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ABREVIATURAS

BGN: Bacilos Gram-negativos

CHE: Células hepaticas estreladas
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TNF-a: Fator de necrose tumoral a
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RESUMO

Introducdo: A cirrose € uma hepatopatia crénica consequente a lesdo do figado,
caracterizada pela modificacdo da arquitetura do parénquima devido a fibrose difusa
e a presenca de nodulos regenerativos. A sua patogénese é complexa, sendo que
diversos fatores influenciam na ativagcdo e progressdo da fibrose, incluindo
componentes inflamatérios. Em estudo experimental em ratos submetidos ao
modelo de ligadura do ducto biliar (LDB), observou-se que a colestase extrahepatica
desenvolvida nesse modelo produziu um aumento dos niveis de TNF-a e IL-1
circulantes, que poderiam ocorrer através da ativacdo de receptores do tipo Toll
(TLR). Probidticos sdo micro-organismos que, em concentracdes adequadas,
conferem beneficios para a salde do hospedeiro. Acredita-se que eles atuem
através da reducdo do pH intestinal, modulacdo da microbiota intestinal e
imunomodulacdo. Desta forma, a sua utilizacdo poderia ser benéfica ao reduzir a
inflamacédo e a permeabilidade intestinal. Objetivo: avaliar o efeito do probiotico
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) sobre a expressdo génica de TNF-a, IL-1B e
TLR4 em figado de ratos submetidos ao modelo de LDB. Animais e Métodos:
foram utilizados 24 ratos Wistar machos de 60 dias, submetidos a ligadura do ducto
biliar comum. O grupo controle consistiu em “sham-operados”. Duas semanas
depois do procedimento cirtrgico, metade dos animais controle e LDB receberam
dose diaria de LGG de 2,5 x10’ unidades formadoras de colénia (UFC), pelo método
de gavagem, durante 4 semanas, enquanto a outra metade recebeu apenas solucéo
veiculo (PBS). Apos esse periodo, os figados desses animais foram coletados para
analise de expressao génica de TNF-a, IL-1B8 e TLR4. Os resultados foram
calculados pelo método comparativo utilizando a equacdo 222, Resultados: Em
relacdo ao TLR4 e IL-13, observou-se que ndo houve alteracdo de expressao génica
entre 0s quatro grupos. Entretanto, os grupos submetidos a LDB apresentaram
niveis de TNF-a significativamente maiores do que as encontradas nos grupos
controles. Concluséo: Foi observado o aumento da citocina inflamatéria TNF-a no
figado dos animais submetidos a LDB, mas o tratamento com LGG n&o alterou esse
padrdo de expressdo. A inflamacdo provavelmente ndo foi decorrente da ativacao
por endotoxinas, visto que 0s niveis de expressdo génica de TLR4 ndo foram

diferentes entre os grupos controles e doentes.



1. INTRODUCAO

Cirrose

A cirrose é uma hepatopatia crénica consequente a lesdo do figado,
caracterizada pela modificagdo da arquitetura do parénquima hepético devido a
fibrose difusa e a formacado de nodulos regenerativos. Nessa doenca, ha a formagéo
de cicatrizes no tecido hepatico, alterando a estrutura desse 6rgao e prejudicando o
fluxo sanguineo (1). Neste caso, o fluxo torna-se diminuido pelo aumento da
resisténcia intra-6rgado, determinando a hipertensao portal (2). Histologicamente, a
cirrose é definida pela formacdo de nodulos regenerativos, que sdo “ilhas” de
hepatdcitos circundadas por fibrose, originadas em resposta ao dano hepatico
cronico e desprovidas de veia central (3). A fibrose hepatica resulta da propagacao
da resposta de cicatrizacdo derivada da continua producédo e deposicdo de tecido
conectivo da matriz extracelular (3). A cirrose representa um estado dinamico
resultante do processo de desequilibrio entre dano (necrose celular), resposta ao

dano (fibrose) e tentativa de regeneracao (formacéo de nédulos) (4,5).

A cirrose apresenta uma significativa taxa de morbidade e mortalidade.
Ela pode ser causada por uma diversidade de fatores, sendo o consumo abusivo de
alcool e as hepatites virais B e C nos adultos as causas mais comuns (6). Em paises
industrializados, o etilismo e a hepatite C sdo os principais responsaveis pelo
desenvolvimento dessa alteracdo do tecido hepatico (6). Contudo, a doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica também estd emergindo como uma importante
causa da cirrose em todo o mundo (7). Além disso, outras causas incluem: hepatites
autoimunes, intoxicacdo por drogas e obstrucdo de vias biliares. Estima-se que a
prevaléncia da cirrose seja de 4,5 a 9,5%, o que poderia corresponder a 100 milhdes
de pessoas acometidas em todo o mundo (8). Desta forma, a cirrose tem um grande
impacto na saude publica, pois de acordo com o “Center for Disease Control” (CDC-
NIH) é a 142 causa de 6bito no mundo e acredita-se que sera a 122 causa de morte

no mundo no ano de 2020 (8).



As complicagdes mais comumente enfrentadas por esses pacientes
incluem: peritonite bacteriana espontédnea, ascite, sindrome hepatorrenal,
encefalopatia hepatica e hipertensao portal (9). A hipertenséo portal € descrita como
0 aumento do gradiente de presséo porto-sistémico em qualquer porcdo do sistema
venoso. Esta complicacéo da cirrose € decorrente de um aumento da resisténcia do
fluxo e um aumento do afluxo do sangue portal (10,11). A hipertensdo portal € um
fator essencial para o surgimento de varizes esofagicas, que, quando rompidas, séo

responsaveis pela significativa parcela de mortalidade dessa doenca (10).

Fibrose hepatica

O figado recebe um suprimento sanguineo duplo: a veia porta, que traz
sangue rico em nutrientes oriundos do intestino, e a artéria hepatica, que distribui 0
sangue saturado em oxigénio (12). O suprimento sanguineo proveniente da veia
porta corresponde a aproximadamente 70% da irrigacdo hepatica, enquanto que o
arterial contribui em 30% (1). O parénquima hepéatico normal € composto por um
componente epitelial (hepatocitos), um revestimento endotelial fenestrado (células
sinusoidais), macréfagos teciduais (células de Kuppfer) e pericitos especificos
(células estreladas hepéticas). Pelos sinuséides, circulam todos os nutrientes,
oxigénio, e células do sistema imune. Entre eles e os hepatdcitos, estd o espaco de
Disse, onde se localiza a matriz extracelular, essencial para a manutencédo das
diversas fungcBes das células residentes do figado e para a realizacdo da troca de
metabolitos entre a corrente sanguinea e os hepatocitos (Figura 1) (1,13,14). Os
principais tipos celulares encontrados no figado e as suas funcdes estdo

demonstrados na Tabela 1.
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Figura 1. Células dos sinuséides hepaticos. Células estreladas hepaticas compreendem

aproximadamente 5% — 8% do numero total de células do figado e estao localizadas no espago de
Disse, que é separado do limen por um endotélio fenestrado. Células de Kupffer e células dendriticas

estdo em contato com as células endoteliais (15).

Tipo celular Funcdes
Hepatécito Maior parte das funcdes do figado; metabolismo intermediario
Células de Kupffer Macrofagos residentes do figado. Fagocitose de patégenos e particulas.
Célula Endotelial Célula endotelial fenestrada que limita os sinusoéides.

Célula Hepatica Estrelada  Armazenamento de vitamina A. Diferenciacdo em miofibroblasto no dano hepatico.

Fibroblasto Portal Integridade dos tratos portais. Fungéo de suporte.

Células Dendriticas Células apresentadoras de antigenos. Inicio e regulacdo da resposta imune.

Tabela 1. Tipos celulares do figado e suas respectivas funcdes (1).

Quando o figado sofre uma injaria e torna-se fibrético, ocorrem alteracdes
na composi¢cao de sua matriz extracelular. Fibrose é definida como uma deposi¢éao
excessiva de componentes da matriz extracelular (CMEsS) em orgéaos e tecidos,
como consequéncia da proliferacdo e ativacdo de células hepéticas, tais como

fibroblastos e miofibroblastos (MFs) (16). Ela pode apresentar-se em diferentes
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padrées histopatolégicos, dependendo de sua etiologia, localizagdo do dano
hepético, concentracdo e ativacao de fatores pré-fibrogénicos (17). Nessa condicéo,
o contetudo de componentes de colageno, glicoproteinas e proteoglicanos aumentam
3 a 4 vezes, além de o tipo de CME tornar-se mais eletrodenso (17). Esse acumulo
de CMEs ocorre na tentativa de isolar o dano hepético. Entretanto, ao fazer isso, o
figado tem a sua funcdo comprometida devido a alteragbes no parénquima e o
desaparecimento das fenestracfes (18). A alteracdo no microambiente do espaco de
Disse resulta em diferencas no fendtipo das células residentes no figado, que vao

contribuir para a perpetuacao do estado fibrotico (19).

Figado Normal Dano Hepatico
S Hepatocito : Perda de
1.4 - . - microvilosidades
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/ . s, e ":’_»”‘ ’?’ | =
3 ‘ y \ -
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Célula CHE
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] Célula de CME Célula
Hepatico de Kupffer & de Ku;:’ffer
ativada

Figura 2. Eventos que ocorrem nos sinusoOides hepaticos durante a fibrose. A resposta as
alteracdes no espaco de Disse e a fibrose incluem respostas celulares e de composicdo da matriz
extracelular. Células estreladas hepaticas (CHE), ao serem ativadas, depositam componentes da
matriz extracelular (CME) no espaco de Disse. Isso, por sua vez, contribui para a perda das
fenestragcfes, levando a deterioracdo da funcdo hepatica. A ativagdo de células de Kupffer

acompanha o dano hepético e contribui para a ativacdo de CHEs (18).

As células envolvidas nos mecanismos fibrogénicos se originam de
células hepaticas estreladas (CHE), mas outros tipos celulares também estdo
envolvidos como, por exemplo, MFs, fibroblastos portais, colangiécitos, hepatdcitos,

fibrécitos circulantes e células tronco mesenquimais (Figura 3). Quando ativadas,
9



essas células aumentam de uma forma significativa a sintese de colagenos tipos | e
[ll, que se tornam predominante sobre a sintese de colageno tipo IV (17). Apesar da
complexa interacdo entre essas células e o processo de fibrose, sabe-se que a
fibrogénese hepatica € ancorada e perpetuada principalmente pelos MFs (13). Os
MFs sao células altamente proliferativas e contrateis, que contribuem ativamente
para a progressdo da fibrose. Estas células ocasionam o depoésito excessivo de
CMEs e a liberacdo de forma paracrina e/ou autécrina de fatores de crescimento.
Esses mecanismos sdo cruciais para a sustentacéo e perpetuagcdo ndo somente da
fiborogénese, como também das respostas inflamatérias e da neo-angiogénese
(5,20).

<. 3

Fibrocitos i )y
V's J. e

Y Medula

oOssea

& \ /

L ~ Miofibroblastos

Célula Estrelada Célula Estrelada 4
ativada

Fibroblastos
portais

Hepatocitos

Figura 3. Contribuicdo de células hepaticas estreladas e outros tipos celulares para a fibrose
hepatica. A ativagcdo de células hepaticas estreladas € iniciada por mediadores sollveis, tais como
espécies reativas de oxigénio, lipopolissacarideos, e sinalizacao paracrina. Através de estimulos por
citocinas inflamatorias, ocorre a diferenciagdo dessas células em miofibroblastos, que contém
filamentos contrateis. Com a progressdo da lesdo, outras fontes também contribuem para a
populagdo fibrogénica no figado, incluindo a medula dssea (provavelmente através de liberacao de
fibrocitos circulantes), fibroblastos portais e hepatdcitos. Estes Ultimos podem diferenciar-se em

miofibroblastos através de um processo denominado transdiferenciagéo epitélio-mesenquimal (20).
10



Outra célula fundamental para o processo fibrogénico € a CHE. Em um
figado normal, essas células sdo responsaveis pela sintese de componentes da
matriz extracelular e pelo armazenamento de vitamina A e retinoides (21). Todavia,
em condicbes de doenca cronica do figado, as CHEs quiescentes sofrem um
processo de ativacdo propria, que envolve tanto alteracdes significativas na sua
morfologia, como no tipo de resposta ao dano (18). Essa ativacdo ocorre em
processos graduais, conhecidos como ativacao, iniciacdo e perpetuacao. A ativacao
corresponde a transicdo do perfil de células ricas em vitamina A para o perfil de
miofibroblastos fibrogénicos e contrateis (21). J& a etapa da iniciacdo refere-se as
alteracdes iniciais no fenotipo e na expressao génica, que torna as células mais
responsivas a outras citocinas, enquanto que a proliferacdo resulta dos efeitos

desses estimulos na manutencao do fenoétipo ativado e da geracao de fibrose (22).

Durante o estagio da progressdo do dano hepético, o numero de células
hepaticas estreladas aumenta, enquanto que, durante a resolugdo, esse numero
tende a diminuir (21). A regressdo da fibrose requer que haja a ativacdo de dois
mecanismos: a remoc¢ao de miofibroblastos através da apoptose e a remodelacéo do
colageno, por meio de um processo conhecido como fibrélise (23). Dois importantes
componentes envolvidos na regulacdo desse processo de resolucdo do dano
hepatico compreendem as metaloproteinases (MMPs), que irdo degradar o0s
componentes da matriz extracelular, e os respectivos inibidores dessas enzimas,
conhecidos como inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (13,18).
Entretanto, ainda ndo se sabe exatamente todos 0os mecanismos envolvidos nesse
processo e outras células, tais como células de Kupffer (CK) e células hepéticas

estreladas, também podem contribuir para a ativacéo da fibrdlise (23).

O sistema imune desempenha um importante papel na fibrose, visto que a

7z

resposta inflamatdria persistente € considerada uma das principais forcas que
sustentam a fibrogénese (24). Inicialmente, a resposta a injuria hepéatica se da
através da apoptose e/ou necrose de hepatdcitos, que consequentemente liberam
0os componentes intracelulares e desencadeiam a liberacdo de citocinas e o

recrutamento de leucécitos como (leucdcitos polimorfonucleares e linfocitos,
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especialmente os linfocitos auxiliares tipo 2 (Th2)) (25). Com a morte dessas células,
0S corpos apoptocitos sdo fagocitados pelas CHEs e pelas CKs, liberando citocinas,
que estimulardo a fibrose, tais como fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
interleucina 18 (IL-1B) (26). Além disso, 0 sistema imune inato, envolvendo a
sinalizacao por células natural killers (NK), células dendriticas e receptores tipo Toll
(Toll Like Receptors, TLR) presentes em diversas células, também influencia os

mecanismos pelos quais ha a progressao da fibrose (27).

Inflamacéo

O figado desempenha funcdes metabdlicas vitais para o organismo e
também é considerado um sitio estratégico para o sistema imune (28,29). O sangue
proveniente do trato gastrointestinal € rico em antigenos, e as células imunes
hepaticas tém o potencial de iniciar respostas do sistema imune inato ou adaptativo,
bem como a tolerancia a uma variedade de antigenos durante a homeostase
(29,30). A patogénese da fibrose hepatica € orquestrada em grande parte por
mecanismos imunoldgicos, visto que a interacdo entre CHE, CK, linfocitos, células
NK tem sido identificada nas principais rotas do desenvolvimento da fibrose.
Entretanto, a completa caracterizacdo de contribuicdes e interacbes dos sistemas
imunes inato e adaptativo para a fibrogénese ainda néo esta totalmente esclarecida
(30).

No figado, o sistema imune inato € constituido por CKs, células
dendriticas, células NK, citocinas inflamatérias, complemento e proteinas de fase
aguda. Este sistema é caracterizado por uma resposta rapida e inicial do organismo
a estimulos potencialmente perigosos, incluindo patégenos, dano tecidual, estresse
oxidativo e desempenha um papel central na resposta inflamatéria. Apds esse
reconhecimento de fatores danosos, ocorre a ativacdo de fagocitos locais e a
producdo de citocinas inflamatérias, proteinas de fase aguda e peptideos
antimicrobianos. Se a resolugdo da inflamagdo n&o ocorrer, os mediadores

inflamatorios vao induzir a sintese e a liberagdo dessas proteinas de fase aguda e
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citocinas para a circulacdo sistémica, que vao estimular a producdo de células

inflamatorias na medula éssea, como os neutréfilos (31).

Na inflamacdo aguda, os neutréfilos sdo grandes responsaveis por
promover a resposta inflamatéria e a fibrogénse. Essas células, ao serem ativadas,
podem produzir citocinas pré-inflamatorias, incluindo fator de necrose tumoral TNF-a
e IL-1, que atuardo sobre os fibroblastos, estimulando-os a produzir proteinas da
matriz extracelular. Nao somente, essa sinalizacdo induz a superexpressao de
receptores para citocinas inflamatérias e para constituintes bacterianos em

hepatdécitos, células dendriticas e CK, que amplificardo a resposta sistémica (31).

Na inflamacdo crbnica, o infiltrado inflamatério € constituido
predominantemente por células mononucleares. Dentre elas, os macréfagos
parecem ser as principais células envolvidas na progressao da fibrogénese e sdo os
principais produtores de MMPs e TIMPs (25,32). Sabe-se que ha duas
subpopulacdes de macrofagos que podem tanto mediar a destruicdo da matriz
extracelular, contribuindo para a resolucdo do dano, quanto estimular a sintese e a
proliferacdo de CMEs (31). Um balanco entre MMP/TIMP € fundamental para o
equilibrio de deposicdo e quebra de CMEs e, portando, do desenvolvimento da
fibrose. Além disso, as CKs possuem ampla capacidade de fagocitar e secretar
diversas citocinas inflamatérias, que determinam as reagcBes subsequentes do
sistema imune e dos hepatdcitos (30). Tanto nas doencas hepaticas agudas quanto
cronicas, as CKs podem promover a cascata inflamatoria, com a liberacdo de
mediadores inflamatorios, como TNF-a e IL-1, que consequentemente irdo atrair
outras células para o local da inflamacédo, induzir a apoptose de hepatdcitos e a
ativacdo de CHEs (33-35).

A imunidade inata pode fornecer uma defesa inicial contra infecgdes,
porém, quando h& uma invasdo por micro-organismos, CujoS pProcessos
imunologicos iniciais ndo sao suficientes para combaté-los, € necessaria a resposta
imunoldgica adaptativa. A resposta imune adaptativa contribui tanto para uma
defesa mais eficaz contra a invasdo de patdégenos quanto para a protecdo em outros

estados patoldgicos. Ela pode ser classificada em imunidade humoral, mediada por
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linfécitos B, e imunidade celular, mediada por linfécitos T. Aspectos importantes que
distinguem esses dois tipos de resposta imune € que a imunidade adaptativa
apresenta especificidade, diversidade e memoria, enquanto que a inata ndo possui

tais caracteristicas (31).

O figado saudéavel é sede para um conjunto de linfocitos, representando
aproximadamente 25% das células ndo parenquimatosas. Dentre esses linfécitos,
64% correspondem a células T, enquanto que apenas 6% sao ceélulas B. O restante,
31%, sao linfocitos NK (36). Os linfocitos T presentes no figado apresentam uma
diferenca na sua proporcdo de CD4" e CD8" quando comparado a raz&o no sangue
periférico. A circulagdo sanguinea possui razdo 2:1, enquanto que, em um figado
normal, essa taxa inverte-se, correspondendo 1:2,5 (37). Entretanto, apesar da
diferenca de proporcées, a orquestracdo das respostas imunes de células T CD4"
em linfocitos auxiliares 1 (Th1) / linfocitos auxiliares 2 (Th2), linfécitos auxiliares 17
(Th17) e linfocitos auxiliares 22 (Th22) e suas func¢des reguladoras desempenham

um papel central na fibrose hepética (38).

Na iniciacdo e na perpetuacéo da fibrose, em geral as respostas celulares
tipo Th2 promovem mais efetivamente a fibrose do que as respostas tipo Thl. As
células Th2 atuam ativando macrofagos e induzindo a producédo de colageno pelas
CHE por meio de IL-4 e IL-12 e IL-13. Essas citocinas vao ativar os macrofagos e
induzir a producdo de colageno pelas CHEs. Os linfécitos Thl parecem estar
envolvidos na resolucdo da fibrose, uma vez que secretam citocinais anti-
fibrogénicas como, como IFN-y, que inibe a producéo de colageno pelas CHEs (38).
Esta citocina também estimula fortemente os macréfagos a secretarem Oxido nitrico
e intermediarios reativos de oxigénio, através da inducdo da enzima Oxido nitrico
sintase (iNOS) [24]. Além de IFN-y, as células Th1 também liberam TNF-a, que ativa
macréfagos e amplifica a resposta inflamatoria, através da inducdo de diversas
citocinas e quimiocinas, moléculas de adesdo, INOS e eicosanoides. Na
regeneracdo hepdtica, o TNF-a € importante para proliferacdo de hepatdcitos e

funciona como um mitégeno e indutor de inibidores de apoptose (39).
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Figura 4. Patogenia da fibrose. O dano hepatico, de diversas etiologias, ativa o sistema imune e o
reparo tecidual. Quando o reparo é efetivo, ha predominio da resposta de linfécitos Thl, enquanto

gue uma resposta mediada por linfécitos Th2 tende a levar a inflamacgéo cronica, que pode, entéo,

levar a fibrose (16).

Eixo éntero-hepético

A homeostase intestinal esta intimamente relacionada ao figado, uma vez
gue este recebe o0 sangue proveniente do intestino, bem como é responsavel pela
secrecao de bile para o lumen, influenciando, portanto, as fun¢des do intestino (40).
Devido a grande quantidade de micro-organismos que coloniza o intestino, o sangue
proveniente desse 6rgdo contém ndo apenas produtos da digestdo, mas também
produtos microbianos. Os produtos microbianos presentes no sistema porta
conseguem alcancar o0s sinusoides hepaticos, onde ha diversas células
imunologicamente competentes. Entre elas, as células de Kupffer, células
dendriticas, linfécitos T, células hepaticas estreladas e células endoteliais
sinusoidais, que expressam receptores de endotoxinas, ajudam a remover 0sS

patogenos, protegendo a circulacdo sistémica da endotoxemia (41). A microbiota
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intestinal participa, em condi¢cbes fisiolégicas, da producdo de vitaminas, da
degradacdo dos acidos biliares, da digestdo de nutrientes e da imunidade local e
geral (42). O sistema imune intestinal compreende o tecido linfoide associado ao
intestino, composto por quatro elementos: placas de Peyer, linfocitos da lamina
propria, linfécitos intraepiteliais e nodulos linfaticos mesentéricos (41). Em um
individuo saudavel, a translocacdo de produtos prejudiciais do intestino para sitios

extraintestinais é eficientemente evitado pelos nossos mecanismos de defesa: a

funcdo da barreira intestinal e a detoxificacdo hepatica (43).

Alteracbes no microbioma e/ou na permeabilidade intestinal podem
promover a translocagdo de micro-organismos ou componentes derivados do seu
metabolismo para a circulacédo portal em direcdo ao figado, desempenhando assim
um importante papel sobre a progressdo do dano hepatico. Em pacientes com
cirrose, a microbiota intestinal assim como a permeabilidade desse 6rgdo estdo
afetadas. H& supercrescimento de bactérias intestinais patdégenas que contribuem
para o aumento de endotoxinas. Além disso, a hipertenséo portal pode favorecer a
translocacdo bacteriana para espacgos extra-intestinais, tais como linfonodos
mesentéricos, figado e baco (44). A translocacdo bacteriana no figado leva a
ativacdo das células do sistema imune como, por exemplo, células de Kupffer, e
acarreta a liberacdo de diversas citocinas e quimiocinas inflamatorias. Essas
alteracdes de sistema e permeabilidade resultam em altos niveis plasmaticos de
endotoxinas bacterianas, como lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos e
lipopeptideos, conhecidos como padres moleculares associados aos patégenos
(PAMPs). Esses produtos bacterianos podem, entdo, ativar o sistema imune
hepatico através de TLR (45).

Os TLRs fazem parte de uma familia de receptores transmembrana, que
receberam esse nome em analogia aos receptores Toll de Drosophila. Suas fungbes
incluem o reconhecimento e a producdo de peptideos antimicrobianos contra
infec¢Bes por micro-organismos. Nas lesGes hepéaticas, ocorre a super expresséo de
TLR4 e seus co-receptores, 0 que sensibiliza a cascata inflamatéria mediada por
esses receptores (46). Sdo conhecidos mais de 10 tipos diferentes de TLRs, cada

um reconhecendo varias estruturas conservadas de patdgenos. Os receptores tipo
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Toll mais estudados na cirrose sdo o TLR4, que reconhece LPS; o TLR2 que é
ativado por peptideoglicano; e o TLR9, que reconhece DNA bacteriano (41). Na
tabela abaixo, estdo os principais TLRs e seus respectivos peptideos que podem ser

reconhecidos.

Receptor Toll-  Localizagdo do ) _ Origem do
_ Molécula reconhecida )
like receptor patdégeno
Membrana _ _
TLR2 Peptideoglicano CGP (e BGN)
celular
Membrana
TLR4 LPS BGN
celular
Compartimento .
TLR9 DNA bacteriano CGP e BGN
endossomal

Tabela 2. Principais receptores ativados na cirrose. LPS, lipopolissacarideo. CGP, cocos Gram-

positivos. BGN, bacilos Gram-negativos.

Apos a ligacdo de PAMPs aos TLRs, ocorre a ativacdo do sistema imune
inato, com a producdo de citocinas que irdo gerar resposta inflamatoéria. No figado,
células que expressam TLR4, tais como as CKs e CHEs ativam a expressao de
diversas citocinas inflamatérias, mantendo a inflamacéo e propagando o estado pro-
fibrético. As CKs respondem ao LPS produzindo principalmente TNF-a, IL-1B3, IL-6 e
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, como superoxido e o6xido nitrico
respectivamente (47). A endotoxemia estimula a producdo destas citocinas ao
ativarem as CK e diminuirem o clearance hepatico (48). Ja as CHEs contribuem para
a fibrose, produzindo TNF-q, IL-6, IL-8, quimiocinas e moléculas de adeséo (49). A
ativacdo de CHEs é importante para o processo da fibrogénse, visto que ela também
leva a diminuicdo da expressdo de inibidores de fator de transformacdo do
crescimento B (TGF-1B). Entretanto, os mecanismos envolvidos na promocédo da

fibrose através de TLR4, no figado, ainda ndo estao totalmente elucidados.
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Figura 5. Mecanismos de ativagao do sistema imune na fibrose hepatica. O dano crénico leva a
destruicdo da barreira intestinal, levando a liberacdo de toxinas bacterianas, como lipopolissacarideo
(LPS), do microbioma intestinal até a circulacdo através da veia portal. O LPS ativa os receptores tipo
Toll 4 (TLR4) nas células hepaticas estreladas quiescentes (CHE), que, entdo, vao produzir
quimiocinas e atrair células de Kupffer. As CHEs ativadas tornam-se muito sensiveis a citocinas
produzidas pelas células de Kuppfer e comegam a secretar componentes da matriz extracelular

(CMEs), principalmente o colageno, resultando, entdo, na fibrose (16).

Probio6ticos

O trato gastrointestinal possui um ecossistema de micro-organismos
(microbiota) bastante diverso e complexo. A microbiota normal pode ser definida
como todas as espécies desse sistema que estdo envolvidas numa relacdo
simbidtica com o hospedeiro. A sua composi¢cdo varia, entre outros fatores,
conforme a localizac&o no trato digestivo e a idade dos individuos (44). Os habitos
alimentares, o estresse, a presenca de doencas e 0 uso de medicamentos tambéem

podem alterar a composicdo da microbiota intestinal (40). No estbmago e no
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intestino delgado, o ambiente é desfavoravel para a colonizacdo e proliferacdo
bacteriana, que é reduzida pela ac¢do bactericida do suco gastrico, da bile, da
secrecdo pancreatica, e pelo intenso peristaltismo do intestino delgado. O colon € o
local onde as bactérias encontram condi¢cdes mais favoraveis, devido ao abundante

suprimento nutricional (50).

A importancia da conservagdo de uma microbiota intestinal saudavel é de
extrema importancia para o desempenho de diversas func¢des fisioldgicas e, por isso,
recentemente tem se dado especial atencdo ao potencial de probidticos como
possiveis agentes preventivos e terapéuticos. Probidticos sdo micro-organismos
vivos (bactérias ou leveduras) que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios para a saude do hospedeiro (Food and Agriculture
Organization of United Nations; World Health Organization, 2002). As bactérias mais
frequentemente empregadas como probidticos sdo aquelas isoladas do trato
gastrointestinal de seres humanos saudaveis. Os probiéticos comumente utilizados
pertencem as espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,
Lactococcus lactis e algumas espécies de Enterococcus (51).

Os principais mecanismos de acdo dos probidticos sdo: regulacdo da
microbiota intestinal, imunomodulacdo e protecédo da barreira intestinal (52). Como
exemplo de regulacdo da flora intestinal, pode-se citar o fato de que esses micro-
organismos tém a capacidade de aumentar a concentracdo de bactérias benéficas e
antagonizar as patogénicas, reduzindo o pH do lumen intestinal e liberando
peptideos antimicrobianos. Além disso, eles podem competir por substratos
necessarios a sobrevivéncia e inibir a adesédo de patégenos a mucosa do intestino
(53). Para promover um aumento na funcdo da barreira intestinal, os probidticos
podem aumentar a sintese de muco e reforcar as tight junctions existentes entre as
células epiteliais presentes nesse 6rgao, reduzindo a possibilidade de translocacéo
bacteriana (53,54). Na Figura 6, estdo demonstrados esses principais mecanismos

de agéo.

19



{3) Inibe translocacgéo bacteriana

| (4) Reduz pH luminal 1) Secreta bacteriocinas/defensinas
Lumen—r‘ %o 9%
Probiéticos s e T
- | = |

‘ (?)Inibigéo competitiva **

Camada de muco

Aumenta fungéao

Epitélio L) da barreira

Lamina prépria Placa de Peyer

¥
8

' s : Noédulos linfaticos mesentéricos

Figura 6. Principais mecanismos de acdo dos probi6ticos. Os probidticos atuam, entre outros
mecanismos, através de imonumodulagdo, reducao do pH luminal, inibicdo de translocacéo bacteriana e

secrec¢do de bacteriocinas e defensinas (53).

E postulado tradicionalmente que para o uso de um probiético, este deve,
entre outros efeitos, apresentar efeito benéfico no hospedeiro; ser ndo-patogénico,
nao-toxico e livre de efeitos adversos; ser capaz de sobreviver no trato

gastrointestinal; estar presente em uma quantidade suficiente (55).

O probiético Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) € uma bactéria Gram-
positiva, anaerobia, isolado pela primeira vez de fezes humanas em 1985. O LGG foi
descrito inicialmente como a subespécie rhamnosus do Lactobacillus casei. No
entanto, os pesquisadores Sherwood Gorbach e Barry Goldin observaram que a
cepa GG (Gorbach Goldin), diferente de outras espécies acido lacticas, ndo era
capaz de fermentar lactose, maltose e sacarose (56). Essa caracteristica permite a
utilizacado do teste de fermentacdo de lactose para sua identificacdo (57). Outras
caracteristicas do LGG incluem crescimento preferencial em ambiente anaerobico,
producdo de substancias antibacterianas e fermentacao de xilose, trealose, sorbitol,
manitol, glicose, frutose entre outros (56). O LGG demonstrou melhor tolerancia as

condi¢cdes no trato digestivo quando comparado a outras cepas de probioticos,
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possuindo boa capacidade de aderir e colonizar a mucosa intestinal (58). Do mesmo
modo, Alander e colaboradores demonstraram que essa cepa de Lactobacillus foi
capaz de permanecer aderido a mucosa intestinal em humanos por mais de uma

semana apos o fim da sua administracao (57).

Modelo de ligadura do ducto biliar

O modelo de ligacdo do ducto biliar (LDB) € um classico modelo animal
para o desenvolvimento de cirrose biliar secundaria. Ele vem sendo utilizado para
diversos estudos, incluindo colestase hepatica e fibrogénese (59). Sua técnica
requer uma laparotomia mediana ventral e isolamento do ducto biliar comum, acima
do duodeno, seguida por uma dupla ligacdo do ducto biliar e dissecacao entre essas
ligaduras. Devido a prolongada obstrucdo da via biliar extra-hepatica, h4 o
desenvolvimento progressivo de fibrose que culmina em cirrose biliar. Neste modelo,
0s animais desenvolvem um quadro de hepatopatia muito semelhante ao dos
pacientes que sofrem de cirrose biliar secundéaria, apresentando ictericia,
hipertensdo porta, translocacdo bacteriana, ativacdo do sistema imunoldgico,

hiperamonemia e encefalopatia hepatica (60,61).

A obstrucao biliar encontrada nesse modelo, além de aumentar a presséo
nos ductos e impedir 0 acesso das substancias excretadas na bile ao trato intestinal
superior, causa uma elevacéao de bilirrubina, fosfatase alcalina e acidos biliares (60).
O acumulo de sais biliares hidrofébicos téxicos no interior dos hepatécitos,
decorrente do refluxo da bile em direcdo ao figado, desencadeia uma reacdo
inflamatoria, fibrose periductular e necrose de hepatdcitos, 0 que ocasiona a
liberacdo de transaminases do interior das células hepaticas (62). Desta forma, o
modelo acima descrito € uma ferramenta experimental relevante, pois mimetiza o
quadro clinico de pacientes com cirrose secundaria a colestase cronica, sendo um
modelo aceitavel para o estudo dos mecanismos fisioipatoldgicos da doenca, assim

como de possiveis estratégias terapéuticas.
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Figura 7. Esquema da anatomia do sistema éntero-hepatico de ratos e cirurgia de ligadura do ducto
biliar (LDB). A cirurgia de LDB ¢é feita através de duas ligaduras: uma superior préxima aos ductos
hepaticos; e uma inferior, préxima aos ductos pancreaticos. Apoés, é feita a transeccédo do ducto biliar

comum entre essas duas ligaduras (60).
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o efeito do probiético Lactobacillus
rhamnosus GG sobre parametros inflamatérios no figado de ratos submetidos ao

modelo de ligadura do ducto biliar (LDB).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar o efeito do tratamento da hepatopatia colestatica cronica com
probidtico Lactobacillus rhamnosus GG através da andlise da expressao génica das

citocinas TNF-a e interleucina 1B no figado dos ratos.

— Avaliar a ativacao de receptores TLR4 através da analise de sua expressao

génica.
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RESUMO

Introducdo: A inflamacdo é um processo significativo em doencas hepaticas
cronicas. A colestase extra-hepética do modelo de ligadura do ducto biliar (LDB)
determina um estado inflamatério do figado, que poderia ocorrer devido a ativacdo
de receptores do tipo Toll. Probidticos sdo bactérias comensais e acredita-se que
atuem através de imunomodulacdo, podendo reduzir a inflamagdo hepética.
Objetivo: avaliar o efeito do probiético Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), no
processo inflamatério, através da andlise da expressao génica de TNF-a, IL-1B e
TLR4 em figado de ratos submetidos ao modelo de LDB. Animais e Métodos: 12
ratos machos Wistar submetidos a LDB e outros 12 animais “sham-operados”. Duas
semanas apos a cirurgia, metade dos animais controle e LDB receberam dose diaria
de LGG de 2,5 x10’ unidades formadoras de colénia durante 4 semanas, enquanto a
outra metade recebeu PBS 1%. Apdés a eutanasia, os figados foram coletados para
andlise de expressdo génica de TNF-qa, IL-13 e TLR4. Resultados: ndo houve
alteracdo de expressdo génica de TLR4 e IL-1B entre os grupos. Entretanto, os
grupos LDB e LDB P apresentaram niveis de TNF-a significativamente maiores do
que os controles (p<0,05). Conclusédo: Os parametros inflamatérios nos grupos
submetidos a LDB nao foram alterados pelo LGG ao final de 6 semanas. Os niveis

de expresséao génica de TLR4 ndo foram diferentes entre os grupos.
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INTRODUCAO

A cirrose é uma hepatopatia crénica consequente a um dano hepatico,
caracterizada histologicamente pela presenca de nddulos regenerativos, ilhas de
hepatocitos circundados por fibrose [1]. A fibrose hepatica, encontrada na cirrose,
resulta da propagacao da resposta de cicatrizacdo derivada da continua producéo e
deposicao do tecido conectivo de matriz extracelular [1]. Ela representa um estagio
dindmico que resulta do processo de desequilibrio entre dano (necrose celular),

resposta ao dano (fibrose) e tentativa de regeneracao (formacéao de nddulos) [2].

Pacientes cirréticos muitas vezes apresentam reduzidas motilidade intestinal
e secrecdo de acido gastrico, podendo acarretar supercrescimento bacteriano [3].
Além disso, a permeabilidade intestinal também se encontra aumentada,
favorecendo a passagem de patdégenos para fora do limen intestinal e o aumento de
endotoxinas no sangue portal [4]. A translocacdo bacteriana para espacos extra-
intestinais, tais como linfonodos mesentéricos, figado e baco, ocasionam a

inflamacéo [5 — 8].

Uma das endotoxinas envolvidas na ativacdo da inflamacédo e fibrose
hepatica é o lipopolissacarideo (LPS), componente estrutural da parede celular de
bactérias Gram-negativas. No figado, o LPS leva a ativacdo de células hepéticas
estreladas (CHES) e células de Kupffer (CK), através principalmente de sua ligacao

com receptores tipo Toll (TLR) [9].

TLRs sao receptores transmembrana que reconhecem moléculas derivadas
de patdégenos (componentes estruturais de bactérias, fungos e virus) e ativam a

resposta inflamatoria através da producdo de citocinas [10]. Dentre esses
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receptores, o TLR4 desempenha um papel fundamental na ativacdo do sistema
imune em resposta ao LPS, através da ligacdo desse componente bacteriano a co-

receptores do TLR4 para a posterior ativacao desse receptor [11].

Peritonite  bacteriana espontdnea e bacteremia sdo importantes
complicacbes da cirrose, indicando que a translocacdo bacteriana é um dos
principais contribuintes para a alta mortalidade e morbidade dessa doenca. [12, 13].
Os antibidticos podem eficientemente diminuir a incidéncia dessas complicacdes
através do seu efeito sobre a microbiota intestinal [3, 4]. Porém, a sua administracéo
pode estar relacionada com o desenvolvimento de resisténcia bacteriana e dano
renal [14, 15] e justifica-se a procura por terapéuticas alternativas que diminuam a

translocacgéo bacteriana [16].

Probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados em
guantidades adequadas conferem beneficios para a salude do hospedeiro. Eles
atuam sob diversos mecanismos, incluindo regulagdo do pH intestinal,
imunomodulacdo e inibicAo da translocacdo bacteriana [17]. Dentre eles, o
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) demonstrou melhor tolerancia as condi¢cdes no
trato digestivo quando comparado a outras cepas de probiéticos, possuindo boa
capacidade de aderir e colonizar a mucosa intestinal [18]. Em um estudo
experimental de inducéo de cirrose por CCl, e fenobarbital, foi observado que ratos
tratados com a combinacédo de probiodticos VSL#3 apresentaram menor incidéncia de
ascite, translocacédo bacteriana e menores niveis de TNF-a apds 20 semanas de
inducao da cirrose [19]. Utilizando a mesma combinacéo de probiéticos, Loguercio e
colaboradores observaram que houve uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de

TNF-a, IL-6 e IL10 em pacientes com cirrose de etiologia alcodlica apos 30 dias de

28



tratamento [20]. Nesse cenario, a modulacdo da microbiota intestinal parece

representar um aspecto promissor no manejo da fibrose e inflamacao hepética.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito do probidtico do tipo Lactobacillus
rhamnosus GG sobre a expressdo génica de TNF-a, IL-1B e TLR4 em ratos

submetidos ao modelo de ligadura do ducto biliar (LDB).

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 24 ratos machos adultos da linhagem Wistar obtidos da
Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os
animais foram alimentados com racdo padrdo e mantidos em gaiolas localizadas em
um ambiente controlado (temperatura de 20°C + 2°C e ciclo de claro/escuro de 12h).
Todos os procedimentos realizados durante os experimentos estdo de acordo com o
National Guidelines on Animal Care e foram aprovados pelo Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este trabalho estd aninhado ao projeto de Pés-
Doutorado da Dra. Renata Leke intitulado “Probidtico no tratamento da encefalopatia

hepatica em ratos com cirrose biliar secundaria”.

Cirurgia de ligadura do ducto biliar comum

O modelo de LDB foi realizado conforme anteriormente descrito para ratos

adultos [8] [21]. Os ratos foram anestesiados pela administracao intraperitoneal de
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guetamina (90 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg). Para a cirurgia, os animais foram
mantidos na posicdo supina em uma placa térmica a 37°C para garantir a
manutencdo da temperatura corporal durante o procedimento. O ducto biliar comum
foi, em seguida, isolado e duas ligaduras foram realizadas, utilizando-se fio seda 4-0,
uma proxima a juncao dos ductos biliares hepaticos e outra acima da juncdo com 0s
ductos pancreaticos. Apés, o ducto biliar foi seccionado entre essas duas ligaduras.
A camada muscular abdominal foi suturada com pontos continuos, e posteriormente
a camada cutanea com pontos individuais utilizando fio de mononylon 4-0. Ao
término da cirurgia, foi administrado, por via subcutanea, analgésico do tipo opidide
tramadol (dose 5mg/kg) e os animais foram levados para incubadoras aquecidas
com o intuito de evitar hipotermia, e permaneceram la até retomarem a consciéncia.
O grupo controle consistiu de animais que tiveram o ducto biliar comum isolado e
manipulado, porém nado foram realizadas as ligaduras. Todos os animais foram

mantidos no mesmo ambiente durante 6 semanas apos a cirurgia.

Grupos de animais e tratamento

ApGs a cirurgia, os animais foram alocados em 4 grupos: controle, controle +
probiético LGG (Controle P), LDB e LDB + probiético LGG (LDB P). Cada grupo foi
constituido por um total de 6 animais. Duas semanas apds a cirurgia, iniciou-se o
tratamento. Para os grupos tratados com probiético, foi administrado diariamente
1mL de uma solucdo contendo 2,5x10° unidades formadoras de colénia (UFC) de
LGG. Os animais que néo receberam probidtico foram tratados com solugéo veiculo.

Estes grupos receberam diariamente 1mL de PBS 1% (0,1 M tampéo fosfato
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contendo 23 mM Na;HPO, e 77 mM NaH,PO4, pH 7,4). As solucbes foram

administradas por gavagem durante um periodo de 4 semanas.

Coleta das amostras

Na sexta semana apos a cirurgia de LDB, os animais foram anestesiados
através de administracdo intraperitoneal de quetamina (90 mg/kg) e xilazina (12
mg/kg). Em seguida, foi realizada perfusdo cardiaca com 50 ml de tampéao fosfato
gelado (0,1 M tampéao fosfato contendo 23 mM Na,HPO4 e 77 mM NaH,PO,, pH 7,4)
e, entdo, os animais foram decapitados. Amostras do lobo mediano do figado foram
coletadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e subsequentemente
armazenadas em freezer a -80°C para posteriormente serem processadas para 0s

ensaios de expressao génica.

Expresséo génica

O RNA total do figado foi isolado pelo método de Trizol (Ambion®, Life
Technologies TM, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Foi utilizada uma quantidade de 1,5 pug do RNA extraido para a realizacdo da
transcricdo reversa, usando o kit High Capacity cDNA reverse Transcription
(Invitrogen™, Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA). As amostras de cDNA
ficaram armazenadas em freezer -20°C até as suas analises. A expressao génica foi
realizada através da técnica de PCR Real-time. Esta foi feita como um ensaio
multiplex em um StepOne™ ( Applied Biosystems®, Life Technologies™, Carlsbad,

CA, USA) de 48 pocos, utilizando-se primers especificos para TNF-a
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(Rn01525859 g1), IL-1B (Rn00580432_m1) e TLR4 (Rn00569848 m1l). O gene
constitutivo utilizado para todos os genes foi a B-actina (Rn00667869 _m1). Cada
reacdo foi composta por 5 pL de TagMan Gene Expression Master Mix (Life
Technologies™, CA, USA), 0,5 pL de primers TagMan para ambos o gene alvo e
para o controle endégeno e 2 uL de cDNA que havia sido diluido 4 vezes para um
volume total de reacdo de 10 pL. As amostras foram pipetadas em triplicata e o
programa para a reacao de PCR foi 2 mimutos a 50 °C, seguido de 10 minutos a 95
°C e, entdo, 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Os resultados

2 22 que fornece quantas

foram calculados pelo método comparativo da equacao
vezes mais 0 gene alvo € expresso em relacdo ao gene constitutivo, relativos a um

calibrador. O calibrador utilizado nesse estudo foi o grupo controle [22].

Analise estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados como média + erro
padrdo ou mediana e intervalo interquartilico. Os dados dos grupos estudados, cujos
valores apresentaram distribuicdo Gaussiana e homocedasticidade, foram
analisados por ANOVA de uma via, seguido do post hoc Tukey. Para aqueles que
apresentaram heterocedasticidade, foi empregado o teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn. Para todos os parametros, o nivel de significancia adotado foi de
5% (p < 0,05). Os programas utilizados para o processamento das analises foram

Excel 2007, GraphPad Prism 5.0 e SPSS 17.
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RESULTADOS

Expressdo Génica de TNF-a, IL-18 e TLR4

A expressao de TNF-a, no tecido hepatico, foi significativamente maior nos
grupos LDB e LDB + P, quando comparado aos grupos controles (controle 1,0693 +
0,1642; controle P 0,9623 + 0,2084; LDB 5,4681 + 1,6060; LDB P 6,1151 + 1,8154;
p < 0,05, Figura 1A). Entretanto, ndo houve uma diferenca significativa de expressao
génica de TNF-a entre o grupo LDB e o grupo LDB P. Quando analisados a
expressdo dos genes IL-18 e TLR4, observou-se que nao houve diferenca
significativa na expressdo destas citocinas entre os quatro grupos (IL-1B: controle
1,0608 + 0,1629; controle P 0,8525 + 0,1482; LDB 0,8880 £ 0,1342; LDB P 1,1747 +
0,2064; Figura 1B. TLR4: controle 1,1278 + 0,2526; controle P 1,007 + 0,1722; LDB

1,5958 + 0,5653; LDB P 1,7603 £ 0,4331; Figura 1C).

= =

Controle Controle P LDB LDB P

Figura 1A. Bloxplot da expresséo hepatica de mMRNA TNF-a.

33



2-AA Ct

2-AACt

0.0

Controle Controle P LDB LDB P

Figura 1B. Expressao hepatica de mRNA IL-18.
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1.5

1.0
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0.0

Controle Controle P LDB LDB P

Figura 1C. Expressao hepatica de mRNA TLR4.
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DISCUSSAO

A ligadura do ducto biliar € um modelo experimental jA bem estabelecido
utilizado para induzir colestase extra-hepatica, juntamente com inflamacéo e fibrose
[8]. A colestase desenvolvida interrompe o fluxo normal da bile para o intestino
superior, acarretando um aumento prejudicial de sais biliares no interior dos

hepatocitos e levando a ativagdo de rotas de sinalizacdo inflamatéria [23, 24].

O papel das citocinas pro-inflamatérias frente ao dano hepatico é complexo,
pois elas podem ser responsaveis tanto pelo estabelecimento e progressdo da
injuria e da fibrose, quanto podem participar da regeneracdo hepatica. TNF-a e IL-1
sdo responsaveis pela ativacdo das células hepaticas estreladas, que
desempenham um importante papel na inflamacéo e na fibrose [25]. No presente
estudo, observamos que os niveis de expressdo de IL-1B, nos ratos com doenca
hepética crénica, ndo estavam diferentes daqueles encontrados nos grupos
controles. Contudo, Fernandéz-Martinez e colaboradores encontraram um aumento
dessa citocina pré-inflamatéria em figado de ratos apdés 4 semanas submetidos ao
mesmo modelo animal [26], e 0s nossos resultados foram obtidos ao final de 6
semanas. A diferenca dos resultados encontrados pode ser devido aos distintos
tempos avaliados entre os dois trabalhos. A expresséo génica desta citocina talvez
esteja aumentada nas fases iniciais do processo colestéatico, o que corroboraria com

a observacédo de Fernandéz-Martinez.

Com relagdo a expressdo génica de TNF-a, esta mostrou-se elevada nos

grupos submetidos a ligadura do ducto biliar quando comparado aos grupos

controles. De forma semelhante, Jover e colaboradores encontraram um aumento
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signitificativo de TNF-a no soro de ratos LDB apds 3 semanas da ligadura do ducto
biliar [27]. Hsieh e colaboradores ndo observaram aumento dos niveis plasmaticos
dessa citocina proé-inflamatéria ao final de 10 semanas em ratos submetidos a LDB
qgquando comparado ao grupo controle. Entretanto, foi encontrado aumento da
expressao génica de TNF-a no figado desses animais [28]. Novamente, é importante
considerar as diferencas dos delineamentos experimentais utilizados. O TNF-a
também vem sendo associado com a necrose hepatica, pois ele é encontrado
aumentado local ou sistemicamente quando h&a necrose do figado e aumento dos
niveis séricos de transaminases [29]. No presente trabalho ndo foi avaliado a

presenca de necrose no tecido hepético.

Considerando que os TLRs indicam para o hospedeiro a presenca de
patégenos e de translocacdo bacteriana, investigamos se o TLR4 estaria envolvido
na sinalizacdo inflamatéria do dano hepéatico na colestase crbénica. Nao foi
encontrado diferenca entre os niveis de expressao génica de TLR4 entre 0s grupos.
Em um trabalho de Huang e colaboradores, foi observado que ratos submetidos a
LDB apresentaram niveis de expressédo génica de TLR4 no figado significativamente
maiores do que os grupos controles [30]. Entretanto, o tempo de avaliacdo desse
estudo foi de apenas 2 semanas ap6s o dano hepético, enquanto que, no nosso,
esse periodo estendeu-se para 6 semanas. Hua e colaboradores avaliaram a
cinética de ativagdo de TLR4 em modelo de fibrose induzida por CCl, e observaram
que a expressao de mRNA aumentou até 6 semanas e, na oitava, esse nivel decaiu
[31]. Mesmo utilizado um modelo experimental diferente do empregado no presente
trabalho, Hua e colaboradores encontraram uma diferenca temporal de ativacédo do

TLR4. Esse receptor talvez exerca um papel diferente ao longo da progresséo da
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doenca. Desta forma, talvez o TLR4 apresente um perfil de ativagdo precoce, sendo

ativado apenas nos estagios iniciais da leséo.

Sabe-se que probidticos apresentam a habilidade de modular a flora
intestinal, bem como a resposta inflamatéria [32]. Nesse estudo, foi avaliado o efeito
do probiotico Lactobacillus rhamnosus GG sobre a resposta inflamatoria no figado
decorrente de doenca hepatica cronica. O principal resultado encontrado foi que o
uso de probidtico ndo foi capaz de atenuar os niveis de expressédo génica de TNF-a.
Em relacdo a IL-18 e TLR4, ndo foram encontradas diferengcas entre 0s grupos.
Bauer e colaboradores e Soriano & Guarner também ndo encontraram resultados
promissores com essa cepa de probiético em diferentes modelos de cirrose
experimental [33, 34.] No presente estudo, a hipotese para o resultado encontrado é
que possivelmente o estagio da doenca hepatica cronica, apdés 6 semanas da
cirurgia de LDB, ja esteja bastante avancado e o uso de probi6ticos ndo seria mais
capaz de atenuar esse processo. Ndo se pode descartar a possibilidade de que a
terapéutica com o LGG exerca alguma influéncia benéfica sobre a doenca hepatica

cronica em estagios mais iniciais da doenca.

Até o momento, ndo encontramos na literatura nenhum estudo avaliando o
efeito do probidtico LGG sobre parametros inflamatérios apos ligadura do ducto
biliar. Desta forma, o presente estudo € original e verificou que o tratamento com o
LGG nao alterou o padrdo de expressdao de TNF-a, que se encontrava aumentado
nos ratos com cirrose biliar secundaria. Entretanto, sdo necessarias outras analises
para determinar o estado da inflamacdo destes animais, como analise de expressao

proteica das interleucinas hepaticas e séricas, assim como analise histoldgica do
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figado. Estamos atualmente trabalhando neste sentido, para melhor elucidar o papel

do LGG na cirrose bhiliar secundaria.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Analise da expressao génica de parametros inflamatorios no figado.
O mRNA foi isolado de figado dos quatro grupos (controle, controle P, LDB e LDB P)
e submetido a reacéo reversa para a sintese de cDNA. A andlise da expressao
génica foi realizada empregando ensaios multiplex de gPCR para os genes TNF-a
(1A), IL-1B (1B) e TLR4 (1C), utilizando o gene B-actina como controle endoégeno. A
andlise dos resultados foi realizada através do método comparativo 224C
Resultados sdo expressos como mediana e intervalo interquartilico (1A, boxplot
apresentando os valores minimo e maximo) ou média + erro padrdo (1B e 1C). *p <

0,05 quando comparado aos grupos controles.
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4. CONCLUSAO

Nesse trabalho, avaliamos o efeito que o probidtico Lactobacillus rhmanosus
GG exerce sobre os parametros inflamatérios TNF-a e IL-13, além de sua implicacdo
na ativacdo de receptores TLR4. Verificamos que apenas a expressdo génica de
TNF-a apresentou-se alterada ap0s a inflamacao desenvolvida pela colestase extra-
hepética. Entretanto, o seu aumento ndo foi atenuado pela administracdo de
probiotico. A inflamacdo provavelmente ndo foi dependente da ativacdo de
receptores TLR4, visto que 0s niveis de expressao hepatica desse receptor ndo se
mostrou diferente entre os grupos. Contudo, ndo descartamos que esse receptor
seja ativado e exerca influéncia sobre o figado em periodos mais precoces da
colestase extra-hepética. Devido a falta de trabalhos similares e resultados
divergentes, mais estudos sao necessarios para que possamos melhor elucidar nédo
apenas 0s mecanismos pelos quais os probidticos atuam no organismo, assim como

também o seu papel na inflamagé&o hepatica.

Esse estudo € inédito, visto que ndo foram encontrados trabalhos
relacionando o papel de probiéticos e a expressdo génica de parametros
inflamatorios no figado apds a inducao de colestase extra-hepatica em ratos. Apesar
de apenas o0s niveis de expressdo génica de TNF-a apresentarem-se alterados,
outras analises sdo necessdarias para melhor determinar o estado da inflamacao
destes animais. Pode-se realizar avaliacdo de interleucinas séricas e do tecido
hepatico, bem como a determinacédo de endotoxinas séricas, para a confirmacao de
translocacao bacteriana. O estudo histolégico do figado também é muito importante,
pois assim pode-se avaliar a presenca de necrose tecidual como também deposicéo
de fibras de colageno. Estamos trabalhando neste sentido, para esclarecer tais

davidas e elucidar o papel do LGG na cirrose biliar secundaria.
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5. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, pretendemos realizar analises de expressao proteica
das interleucinas IL-18 e TNF-a no figado dos animais pela técnica Western blot.
Além disso, realizaremos analises histologicas pelas coloracdes de hematoxilina e
eosina (H&E), bem como por picrossirius, para que possamos respectivamente

avaliar alteragfes na estrutura hepatica e mensurar a fibrose.
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