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Sumario: Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da N-acetilcisteina (NAC), isolada e
associada a Praziquantel (PQZ), sobre o dano hepatico na esquistossomose cronica experimental.
Camundongos infectados foram distribuidos em controle, NAC, PZQ e NAC + PZQ. Dois
grupos ndo infectados foram distribuidos em Controle e NAC. Apds o0 45° dia de infecdo a NAC
(200mg/kg/dia) foi administrada diariamente até o 180° dia ap6s infeccdo e PZQ (100 mg / kg /
dia) a partir do 45° até o 49° dia de infeccdo, ambas as drogas por via. No dia 181° dia de
infeccdo os camundongos foram sacrificados para analise sorolégica de AST, ALT, fosfatase
alcalina e de albumina e analise do estress oxidativo através dos niveis de anion superéxido,
peroxidacdo lipidica, carbonilacdo de proteinas e grupos sulfidrila em tecido hepético. O
tratamento com NAC reduz os niveis de anion superéxido, peroxidacao lipidica, carbonilacdo de
proteinas e aumento de grupos sulfidrila em tecido hepatico. A associacdo da NAC ao PZQ
favorece a melhora desses marcadores de estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

Estima-se que uma a cada trinta pessoas, no mundo, seja portadora de esquistossomose.
Atualmente, o tratamento é realizado com Praziquantel (PZQ), que apresenta alta eficacia contra
vermes adultos no entanto ndo modula sobre as lesbes granulomatosas ja instaladas que podem
causar sequelas irreversiveis. Os ovos do S. manosnhi sdo transportados através da corrente
sanguinea e depositados, especialmente no tecido hepatico. O acumulo de ovos nesse tecido
promove um processo inflamatorio granulomatoso agudo, causado pelos antigenos do
miracidium e isto resulta no desequilibrio oxi-redox hepético (Andrade, 2004). NAC reduz
lesdes hepatica causadas por ROS, “’varrendo’’ radicais téxicos e reduzindo a infiltragdo
inflamatoria, disfuncdo mitocondrial e danos ao DNA. Com relagdo aos efeitos NAC-protetor na
esquistossomose experimental, estudos evidenciam seu papel na imunomodulacéo e na reducao
da inflamagdo granulomatosa, estresse oxidativo e dos indicadores de danos hepatico (Fan et al
2007; Seif el-Din, al-Hroob, Ebeid, 2011; Seif el-Din et al., 2006, Aires et. al., 2012). Assim,
considerando as propriedades da NAC sob a funcdo hepatica e sendo a esquistossomose
mans6nica uma enfermidade com extensas alteracdes hepaticas, propomos neste trabalho,
investigar o potencial antioxidante da NAC sobre o estresse oxidativo na esquistossomose
experimental cronica.

MATERIAIS E METODOS
Ap6s aprovagdo pela comissdo de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal
de Pernambuco (CEEA/UFPE) (processo numero 23076.021878/2008-66), camundongos
(n=48) fémea Swiss Webster, com 30 dias de idade e pesando 28+2g, foram obtidos e mantidos
no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA da UFPE. Para a infeccdo
dos camundongos utilizamos a cepa de S. mansoni, Belo Horizonte - Minas Gerais (BH). Apos



A£%. | XXl CONIC
234 VIICONITI
IV ENIC

obtencdo de uma suspensdo cercariana, trinta e dois camundongos foram infectados via
percutdnea com 50 cercérias (Olivier; Stirewalt, 1952). O restante dos animais (n=16) foi
mantido nas mesmas condic¢des, mas livre de exposicdo cercariana. Os animais foram divididos
de acordo com a exposicdo cercariana e esquema de intervencdo terapéutico empregado. Os
animais livres de infeccdo foram divididos aleatoriamente em dois grupos (G1 e G2) com 8
animais cada e os animais infectados em quatro grupos (G3 — G6) com 8 animas cada, de
acordo com a esquema abaixo: G1: Nao infectados controle com salina; G2: N&o infectados
tratados com NAC; G3: Infectados controle com salina; G4: Infectados tratados com NAC; G5:
Infectados tratados com PZQ; G6: Infectados tratados com NAC e PZQ.NAC foi diluida em
solucdo salina na dose de 200mg/Kg/dia e administrada via oral a partir do 45° dia apds a
infeccdo e foi mantida diariamente até o 180° dias apos infec¢do. Todos 0s animais submetidos
ao tratamento com PZQ receberam a dose curativa, via oral, de 100mg/Kg/dia, por cinco dias
consecutivos a partir do 45° dia apos a infeccdo. Os grupos nao expostos a nenhuma a
intervencdo terapéutica foram submetidos as mesmas condi¢Ges que 0S grupos experimentais.
Vinte e quatro horas apds a ultima dose de NAC, no 181° dias ap6s a infeccdo, todos os
camundongos foram submetidos a anestesia e logo ap6s o sangue foi coletado por puncdo
cardiaca e o soro separado por centrifugacdo para medir os niveis sorologicos da aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, e albumina foram medidos em
aparelho de Precisdo TARGA. Posteriormente, os animais foram perfundidos e o figado
coletado para analise do estresse oxidativo. Anion superdxido foi medido como previamente
descrito (Poderoso et al., 1996). Espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS) foi medida
como um marcador de peroxidacdo lipidica por espectrofotometria a 532 nm (Draper et al.,
1990). O teor de carbonila serd determinado segundo Levine, et al., 1990. A quantidade de
grupos de proteinas sulphhydryl (TNB formado) serd medida a 412 nm, como descrito
previamente (Bulaj et al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a coleta e centrifugacdo do sangue para obtencdo de soro, ndo conseguimos
amostras suficientes para fazer uma anélise estatistica confiavel. Este fato ocorreu por falha na
coleta que causou hemolise. Em nosso estudo, o esquema terapéutico com PZQ reduziu em
100% a carga parasitaria, uma vez que nenhum verme foi recuperado do sistema porta-hepatico
(dados ndo mostrados) e assim medimos com precisao os efeitos antioxidantes da NAC como
droga adjuvante a terapia antischistosoma. Nos grupos sem intervencdo com PZQ, a carga
parasitaria foi mantida e uniforme, assim a inflamacdo evoluiu, resultando em complicacfes
patoldgicas, incluindo o dano oxidativo hepatico. Assim, mensuramos os efeitos antioxidantes da
NAC na fase crénica da infeccdo esquistossomatica.

Nossos resultados corroboram com os estudos de Sei fel-Din e colaboradores (2006),
Sei fel-Din e colaboradores (2010) e Seif el-Din, Al-Hroob, Ebeid (2011), que mostraram que a
infeccdo pelo S. mansoni reduz as defesas antioxidantes, uma vez que houve niveis elevados, no
tecido hepatico, de anion superdxido, peroxidacdo lipidica, carbonilagdo de proteinas e reducéo
de grupos sulfidrila. Ademais, durante a infecgcdo a atividade das enzimas catalase e glutationa
peroxidase é drasticamente reduzida, juntamente com os niveis intracelulares de glutationa no
figado. O sistema oxidante tem importante papel na defesa natural do ser humano, por um
equilibrio natural entre pro-oxidantes e antioxidantes. Nessas condicdes, a reposi¢ao exdgena de
antioxidantes é essencial para eliminar os produtos de reagdes oxidativas e manter as operagdes
imunoldgicas capazes de neutralizar os antigenos de ovos de S. mansoni e assim restaurar as
fungdes hepéticas (Sei fel-Din el. al., 2006, Seif el-Din, Al-Hroob, Ebeid, 2011). Assim, em
nosso desenho de estudo o tratamento com a NAC foi capaz de reduzir os niveis hepaticos de
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anion superoxido, peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas e aumenta os niveis de
grupos sulfidrila no mesmo tecido, quando comparados grupo controle infectado. Esses achados
também sdo observados nos grupos tratados com PZQ.

Os animais tratados com a NAC sofreram redugdo nos niveis de oxidantes devido a sua
atuacdo direta ou indiretamente, pela neutralizacdo de radicais e rea¢@es redox (cisteina-cistina) e
sintese de glutationa (Tumur, 2010). O sistema antioxidante também conserva formas reduzidas
de grupamentos sulfidril (-SH), pois a NAC estimula o sistema glutationa e suas enzimas, como
a glutationa sintetase para a producgdo de glutationa reduzida (Tumur, 2010). A NAC é capaz de
reduzir lesdes hepatica causadas por ROS, “’varrendo’ radicais livres e modulando
favoravelmente a infiltracdo inflamatoria, disfungdo mitocondrial e danos ao DNA.

Em nosso estudo o tratamento com NAC, livre ou associado ao PZQ, reduz os niveis
de anion superoxido. Segundo Sei fel-Din e Colaboradores (2006 e 2011) essa reducdo pode ser
atribuida a acdo da NAC em aumentar a sintese de superoxido dismutase (SOD). Além disto,
NAC tem papel importante na degradagdo de H,0,, uma vez que NAC aumenta os niveis de
glutationa peroxidase e catalase, enzimas responsavel pela conversdao H,O, em H,O e O, (Sei
fel-Din et al., 2006, Sei fel-Din et al., 2011). Esta reacdo é importante, pois o H,O, reage com
cadeias de acidos graxos e de outras macromoléculas, como proteinas, presente na membrana
celular, aumentando a peroxidacao de lipidios. Adicionalmente, 0 OH também reduz os niveis de
cisteina e grupos tiols no curso da infeccdo. De acordo com 0s nossos resultados o tratamento
com NAC e/ou PZQ confere protecdo a membrana celular e as proteinas, uma vez que houve
niveis reduzidos de peroxidacdo de lipidios e grupos carbonila e elevados niveis de albumina e
grupos tiol em camundongos tratados. A melhora, desses marcadores de danos oxidativos é
diretamente relacionada aos efeitos da NAC em reduzir a cistina extracelular em cisteina,
aumentar a atividade da glutationa-S-transferase, aumentando a sintese de glutationa, que
desentoxifica aldeidos reativos, como o malondialdeido, que sdo gerados durante a oxidacdo de
lipidios e promover a desintoxicacdo, ao agir diretamente sobre espécies reativas de oxigénio,
além de ser uma fonte de metabdlitos SH e, com isso, estimular a sintese de GSH (Atkuri,
Mantovani e Herzenberg, 2007). EI-Din e colaboradores (2006), concluem que o tratamento com
a NAC, sozinho ou associado ao PZQ, atenua os danos hepéticos ao reduzir marcadores do
estress oxidativo e bioquimicos hepatico.
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Figural Efeito do tratamento com NAC e/ou do PZQ em camundongos, ndo infectados e
infectados com S. mansoni, sobre os niveis de (A) anion superoxido, (B) peroxidacdo lipidica,
(C) carbonilacao de proteinas e (D) grupos sulfidrila no tecido hepético. *P < 0.01 diferenca
entre controle infectado e NAC, PZQ e NAC+PZQ infectados; a P < 0.001 diferenca entre
controle ndo infectado e controle infectado e **P < 0.001 diferenca entre controle infectado e
NAC, PZQ e NAC+PZQ infectados.

CONCLUSOES

Camundongos infectados com S.mansoni e tratados com NAC apresentaram redu¢do nos
niveis de anion superoxido, peroxidacao lipidica, carbonilacdo de proteinas e aumento de grupos
sulfidrila em tecido hepético. A associacdo da NAC ao PZQ favorece a melhora desses
marcadores de estresse oxidativo.
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