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RESUMO

A morte tecidual decorrente das alteracdes isquémicas é um processo
complexo que envolve uma série de eventos celulares. A interrupcdo do
fluxo sanguineo compromete o suprimento de oxigénio, nutrientes e
metabolitos necessarios a manutencao fisiologica do tecido muscular.
Dentre as causas de isquemia tecidual destacamos a trombose arterial
causada pela doenca aterosclerética, responsavel por alteracdes
isquémicas cardiacas, renais, cerebrais e periféricas. A isquemia tecidual
causada pela doenca aterosclerética possui grande incidéncia
principalmente na populacao ocidental atual, sendo responsavel por altas
taxas de morbidade e de mortalidade.

Diante deste cenario, buscamos avaliar o papel do tratamento com N-
acetilcisteina (NAC) em animais submetidos ao modelo de isquemia de
membros inferior. Para avaliar o efeito de NAC, utilizou-se 21 ratos
machos adultos, da linhagem Wistar, com peso variando entre 250-300
g, divididos em trés grupos de 7 animais: (1) Sham, (2) Isquemia, (3)
Isquemia tratada com NAC.

Os animais foram submetidos ao processo de inducdo de isquemia dos
membros posteriores por meio da dupla eletrocoagulacdo das artérias
iliaca comum e femoral comum e apds o procedimento receberam uma
dose oral diaria de NAC de 30 mg/kg por 30 dias. Ao final dos 30 dias o
musculo solear foi retirado para as avaliaces de consumo de oxigénio,
marcadores de autofagia (ATG16, ATG3, Beclin, LC3 A/B, marcadores
de mitofagia PINK e PARKIN, e marcadores de biogénese mitocondrial
NRF-1, PGC-1a. e TFAM.

Nos animais submetidos ao tratamento com NAC, evidenciou-
se redugdo significativa na atividade do PGC1 a ¢ TFAM, marcadores
de biogénese mitocondrial, assim como aumento do consumo de
oxigénio, em hipoxia, de animais submetidos a isquemia cronica de
membros inferiores, 0 marcador de autofagia beclina também mostrou-
se reduzido em ralacdo aos animais ndo tratados. Ndo houve alteracdo
significativa na concentragdo dos marcadores de autofagia (LC3, ATG3
e ATG16), nos niveis de Pink e PARKIN — marcadores de mitofagia,
assim como no marcador NRF1 de biogénese mitocondrial. A baixa
concentracdo de consumo de oxigénio, em normoéxia, em animais
submetidos a isquemia cronica de membros inferiores ndo foi revertida
pela NAC. Em concluséo, o tratamento com a NAC reverte 0 aumento
do consumo de oxigénio em hipoxia, mas este efeito ndo parece ser
secundario diretamente a modulagdo dos processos de autofagia,
mitofagia ou biogénese mitocondrial.



Palavras-chave: Autofagia; Biogénese; Isquemia de membros;
Mitocondrial; N-acetilcisteina.



ABSTRACT

The tissue death resulting from ischemic changes is a complex process
that involves a series of cell events. The interruption of the bloodstream
compromise the oxygen supply, nutrients and metabolites needed for the
physiological maintenance of muscle tissue.Among the causes of tissue
ischemia we highlight arterial thrombosis caused by atherosclerotic
disease, responsible for the cardiac, renal, cerebral and peripheral
ischemic changes. The tissue ischemia caused by atherosclerotic disease
has great incidence on the current Western population, being responsible
for high rates of morbidity and mortality. Given the current situation,
We sought to evaluate the role of N-acetylcysteine treatment in animals
submitted to the lower members ischemia model. To evaluate the effect
of Nac, 21 male Wistar rats weighing 250-300 g were used and they
were divided into three groups of 7 animals: (1) Sham, (2) Ischemia, (3)
NAC-treated ischemia.The animals were submitted to the process of
ischemia induction of the hind limbs through the double
electrocoagulation of the common iliac arteries and common femoral,
then after the procedure they received a daily oral dose of 30 mg/kg of
Nac for 30 days. At the end of the 30 days the solear muscle was taken
for assessments of oxygen consumption, autophagy markers (ATG16,
ATG3, Beclin, LC3 A/B, Markers of mitofagia PINK e PARKIN, and
mitochondrial biogenesis markers NRF-1, PGC-1a and TFAM. The
animals submitted to the NAC treatment, there was a significant
reduction in the activity of PGCla and TFAM, markers of
mitochondrial biogenesis, as well as the increase in the oxygen
consumption, in hypoxia, of animals submitted to chronic lower
members ischemia, the autophagy beclina marker was also reduced in
relation to untreated animals. There were no significant changes in the
concentration of autophagy markers (LC3, ATG3 e ATG16 ), in the
levels of PINK and PARKIN — mitophagy marker, as well as in the
NRF1 of mitochondrial biogenesis marker. The low concentration of
oxygen consumption, in normoxia, in animals submitted to chronic
lower members ischemia was not reversed by NAC. In conclusion, the
treatment with NAC reverses the increase of oxygen consumption in
hypoxia, but this effect does not seem to be directly secondary to the
modulation of the processes of autophagy, mitofagia or mitochondrial
biogenesis.

Keywords: Autophagy; Biogenesis; Isquemia de membros;
Mitochondrial N-acetylcysteine.
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VCAM-1 - Proteina de adesdo de células vasculares 1

VEGF - Fator de crescimento do endotélio
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1 INTRODUCAO
1.1 DEFINICAO DE ISQUEMIA DE MEMBROS INFERIORES

A incidéncia da isquemia critica de membros inferiores tem sido
estimada entre 500 a 1000 milhd&o por ano na Europa e nos Estados
Unidos (Becker e Riemekasten, 2012). E segundo Jensen e
colaboradores se torna responsavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade na populacdo do ocidente (Jensen et al., 2006).

A aterosclerose é a doenga degenerativa mais comum no ser humano,
estando relacionada a fatores genéticos, infecciosos e ambientais. A
palavra provém do grego atheros (caldo espesso), oma (tumor) e scleros
(endurecimento), significando alteragdes celulares com deposicdo de
calcio e colesterol formando areas de espessamento na parede arterial. O
termo ateroma foi sugerido por Von Haller (1775), e a denominacédo
aterosclerose foi proposta por Marchand (1904), para caracterizar as
lesbes com degeneragdo gordurosa e proliferacdo de tecido conectivo
(Maffei et al., 2002). A aterosclerose, doenca vascular subjacente a
maioria dos casos de infarto agudo do miocéardio e acidentes vasculares
encefalicos, é a principal causa de morte nas sociedades ocidentais.
Atualmente, sabe-se que a aterosclerose ndao é uma simples
consequéncia degenerativa do envelhecimento, mas antes, uma doenca
inflamatdria crénica que envolve uma inter-relacdo complexa de
elementos celulares circulantes e as células da parede arterial (Ross,
1999).

A aterosclerose é uma doenca progressiva caracterizada pelo acumulo
de lipideos e de elementos fibrosos nas grandes artérias. As lesdes
precoces da aterosclerose — as estrias gordas — sdo o resultado do
acumulo subendotelial de macréfagos enriquecidos em colesterol,
designados por células esponjosas. Nos humanos, estas lesdes sédo
observaveis na aorta na primeira década de vida, nas artérias coronarias
na segunda década, e nas artérias cerebrais na terceira ou quarta década
de vida. Apesar das estrias gordas ndo serem clinicamente significativas
sdo precursoras de lesdes mais avangadas caracterizadas pelo acumulo
de detritos necréticos ricos em lipideos e de células musculares lisas —
as placas fibrosas. Estas placas podem tornar-se ainda mais complexas,
devido por exemplo a calcificagcBes, e aumentarem até limitarem a
circulagdo sanguinea por formagéo de um trombo ou codgulo sanguineo
(Lusis, 2000). Segundo o TASC Il (TransAtlantic InterSociety
Consensus on the Management of Peripheral Arterial Disease)
publicado em 2007 a prevaléncia da doenca aterosclerdtica que
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compromete os membros inferiores (DAOPC), varia de 3 a 10% na
populacdo adulta, com um aumento para 15-20% em maiores de 70 anos
(Norgren et al, 2007).

Nos membros inferiores, 0 processo aterosclerético pode apresentar-se
clinicamente de modo insidioso, através de claudicacdo intermitente
para longas distancias. Evolui para claudicagdo invalidante, e finalmente
dor em repouso associada ou ndo a lesdes troficas, com risco de perda da
extremidade (Maffei et al., 2002). A isquemia de membro inferior (IMI)
€ uma condicdo presente quando o paciente possui um quadro clinico de
dor em repouso ou com a presenca de lesdes troficas, sendo uma
apresentacdo clinica com elevado risco de perda do membro afetado.
Em paises desenvolvidos, sua incidéncia esta estimada entre 50 e 100
casos em 100 mil habitantes todos os anos. Dessa forma, a IMI leva a
nitido aumento da morbidade e mortalidade, assim como ao consumo de
muitos recursos sociais e de salde.

Os sinais e sintomas clinicos da aterosclerose dos membros inferiores
se apresentam de modo variado, estando presentes em 5% da populacéo
geral acima de 50 anos nos paises desenvolvidos. Cerca de 20 a 30%
desses pacientes evoluem para isquemia critica, com necessidade de
revascularizacdo, e em 10% destes, alguma amputacdo sera necessaria
(McDermott et al., 2000). No Brasil estes dados sdo superiores, pois
cerca de 60% dos pacientes com isquemia cronica da extremidade
evoluem para amputacdo primaria, sendo considerado ndo sé um
problema de salde puablica, mas também um problema social (XIV
Forum da SBACV-2003). Esses dados justificam a tentativa de
revascularizacdo, mesmo naqueles casos cujo prognaéstico é reservado,
devido ndo s6 a condicdo psicossocial daquele que sofre amputacdo do
membro inferior, mas também para reducdo de custos com 0s
procedimentos e com a necessidade de futura reinclusdo social e
profissional (McDermott et al., 2000).

A principal manifestacdo clinica da doenca é a claudicagdo
intermitente, definida como dor das pernas, que piora com a marcha e
melhora apo6s a interrupcdo da mesma. Num periodo de 5-10 anos, cerca
de 70% desses pacientes permanecerdo  assintomaticos ou
oligossintomaticos, mas 30% apresentardo sintomas progressivos e
poderdo ter indicacdo de revascularizacao arterial. Cerca de 20% destes
evoluirdo da claudicagdo intermitente para a isquemia critica do
membro, e 0s 10% restantes terdo indicacdo de amputacdo menor, um
ou mais pododactilos ou parte do pé, com uma incidéncia abaixo de 4%
para amputa¢do maior, na perna ou coxa.
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Decorrente desse elevado impacto social, a comunidade cientifica tem
se empenhado no estudo dos fatores causadores da isquemia de
membros, bem como no desenvolvimento de métodos preventivos para
0 seu controle.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA DE MEMBROS
INFERIORES

O endoteélio vascular foi considerado, durante varias décadas, como
uma camada unicelular que atuava como uma barreira semipermeéavel
entre 0 sangue e o intersticio. Uma série de evidéncias tem demonstrado
gue o endotélio desempenha uma gama de importantes funcgdes
bioldgicas, participando de varias vias metabdlicas e regulatdrias. Além
das funcdes especializadas, como troca de gases na circulagdo pulmonar
e fagocitose na circulagdo hepatica e esplénica, conhecidas de longa
data, o endotélio vascular desempenha papeis universais na circulacao,
que incluem a participacdo no controle sobre a trombdélise e a trombose,
0 crescimento vascular, as interagcfes entre plaquetas e leucdcitos com a
parede vascular e o tdnus vasomotor (Caramori e Zago, 2000).

O endotélio é uma camada continua de células revestindo toda a
arvore vascular que regula varios aspectos do sangue e funcbes dos
vasos sanguineos. Células endoteliais em repouso mantém uma interface
sangue-tecido ndo trombogénica, modulam a inflamacéo e afetam o
crescimento de outros tipos celulares, particularmente células do
musculo liso. As células endoteliais influenciam a vasorreatividade das
células musculares lisas subjacentes através da producdo de fatores
relaxantes como 6xido nitrico (Robins, 2013).

A alteracdo de qualquer uma destas propriedades resulta a disfungéo
endotelial, um dos elementos fundamentais em todo o processo da
aterogénese (Ross, 1993). As lipoproteinas plasmaticas realizam o papel
de transportadoras do colesterol pela arvore arterial, incluindo a LDL,(
low density lipoprotein), que quando oxidadas, na camada subendotelial,
iniciam o processo de disfuncdo endotelial, assim como a ocorréncia de
ROS, fluxo sanguineo turbulento e oscilatério, também contribuem
diretamente para a disfungdo do endotélio (Ross,1999).

O fluxo sanguineo, nesse contexto, é particularmente importante,
porque sistematicamente o local de inicio do processo de aterosclerose
sd0 nas areas de ramificacGes arteriais. Nestes locais o fluxo do sangue
tem maior pressao, 0 que traz como consequéncia um evidente aumento
da permeabilidade endotelial a macromoléculas como a LDL (Gimbrone
Jr, 1999). Esse aumento da permeabilidade por um periodo elevado, faz
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com que a funcdo oxidativa do espaco subendotelial fique alterada,
sinalizando o sistema de defesa que passara a tentar o reestabelecimento
da homeostase naquele tecido (Steinberg et al., 1989).

Diante deste cendrio a inflamacéo participa da resposta protetora, que
envolve as células do hospedeiro, vasos sanguineos, proteinas e outros
mediadores, que se destina a eliminar a causa inicial da lesdo celular
(Kumar et al., 2013). A deposicdo de leucécitos (mondcitos) sobre o
endotélio lesado e sua penetracdo no espacgo subendotelial sdo mediadas
por moléculas de adesdo, expressas no endotélio e nas células
circulantes. Entre as moléculas de adesdo endotelial, VCAM-1,
(vascular cell adhesion molecule-1), as P- eE-selectinas e a molécula de
adesdo intracelular ICAM-1,( intracellularadhesion molecule-1) (Li et
al., 1993; Dong et al., 1998; Collins et al., 2000).

1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Os radicais livres cujos elétrons encontram-se no atomo de oxigénio e
nitrogénio sdo denominados, respectivamente, de espécies reativas de
oxigénio (Abrahdo, 2007). Em sistemas aer6bicos, é essencial o
equilibrio entre agentes Oxido-redutores e o sistema de defesa
antioxidante. Esses agentes sdo gerados endogenamente como
consequéncia direta do metabolismo do O, e também em situacdes ndo
fisiolégicas, como a exposicdo da célula a estressores que provocam a
reducdo incompleta de O,(Ross e Moldeus, 1991).

As consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de
sua duracdo e muitas lesdes ocorrem durante a reperfusdo tecidual
devido ao estresse oxidativo. O excesso de producdo de substancias
reativas, como EROs, dificulta ou impede a neutralizacdo por agentes
antioxidantes endogenos, como glutationa e superéxido dismutase,
resultando no estresse oxidativo (Silva Jr. et al., 2002; Gilgun-Sherkiet
al.,2002). Esse processo pode culminar na adaptagdo, por aumento da
resposta antioxidante, no dano tecidual por agressdo a fosfolipidios,
carboidratos, aminoacidos, DNA ou na morte celular por necrose ou
apoptose (Kunz et al.,2010).

1.4 AUTOFAGIA E BIOGENESE MITOCONDRIAL

O musculo esquelético é capaz de adaptar-se em resposta a estimulos
fisiolégicos e patolégicos, sendo que a mitocondria possui funcéo
central nessa caracteristica desse tecido (Ljubicic et al., 2010). A
mitocéndria € uma das organelas mais intensamente estudadas na célula
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(Vifa et al., 2009), sua funcéo energética foi essencial para o surgimento
das células eucariodticas, bem como o desenvolvimento de organismos
complexos (Nisoli e Carruba, 2006).

A autofagia é um processo evolutivo conservado nos lisossomos, que
tem por objetivo regular a renovagdo dos constituintes celulares, pela
degradacdo de proteinas e organelas, através da via autofagossomo/
lisossomo. A autofagia é importante para manter a homeostase e serve
como um mecanismo de adaptacdo quando ha uma baixa
disponibilidade de nutrientes como ocorre imediatamente apds o
nascimento e nos processos de diferenciagdo e desenvolvimento normal
(Kuma et al., 2004; Uchiyama et al., 2008). Entretanto ela também ¢é
uma estratégia que as células utilizam para sobreviver frente a uma
situacdo de estresse. Apesar da autofagia ser considerada essencial para
a manutencdo da homeostase celular, a ativacdo excessiva dessa via
pode destruir partes do citosol e das organelas levando ao colapso total
de todas as funges celulares. Por estes efeitos antagbnicos da autofagia
é que seu papel nos processos celulares de sobrevivéncia e morte ainda
nado estdo completamente esclarecidos (Codogno e Meijer, 2005; Erlich
et al., 2006).

O controle celular sobre as mudangas adaptativas na quantidade de
mitocdndrias requer a capacidade de detectar a necessidade de producdo
adicional de energia mitocondrial, seguida pelo desencadeamento de
vias de sinalizacdo que resultardo em um aumento da expressdo de
genes para a formagdo de novas mitocondrias na célula (Clementi e
Nisoli, 2005). O processo de biogénese mitocondrial refere-se nao
apenas a formacdo de novas mitocondrias, mas também ao processo de
aumento da organela e da expressdo de enzimas relacionadas a sua
funcdo. E um processo complexo, uma vez que a mitocondria é derivada
de genomas nucleares e mitocondriais (Hood, 2009). Diferentes
estimulos, como a ativagdo simpatica, o exercicio fisico, a queda da
temperatura corporal, as espécies reativas de oxigénio, dentre outros,
podem ativar a biogénese mitocondrial (Nisoli et al., 2003; Nisoli et al.,
2008; Hood, 2009; Kowaltowski et al., 2009).

Sendo assim, no musculo esquelético, a regulagdo da biogénese
mitocondrial, que se d& a partir de seus principais fatores de transcricéo,
como a PGC-1a ¢ a mtTFA ¢ particularmente importante visto que as
mitocondrias possuem fungbes essenciais em seu metabolismo
(Schrauwen e Hessenlink,2004). O PGC-la é também importante
regulador da biogénese mitocondrial no tecido adiposo e no muisculo
esquelético (Liang et al., 2006). Sua atividade é mediada pela interacéo
com os fatores de transcricdo NRF 1 e 2 (fatores respiratorios nucleares
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1 e 2) e pela expressdo de TFAM (fator de transcrigdo mitocondrial).
Estes fatores estdo envolvidos na regulacdo coordenada da expressao de
genes codificados no DNA nuclear e mitocondrial respectivamente
(Scarpulla, 2008; Scarpulla, 1997; Parisi e Clayton,1991; Short et al.,
2003). Assim, quando expresso, 0 PGC-lo eleva a expressdo de
proteinas da cadeia respiratoria e de enzimas envolvidas na oxidacdo de
acidos graxos no musculo esquelético e tecido adiposo (Tiraby et al.,
2003; Lin et al., 2001).

Estudos envolvendo substancias que atuem nessas vias ainda séo
pouco esclarecedores, e é fundamental para auxiliar no tratamento
clinico de pessoas acometidas pela isquemia.

1.5 N-ACETILCISTEINA - NAC

A N-acetilcisteina (NAC), é um tiol-composto, com propriedade
mucoliticas sendo largamente utilizado na pratica clinica (Arfsten et al,
2004; Wang et al, 2010), € precursora da cisteina e glutationa, conhecida
por sua agdo antioxidante e utilizada na préatica clinica para o tratamento
da intoxicacdo por paracetamol e como expectorante (Jones, 1998). Sua
atividade antioxidante pode ser dita como direita ou indireta, como
precursor da glutationa, tendo papel-chave na homeostase celular, visto
que a deplecdo de glutationa pode causar morte celular devido a
peroxidacdo lipidica e declinio nos niveis de tiol-proteina (Cuzzocrea,
2000). Tem sido largamente estudado na profilaxia da nefropatia
induzida por contraste e na diminuicdo das lesbes causadas pela
sindrome de reperfusdo renal, pulmonar e intestinal (Mansano et
al.,2012).

A NAC atua também no processo de remoc¢ao de ROS, possui também
acdo vasodilatadora, atuando assim, na microcirculacdo, restabelecendo
a atividade dos fatores de relaxamento derivado do endotélio. Efeitos
protetores adicionais de NAC pode estar na capacidade deste composto
em regular a acdo de sistemas antioxidantes, tais como a superoxido
dismutase(Massy e Ngunyen, 2002) ou aumentar a atividade catalitica
de glutationa peroxidase (Trimarchi et al., 2003). A NAC tem
demonstrado reduzir a disfuncdo endotelial, inflamacdo, fibrose e
diminuir a lesdo provocada pelo tempo de isquemia do enxerto e 0s
niveis de malondialdeido (MDA) em pacientes renais crénico (Massy e
Nguyen-Khoa, 2002; Trimarchi et al., 2003)

O surgimento destas evidéncias, mostra que a acdo do NAC pode
alterar sistemas de fluxo sanguineo da microcirculagéo e oxigenagdo dos
tecidos, hora comprometidos pelo processo isquémico. Contudo, o efeito
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protetor da NAC na isquemia critica dos membros inferiores nao foi
completamente elucidado.O trabalho visa contribuir no tratamento desta
patologia, avaliando para isto a expressdo das proteinas com papel de
marcadores de autofagia: LC3, ATG3, ATG16, Beclin, marcadores de
mitofagia: PINK, PARKIN, marcadores de biogénese mitocondrial:
PGC-1a, TFAM, NRF-1, consumo de oxigénio (normdxia e hipoxia).



26



27

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos da NAC sobre dindmica mitocondrial em
modelo animal de isquemia crbnica de membros inferiores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os efeitos da NAC sobre o consumo ex-vivo de oxigénio
em normoxia e hipoxia no modelo animal de isquemia cronica de
membros inferiores.

- Determinar os efeitos da NAC sobre marcadores de autofagia
LC3A/B, ATG3, ATG16 e Beclina em modelo animal de isquemia
cronica de membros inferiores;

- Determinar os efeitos da NAC sobre marcadores de mitofagia PINK
e PARK em modelo animal de isquemia crbnica de membros
inferiores;

- Determinar os efeitos da NAC sobre marcadores de biogénese
mitocondrial, PGC1- o, NRF1 e¢ TFAM, em modelo animal de
isquemia crénica de membros inferiores.
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3 MATERIAIS E METODOS

Deve-se ressaltar que todos os animais receberam cuidados de acordo
com os “Principios de Cuidados para Animais de Laboratério”
formulado pela Sociedade Nacional para Pesquisas Médicas aprovada
pelo Conselho da Sociedade Americana de Fisiologia, e todo o0 projeto
foi executado dentro das normas estabelecidas pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal) para pesquisas utilizando
animais. E os mesmos foram aprovados aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa da Universidade antes de sua execucao, sob o nimero
de protocolo 031/2016-1.

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados Ratos Wistar, com aproximadamente 2
meses de vida, pesando entre 250-300g, acondicionados em 5 por
gaiola, procedentes do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Os animais permaneceram em um ciclo de claro e escuro
de 12 horas (06:00 as 18:00) livre acesso a comida e agua. O ambiente é
mantido a temperatura de 23 + 1°C.

Foram excluidos animais que apresentaram qualquer deficiéncia ou
comportamento anormal. Estas condicbes foram garantidas por
profissionais do biotério até que os experimentos da pesquisa tivesse
inicio. Apds o inicio, os animais foram manipulados por pessoas
gualificadas para tratar esses animais de maneira humanitaria evitando
dores e estresse desnecessarios a estes animais. Ao final dos
experimentos, 0s animais foram mortos sob estrita obediéncia as
prescri¢des cientificas. Todos 0s animais durante ou apds a realizacdo
dos experimentos, receberam cuidados especiais, e ndo foi aceito
qualquer tipo de abuso ou crueldade desnecessaria uma vez que 0
animal é dotado de sensibilidade, de memoria e que sofre sem poder
escapar da dor. Para isso, 0s estudos foram realizados de maneira a obter
0 maximo de informagOes utilizando-se 0 menor ndmero possivel de
animais.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado com 21 animais, dividido em trés grupos
de 07 animais cada: Grupo Sham (1), Grupo Isquemia (2) e Grupo
Isquemia tratado com NAC (3). No grupo sham o0s animais tiveram
apenas as artérias femoral comum e iliaca comum dissecadas e 0s vasos
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manipulados. Os animais do grupo isquemia tiveram as mesmas artérias
dissecadas e cauterizadas utilizando metodologia de eletrocoagulacdo
instantanea.

3.3 INDUGCAO DE ISQUEMIA DE MEMBRO INFERIOR

Os animais foram submetidos ao processo de inducdo de isquemia do
membro inferior direito através da dupla eletrocoagulacdo das artérias
iliaca comum e femoral comum. Os animais foram anestesiados com
anestésico cloridrato de cetamina (Vetaset, Zoetis®) na dose de 80
mg/Kg e com relaxante muscular cloridrato de xilazina (Rompum,
Bayer Healthcare®) na dose de 20 mg/Kg de peso por meio de injecdo
intraperitoneal.  Inicialmente realizamos uma incisdo cutanea
longitudinal na regido inguinal, se estendendo por cerca de 2 cm
distalmente ao ligamento inguinal até 2 cm proximalmente ao mesmo.
Apo0s a incisdo o tecido subcutaneo foi dissecado cuidadosamente até
evidenciarmos 0s vasos inguinais. Apds evidenciarmos a artéria femoral
comum, a mesma foi individualizada e reparada com fio de algodao 4,0,
proximalmente a artéria epigastrica superficial. O nervo e a veia femoral
foram afastados cuidadosamente. Apds reparo da artéria femoral
comum, prosseguimos a dissec¢do proximal para expormos a artéria
iliaca comum utilizando acesso retroperitoneal. Para dissec¢éo do acesso
retroperitoneal o peritoneo foi afastado proximalmente através de
dissecgdo romba, cuidadosa, utilizando cotonetes até a visualizacdo da
artéria iliaca comum. A artéria iliaca interna serviu como marcador
distal da iliaca comum, onde realizamos a eletrocoagulacdo
proximalmente. A artéria iliaca comum foi reparada com fio de algodéo
4.0 e separa do nervo e da veia. Ap6s termino da dissec¢do e reparo das
artérias iliaca comum e femoral comum a eletrocoagulacéo foi realizada
com aparelho de eletrocautério, primeiramente na artéria iliaca comum,
com eletrocoagulagdo até seccdo total da artéria, seguida da
eletrocoagulacdo da artéria femoral comum. Os cotos arteriais pos-
seccdo foram afastados por alguns milimetros través de sutura proximal
e distal com afastamento dos mesmos. Apés o término do procedimento
realizamos a sintese da ferida operatéria com fio mononaylon 4,0
(Zeviani e Donato, 2004).

Apb6s a inducdo da isquemia, 0s animais receberam reposicdo
volémica por meio de administracdo subcutanea de solugdo salina na
concentracdo de 0,9% (p/v), e antibiotico Ceftriaxona (EMS®) na dose
de 25 mg/kg de peso.
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3.4 TRATAMENTO COM N-ACETILCISTEINA

Apbs 24 horas da inducdo da isquemia, 0s animais receberam uma
dose oral diaria de N-acetilcisteina via tubo intra-gastrico de 30
mg/kg/dia por 30 dias (Arfsten et al., 2004). Os animais do grupo
controle receberam uma dose diaria no mesmo volume de salina via
tubo intra-gastrico durante os 30 dias e no mesmo horario. Apds o
periodo de tratamento o musculo solear foi retirado, sendo rapidamente
isolado e parte dele ja direcionado as analises de consumo de oxigénio
imediatamente, e 0 restante armazenado a -80°C para posteriores
andlises.

3.5 ANALISES
3.5.1 Avaliacéo do Consumo de Oxigénio
Preparacéo do tecido muscular

Foi retirado o tecido muscular da pata direita traseira (musculo
solear), e entdo foi necessario divulsionar o tecido (fazendo uma espécie
de rede fina), assim, o tecido divulsionado permaneceu por 10 minutos
em um tampdo contendo 225 mM manitol, 75 mM sacarose, 1 mM
EGTA, 0,1% BSA e 10 mM HEPES, pH 7,2 (tampédo isolamento)
contendo mais 20 pL de digitonina 10%. O segundo passo foi transferir
0 tecido para um meio de tamp&o de isolamento sem digitonina por 10
minutos. O terceiro passo foi transferir o tecido para outro meio
contendo 225 mM manitol, 75 mM sacarose, 0,1% BSA e 10 mM
HEPES, pH 7,2 (tampdo de isolamento 2) por 10 minutos, e por Gltimo,
transferir o tecido para outro recipiente com tampéo de isolamento 2 por
10 minutos. A amostra ficou sob refrigeracédo todo o periodo.

Avaliacdo de Parametros Respiratorios

A taxa de consumo de oxigénio foi medida por oximetria de alta
resolugdo (Oroboros), em um meio de incubagdo com agitacdo
magnética e temperatura controlada (37°C) utilizando glutamato/malato
(2,5 mM cada), a-cetoglutarato (5,0 mM), succinato (5,0 mM) como
substratos respiratorios. Preparagcbes de tecido muscular solear
divulsionadas, foram incubadas em tampéo contendo 300 mM sacarose,
5 mM KH,PO,, 1 mM EGTA, 0,1% BSA e 5 mM MOPS (pH 7,4).
Apos a deplecdo de substratos enddégenos, o estado 3 da respiracéo
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mitocondrial foi iniciado pela adigdo de 1 mM ADP. A amostra ficou no
meio até atingir a deplecdo completa do oxigénio (estabilizacdo do
consumo de oxigénio). Apos, foi retirado o excesso de agua (tampéo) da
amostra e esta foi pesada (convertendo-se o resultado em mg). Os
resultados foram expressos em nmol O,/min/mg de tecido, de acordo
com Rosenthal et. al (1987).

3.6 ANALISE DE MARCADORES DE AUTOFAGIA/MITOFAGIA
POR WESTERM BLOTTING

A expressdo proteica de marcadores de autofagia: ATG16, ATG 3,
Beclin, LC3A/B, e de mitofagia: PINK e PARKIN no masculo solear
isquémico foi mensurada usando analise por Western blotting.

Para executa-lo as amostras foram homogeneizadas em tampdo
Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (w/v) de dodecil sulfato de
sodio (SDS), 10% (v/v) de glicerol) e quantidades iguais de proteina
(30ug/poco) foram fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida
- dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose. A eficiéncia da eletrotransferéncia foi
verificada por meio de coloracdo Ponceau S, e a membrana foi
bloqueada em Tampdo Tween-Tris salina (TTBS: 100 mM Tris-HCI,
pH 7,5 contendo 0,9% de NaCl e 0,1% de Tween 20) com 5% de
albumina. As membranas foram incubadas overnight a 4°C com
anticorpo policlonal de coelho anti-ATG16, ATG3, Beclin, LC3A/B e
Beta actina (todos na concentragdo de 1:1000). Anticorpo secundario
Anti-lIgG de coelho foi incubado com as membranas durante 2 horas
(1:10000), a membrana foi lavada novamente com TTBS, e a
imunorreatividade foi detectada por quimioluminescéncia amplificada
utilizando ECL. A anélise densitométrica dos filmes foi realizada com o
software Image J® v.1.34. Todos os resultados foram expressos como
uma razao relativa entre o alvo e o imunocontetido de proteina (3-actina.

3.7 ANALISE DE MARCADORES DE BIGENESE
MITOCONDRIAL POR PCR

3.7.1 Extracdo de RNA Total

As amostras foram homogeneizadas em reagente comercial a base de
etanol e tiocianato de guanidina (TRIzol - Invitrogen) seguindo as
instrucdes do fabricante (200 mg tecido/L ml de Trizol e 5min de
incubacdo ap6s a homogeneizacdo). Apo6s foram adicionados 200ul de
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cloroférmio para cada ml de homogenato e centrifugado 12.000 rcg por
15min a 4°C.

A fase aquosa das amostras foi transferida para outro eppendorf e sera
adicionado 500pul de alcool isopropilico para cada amostra, incubar a
temperatura ambiente e centrifugar a 12.000 rcg por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi removido e o pellet foi mantido. O pellet foi lavado
com etanol 75% e centrifugado a 7500 rcg por 5 min a 4°C. Etanol foi
removido e o pellet ressuspendido em 10ul de &gua livre de RNAse.

3.7.2 Determinacéo da pureza de RNA

Ao final da extra¢do as amostras foram ressuspendidas em 100 ul de
agua livre de RNase para biologia molecular. Para a determinacédo da
concentracdo e da pureza do RNA foi utilizado o espectrofotdmetro
Spectramax a partir da absorbancia a 260 nm, e razfes 280/260 nm e
260/230 nm, respectivamente. Esse valor deve apresentar-se acima de
1,8 para ser aceitavel.

3.7.3 Sintese do cDNA

O cdna foi preparado a partir do RNA total, utilizando 1 ug de RNA
de cada amostra. A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit
Protoscript 1l ST STRAND CDNA syn (Uniscience c6d:E65650S) a
partir de 6 pl de amostra na concentragdo de 1y, acrescido de dNTP (50
uM) e oligo-(dT)15 (1 uM). As amostras foram incubadas por 5 min a
65°C para sintese do cDNA. Apos foi adicionado Protoscript 11 Mix 2X
e Protoscript 1l Enzyme Mix 10X e incubados por uma hora a 42°C e
mais 5 min a 80°C para inativar a enzima. O cdna preparado pode ser
armazenado a -80°C para posterior andlise.

Tabela 1 - Sequéncias de Primers para RT-qPCR

Gene Forward primer Reverse primer
Gapd® 5-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3’ 5’-TCACCACCATGGAGAAGGC-3’
NRF-1° 5-TTACTCTGCTGTGGCTGATGG-3’ 5’-CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT-3
PGC-10° 5-CGTTACACCTGTGACGCTTTCGCTG-3 5’-CATACTTGCTCTTGGTGGAAGCAGG-3’
TFAM® 5’-AATTGAAGCTTGTAAATCAGGCTTGG-3” 5’-CGGATGAGATCACTTCGCCCAAC-3’

Fonte: Bonefeld et al., 2008;Zhang et al., 2012.
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Todas as reagdes de gPCR neste estudo foram realizadas utilizando o
kit SYBR gene PCR Master Mix (Invitrogen). As reacGes de 20 pl
contém 10 pl de SYBR Green gPCR Mix 1X, que possui o fluoréforo
SYBR Green |, Taqg polimerase, dNTPs, MgCI2 e o tampdo da enzima, e
0s 10 pl restantes foram adaptados entre amostra, iniciadores (primers) e
H,0.

Os ensaios foram realizados no termociclador da marca Life (7500
Fast). Os programas de ciclagem de cada gene incluem ativacdo da
enzima no Holding Stage a 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, em
seguida 40 ciclos de 15s de desnaturacdo a 95°C e 1 min de anelamento
com a temperatura de 60°C, ao final na curva de dissociagdo (Melt
Curve Stage) os ciclos foram de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e 95°C
por 15s para analisar o perfil dos produtos formados (Tabela 1).

Cada par de iniciadores foi testado inicialmente em duplicatas de 100
ng de uma mistura de cDNA dos diferentes tempos de exposicdo, de
ambos locais. Em seguida os iniciadores foram testados nas
concentraces de 250 nM, 500 nM, 750 nM e 1000 nM. A escolha da
concentracdo a ser utilizada nos ensaios foi baseada nos valores de CT,
onde o menor valor foi selecionado, refletindo uma maior eficiéncia da
reacdo. A analise da curva de dissociacdo também foi determinante na
escolha da concentracdo de iniciador para as reacdes. As condicdes
encontradas fora testadas na construcéo de uma curva padrao, construida
a partir de diluicGes seriadas de cDNA. As curvas padrdo servirdo como
teste da eficiéncia da reacdo, onde uma curva padrdo 6tima apresenta
valor de eficiéncia de 1 (100% de amplificacdo por ciclo), situacdo na
qual as concentracdes da curva devem corresponder com as diluicdes
realizadas. O programa disponivel pela Life techonologies transforma os
valores brutos de fluorescéncia em uma escala logaritmica, e assim o
limiar foi delimitado baseando-se no coeficiente de correlagdo (R2) e na
eficiéncia da curva, calculada pelo préprio aparelho.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e 0 p <
0,05 sendo considerado significativo. Western blotting foi quantificado
pelo programa Image J. PCR foi verificado pela razdo entre
Alvo/Gapdh. As diferengas entre os grupos foram determinadas pela
andlise de variancia de uma via, através do teste ANOVA pos-hoc
Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software
SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, IL) e Prism Graph.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, avaliamos o consumo de oxigénio nas amostras de
musculo obtidas apds o processo de isquemia e o tratamento com
NAC(Figura 1). Observamos uma reducdo no consumo de oxigénio em
norméxia no masculo dos animais submetidos a isquemia. Este padrdo
ndo foi alterado pelo tratamento com NAC. Por outro lado, em
condi¢des de hipoOxia existe um aumento no consumo ex vivo de
oxigénio em animais submetidos a isquemia cronica, e este efeito foi
revertido pelo uso de NAC.

Para entender melhor a adaptacdo da mitocondria a respiracdo em
hipoxia medimos expressdo de marcadores de dindmica mitocondrial.
Quando avaliamos expressdo de marcadores ligados ao processo de
autofagia ndo observamos diferencas significativas entre os grupos para
LC3, ATGS3, e ATG16 (Figura 2). Entretanto, quando mensuramos a
expressdo da Beclina observamos que 0 grupo isquemia teve um
aumento significativo estatisticamente comprado ao grupo controle
(Sham), e essa expressdo foi diminuida nos animais que receberdo
tratamento com NAC (Figura 2). Quando avaliamos a expressdo de
marcadores de mitofagia, PINK e PARKIN, ndo observamos diferenca
significativas em nenhum dos grupos analisados (Figura 3). Avaliamos
também marcadores envolvidos na biogénese mitocondrial, PGC-1a,
TFAM e NRF-1, (Figura 4).0bservamos que PGC-1a esteve aumentado
no grupo isquémico comparado ao grupo Sham, e este efeito foi
reduzido pelo tratamento com NAC. O tratamento com NAC também
reduziu o contetido de TFAM (Figura 4).No entanto NRF-1 ndo mostrou
alteragdo significativa em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 1- Consumo de Oxigénio em musculo sélear.
(A) Normoxia (B) Hipdxia. Os dados foram comparados por ANOVA de uma
via, seguido pelo teste post hoc Tukey.

A Lc3 B ATG3

LC3Bactin
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BedinvBaxtin

ATG16/Bactin

Figura 2- Expressao proteica dos marcadores de autofagia em ratos
submetidos a isquemia crénica de membros.

(A) LC3; (B) ATG3; (C) ATG16; (D) BECLIN. Dados expressos em
ug/proteina de homogenato de tecido como média * desvio padrdo. Os dados
foram comparados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc Tukey,
*diferente de Shamp<0,05.
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A PINK B PARKIN

PINK/Bactin
PARKIN/Bactin

Figura 3- Quantificacdo génica de marcadores de mitofagia em

ratos submetidos a isquemia crénica de membros inferiores.
(A) PINK e (B) PARKIN. Dados expressos em ug/proteina de homogenato
como média + desvio padrdo. Os dados foram comparados por ANOVA de uma

via, seguido pelo teste post hoc Tukey.
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Figura 4: Biogénese mitocondrial- expressao génica.
(A) PGC-1a; (B) TFAM; e (C) NRF-1.Dados expressos em ug/proteina de
homogenato de tecido como média + desvio padrdo. Os dados foram
comparados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc Tukey,
*diferente de Sham, ** diferente de Isquemia + NACp<0,05.
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6 DISCUSSAO

Nesta dissertacdo foi observado uma redugéo no consumo de oxigénio
em normoéxia no muasculo de animais submetidos a isquemia, ja na
hipoxia este padréo é oposto, ou seja um aumento N0 cONSUMO eX Vivo
de oxigénio, padrdo que foi revertido exclusivamente em hipdxia com o
tratamento com NAC. Para tentar explicar estes achados foram medidos
marcadores de autofagia que ndo estavam consistentemente alterados no
modelo, assim como marcadores de mitofagia. Contudo, alguns
marcadores de biogénense (TFAM e PGC-1la) foram modulados pelo
tratamento com NAC.

O musculo estriado esquelético é altamente dependente de energia, na
forma de moléculas de ATP, e grande parte desta energia deriva das
mitocondrias (Walker PM,1991). As espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS) podem ser produzidos pelos midcitos
(Mason e Wadley, 2014), sendo que as mitocondrias das células
musculares estriadas esqueléticas sdo a fonte predominante de ROS
(Phaniendra et al., 2015). Neste local ROS sdo produzidas
principalmente pelos complexos | e Il da cadeia respiratéria
mitocondrial, sendo que alguns grupos de pesquisa mostraram maiores
concentracBes de ROS nas mitocOndrias glicoliticas (Marcos e Winston,
2014; Picard et al., 2012), enquanto outros observaram maiores
concentracdes de ROS nos musculos oxidativos (Narendra et al, 2010,
McMillan e Quadrilatero, 2011). As espécies reativas primarias
produzidas nos midcitos s&o o Aniom superdxido e o NO, que levam &
formacdo de varias espécies reativas secundarias, tais como H202,
radical hidroxil (HO") e peroxinitrito (Silvestre et al, 2013). A produgdo
de radicais livres sdo eliminadas por sistemas antioxidantes , como, 0s
sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos, como catalase, superoxido
dismutase  (SOD),  glutationaperoxidase  (GPx),  glutationa,
tiorredoxinaredutase, coenzima Q e vitamina E, nos midcitos, endotélio
e espaco extracelular (Silvestre et al., 2013;Jackson, 2011). No entanto,
a atividade das enzimas antioxidantes, particularmente GPx, €
significativamente menor nos musculos glicolitico do que oxidativo
(Picard et al., 2012; Choksy et al., 2004; Powers et al., 2007; Tupling et
al., 2001). A NAC é um importante precursor da glutationa (GSH), com
propriedades antioxidantes, muito utilizada na prética clinica (Mansano
et al., 2012; Tredger, 2000). Devido a este fato, suplementamos NAC a
animas que foram expostos ao processo de inducdo isquémica crénica de
membros inferiores.
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Kocman etal. (2015) demostraram uma elevada concentragdo de MDA
apos a isquemia de membros inferiores de ratos. Estudos tem
demonstrado que a isquemia prolongada estimula a producéo de ROS, e
gue esta auséncia de oxigénio em nivel tecidual provoca alteragdes
importantes e diversos danos moleculares como: danos a lipidios,
aminoacidos, proteinas carreadoras (Wallace, 2013). Estudos sugerem
gue a exposic¢do tecidual a tempos elevados de hipoxia podem estimular
demasiadamente a producdo de ROS. (Weiss et al.,2013). Sendo assim o
tempo de exposicdo do tecido a isquemia é um fator determinante nos
danos provocados pela lesdo isquémica e na viabilidade fisioldgica do
membro acometido. Nos primeiros 120 minutos de isquemia, a um
aumento na producdo energética pela via anaerobica, onde o ATP €
ressintetizado na auséncia de oxigénio. Essa manutencdo metabdlica
gera marcadores como o lactato sanguineo que € um importante
marcador respiratério, levando ao estresse extremo do membro
acometido pela injaria. Observa-se paralelamente reducdo no pH e
reducdo dos estoques do ATP e da creatina. Apés 180 minutos de
isquemia os estoques de ATP diminuem drasticamente e ha piora da
acidose. A determinacdo do esgotamento total de ATP dependera do
grupo muscular analisado, visto que, existem grupos que tem um
predominio maior de células musculares que se utilizam da mitocéndria
para a sintese de ATP, na CTE. Como resultado destas alteragdes
encontraremos edema celular da matriz e das cristas mitocondriais
(Silveira, 2004).

A mitocOndria tem papel central no metabolismo respiratorio e
energético dentro da célula (Hatefi, 1985). A exposicdo cronica desta
organela a periodos de pouca ou nenhuma oferta de oxigénio pode
torné-la vulneravel a danos oxidativos, lipidicos, proteicos e no DNA da
célula (Sena e Chandel, 2012).0 entendimento da fisiopatologia da
isquemia através dos procedimentos de fluxo sanguineo reparatorios
teciduais e adaptativos tem auxiliado no mapeamento da patologia e
ampliando as possibilidades de tratamento. Instalado o processo
isquémico, o local acometido pela diminuicdo da oferta de oxigénio
lancara mao de mecanismos de defesa a fim de solucionar o problema
ora ocasionado pela hipdxia. Vias relacionadas ao metabolismo
anaerdbio, para suprimento energético e balanco inflamatério serdo vias
estimuladas em conjunto para minimizar o dano tecidual ocorrido no
local (Pipinos, 2003). Neste contexto dos processos patolégicos de
arteriogénese, vasculogénese e angiogénese, tornam-se fundamentais
para a manutencéo da viabilidade fisiol6gica do membro acometido pela
isquemia (Silvestre, 2013). Associada também abaixa oferta de
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oxigénio, as células comecam a se auto digerirem, um processo descrito
como autofagia, que tem como base a manutencdo da viabilidade da
mitocdndria. A autofagia € uma estratégia que as células utilizam para
sobreviver frente a uma situacdo de estresse. Embora este processo nao
esteja completamente esclarecido (Codogno e Meijer, 2005; Erlich et al.,
2006), entende-se que ela serve como um mecanismo de adaptagédo
guando existe baixa disponibilidade de nutrientes como ocorre
imediatamente apds o nascimento e nos processos de diferenciacdo e
desenvolvimento normal(Kuma et al., 2004; Uchiyama et al., 2008). Na
mitocdndria este processo autofagico € seletivo e ocorre com
concentraces de nutrientes adequados e é denominado de mitofagia.
Este processo mitofagico é importante para a manutencdo da qualidade e
0 numero de mitocéndrias (Yole e Narendra, 2011). Os marcadores
PINK e PARKIN sdo os reguladores deste processo mitofagico. O
recrutamento especifico dos autofagossomos é mediado por proteinas. A
perda do potencial de membrana mitocondrial leva ao acimulo de PINK
na superficie da membrana e a restauracdo de Parkin, que ubiquitina as
proteinas externas a membrana mitocondrial para o reconhecimento do
autofagossomo que direcionard a mitocondria para apoptose (Vives-
Bauza et al., 2010, Narendra et al., 2010).

Nossos resultados sugerem que a mitocondria tem uma eficiéncia
melhor no consumo ex vivo de oxigénio em hipoxia (figura 1)
demostrando uma adaptacdo ao processo patolégico, comparada aos
grupo Sham. A NAC fez este parametro de consumo de oxigénio voltar
ao normal, o que nos sugere que ela ndo interfere diretamente na fungdo
da mitocéndria, isto porque, ndo manteve o consumo de oxigénio alto
durante o processo isquémico, que era processo adaptativo esperado.
Neste sentido fomos buscar outras formas de adaptacdo mitocondrial a
isquemia, entretanto marcadores de autofagia e mitofagia ndo eram
consistentemente alterados ou modulados por NAC. Por outro lado,
assim como 0 consumo ex vivo de oxigénio, parametros de biogénese
mitocondrial também foram reduzidos pelo tratamento com NAC. A
mitocOndria portanto sofre processo adaptativo na isquemia aumentando
0 consumo de oxigénio para manter sua funcionalidade, mas esta
adaptacdo ndo parece envolver mecanismos de biogénese, autofagia e
mitofagia. Tdo pouco, os efeitos da NAC sobre o consumo de oxigénio
parecem envolver estes processos de adaptagdo mitocondrial sugerindo
que o efeito da NAC deve ser por outro mecanismos como por exemplo
alteracdes de VEGF ou de inflamacao.

O processo de adaptagdes celulares e teciduais que ocorrem nas célula
expostas ao processo isquémico, no periodo critico, foi descrito por
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(Sérgio Rey, 2010). Neste estudo ele relata que um grande ndmero de
células associadas a regeneracao celular que agem no remodelamento do
processo de crescimento celular, resultando assim, na formacdo de
novos vasos que auxiliardo na manutengdo da perfusdo tecidual
(Hamada et al., 2011), em seus estudos evidenciaram que o VEGF, fator
de crescimento do endotélio, atua na revascularizagdo, mantendo o
suprimento de oxigénio e nutrientes nos tecidos acometidos no processo
isquémico, e esta pode ser uma hipotese que explicaria a retomada aos
niveis de Sham no consumo de oxigénio ex-vivo nos animais que
receberam NAC. O VEGF (fator de crescimento derivado do endotélio)
é provavelmenteuma das resposta para as alteracdes de concentragfes de
oxigénio encontradas nos grupos que foram submetidos a hipoxia
tecidual. Esta molécula pré- angiogénica atuou de forma significativa na
fase critica do experimento para que os tecidos dos animais acometidos
pela isquemia fossem revascularizados, passando assim, a manter o
suprimento de oxigénio e nutrientes ao tecido acometido pela isquemia,
0 que portanto, responderia a volta dos nos niveis de oxigénio ex- vivo
de animais tratados com NAC aos encontrados no sham (Wallace,
2013). A expressdo do VEGF aumenta gradualmente entre os dias 4 e 9
apos a isquemia, com pico por volta do dia 9, mantendo-se constante a
partir do 10 dia até o 14 dia (Hamada et al., 2011), embasando que essa
citocina age fortemente para restaurar a fisiologia no local acometido
pelo processo isquémico, em seu estudos foram encontradas
concentracBes elevados desta citocina. Também neste estudo (Wallace,
2013), avaliou a concentracdo da citocina IL6, que est&4 envolvida na
regulacdo de respostas imunes e inflamatorias, no processo de isquemia.
Ela encontra-se atuante no processo isquémico levando ao recrutando de
células de defesa ao local lesionado (Akdis et al., 2011). Seus niveis
estiveram aumentados no estudo e a NAC mostrou-se eficaz no
tratamento, comprovando portanto que ela atua na regulagdo da
inflamacéo e reparo tecidual.
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6 CONCLUSAO

A NAC ndo modulou a dindmica mitocondrial de maneira
significativa, apesar de reverter 0 aumento no consumo de oxigénio em
hipoxia. Este efeito ndo parece ser diretamente secundario a modulagdo
dos processos de autofagia, mitofagia e biogénese mitocondrial. Novos
estudos serdo necessarios para aprofundar nossos conhecimentos dos
efeitos do tratamento com NAC na isquemia crénica dos membros
inferiores.
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ANEXO A — Certificado

& Universidade da Extreme Sul Catarinansa AEUA »
Comisso de Etica no Uso de Animais " '

CERTIFICADO

Cerlificamos que a proposia intilulada "Efeite do tratamento com Nsacetilcisteina
sobre dindmica mitecondrial em modelo animal de isguemia crinica de membros
inferiores”, regisirada com o pralocele r® 031720161, sob a respensabilidade de Felipe
Dal Pizzol, jurie 4 equipe: Leandro Almeida da Silva, Monique Michels, Francieli Silva
Vuolo - que ervalve a produgie, manulencla cu ullizache de animais periencentes ao
file Chordata, subfio Verlebrala (excele humanas), para fins de pesguisa cientifica (ou
ensing) - enconlra-se de acords com o preceitas da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6899, de 15 de juhe de 2009, & com as nomas ediladas pelo
Conselba Macional de Controle de Experimentacds Animal (CONCEA), & ol sprovade
pela Comissdo de ESca no Uso de Animais « CEUA da Universidade do Exiremo Sul
Catarinense » UNESC, em reunido de 080412016,

Finalidade | JEnsino [ ) Pesquiza Cienlifica
Vighneia da aulorizaghn | DAZ016 & 1272016
Espiciedinhagemiacs | Rato helerogknice Vsl

N de asiinais &0

Pescdklade 200-300g 1 2 & 3 metes
Sena Mascuin

Drigern Bictria da UNESC

The Elhies Cornriilles 6n Aniral Use on Research, sandlioned by the neseiutian aumber
2201 1 ACdenara Propex, in aceordance wilh federal law number 11708708, has analyzed
the follwing Project:

Projecl lithe: “M-scetylcysteine treatment offects on mitochondrial dynamics in an
animal model with chronic lower limb ischasmia”.

Profocol number: 031720181

Principal Investigator: Felipe Dal Pizzol

Researchers: Leandro Almeida da Silva, Monique Michels, Francieli Silva Vuolo

The praject was Approved in its ethical and methodological aspecis. Any alleration of the
riginal version of this praject mus! be previously submified 1o the Comimilies for furthes
anslyres.  May you have fwiher quesiions, pease contacd us on
wiww.unesc.netipropexiceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

3.
J.u'l:;.l Zowthe

Coordenador da CELA

Criciima, D5 de abril de 2018.



