholism is associated with numerous pathological processes that affect
different organs, especialy liver, pancreas, heart and brain (6). Other studies found that
chronic consumption of alcohol activates the hepatic inflammatory response (7), peripheral
blood monocytes, some subsets cytotoxic T lymphocyte (8, 9, 10) and Natura Killer cells (7).
This study investigated the action of DEC on hepatocytes through morphological,
biochemical and molecular assays on alcoholic male mice of strain C57BL/6J for possible

anaogies to human cases.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Forty-eight male C57BL/6 mice with 4-5 weeks old and weighting 15-16g were used
in al experiments. Mice were examined for health status and acclimated to the laboratory
environment at 23°C and 12h light: 12h dark photoperiod. The animals were housed in metal
cages and fed a standard diet and water ad libitum. All experiments were carried out

according to ethical guidelines (P.0169-03/CEUA-FIOCRUZ).

Diethylcar bamazine Solutions

The solutions were compound of distilled water and DEC (Farmanguinhos, BR)
adjusted according to the body weight of each animal. The treated groups received 25mg/kg
(D25) and 50mg/kg (D50) of DEC for twelve days, by gavage (200ul). The control group (C),
composed by 08 animals, received just distilled water by the same administration via (11).
Classical metabolic studies describes the total metabolic rate of a 30g mouse as 961 kJ per kg
body weight, which is approximately seven times the total metabolic rate of a 70kg human,
138 kJ per kg (12). In the present work, the choice of using 50 mg/Kg as the maximum dose
of DEC was based on lymphatic filariasis therapeutic dose regimens recommended by WHO

is6 mg/Kg for 12 days.

Ethanol administration
After a week of acclimation, C57BL/6 mice with 30 days were separated in three

groups (n=8): 1) acoholic group (CEtOH) that received ethanol; 2) alcoholic plus 25mg/kg of
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DEC (EtOH25), 3) alcoholic plus 50mg/kg of DEC (EtOH50) respectively. Ethanol was
provided as ethanol in the drinking water at 10% (volume/volume) for 2 days, 15% for 5 days,
and 20% for 5 weeks (13). According Cook et a (13), changes described in the innate
immune system are present after 3 weeks at 20% ethanol. The solutions were changed daily
and the remaining liquid in the bottles was measured in graduated cylinder for analysis of the
final volume and then discarded. After 5 weeks of alcoholism induction, mice were submitted
to 12 days of treatment with DEC solutions in concentrations of 25 and 50mg/kg orally. The

alcoholic group received only water for 12 days.

Optical Microscopy

Liver fragments were fixed in 10% formalin for 24 hours, processed and embedded in
paraffin. Sections 4-5um were cut, mounted on glass dides. Slices were stained with
hematoxylin-eosin and evaluated with a inverted microscopy (Observer Z1, Zeiss
Microlmaging GmbH) at a magnification of 400x, equipped with a camera (AxionCam MRm

Zeiss) an coupled to the area of the 4.7.4 image analysis program (Zeiss).

Electron transmission microscopy

The fragments of liver were fixed in a solution containing 2.5% glutaraldehyde and
4% formaldehyde in 0.1M cacodylated buffer. After fixation, the samples were washed twice
in the same buffer, and then they were post-fixed in a solution containing 1% osmium
tetroxide, 2 mM CaCl2 and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2,
dehydrated in acetone, and embedded in Epon 812 resin (Sigma Company, St Louis, MO).
Polymerization was done at 60°C for 2 days. Ultrathin sections were collected on 300-mesh
copper grids, counterstained with uranyl acetate and lead citrate, and examined with a

Morgani FEI transmission el ectron microscope.
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Immunohistochemical assays

After fixation, the liver fragments were embedded in paraffin. Sections (5 pum in
thickness) were cut and adhered to slides treated with 3-amino-propyl-trietoxi-silane (APES
[Sigma, USA]). Briefly, sections were deparaffinized with xylene and rehydrated in graded
ethanol (100 to 70%). To increase epitope exposure, the sections were heated for 30 minutes
in a sodium citrate buffer (0.01 M, pH 6.0). To minimize endogenous peroxidase activity, the
slides were treated with 0.3% (v/v) H202 in water for five minutes. The sections were washed
with 0.01M PBS (pH 7.2) and then blocked with 1% BSA, 0.2% Tween 20 in PBS for 1h at
room temperature. The sections were incubated for 12 hours at 4°C with monaoclonal antibody
against vascular cell adhesion molecule-l (VCAM-1) (eBioscience, San Diego, CA),
monoclona antibody against intercellular cell adhesion molecule (ICAM-1) (eBioscience,
San Diego, CA), polyclona antibody against endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
(Polyclonal Rabbit Anti-eNOS/NOS Type Il — BD Transduction Laboratories) and anti-
mouse against interleukin 6 (IL-6) (eBioscience, San Diego, CA) the optimal concentration
used was 1:100 for this antibodies. For the polyclonal antibody against chemokine receptor 2
(CCR2) (ABCAM, Cambridge, UK) the optimal concentration used was 1:300. The antigen-
antibody reaction was visualized with avidin-biotin peroxidase (Dako Universal LSAB ® +
Kit, Peroxidase) using 3.3-diaminobenzidine as the chromogen. The dlides were
counterstained in hematoxylin. Positive staining resulted in a brown reaction product.

Negative controls were treated as above, but with omission of the first antibody.

Biochemical deter minations
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Serum was evaluated for the lipid profile (cholesterol, HDL, LDL, VLDL and
triglyceride) and hepatic damage test (ALT, AST, alkaline phosphatase and bilirrubin). Serum
concentrations were measured by spectrophotometer method in Integra 400 — Roche. Dates

were compared by Tukey test.

Statistical analysis

Dates were expressed with mean + standard deviation. Differences between control
and treated groups were analyzed used analysis of variance (ANOVA) and Dunnet and
Tukey’s were used post hoc tests. Probability values less than 0.05 were significant. Software

used was GraphPad Prism version 5.

RESULTS

Ethanol consumption
Among the data analyzed, no significant difference in ethanol consumption between
the alcoholic group CEtOH (179.4 + 7.522) and DEC-treated EtOH25 (182.2 + 6.761) and

EtOH50 (181.2 £ 6.631) was observed throughout the experiment (data not shown).

M etabolic changes

No significant difference in lipid profile (total cholesterol, LDL, HDL and
triglycerides) was observed between groups exposed to ethanol (CEtOH) and groups exposed
to ethanol plus DEC-treatement (EtOH25 and EtOH50), when compared to the control group
(Table 1).

Regarding the liver enzymes, there was no significant difference in serum AST in

DEC-treated groups. D25 (110, 1 + 29.42) and D50 (116.8 + 31.8) compared to control C (80
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11 + 31.35). However, the level of AST increased significantly in the acoholic group
(CEtOH) (169.8 + 58.92) compared with the control group (C) (80.11 + 31.35) (Table 2). We
observed a significant reduction of serum AST in the alcoholics groups DEC-treated EtOH25
(99.18 + 40.71) and EtOH50 (102.6 + 13.34) when compared to the acoholic group that
received no treatment (CEtOH) (Table 2). EtOH50 and EtOH25 presented AST serum levels
similar to the control group (C).

The serum ALT, alkaline phosphatase and bilirubin avaliations showed no significant

differences among the groups.

Histological changes

Histological analysis of liver fragments of the control group (C) showed well
preserved tissue, composed of radially arranged cords of hepatocytes hepatic lobules (Figure 2
A). After 12 days DEC treatment (D25 and D50), we observed the presence of few hydropic
degeneration foci in the liver parenchyma (Figure 2 B and C).

In histological sections of the group that received treatment with ethanol (CEtOH), the
most evident histological alteration was the presence of macro-and microvesicular lipid
droplets in the cytoplasm of hepatocytes, which characterizes the process of steatosis (Figure
2 D). Furthermore, multiple foci of inflammatory infiltrates we observed including
macrophages next to the endothelium of the vessel. Some cells were in the process of necrosis
(Figure 2 D).

The group that received ethanol and was treated for 12 days with 25mg/kg of DEC
(EtOH25) presented a reduced number of lipid droplets (Fig. 2 E). Similarly, the ethanol plus
50mg/kg DEC-treated group (EtOH50) showed small droplets of lipids were observed. In

addition, important decrease in inflammatory infiltrates was detected (Figure 2 F).
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Ultrastructural changes

The ultrastructural analysis of hepatocytes of the control group showed typical
morphological pattern as rough endoplasmic reticulum, mitochondria, glycogen granules, a
clear nucleus presenting and prominent nucleoli (Figure 3). The hepatocytes of the DEC-
treated group for 12 days with 25mg/kg and 50mg/kg (D25 and D50) showed a proliferation
of membranes of rough endoplasmic reticulum (Figure 3 B and C).

The ultrastructural analysis of the ethanol control group (CEtOH) revealed chronic cell
injury characterized by the presence of several lipids droplets as well as an amorphous
accumulation of glycogen in the cytoplasm (Figure 3 D). The hepatocytes of the groups
EtOH25 and EtOH50 presented typical morphology, with well-preserved organelles (Figure 3

E and F), similar to the control group (C) (Figure 3A).

Immunohistochemical analysis

The immunohistochemical expression of IL-6 in the alcoholic group (CEtOH), was
located in the cytoplasm of Kupffer cells, aswell asin some endothelia cells and hepatocytes
membrane (Figure 4 A). However, the group subjected to ethanol plus 50mg/kg DEC had no
specific staining for this cytokine (Figure 4 B).

Immunoreactivity was observed for endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in
endothelial cells of blood vessels and macrophages of the CEtOH group (Figure 4 C).
However, the group EtOH50 showed a reduced immunoreactivity for this enzyme (Figure 4
D).

Regarding the chemokine receptor ligand 2 (CCR2), we observed immunostaining in

the cytoplasm of Kupffer cells of the CEtOH group (Figure 4 E), which is a characteristic of
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acute or chronic inflammatory response. The group EtOH50 show no labeling for CCR2
(Figure4 F).

By analyzing the expression of VCAM-1, which is a key determinant for recruitment
of leukocytes to the site of inflammation, there was a immunostaining in endothelial cells of
hepatic sinusoids and of others blood vessels in the group submitted only to ethanol (CEtOH)
(Figure 4 G). However, a weak immunolocalization was observed in animals subjected to
ethanol plus 50 mg/kg DEC- treated (EtOH50) (Figure 4 H).

Regarding the immunohistochemical expression of ICAM-1 in hepatic cells of the
CEtOH group, there was a large amount of immunoreactive Kupffer cells and endothelial
cells (Figure 4 1). The expression of these molecules has been attributed the work of
facilitating the transmigration of leukocytes across the vascular endothelium in inflammatory
processes. The alcoholic group plus 50mg/kg DEC-treated (EtOH50) did not show any

labeling for ICAM-1 (Figure 4 J).

DISCUSSION

Animal models of ethanol abuse have aso been reported to show increased
susceptibility to inflammation, and both human beings and animals chronically exposed to
excess ethanol have a range of immunologic aterations (14, 15). These aterations include
increases in T-cell activation in both human alcoholics (16, 17, 18) and mice consuming
ethanol chronically (15), which trough T cell receptor for antigen (TCR) induce a rapid
inflammatory response (15, 19).

Two weeks of ethanol administration to a mouse is only equivalent to a little over 1

year for a human, so it seems desirable to explore protocols that are equivalent to several
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years of heavy drinking in the human (14). In the present study, we have used time of 5 weeks
at an ethanol level, which is at near tolerated by mice on a chronic basis.

The chronic consume alcohol is associated with the overproduction of
proinflammatory cytokines such as interleukin-1f (IL-1p), IL-1, IL-8 and IL-6 (20, 21). These
cytokines play a vital pathological role in the development of alcoholic liver disease (ALD),
as demonstrated commonly in animal models, and mediates monocyte/Kupffer cell activation,
elevated vascular permeability, necrosis and/or apoptosis of hepatocytes, over expression of
adhesion molecules on endothelial cells, and the activation and chemoattraction of neutrophils
and mononuclear cells (22, 23). Individuals that chronically consume alcohol present lipid
deposits increased in hepatocytes and inflammatory responses (24). In the present work, lipid
accumulation we observed by both histology, ultrastructure in the ethanol group (CEtOH).
However, a reduction of lipid droplets and inflammatory infiltrates was observed in treated
DEC (EtOH25 and EtOH50) groups. Moreover, DEC-treated groups showed reduced
morphological damage.

DEC has a number of direct biochemical effects on a wide range of different enzyme
systems, including glycolysis, folate metabolism and acetylcholinesterase activity (2).
Pharmacological studies also have pointed out that DEC has an important antiinflammatory
role since it interferes with arachidonic acid metabolism (3,4).

Liver injury after ethanol treatment is a common phenomenon, and the obvious
indicator of liver injury is the leakage of cellular enzymes into plasma (25). The increase in
serum enzymes levels associated with ALT and AST has been observed in ethanol-treated
rats, which show enhanced permeability, injury and necrosis of hepatocytes (26).

Gonzales et a., (27) showed that rats with acute inflammation induced by CCl4 had a
reduction of liver damage after DEC treatment at 25 and 50mg/kg concentrations. Besides,

well- preserved organelles and membrane system of hepatocytes were observed, showing that
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the DEC had protective effect (27). According to Gonzales et al., (27), DEC treatment also
promoted reduction of ALT levels and triglyceridesin the liver of induced acute inflammation
by CCl4 in rats. These authors suggested that DEC acts on products of arachidonic acid
metabolism during development of liver injury (28). Corroborating to these data, the results of
the present study showed an increase of serum AST in group CEtOH which is characteristic
of abusive consumption of ethanol. However, the groups that received acohol and DEC
treatment (EtOH25 and EtOH50), had a significant reduction in levels of AST in serum,
suggesting that DEC present a hepatoprotective effect on liver, since the AST is a marker of
liver damage.

Excessive intake of ethanol leads to reduction of the immunological defense
mechanisms, evidenced as granulocitopoiese, chemotaxis, phagocytosis and cytotoxicity (29,
30). Alcohol is known to alter cytokine levels in a variety of tissues, including plasma, lung,
liver, and brain (31).

CEtOH group presented marked immunoexpression of inflammatory mediators IL-6,
eNOS, CCR2, ICAM-1 and VCAM-1. According to our results, treatment with DEC, in turn,
acted by decreasing the expression of proinflammatory cytokines in endothelial cells of
sinusoids and blood vessels, hepatocytes and Kupffer cells of intoxicated (EtOH50) mice.

Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional cytokine involved in many aspects of the
systemic inflammatory response (32). Hepatocytes, Kupffer cells (33) and liver
myofibroblasts (34) are capable of releasing IL-6. Our results showed expression of IL-6 in
Kupffer cells, endothelial cells and hepatocytes of the group that received ethanol (CEtOH).
DEC treatment, in turn, reduced expression of this cytokine, acting as anti-inflammatory
effect.

DEC is an inhibitor of leukotriene synthesis by blocking the enzyme 5-lipoxygenase

(3, 4, 35, 36). It has also been demonstrated that DEC inhibits platelet aggregation, and thus
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carries a possible effect on the pathway of cyclooxygenase (COX) (3). The COX pathway has
similarities with the nitric oxide (NO) pathway, since both have constitutive and inducible
isoforms of their enzymes and are key regulators of inflammatory responses (37, 38).

According to Connelly et al., (38) NO acts as a regulator of gene expression eNOS in
macrophages, playing a central role in regulating the activation of pro-inflammatory cells and
protein expression in response to LPS in murine. The results of this study indicate an
increased expression of eNOS in endothelial cells and Kupffer cells of animals subjected to
the toxic effects of ethanol (CEtOH). In turn, treatment with DEC reduced significantly the
immunoreactivity of this enzyme.

Chemokines and chemokine receptors play a central role in regulating cell migration
to the site of inflammation (39). The C2 chemokine receptor (CCR2) mainly expressed on
surface of monocytes and Kupffer cells, is a functiona receptor for MCP-1, MCP-2 and
MCP-3 and functions to recruit these cells to the site inflammation (40, 41). The recruitment
and migration of Kupffer cells and stellate cells are critical events for the development of liver
inflammation and fibrosis (42, 43). The CEtOH group showed increased expression of CCR2-
induced inflammation. DEC, in turn, exerted an inhibitory effect on expression of this
receptor, thus modulating the inflammatory activity caused by chronic ingestion of ethanol.

Severa conditions can activate endothelial cells inducing the expression of adhesion
molecules (AM) on the surface of these cells (44). The vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) and intercellular cell adhesion molecule (ICAM-1) are minimally expressed in the
no activated endothelium, but elevated in inflammatory processes (45, 46). Alcoholic
beverages and cirrhosis are associated with high regulation of ICAM-1 and VCAM-1 in
vessels and sinusoidal endothelium (47, 48). The elevated immune expression of the ICAM-1
and VCAM-1 in the CEtOH group confirmed that the abuse of alcohol intake increases the

levels of these cytokines in endothelials cells and macrophages. As for the other inflammatory
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markers studied, DEC inhibited the expression of these adhesion molecules in EtOH50 mice
group.

Recent studies have emphasized the importance of treatment with DEC in pulmonary
eosinophilia, reducing infiltration and cytokine levels, and migration of eosinophils (5). These
studies facilitate the understanding of possible mechanisms of action of DEC, since this drug
has immunomodulatory effects, cytoprotective and anti-inflammatory.

Therefore, the beneficial effect of administration of DEC evidenced by the decrease of lipids
in liver and serum AST, as well as the reduction of immunoreactivity of inflammatory
cytokines and chemokines, could be used as potential drug for the of chronic inflammation
induced alcoholism. Further investigations to confirm the anti-inflammatory role of DEC in

the pathogenesis of alcoholism are underway in our laboratory.
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FIGURE LEGENDS:

Table 1 — Vaues of lipid profile (total cholesterol, LDL, HDL and triglycerides). No
significant difference was observed between groups exposed to ethanol (CEtOH) and groups

alcoholic plus DEC-treatement (EtOH25 and EtOH50), when compared to the control group

(©).

Table 2 - Vaues of serum enzyme aspartate aminotransferase (AST U/L), aanine
aminotransferase (ALT UJ/L), alkaline phosphatese (AP mg/dl) and bilirubin (B mg/dl).
Significant increase in the ethanol control group (CEtOH) compared to the control group (C).
Significant decrease in the values of AST EtOH25 and EtOH50 groups compared with the
group CEtOH, achieving levels similar to the control group (C). The serum ALT, akaline
phosphatase and bilirubin avaliations showed no significant differences among the groups

(* P<0.05, ** P<0.03).

Figure 1 - Micrograph of hepatocytes. A-Control group (C) showing typical morphology, B-
Group treated with 25mg/kg DEC (D25), C-Group treated with 50mg/kg DEC (D50). D-
Alcoholic control group (CEtOH) E — Alcoholic 25mg/kg DEC-treated group (EtOH25). F-
Alcoholic 50mg/kg DEC-treated group (EtOH50). Blood vessel (V), hydropic degeneration
(arrow), lipid droplets (Li), necrosis (asterisk), inflammatory infiltrates (star), macrophages

(arrowhead), HE staining, Bar = 20um.
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Figure 2 — Ultrathin sections of hepatocytes. A- Control group (C). B- 25mg/kg DEC-treated
group (D25). C- 50mg/kg DEC-treated group (D50). D —Hepatocytes of ethanol control group
(CEtOH). E- Alcohaolic plus 25mg/kg DEC-treated group (EtOH25) F- Alcoholic plus
50mg/kg DEC-treated group (EtOH50). Mitochondria (M), glycogen (G), nucleus (N), rough

endoplasmic reticulum (RER), lipid droplets (Li), lysosomes (L). Bar = 2um.

Figure 3 — Immunohystochemical analyses for IL-6, eNos, CCR2, VCAM-1 and ICAM-1. A,
C, E, Gand | — Alcohalic group (CEtOH). B,D,F,H and J — Alcoholic plus 50mg/kg DEC-
treated group (EtOH50). Observe intense labeling for IL-6 (A), eNOS (C), CCR-2 (E),
VCAM-1 (G) and ICAM-1 (I) present in the hepatocytes of the CEtOH group. Reduced
staining after 50mg/kg DEC-treated group (EtOH50) for IL-6 (B), eNOS (D), CCR-2 (F),

VCAM-1 (H) and ICAM-1 (J). Bar = 2um.



Rocha, SW.S. 88
Tabd 1

Parameter C D25 D50 CEtOH EtOH25 EtOH50
Total
Cholesterol 123,3+ 126,4+ 109,1+ 90,79+ 98,13 + 96,32+
(mg/dl) 23,53 31,22 36,58 18,61 33,09 20,30
HDL 104,4 + 107,6x 92,74+ 67,13+ 74,25+ 74,00+
Cholesteral 13,5 24,86 27,43 15,25 22,75 18,40
(mg/dI)
LDL 8,854 + 4,905+ 11,60 + 8,750+ 8,950 + 10,65+
Cholesterol 8,132 5,025 13,25 6,654 5,939 6,362
(mg/dl)

78,83 £ 90,14+ 60,00 + 79,00+ 84,25 + 69,00+
Triglycerides 17,62 23,25 15,85 21,15 41,90 20,47

(mg/dl)

* No significant difference in the values of lipid profile (total cholesterol, LDL, HDL and
triglycerides) of the CEtOH, EtOH25 and EtOH50 groups compared to the control group (C).
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Tabd 2
C D25 D50 CEtOH EtOH25 EtOH50

Parameter
AST 80,11+ 110,1 + 1339+ 169,8+ 99,18+ 102,6+
(U/L) 31,35 29,42 48,01 58,92* 40,71** 13,34**
ALT 26,10+ 27,18 + 47,40 + 22,63 + 16,96 + 22,30 +
(U/L) 9,782 7,133 21,23 5,938 3,105 3,755
AP 104,2 + 128,5 + 126,5 + 1429 + 109,0 + 136,7
(mg/dl) 5,786 15,10 18,27 59,35 17,82 14,33

0,1283+ 0,1267+ 0,1383+ 0,1886+ 0,1329 + 0,1143 +
Bilirubin 0,028 0,068 0,053 0,021 0,048 0,041

(mg/dl)

* Significant increase in the values of AST CEtOH group compared to the control group (C).
** Significant decrease in the values of AST EtOH25 and EtOH50 groups compared with the
group CEtOH. P<0.05. AST- aanine aminotransferase, ALT- alanine aminotransferase, AP-

akaline phosphatese.
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Figure4
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6 CONCLUSOES

A andlise histol6gica de hepatdcitos dos grupos controles tratados com DEC revelou células
com aspecto morfolégico padrdo, apresentando citoplasma com poucas degeneracdes
hidropicas caracterizando um processo de desorganizacdo a nivel de canais i6nicos de sodio e
potéssio. Os animais dos grupos desnutridos e tratados com DEC revelaram hepatocitos com
aspecto preservado frente aos danos provocados pela desnutri¢go protéica. Da mesma forma,
0s animais dos grupos alcodlicos e tratados com DEC também mostraram reducdo de

goticulas lipidicas e infiltrados inflamatorios ocasi onados pelaingestéo crénica de etanol.

Através da microscopia eletronica de transmissdo, apds o tratamento com DEC, foram
observadas organelas com padrdo morfolégico caracteristico. Em relacdo aos animais
desnutridos tratados com DEC foram confirmadas organelas preservadas e reducdes de
inclusdes lipidicas dispersas no citoplasma, caracterizando uma redugdo dos danos causados
pela desnutricdo. Semelhantemente, os grupos alcodlicos que receberam DEC mostraram
padréo morfoldgico caracteristico com organelas bem preservadas e diminuicdo das lesdes
geradas pelo etanol.

N&o foram observadas alteractes significativas no perfil lipidico dos animais tratados com
DEC. No entanto, houve um aumento significativo de fosfatase acalina nos grupos
desnutridos e tratados com DEC, apesar dos grupos controles tratados com DEC apresentarem
valores estatisticamente menores de FA em relacdo ao grupo controle desnutrido. Os niveis
sericos de albumina do grupo controle desnutrido foi significativamente menor em relacéo ao
grupo controle. Esta diminuigdo de albumina esté relacionada ao déficit de proteina ingerida.
Em relacéo aos grupos etilicos houve aumento significativo de AST apenas no grupo controle
etilico, no entanto os grupos etilicos tratados com DEC houve uma reducéo significativa desta
enzima. Portanto, a DEC apresenta um efeito protetor diminuindo os niveis desse marcador de
dano hepético.

O presente estudo mostra a agdo da DEC sobre o processo inflamatorio, onde houve uma
reducdo bastante evidente da marcacdo das citocinas IL-6, eNOS, CCR2, VCAM e ICAM nos

animais alcodlicos tratados com DEC. Possivelmente a DEC pode estar atuando como
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antiinfamatério por estar diminuindo a imunoexpressdo desses marcadores inflamatorios.
Assim, a DEC poderia ser utilizada como um potencial f&maco para o tratamento

farmacol 6gico dainflamag&o cronicainduzida pelo acoolismo.

Outras investigagdes estdo em andamento em nosso laboratorio para verificar 0s mecanismos
de acdo da DEC sobre células hepéticas e assim, confirmar o efeito benéfico da DEC frente

as |lesbes causadas pela desnutricdo protéica e o alcoolismo.
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