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RESUMO

O figado é um drgdo importante do metabolismo e de fungBes secretoras e
excretoras do corpo de mamiferos, sendo que desordens hepaticas sio numerosas e
variadas. Diante da controvérsia a respeito da eficicia de drogas protegem o tecido
hepatico e do intenso uso destes produtos na clinica veterinaria em hepatopatias pré-
instaladas, este experimento teve como objetivo verificar os efeitos em 4reas de
necrose hepatica dos aminoacidos com levulose (Ornitargin®), aminoacidos com
proteolisados de figado (Acrosin®), mel e extratos de silimarina (Silybum marianum) e
alcachofra (Cynara scolymus) na hepatotoxicidade aguda induzida por tetracloreto de
carbono em camundongos. Para verificar tais efeitos, camundongoé Swiss foram
" intoxicados com tetracloreto de carbono e tratados com estas substincias. Os
tratamentos foram avaliados 24, 48 e 72 horas apds a intoxicag@o através da dosagem
sérica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
fdsfatase alcalina (ALP), bem como pela quantificagiio da area de necrose hepatica. O
mel e aminoacidos com levulose, € com proteolisados de figado foram ineficientes no
tratamento de hepatopatia téxica aguda. J4 a silimarina e a alcachofra foram eficazes
para melhorar os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) nas primeiras 48 horas apds a intoxicacdo, porém apds 72
horas, apresentavam niveis semelhantes aos demais tratamentos e ao grupo intoxicado

e nio tratado. Todos os tratamentos testados ndo foram eficientes para diminuir a area

de necrose hepatica.

PALAVRAS-CHAVE: hepatoprotetor, figado, intoxicagdo, tetracloreto de carbono,

camundongo
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SUMMARY

The liver is a key organ in the metabolism and in the secretory and excretory
functions of the body of mammalians, with hepatic desorders being numerous and
varied. In light of the controversy regarding the efficacy of the drugs that protect the
liver and the intense use of these products in the veterinary clinic for the treatment of
pre-installed hepatopathy, this experiment aimed to verify the effects in areas with
hepatic necrosis of aminoacids such as levulose (Ornitargin®), aminoacids with liver
proteolysates (Acrosin®), honey and silymarin (Silybum marianum) and artichoke
(Cynara scolymus) extracts in the acute hepatotoxicity induced by carbon tetrachloride
in mice. In order to verify such effects, Swiss mice were intoxicated with carbon
tetrachloride and treated with these substances. The treatments were evaluated at 24,
48 and 72 hours after intoxication through the seric dosage of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase .
(ALP), as well as the quantification of the hepatic necrosis. Honey and aminoacids
with levulose, and aminoacids with liver proteolysates were inefficient in the
treatment of acute toxic hepatopathy. On the other hand, silymarin and artichoke were
efficient in the improvement of the seric levels of alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST) in the first 48 hours after an intoxication, though
after 72 hours, they presented levels similar to the other treatments and to the non-
treated, intoxicated group. All the treatments tested were inefficient regarding the

reduction of the area with hepatic necrosis.

Key words: liver protectors, liver, intoxication, carbon tetrachloride, mice
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INTRODUCAO

O figado é um orgdo importante do metabolismo e de fungbes secretoras e
excretoras do corpo de mamiferos, sendo as desordens hepaticas numerosas e
variadas. (AKTAY et al., 2000). As hepatopatias mais freqiientes na clinica veterinaria
sdo as de origem toxicas, principalmente alimentares ou medicamentosas

Virias substincias sdo indicadas com o intuito de proteger o tecido hepatico,
sendo conceituadas como “hepatoprotetores”, promovendo a restauragdo do tecido
hepitico e impedindo lesGes nestes tecidos. Contudo, existe grande controvérsia sobre
a eficacia dos mesmos. Na realidade, de maneira geral, estes medicamentos sio
utilizados em hepatopatias pré-instaladas e portanto, o termo hepatoprotetor nio &
adequado para tal uso.

Um dos métodos de avaliagio de tratamentos com hepatoprotetores é a
intoxicacdo experimental com tetracloreto de carbono (CCL,). Este por sua vez, induz
danos hepaticos agudos incluindo necrose centrolobular, constituindo em um método
para avaliagdo de tratamentos com hepatoprotetores (XU et al., 1999).

Dentre as substincias utilizadas no tratamento de hepatopatias téxicas pode-se
citar a silimarina, a alcachofra, aminoacidos com levulose, aminoicidos com
proteolisados de figado e glicose oral ou injetivel. Recentemente, o mel vem sendo
indicado empiricamente no tratamento destas patologias (HEITKAMP & BUSCH-
STOCKFISCH, 1986).

Diante da controvérsia a respeito da eficicia dos “hepatoprotetores” e do
intenso uso destes produtos na clinica veteriniria em hepatopatias pré-instaladas, este
experimento teve como objetivo verificar os efeitos em éreas de necrose hepatica dos
aminodcidos com levulose (Ornitargin®), aminoicidos com proteolisados de figado
(Acrosin®), mel e extratos de silimarina (Silybum marianum) e alcachofra (Cynara

scolymus) na hepatotoxicidade aguda induzida por tetracloreto de carbono (CClL) em

camundongos.




REVISAO DE LITERATURA

Estudo histopatolégico realizado por AKTAY et al. (2000) demonstrou que
CCL, induz degeneracio hidropica e gordurosa dos hepaticitos, necrose focal,
congestio na veia central e sinuséides, infiltragdo de linfécitos e proliferagio de
células Kupffer.

O tetracloreto de carbono (CCL) € responsavel por causar varias alteracdes em
organelas celulares, incluindo nicleo, mitocondria, lisossomos € membranas
plasmiticas. O dano celular inicial ocorre no reticulo endoplasmatico, local de
diversas funges oxidativas (KAMINSKI et al., 1990). A geragdo de radicais livres
altamente reativos, como o triclorometil (CClk) pode iniciar a peroxidacdo lipidica
com resultantes danos teciduais (RECKNAGEL & GLENDE, 1973; FARBER & EL-
MOFTY, 1975; KAMINSKI et al., 1990; WONG, CHAN, LEE, 1998; MANSOUR,
2000). Posteriormente, ocorre processo inflamatério originado dos produtos ativados
pelas células Kupffer, os macréfagos residentes no figado (EDWARDS et al.,1993).

O figado é capaz de regeneragio tissular desencadeada por injirias fisicas ou
guimicas. Tetracloreto de carbono (CCly) causa injuria hepatica aguda e reversivel
caracterizada por necrose centrolobular, seguida de regeneragio hepatica e reparagio
tecidual (FARBER & EL-MOFTY, 1975; RECKNAGEL & GLENDE, 1973).

Em pacientes com doenga hepética grave, ocorre habitualmente aumento na
concentragiio plasmatica de aminodcidos aromaticos tirosina, fenilalanina e metionina,
e reduciio dos aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina. Diante
disto, infusdes de solugdes contendo alta concentragdo de aminoacidos de cadeia
ramificada tém sido usadas no tratamento de encefalopatia hepatica aguda e cronica
em humanos. Os resultados tém sido extremamente conflitantes, talvez relacionados as
diferengas na natureza das solugdes de aminoacidos, 0 modo de administra¢do e os
pacientes estudados, ou seja, 0 uso nio é de valor comprovado (SHERLOCK, 1991).

FERREYRA, FENOS, CASTRO (1983) utilizaram cisteina e triptofano, em
ratos, no tratamento de necrose hepdtica intensa provocada por CCly e obtiveram
efeitos benéficos com o triptofano. Entretanto, segundo os autores, a administragdo de
cisteina resulta em possivel participagdo na sintese de proteinas, mas seus efeitos

protetores na necrose hepatica induzida sdo discutiveis.




O mel vem sendo utilizado empiricamente em tratamentos, contudo seus

efeitos fisiologicos sdo discutiveis. Estes efeitos sdo em grande parte generalizagdes
de observagdes experimentais e clinicas e ndo sdo apoiados por métodos cientificos
(HEITKAMP & BUSCH-STOCKFISCH, 1986).

Os medicamentos populares origindrios de plantas e animais s3o largamente
utilizados em doengas hepato-biliares e recentes estudos comprovam serem benéficos
(AKTAY, et al, 2000). Dentre varias plantas utilizadas em complicages hepaticas,
Silibum marianum e Cynara scolymus sio consideradas as de maior importincia
(ADZET, CAMARASA, LAGUNA, 1987).

Silimarina, derivada da planta Silybum marianum é composta por uma mistura
de flavondides: silidianina, silicristina e silibina (FLORA et al,1998; PEPPING,
1999). O extrato desta planta é utilizado hd séculos como um remédio natural em
doencas hepatobiliares (FLORA et al, 1998) e tem sido estudado em exposigdes

téxicas natural e industrial (VOGEL et al., 1984).
Experimentos realizados para comprovar a eficicia da silimarina em

tratamentos preventivos e curativos demonstraram resultados divergentes.
Alguns autores afirmaram que 0 extrato leitoso da planta possui utilidade

clinica em uma variedade de desordens hepaticas, incluindo hepatite aguda e crénica,

hepatite e cirrose induzidas por toxinas ¢ drogas (PEPPING, 1999) e enfermidades

hepéticas alcodlicas (LANG, et al., 1991; PEPPING, 1999).
Interagdes benéficas envolvendo extrato da silimarina foram observadas em

estudos com ratos e camundongos, causando decréscimo na hepatotoxicidade induzida
por butirofenonas, fenotiazinicos, acetaminofen, halotano e alcool. (BRINKER, 1998).
O preciso mecanismo de agao da silimarina permanece obscuro (DEHMLOW,

ERHARD, GROOT, 1996). Dentre as descricdes das agbes da silimarina, tém-se a
estabilizagio de membranas plasmaticas, aumento da sintese de proteinas (LENG-

PESCHLOW & STRENGE-HESSE, 1991 FLORA et al., 1998), decréscimo dos

promotores tumorais, agdo contra radicais livres (FLORA et al.,1998), prevengdo da
peroxidagdo lipidica e posteriores danos hepéticos, além de mudangas na composi¢do

dos fosfolipidios de membrana (LANG et al.,1991).
DEHMLOW, ERHARD, GROOT (1996) descreveram que altas

um dos flavondides da silimarina, diminuem a formagdo de

concentragdes de silibina,
radicais livres a partir da ativagdo de células Kupffer e promove significante inibicdo




da via 3-lipoxigenase. Citaram ainda que a seletiva inibiciio de leucotrienos derivados
das células Kupffer pode explicar as propriedades hepatoprotetoras da silibina.

Avaliagdes patoldgicas de figados de camundongos e ratos intoxicados com
Microcystin-LR, um potente hepatotéxico sintetizado por algas e posteriormente
tratados com finica dose de silimarina, foram realizadas por MEREISH et al. (1991).
Os resultados demonstraram abolicdo dos efeitos letais, mudangas patologicas e
decréscimo nos niveis das enzimas sorbitol desidrogenase, alanina aminotransferase e
lactato desidrogenase induzidos pela intoxicagio.

BOARI et al. (1981) realizaram terapia em humanoscom silimarina em casos
de €xposicdo a solventes, tintas e colas que resultaram em enfennidade hepética
subaguda ou crénica, porém, ndo constataram alteragfio nos niveis de AST e ALT. Os
autores avaliaram 14 pacientes expostos cronicamente a organofosforados (malation) e
tratados com silimarina por 1 més e demonstraram auséncia de diferenca significativa
nos testes de fungdo hepatica quando comparados com grupo controle.

Contrariamente, SZILARD, SZENTGYORGYI, DEMETER (1988) tratou 30
Pacientes humanos expostos por 5 anos a tolueno e/ou xileno, resultando em melhora
das enzimas AST, ALT e contagem total de plaquetas.

DESPLACES et al.(1975) avaliaram o tratamento curativo com silimarina
apds intoxicagdo por faloidina, substincia extraida do cogumelo Amanita phallpides.
Obtiveram total ou parcial normalizagdo de vdrias atividades enzimaticas, porém mais
evidente no tratamento curativo que o preventivo. A avaliagio da protegio foi através
da taxa de sobrevivéncia dos camundongos e obtiveram que a dose de 15 mg/Kg de
silimarina, quando administrada 60 minutos antes da toxina, protegeu todos os animais
contra os efeitos toxicos. Quando injetada 10 minutos apés, a dose de 100 mg/Kg
ofereceu total protegdo. Estes autores ressaltaram que se o tempo entre a administragio
da substincia téxica e inicio do tratamento aumentam, a eficicia da silimarina
decresce; apGs 30 minutos o efeito curativo é desprezivel, pois a taxa de sobrevivéncia
¢ menor que 20%. Na andlise histoquimica e histoenzimolégica, demonstraram que
durante a intoxicagdo dos camundongos com faloidina, o uso de silimarina inibju og
efeitos toxicos da substdncia e regulou a fungdo do hepatécito, quando administrada |
60 minutos antes ou 10 minutos apds o téxico.

VOGEL et al. (1984) administrou lofilizado do cogumelo em 23 cies beagles,
resultando em vomito e diarréia apés 16 horas, Destes, 11 céies que receberam 50

mg/Kg de silibina cinco e 24 horas apés o envenenamento vieram a 6bito e



apresentaram baixos niveis nos testes de fungfio hepatica, além de menor tempo de

prolongagiio da protrombina. Observaram ainda, acentuada reducdo de necroses

hemorragicas histolégicas evidentes.
HRUBY(1984) concluiram que a infusdo de silibina (33mg/Kg/dia), 48 horas

apdés a ingestio do cogumelo, preveniu severos danos hepaticos em pacientes
humanos.
LETTERON et al. (1990) avaliaram os mecanismos de protegdo da silimarina
contra a peroxidagdo lipidica e hepatotoxicidade em camundongos e concluiram que o
pré-tratamento com silimarina (800 mg/Kg ip.) causou diminuigdo estatisticamente
significativa nos niveis da enzima ALT, 24 horas apés a intoxicagdo por CCL, (18
ul/Kg ip.). Apés 48, 72 e 96 horas da administragdo de CCl, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos tratado e controle. Entretanto, este pré-tratamento com
silibina (800 mg/Kg i.p.) 30 minutos antes da administragdo de CCl, (18 puL/Kg i.p.)
nio melhorou a concentragio da enzima ALT ou histologico em 24 horas. Necrose
hepatica centrolobular estava presente em 83% dos camundongos que receberam
somente CCL, e 100% dos que foram pré-tratados com silibina. Em contraste, necrose
hepatica foi observada em 45% dos camundongos pré-tratados com silimarina.

Segundo PEPPING (1999), a vantagem da utilizagdo de silimarina em

pacientes com injiiria hepdtica causada por longos periodos de exposicdo a solventes,

tintas e outros quimicos industriais & obscura.
FLORA et al. (1998) citaram que muitas experiéncias clinicas designadas para

atribuir 2 eficicia da silimarina sdo dificeis de esclarecer, pois sdo falhas devido
pequeno numero de teses, variabilidade em etiologias e severidade das doengas
estudadas, assim como © Uuso inconsistente de pacientes alcodlatras, dosagens
heterogéneas, uso incoerente de grupo controle, conclusdes com  definigdes
inadequadas. Descreveram ainda que demonstracGes bioquimicas e histolégicas
estatisticamente significantes na recuperagdo de danos hepiticos sio excegdes. Em
adigio, ressaltaram que a habilidade intrinsica do figado em recuperar-se através da
remocio de hepatotoxinas, a descontinuagdo do uso de alcool pelos pacientes ou
resolugdo da hepatite aguda, ndo sdo consideradas nestes estudos.

Avaliagbes dos efeitos da alcachofra (Cymara scolymus) em cultura de
hepatécitos de ratos foram realizadas por GEBHARDT (1997) que demonstrou
acentuado potencial antioxidativo da planta. Ja ADZET, CAMARASA, LAGUNA

(1987) testou os componentes polifendlicos da alcachofra nos hepatécitos em cultura e



observou que somente a cinarina, e em menor extensio o acido caféico, demonstraram
agfo citoprotetora contra a toxicidade induzida por CCL.

AKTAY et al. (2000) avaliaram os efeitos do pré-tratamento com exirato da

alcachofra (500 mg/Kg) em injiria hepatica experimental induzida por CCly (2,5

""" a nos niveis das enzimas plasmaticas ALT

e AST. Na analise histopatolégica, avaliada através de sistema de escore, observaram

efeito altamente inibit6rio do extrato de bractea (pseudoflor) da C. scolymus e efeito

moderado com o extrato do receptaculo da planta.
s enzimas hepiticas sdo usualmente mensurados para

Os niveis séricos da
detectar hepatopatias.
Alanina amin

hepatoespecifica no cdo e gato,
ento imediato na concentragio sérica da ALT segue-se a lesdo

otransferase (ALT) é uma enzima citosolica considerada como
embora também esteja presente no coragdo, rins e

musculos. O aum
ou a alteracdo na permeabilidade da membrana celular. A magnitude do

hepatocelular,
aumento de ALT, comumente correlaciona-se com o nimero de células envolvidas,

embora niio se possa diferenciar entre distarbios focais e difusos (CENTER, 1997).
(AST) estd presente em concentragdes

Aspartato aminotransferase
substanciais numa ampla variedade de tecidos. AST hepdtica estd localizada no

citosol, estando associada is membranas mitocondriais. O aumento da concentragio

sérica da AST pode resultar de alteragdo na permeabilidade da membrana, necrose e

inflamago (CENTER, 1997).
MEYER, COLES, RICH (1995) citaram que um fluxo biliar prejudicado

(colestase) resulta numa elevada produgdo de fosfatase alcalina (ALP) em todas as

espécies.

O aumento da concentragdo sérica das enzimas hepaticas ndo estd
necessariamente associado a afecgdo hepitica clinicamente significativa. (CENTER,
1997). Um paciente pode desenvolver necrose hepatica aguda fatal com diminui¢do
dos valores das transaminases (SHERLOCK, 1991; MEYER, COLES, RICH, 1995)
Portanto, segundo C
concentragdo das enzimas hepaticas.

As enzimas ndo devem ser utilizadas como indicadores prognésticos, a menos

encialmente monitoradas. DeterminagSes tnicas da concentragdo

que sejam sequ
enzimética 130 devem ser utilizadas como fundamento para decisdes clinicas

ENTER (1997),devemos ter cuidado na interpretagio da



importantes. Deve-se efetuar a avaliagdo histopatolégica de biopsia hepatica; afim de

confirmar o diagnéstico (SHERLOCK, 1991; CENTER, 1997).
Uma diminuigdo da concentra¢ao enzimatica pode indicar melhora, resolugio
de processo ou a suspensio do medicamento de indugio enzimdtica, alteragdo da

arquitetura intra-hepatica, limitada magnitude da resposta & lesdo ou a caréncia de
hepaticitos vidveis capazes de liberar enzima (MEYER, COLES, RICH, 1995;
CENTER, 1997). Desta forma, moderados aumentos na concentragdo sérica da ALT e

érico, subsegiiente a uma lesdo aguda com diminui¢do rapida

AST num paciente ict
sugerem um figado mais severamente danificado com

(horas ou dias) destas enzimas,
hepatécitos pouco viaveis ou em regeneragio (CENTER, 1997).

MATERIAL E METODOS

1. Animais .
Foram utilizados 190 camundongos Swiss, albinos, jovens, machos, com pesos

entre 20-30 gramas, provenientes do biotério da Vallé S.A.- Uberlandia, MG. Foram -
proprias com acesso a ragiio especifica e agua ad libitum durante

mantidos em gaiolas
todo o periodo experimental, com iluminagdo alternada claro/escuro por periodos de

12 horas.
contendo 10 animais foi utilizado para obtengio dos valores

Um grupo
da bioquimica das enzimas hepaticas (grupo controle). Os camundongos

fisiologicos
restantes foram divididos em seis grupos de 30 animais com trés subgrupos de 10
animais, os quais foram intoxicados experimentalmente com tetracloreto de carbono e

posteriormente tratados, segundo delineado a seguir:

9. Tratamentos
pol: administragao de solugio a 13% de CCly em Oleo de milho, via

Gru
intraperitoneal, 12 dose de 1 mVKg.
po 2: administragio de solugdo a 13% de CCl em Gleo de milho, via

Gru

intraperitoneal’ na dose de 1 ml/Kg e posterior administragdio via intraperitoneal de



Acrosin® diluido 1:1 em é4gua bidestilada na dose de 3 mV/Kg, contendo os

aminoacidos metionina, cistina, cisteina, colina e xantina e proteolisados de figado a
10%. A primeira dose do medicamento foi administrada apés 30 minutos da aplicagio

do tetracloreto de carbono e as doses subsegiientes a cada 24 horas.

de CCl, em oleo de milho; via

Grupo 3: administragio de solugdo a 13%
intraperitoneal; na dose de 1 ml/Kg e posterior administragdo via intraperitoneal de

Ornitargin® diluido 1:1 em 4gua bidestilada na dose de 3 m/Kg, contendo 750 mg de

cloridrato de L-arginina, 200 mg de aspartato de L-ornitina, 50 mg de L-citrulina e
2,0 g de levulose. A primeira dose do medicamento foi administrada apés 30 minutos
da aplicagiio do CCl, e as doses subseqientes cada 24 horas.

¢io a 13% de CCl; em oleo de milho, via

Grupo 4: administragdo de solu
ml/Kg e posterior administragio oral de mel de florada de

intraperitoneal, na dose de 1
ta/animal, 30 minutos ap6s aplicacdo do CCly e as doses

eucalipto na dose de numa g0

subseqiientes a cada 8 horas.

3% de CCly em Oleo de milho, via

Grupo 5: administragio de solugdo 2 1
intraperitoneal, na dose de 1 mi/Kg e posterior administragdo via intraperitoneal de
solugio contendo 20mg/ml de alcachofra, na dose de 120mg/Kg. A primeira dose do

tos da aplicagdo do tetracloreto de

medicamento foi administrada apos 30 minu

carbono e as doses subseqiientes 2 cada 8 horas.

Grupo 6: administragdo de solugio a 13% de CCl em Odleo de milho, via
1 mVKg e posterior administragdo via intraperitoneal de

intraperitoneal, na dose de
ina solubilizada por NaOH (pH 8,55), na dose de 50 mg/Kg. A

solugdio a 2% de silimar.
edicamento foi administrada ap6és 30 minutos da aplicagdo do

primeira dose do m

tetracloreto de carbono € as doses subsequentes a cada 24 horas.

3. Anslises Bioquimicas
realizadas apalises bioquimicas das enzimas hepaticas (alanina

Foram
rase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP).

aminotransfe
parimetros bioquimicos pormais foram estimados em uma anilise

Os
ente a administragdo do CCl; em um grupo de 10 animais (grupo controle). As

preced
8



analis i imai
es subsegiientes de 10 animais de cada subgrupo foram apds 24, 48 e 72 horas da

a s ~
dministragio do agente toxico (CCly).
P -
ara a colheita das amostras de sangue, 0S animais eram mantidos em caixa

anestési idos 2 ia i 5ri
ica e submetidos & anestesia inalatoria com enflurano a 2,5% e fluxo de
£

oxigénio de 1,5%.

Posteriormente, amostras de sangue Venoso (1 a 1,5 ml) foram coletadas
m 3 . ~ . .
ediante decapitagdo dos animais conforme recomendado pela AMERICAN

VE
TERINARY MEDICAL ASSOCIATION (2001) e transferidas para tubos

heparinizados para posterior obteng@o do plasma.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas em espectofotometro Cobas
Inte'gra 700, contendo kits especificos Roche®, por meio de métodos colorimétricos
enzimaticos a 37°C, contendo amino-nitrobenzoato para dosagem da FA e método
ara dosagem das enzimas AST e ALT, de acordo

modificado sem pirodoxalfosfato p
com a IFCC (International Federation of Clinical Chimistry).

4. Analise histologica:
Apos cotheita de sangue, o -lobo hepatico lateral esquerdo de 6 animai
! is
oriamente em cada subgrupo foram removidos. Estes fragmentos

escolhidos aleat

foram fixados em formol a 10 % por 48 horas e incluidos em parafina segundo técnica
histologica classica. Cortes histolégicos de aproximadamente 7 pm de espessura
foram obtidos por microtomia e corados pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE) e
Tricémico de Gomori (TG) (MICHALANY , 1980).

Todos os cortes histolégicos foram analisados através de 20 imagens
digitalizadas, obtidas em microscépio Olympus Triocular BX 40 acoplado a cimera
Olympus Oly 200, ligada a um computador PC através de placa digitaliz:idora Data
Translation 3153

Utilizando-se O software HL Image 97 as areas de necrose foram marcadas d

determinando-se a porcentagem ocupada por estas ireas em cad:

maneira interativa,
se posteriormente a média de cada corte.

imagem, obtendo-

5. Analise estatistica:

os obtidos na analise bioguimica e histoldgica, nos diferentes interval
ervalos de

Os valon

o observados, foram analisados estatisticam
ente em cada gru
po através da

temp



Anglise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey para comparagio entre médias
(Programa STATISTICA), no nivel de significincia de 0,05.

RESULTADOS

Anilise bioquimica:

Alanina aminotransferase (ALT):

A analise estatistica demonstrou que 24 horas ap6s a administragdo de CCL,,

todos os grupos apresentavam valores médios de ALT maiores que o grupo controle.

Os grupos que receberam CCl,
éricas semelhantes. Ja o grupo tratado com Ornitargin apresentou

Acrosin, mel, silimarina e alcachofra apresentavam

concentragdes S
média significativamente maior em relagio aos grupos tratados com silimarina e
alcachofra, .contudo semelhante a0 grupo nao tratado (CCL,) e aos grupos tratados
com Acrosin e mel (Tabela 1€ Figura 1).

Apos 48 horas, 05 valores desta enzima nos animais do grupo néo tratado (CCL) e

dos grupos tratados com Acrosin, Ornitargin e mel estavam superiores aos animais do

grupo controle. J& 0s grupos tratados com silimarina e alcachofra possuiam médias
estatisticamente semelhantes ao grupo controle, embora semelhantes ao grupo ndo

tratado e aos grupos tratados com Ornitargin € mel. A média do grupo tratado com
Acrosin apresentou-se estatisticamente superior a0 grupo tratado com silimarina,

apesar de ser semelhante aos demais grupos (Tabela 1 e Figura 1).

Apbs 72 horas, os valores da enzima dos grupos Ornitargin, Acrosin e silimarina

retornaram aos valores normais. J& o grupo ndo tratado (CCl;) e os grupos que

receberam mel € alcachofra possuiram médias semelhantes, porém nio retornaram os

niveis séricos normais (Tabela 1 e Figura 1).

10



Tabela 1- Valores médios (U/1) e desvio padrido da enzima ALT no soro de camundongos apés administragio de CCl,

Uberléndia—MG, 2003,

Horas apés intoxicagio

Grupos
24 48 7
~ Controle 727453 72°% 53 737553
CCL, 19500 "+ 12569 3074 ™ + 2394 332°+ 1529
Acrosin 19888 ™ + 12566 4351 © + 3663 236 * £ 917
Ornitargin 23120°° + 14296 3119 %+ 4133 239 % 4 886
Mel 17455 ™ + 10625 2800 ™ + 3432 239% 4 977
Silimarina 13170 *+ 7079 1349 ™+ 1900 208 ® +934
Alcachofra 13528 "+ 8347 1872 % £ 2492 282°+ 411
Letras iguais em uma mesma coluna representam médias estatisticamente iguais.
30000-
—— CCly
—— Acrosin
—— Ornitargin
—— Mel
—o— Silimarina
—— Alcachofra

Tempo apés intoxicagao(hs)

Figura 1- Concentragiio da ALT no soro de camundongos ap6s administragio de CCly. Uberlandia-MG,

2003

Aspartato aminotransferase (AST):
A analise estatistica demonstrou que 24 horas apos a administragdo de CCL,, o

grupo ndo tratado (CCL,) e os grupos tratados com Acrosin e Ornitargin possuiram
niveis séricos semelhantes entre si e superiores ao grupo controle. Os grupos tratados
com silimarina e alcachofra também apresentaram médias superiores ao controle,

porém inferiores ao grupo ndo tratado (CCly) e aos grupos tratados com Acrosin e

Ornitargin e, semelhantes ao grupo tratado com mel (Tabela 2 e Figura 2).

11
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Apos 48 horas, os valores da enzima AST de todos os grupos foram
estatisticamente semelhantes entre si e os grupos ndo tratado e que receberam
silimarina e alcachofra também se assemelharam ao grupo controle (Tabela 2 e Figura
2).

Apoés 72 horas, os valores da enzima decresceram, porém os grupos que receberam
CCly e silimarina ainda ndo se assemelharam ao grupo controle, ou seja, ainda niio

haviam retornado ao normal (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 2- Valores médios (U/D) ¢ desvio padrdo da enzima AST no soro de camundongos apés administragio de CCl,.

Uberlandia-MG, 2003.

T Grupos Horas apés intoxicagfio
24 48 72
Controle 1592+ 43 159 2+ 43 1592+ 43
CccL, 24752 ° + 14325 3829 * + 2735 2679 ©+ 1794
Acrosin 27130 ° + 14206 6489 ° + 4357 1442 * + 1095
Ornitargin 26525 °+ 16140 5557°+ 4746 1426 ® + 1053
Mel 23151 % £ 11940 5399 * 4+ 3946 1309 *° + 1175
Silimarina 13950 °+ 7564 3385 * 2237 1846 * + 1075
Alcachofra 14799 *+ 8783 4564 ® + 3000 752 % + 490

Letras iguais em uma mesma coluna representam médias estatisticamente iguais.

30000-

—— CCl,

- —— Acrosin

._5_, —— QOrnitargin

) ——

(7)) : Mel

< —o— Silimarina
—— Alcachofra

Tempo apés intoxicagdo(hs)

Figura 2~ Concentragfio da AST no soro de camundongos ap6s administragdo de CCls. Uberlindia-MG,
2003
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Fosfatase alcalina (ALP):
Ap6s 24 horas, todos os grupos apresentaram médias estatisticamente semelhantes

40 grupo controle, exceto o grupo que receben mel que obteve média superior aos
demais.

Apb6s 48 horas, os valores da enzima do grupo nio tratado (CCly) e dos grupos que
receberam mel e silimarina se assemelharam ao grupo controle. J4 os grupos que
receberam Ornitargin, Acrosin e alcachofra possuiram médias semelhantes entre si,
porém nio retornaram os niveis séricos normais.

Apbs 72 horas, os niveis da enzima de todos os grupos se assemelharam ao grupo

controle, ou seja, os niveis séricos retornaram aos valores normais.

Tabela 3- Valores médios (U e desvio padrdo da enzima ALP no soro de camundongos ap6s administragdo de CCl,.
Uberlandia-MG, 2003.

Horas apés intoxicacio

Grupos
24 48 | 72

Controle 1532+ 38 1532+ 38 153+ 38
CCL, 305®+118 © 2447107 1772+ 108
Acrosin 306 *® + 91 332°+ 169 145+ 56
Ornitargin 304 *®x 177 346 ° £ 157 163 %+ 56
Mel 350+ 101 239 % + 105 177°+ 88
Silimarina 176 >+ 84 156+ 98 1412+ 101
Alcachofra 283 ® + 161 334"+ 88 2302+ 59

Letras iguais em uma mesma coluna representam médias estatisticamente iguais.
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400+

e CC'4
=% —— Acrosin
:-5_- —— Ornitargin
8; 2001 —— Mel
< ‘ —o— Silimarina
100+ —— Alcachofra

0 T T T
o 24 48 72
Tempo apods intoxicagao(hs)
Figura 3- Concentragdo da ALP no soro de camundongos ap6s administragio de CCl,. Uberlandia-

MG, 2003.

Anilise histolégica

A analise histopatolégica demonstrou que 24 horas apés a intoxicagio, o figado
dos camundongos apresentaram areas de necrose de coagulacdo em torno da veia
terminal hepatica (necrose perivenular) (Figuras 4 e 5), hiperemia, intensa hemorragia
e discreta presenga de metamorfose gordurosa, independente do grupo. Apés 48 horas,
evidenciou-se dreas de necrose de coagulagdo perivenular (Figuras 6 e 7), intensa
hemorragia, discreta hiperemia e infiltragdo de células mononucleares na 4rea de
necrose, em todos os grupos estudados. Apos 72 horas, todos 0s grupos apresentaram
dreas de necrose (Figuras 8 e 9) marcada principalmente por picnose, cariorex e
caridlise, invasio de leucocitos (neutréfilos, linfocitos € mondcito), presenca de

células aumentadas de volume com citoplasma irregular (degeneracio turva ou edema

celular).



Figura 4- Folomicrografia do figado de camundongo 24 horas apds intoxicagdo com CCly ¢ tratamento com
silimarina, onde pode-se observar drcas de necrose (N) ¢ dreas integras (1) (Hematoxilina ¢ Eosina - HE). aumento

aproximado de 126 x.

Figura 5- Fotomicrografia do figado de camundongo 24 horas apos intoxicagdo com CCly ¢ tratamento com

silimarina. onde pode-se obscrvar areas de necrose (N) ¢ dreas integras () (Tricomico de Gomori - TG), aumento

aproximado dc 104 x.



Figura 6- Fotomicrografia do !
alcachofra. onde pode-

aproximado de 104 x.

¢ tratamento com

foado de camundongo 48 horas apos intoxicagao com CCly
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Figura 8- Fotomicrogralia do ligado de camundongo 72 horas apds intoxicagdo com CCly ¢ tratamento com Acrosin.,
onde pode-se observar dreas de necrose (N) ¢ dreas itegras (1) (Hematoxilina ¢ Eosina - HI). aumento aproximado

de 126 «.
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Iigura 9- Fotomicrogralia do tigado de camundongo 72 horas apos intoxicagdo com CCly e tratamento com Acrosin,

3

onde pode-se observar dreas de necrose (N} ¢ dreas integras (I} (Tricomico de Gomaori - TG). aumento aproximado de
104 <.



Anilise morfométrica:
A anilise estatistica demonstrou auséncia de diferenga (p>0,05) entre os grupos

Quanto 3 percentagem de 4rea necrosada em cada intervalo de tempo analisado (Tabela

4 e Figuras 10, 11 e 12),

No grupo que receben CCl, e ndo foi tratado e nos tratados com Ornitargin, mel e

silimaring houve diferenga significativa (p<0,05) na percentagem de area necrosada
ehtre cada tempo analisado. Somente os grupos tratados com Acrosin e alcachofra nio
apresentaram diferenca significativa entre 24 e 48 horas. ( Tabela 4 e Figuras 10, 11 e

12),

Tabela 4. Percentagem e desvio padriio da drea de necrose no figado de camundongos apés administragio de CClL,.

Uberlindia-MG, 2003,
Grupos Horas apés intoxicagcio
24 48 72

CCL, 48,57293%+ 2,30 35,69349+ 7,27 19,260722 + 2,53
Acrosin 51,02425 *+ 9,96 42,69959*+ 1,70 14,02473 2+ 4,79
Ornitargin 53,42147 %+ 2,28 37,56421 *+ 4,15 14,51622 2 + 8 88
Mel 50,49332°+ 7,18 30,78709 2+ 9,15 16,91495 2 + 6,38
Silimarina 49,79394 *+ 13,27 29,33807 * + 6,61 12,23361 %+ 5,89
{ Alcachofra 46,74242 ° £+ 6,22 36,12530 %+ 6,49 9,21375%+ 3,85

Letras iguais em uma mesma coluna representam médias estatisticamente iguais.

i U
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apbs administragao de CClL. Uber

Confiabilidade dos métodos de andlise:
atamentos

odos utilizados par2 & aval
agdo, sendo 2 avaliagio da
tados dentro de um mesmo grupo

jacdo dos efeitos dos

D . .
e maneira geral, os met
area de

1 . .
estados apresentaram alto coeficiente de varl

nec .
rose a que apresentou menor variagio dos resul

(Tabela 5).

Tabela S- Valores médios do coeficiente € da porcentagem de variagdo dos métodos utilizados para avaliar

05 danos hepaticos.
Area de
ALT AST ALP
necrose
Coefici
ciente de 145 0,53 037 025
variagido
Porce
ntagem de 145% 53% 37% 25%

Variagﬁojl/////




DISCUSSAO

Através das alteragdes enzimaticas e histolégicas, verificou-se que o tetracloreto
de carbono foi eficiente na produgdo de lesdes hepatotéxicas (RECKNAGEL &
GLENDE JUNIOR, 1973; FARBER & EL-MOFTY, 1975; KAMINSKI et al., 1990;
WONG, CHAN, LEE, 1998; AKTAY, et al., 2000; MANSOUR, 2000).

Observando as tabelas das andlises enzimiticas (tabelas 1, 2 e 3) e a tabela 5,
verifica-se que de maneira geral os coeficientes de variagiio foram extremos, chegando
a 4,60 (460%) para enzima ALT no grupo CCl,, 72 horas (Tabela 1). Isto levou a
resultados em que as médias com valores nominais muito diferentes foram
consideradas estatisticamente semelhantes, como por exemplo, para a enzima AST 48
horas, onde a média para o grupo tratado com alcachofra (4564) mesmo sendo 28
vezes maior que o grupo controle (159), foram consideradas semelhantes. Mesmo
Jevando em consideragdo somente o grupo controle, para a enzima ALT o coeficiente
de variagiio foi de 0,74 (74%) (Tabela 2). Esta alta variabilidade colabora com a teoria
que diz que estas enzimas ndo devem ser utilizadas como indicadores prognésticos, a
menos que sejam seqiiencialmente monitoradas, ou seja, determinacdes Unicas da

enzimatica ndo devem ser utilizadas como fundamento para decisdes

concentracdo
clinicas importantes. Deve-se efetuar a avaliagdo histopatologica de biopsia hepitica;

indicada para confirmar 0 diagnéstico (SHERLOCK, 1991; CENTER, 1997). Segundo
SHERLOCK (1991) e MEYER, COLES, RICH (1995) pode-se desenvolver necrose
hepética aguda fatal apesar da queda laboratorial no valor das transaminases. O menor
;ente de variagdo obtido com as avaliagGes da drea de necrose demonstra a maior

coefic

confiabilidade deste método.
Em relagdo a0 uso dos extratos de plantas em casos de hepétopatias, bode-se

observar que 0s grupos que receberam silimarina e alcachofra como tratamento
a significante no valor da enzima AST. Porém, na anilise

obtiveram difereng
histolégica e morfométrica ndo houve diferenca entre os grupos analisados. O menor

valor observado da aspartato aminotransferase, 24 horas apés a intoxicagdo nos

referidos gru
o tratamento da hepatopatia induzida, uma vez que a anilise histopatoldgica

eficazes
siria para confirmar esta eficicia (SHERLOCK, 1991; CENTER, 1997). De

é neces
do com MEYER, COLES, RICH (1995) e CENTER (1997) a diminuigio da

pos, nio é suficiente para afirmar que a silimarina e a alcachofra foram

acor

21

UHIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
o1enlUFU BIBLIOTECA



Concentragdo enzimitica da AST observada nos grupos experimentais tratados com
silimarina e alcachofra podem significar situagSes diversas, como melhora e resolugio
da hepatotoxicidade, alteragio da arquitetura intra-hepética, limitada magnitude da
Tesposta a lesdo ou a caréncia de hepatécitos viiveis capazes de liberar enzima. Desta
forma, os resultados encontrados no presente experimento sugerem que a silimarina e
a alcachofra ndo diminuiram a quantidade de hepatdeitos necrosados, porém atuaram
nas demais células melhorando sua atividade metabdlica, principalmente naquelas
com alteragdes leves, ndo avaliadas neste experimento. Diante do exposto,
demonstrou-se que o extrato das plantas silimarina e alcachofra ndio agem em 4reas
hepiticas altamente lesadas ou necrosadas, podendo agir somente em hepatécitos
vidveis, levando a uma menor liberagdo das enzimas uma vez que, 0 aumento das
transaminases estd correlacionado & lesdo hepatocelular, alteragio da permeabilidade
da membrana celular e nitmero de células envolvidas (CENTER, 1997).

Observando-se o que € descrito em alguns trabalhos sobre as diversas agdes
benéficas a respeito da silimarina (LENG-PESCHLOW & STRENGE-HESSE, 1991;
FLORA et al,, 1998; LANG et al., 1991; DEHMLOW, ERHARD, GROOT, 1996),
era esperado que o tratamento experimental com este produto minimizasse as reas de
necrose, ou seja, estabilizasse as lesGes e impedisse o avango das mesmas até necrose.
O mesmo fato deveria ter ocorrido com o tratamento utilizando a alcachofia
(GEBHARDT, 1997; ADZET, CAMARASA, LAGUNA, 1987).

Tratamentos eficazes utilizando o extrato de silimarina foram obtidos por
DESPLACES et al. (1975), HRUBY et al. (1984), VOGEL et al. (1984), SZILARD,
SZENTGYORGYI, DEMETER (1988) ¢ MEREISH et al. (1991) em intoxicagdes
experimentais, no entanto, estes autores ndo realizaram a anilise histopatolégica,
muito mais eficaz para avaliar a agio regeneradora e protetora e, portanto, necessdria
para confirmar os testes enzimaticos (SHERLOCK, 1991; MEYER, COLES, RICH,
1995; CENTER, 1997).

Ja os estudos realizados por LETTERON et al. (1990) ¢ AKTAY, et al.
(2000), demonstraram agbes hepatoprotetoras da silimarina e alcachofra quando
utilizadas como tratamento preventivo da intoxicacsio induzida por CCL,. Entretanto,
quando utilizadas como tratamento, ou seja, em hepatopatias j instaladas, os extratos
das plantas demonstraram ineficazes, o que foi confirmado no presente trabalho.

Em relagdo aos grupos tratados com Ormnitargin, Acrosin e mel ndo foram

observadas diferencas em relagdo ao grupo intoxicado e ndo tratado (CCl,). Estes
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dados vém confirmar as citagdes sobre a inexisténcia de agdo hepatoprotetora destas
substancias (SHERLOCK, 1991; FERREYRA, FENOS, CASTRO, 1983);

HEITKAMP & BUSCH-STOCKFISCH, 1986). E importante salientar que o grupo
intoxicado e ndo tratado (CCl;) demonstrou evolugio semelhante ou até mesmo
melhor que os grupos tratados com estas substancias. Isto demonstra 0 porque muitos

clinicos atribuem a estas substincias agdo terapéutica em hepatopatias pré-instaladas,
pois mesmo quando niio tratada a tendéncia destas hepatopatias ¢ evoluir rapidamente

para cura quando retirada a causa primaria (FARBER & EL-MOFTY, 1975;

RECKNAGEL & GLENDE JUNIOR, 1973). Portanto, quando utilizados estes
tratamentos, provavelmente a evolugdo da patologia seria a mesma se nao fosse

tratada.
Também é importante salientar que em todos 0s grupos, apos 72 horas da

intoxicagdio, ja existia uma clara tendéncia a resolugdo das lesdes, mesmo no grupo

néio tratado (CCly), independente do método de anélise.
HEMMINGS et al (2002) avaliaram as implicagées do CCl; na

hepatoxicidade e verificaram que 24 horas ap6s administragio do téxico, os ratos

apresentavam hipoglicemia. Esta, segundo SHERLOCK (1991) € rara hepatite

persistente ao tratamento podendo causar morte

fulminante, mas pode ocorrer € Ser
é um aspecto do distirbio que pode ser tratado

rapida dos pacientes. No entanto,
satisfatoriamente ~ através de administragio endovenosa ou oral de glicose.

Constatamos que o mel nio possui efeitos protetores significativos no tratamento da

hepatoxicidade aguda, entretanto, seu uso pode ser indicado na prevengdo da
hipoglicemia como tratamento de suporte nos casos de hepatopatias.



CONCLUSOES

A silimarina, alcachofra, mel e aminoicidos com levalose, ¢ com
proteolisados de figado como tratamento da hepatotoxicidade aguda induzida por
tetracloreto de carbono em camundongos ndo foram eficientes para diminuir oy

impedir a formagdo de dreas de necrose hepatica.
Nio ha diferenga significativa na evolugio da recuperagdo das dreas lesadag

pelo CCl, entre os grupos tratados ou nio.
A silimarina e a alcachofra utilizadas no tratamento de hepatopatia aguda

induzida por tetracloreto de carbono em camundongos foram eficazes para melhorar
os niveis séricos da enzima aspartato aminotransferase (AST) nas primeiras 24 horas

apés a intoxicagdo, porém apos 48 horas, apresentavam niveis semelbantes aos demais

tratamentos e ao grupo intoxicado € nao tratado.
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