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RESUMO

A cirrose hepatica ¢ considerada o resultado final e irreversivel da doenga crdonica do
figado, levando a destrui¢do das células hepaticas. Sendo sua principal causa o alcoolismo
cronico. O metabolismo do alcool no organismo gera inimeros radicais livres, levando a um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante, chamado de estresse oxidativo. A vitamina C tem efeito antioxidante e ¢é
considerada a primeira linha de defesa ao dano oxidativo. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito hepatoprotetor da vitamina C no desenvolvimento da cirrose hepatica
experimental induzida por Tioacetamida, a mesma foi administrada 3 vezes por semana via
intraperitoneal, durante 8 semanas na propor¢ao de 200mg/kg de peso. Foram avaliados 40
ratos machos da raca Wistar, divididos em 4 grupos: CC (controle + vitamina C administrada
via gavagem, no volume Iml/g de peso, concentracio 2mg/g), CA (controle + agua
administrada via gavagem no mesmo volume final da vitamina C), HC (hepatotoxico +
vitamina C administrada via gavagem, diluida em agua no volume 1ml/g de peso,
concentracdo 2mg/g), ¢ HE (hepatotdxico+ dgua administrada via gavagem no mesmo
volume final da vitamina C). A avaliacdo da funcdo hepatica foi realizada por meio da andlise
dos marcadores bioquimicos: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), Os resultados foram analisados por meio de andlise estatistica com métodos
descritivos e comparativos, por meio dos testes de Kruskal Wallis e de Miller. Conclui-se que
a vitamina C exerceu efeito hepatoprotetor visto pela diminui¢do das enzimas hepdaticas apds a
indug¢do da cirrose por TAA
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INTRODUCAO

A cirrose hepdatica ¢ uma patologia caracterizada pela substituicdo difusa da estrutura
hepética normal por nddulos, contendo uma estrutura anormal circundado por fibrose. Varios
sdo os fatores associados a formagdo de cirrose hepatica, como processos patologicos de
diversas causas, associadas ao etilismo, hepatites cronicas virais e autoimunes, ¢ também de
ordem metabdlica, vascular ou biliar. (IIDA; SILVA, 2005).

O etanol provoca um excesso de equivalentes de reducao no figado, provocando danos
hepaticos e um distirbio no metabolismo. (CASSINI, 2011). Existem evidéncias de que o
risco de desenvolvimento de cirrose ¢ maior naqueles com ingestdo de etanol maior que 60 a
80 g/dia para homens e 20 g/dia para mulheres por um tempo de uso maior que dez anos. Por
outro lado, vale salientar que nem todos os individuos que bebem, neste nivel, desenvolverao
cirrose. (SILVA, 2010).

A cirrose ¢ considerada o estagio final e irreversivel das lesdes cronicas, mesmo que
eliminada a causa subjacente embora haja alguns estudos clinicos que tem mostrado que a
cirrose pode regredir dependendo da etiologia e do sucesso do tratamento desta causa.
(KAWADA, 2011). Apds a cicatrizagao e regeneracdo hepatocelular ¢ constituida a principal
resposta do tecido hepatico para os incontdveis insultos inflamatorios, toxicos metabdlicos e
congestivos. A cirrose ¢ caracterizada pela formagao de ndédulos regenerativos de parénquima
hepatico, circundados por septos fibrosos e esta associada a graves alteragdes angio-
arquiteturais. (ABHILASH et al., 2013).

Deste modo, a resposta a uma lesdo hepatica cronica pode resultar em um desbalango
na modulacdo da regeneragdo, principalmente em func¢ao da perda da capacidade de
degradacdo de matriz extracelular ocasionando um acumulo de tecido fibrético,
principalmente coldgeno, que passa a substituir o tecido funcional hepatico. (LEFTON;
ROSA; COHEN, 2009).

A tioacetamida (TAA) ¢ um composto hepatotdxico, além disso, muitos estudos
experimentais mostraram que TAA induz fibrose hepatica e cirrose, conhecida pela
prolongada administracdo em varios animais. (SHAO et al., 2014), sendo eficaz na ativagao
metabdlica para que seu efeito seja toxico, podendo levar a lesdes hepaticas pela agdao de
radicais livres formados na sua 8 detoxificagao, levando a cirrose hepatica similar a induzida
pelo etanol. A indugdo a essa lesao por TAA, tornou-se o modelo mais utilizado em pesquisas
e alternativas para seu tratamento, apesar de ser um dos mais recentes, por possuir deteccao de
sinais, nodulos regenerativos, padrdes histologicos e sintomas semelhantes aos da cirrose
humana.

Os agentes antioxidantes encontrados nos alimentos tem recebido prioridade nas
pesquisas que buscam identificar agentes quimioprotetores, pois apresentam a capacidade de
combater os radicais livres. Para que as células funcionem normalmente, ¢ necessario ter uma
compensacdo entre a formagdo de compostos altamente reativos (ROS/RNS) e os niveis de
defesas antioxidantes, que mantém a célula em estado geral reduzida. O estresse oxidativo
ocorre quando as defesas antioxidantes tornam-se insuficientes frente a excessiva producdo de
ROS e RNS. (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

O uso de antioxidantes vem sendo alvo de varios estudos por minimizar o estresse
oxidativo, contribuindo para a intervencdo terapéutica em pacientes cirrdticos. Dentre esses
antioxidantes a vitamina C se destaca pelas suas caracteristicas de captura de compostos
altamente reativos (ROS) e protecdo ao estresse oxidativo. (FARIA, 2008).
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A vitamina C ¢ um nutriente hidrossoliivel envolvido em varias fun¢des bioldgicas,
sendo considerada a primeira linha de defesa ao dano oxidativo, por proteger dcidos graxos e
também tem funcdo antiescorbuitico sendo um potente redutor das ROS/RNS fisiologicamente
relevantes. Além disso, por ser hidrossoluvel, a vitamina C podera ser facilmente absorvida
pelo organismo mesmo na presenga de colestase, quadro caracteristico da cirrose hepatica
terminal. (PASSONI, 2005). Desta forma o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
hepatoprotetor da vitamina C na cirrose hepatica induzida por TAA.

METODOLOGIA

Animais

Foram avaliados 40 ratos machos da raca Wistar, proeminentes do Biotério da
Universidade Sagrado Coracdo, pesando entre 180 a 200g. Os animais foram mantidos em
condigdes ambientais controladas, com a temperatura mantida em torno de 22 a 23°C e a luz
em ciclos de 12h, alternando entre claro e escuro. Além disso, eles foram mantidos em gaiolas
individuais, com acesso ad libitum a agua e a ragdo padronizada, conforme a distribuicao
pelos grupos. O procedimento experimental foi realizado apds a aprovagdo do comité de ética
em experimentagdao animal da FOB/USP (CEEPA-Proc. N°009/2013).

Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos em 4 grupos (Tabela 1): A cirrose hepatica foi induzida
nos animais dos grupos hepatotoxicos com tioacetamida (TAA) diluida em solugdo aquosa a
4% e foi administrada por via intraperitoneal, 3 vezes por semana, a propor¢do de 200 mg/kg
de peso, durante 8 semanas, procedimento adotado por Amin et al.(2012). J4 a vitamina C foi
diluida em agua no volume 1ml/g e concentracdo de 2mg/g e administrada diariamente por
via gavagem, mesmo procedimento adotado por Passoni, 2005. Este volume foi distribuido
em 3 doses diarias, em horarios alternados.

Tabela 1 — Grupos experimentais

= Grupo CC (Controle + vitamina C) — administracao diaria de vitamina C diluida
em agua no volume 1ml/g , concentragao 2mg/g, distribuida em 3 doses ao dia,
durante 8 semanas.

= Grupo CA (Controle + agua) — administracdo diaria de 4gua (no mesmo volume
final da vitamina C), distribuidas em 3 doses ao dia, durante 8 semanas.

= Grupo HC (Hepatotéxico + vitamina C) — administracdo de 200 mg/kg de peso
de Tioacetamida (TAA) diluida em solucdo aquosa a 4%, aplicada
intraperitonealmente, 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Os mesmos
receberam administracdo didria de vitamina C diluida em 4gua no volume 1ml/g de
peso, concentragdo 2mg/g, distribuida em 3 doses ao dia, no mesmo periodo.

= Grupo HE (Hepatotoxico + agua) — administragdo de 200 mg/kg de peso de
Tioacetamida (TAA) diluida em solugdo aquosa a 4%, aplicada
intraperitonealmente, 3 vezes por semana, durante 8§ semanas. Os mesmos
receberam administracdo diaria de 4gua no mesmo volume final da vitamina C,
distribuida em 3 doses ao dia, no mesmo periodo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Eutanasia

A eutanasia foi realizada ao final das 8 semanas (PF), apds anestesia intramuscular
com os anestésicos Cloridrato de Ketamina (60mg/kg de peso) e com Cloridrato de Xiloxina
(20mg/kg de peso), por exsanguinagdo através de puncgdo cardiaca. O sangue foi colhido neste
momento para a realizacdo dos exames bioquimicos séricos.

Dosagem Sérica de ALT e AST

As atividades séricas de AST e ALT foram determinadas por método de absorciao de
raios Ultra Violetas (UV) otimizado, no aparelho Technicon®, modelo RAXT, e os valores
foram expressos em unidades internacionais por litro (UI/L).

Analise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise estatistica descritiva e os 4 grupos
foram comparados entre si, por meio do Teste Nao-Paramétrico de Kruskal Wallis, ao nivel
de 5% de significancia, sendo as comparagdes individuais realizadas pelo teste de Miller.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ALT e AST

A média das concentragdes séricas dos parametros bioquimicos de ALT e AST
encontradas nos grupos controle (CA e CC) foi estatisticamente semelhante, (p>0,05), quando
comparadas entre si. Ja na comparacao com os grupos cirroticos (HE e HC) observou uma
elevacao significativa nos valores (p<0,05), porém o grupo cirrdético com administragao
concomitante de vitamina C (HC) apresentou valores significativamente menores (p<0,05) de
ALT e AST (326+89,82 e 168,76+£38,61, respectivamente) em comparagdo com O grupo
cirrtico sem a administragdo de vitamina C (464,95+£239,82 e 368,70+174,22,
respectivamente), conforme demonstrado pela tabela 1.

Tabela 2 - Médias e desvios-padrao das varidveis ALT e AST e respectivos resultados das

comparagdes entre os grupos (Teste de Miller)

Grupos
Variaveis
I (CA) IT (CC) III(HE) IV (HC)
AST 111,17 £41,68* 92,00 = 21,0972 ggé’?gszi 326,00 + 89,82°

ALT 106,84 £ 67,501* 69,84 +8,35* 368,70 + 174,22° 168,76+ 38,61°

Fonte: Elaborada pelo autor.

A TAA aumentou significativamente os niveis séricos ALT e AST, assim como o
esperado em cirrdticos cronicos. (AMIN et al., 2012; COLOCHO et al., 2010). A AST ¢ uma
enzima que cataboliza aminoacidos permitindo que entrem no ciclo de Krebs, esta relacionada
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com a integridade dos hepatocitos, porém nao ¢ especifica do figado, podendo ser encontrada
no musculo cardiaco, rim, cérebro e eritrocitos. (GIANINI et al., 2005). Ja a ALT ¢ uma
enzima que catalisa a interconversao do grupamento amino da alalina para o a-cetoglutarato
formando piruvato e, portanto desempenha importante fungdo da gliconeogenese e
metabolismo de aminoacidos. A atividade do ALT ¢ observada principalmente no figado, de
tal forma que ¢ considerado um marcador hepato-especifico. (SATO et al., 2008). O aumento
plasmatico concomitante de AST e ALT confirmam a origem hepética da lesdo e, apesar da
ALT refletir a injuria hepatica, a AST tem uma correlagdo com a presenca de fibrose, sendo a
associacdo destes dois marcadores hepaticos fundamental para o diagndstico de cirrose
hepatica (GRIGORESCU, 2006).

Quando comparados os grupos controles, com e sem a vitamina C, pdde-se observar
que a vitamina C, independente da presenca ou ndo de cirrose, nao afetou os niveis de ASL e
ALT, demonstrando que na dosagem de 1ml/g de peso na concentragdo 2mg/g, nao influencia
negativamente a atividade hepatica. O metabolismo da vitamina C, em quantidades
adequadas, ndo requer esforgos excessivos do figado, ja que € absorvida pela parte superior do
intestino delgado e excretada pelos rins na forma de urina. (LIMA, 2008).

Ja na presenca de cirrose, a vitamina C exerceu efeito hepatoprotetor, reduzindo os
niveis séricos de ALT e AST, provavelmente por seu efeito antioxidante. A vitamina C ¢ uma
vitamina antioxidante que reage diretamente com o oxigénio simples, radical hidroxila e
radical superoxido, além de regenerar a vitamina E. Esta vitamina mantem as enzimas tiol em
seus estados reduzidos e poupa a glutationa peroxidase, que ¢ um importante antioxidante
intracelular e cofator enzimatico. (FARIA, 2008). Em varios estudos, a vitamina C foi
sugerida por mostrar seus efeitos através da remoc¢ao dos radicais livres formados durante as
reacoes de oxidacao de drogas, como o alcool (ABHILASH et al., 2013), tetracloreto de
carbono (FARIA, 2008) e chumbo (EBUHI et al., 2012), sendo considerada a mais efetiva na
protecao dos lipideos do plasma contra o dano oxidativo, mesmo na presenca de colestase, ja
que nao necessita da presenca de acidos biliares para sua absorcao.

Poloni et al. (2004), em estudo experimental sobre a avaliagdao do efeito da vitamina C
sobre o dano hepatico secundario a pancreatite aguda, concluiu que a vitamina C ¢ eficiente
no combate a peroxidacao lipidica, mas ndo demonstra efeito protetor sobre o dano hepatico,
observado pela nao diminui¢do dos niveis séricos de ALT e AST.

Passoni (2005), estudando a suplementagao de vitamina C na cirrose biliar secundaria
provocada por ligadura de ducto biliar comum, observou que os ratos cirroticos com colestase
apresentaram uma melhora na lesdo hepatica, como observado pela redu¢do da gordura
hepatica e pela diminuicdo enzimdtica dos niveis de globulina. Porém, os pardmetros
bioquimicos ALT e AST nao tiveram melhora ap6s a suplementa¢do com vitamina C. Santos
(2007), estudando o mesmo modelo experimental, com a suplementacdo de vitamina E
hidrossoluvel (TPGS), que apresenta acdo antioxidante semelhante a vitamina C, observou
resultados distintos de Passoni (2005), através da melhora importante dos niveis de ALT e
AST, mostrando, desta forma, que as vitaminas antioxidantes podem desempenhar um papel
importante no dano hepatico, principalmente as hidrossoluveis, visto que, nos diferentes tipos
de cirrose biliar e na cirrose hepatica alcodlica em seu estagio mais avangado, a colestase
pode estar presente.

Em estudo mais recente Abhilash et al. (2013), comparou o efeito da vitamina C com a
similarina em ratos com hepatopatia induzida por etanol e demonstrou a eficacia da vitamina
C em reduzir os marcadores de lesdo hepatica (ALT e AST), sendo considerada um
tratamento superior a similarina na inibicdo da geracdo intracelular de espécies reativas de
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oxigénio (ROS) e, consequentemente, reduzindo a inflamagdo induzida por etanol em
hepatocitos. Os resultados do presente trabalho sdo semelhantes ao estudo precitado,
mostrando que independente do agente causador da lesdo hepatica, a vitamina C pode
melhorar a lesdo hepatica através da sua acao antioxidante.

CONCLUSAO

Conclui-se que a vitamina C exerceu efeito hepatoprotetor no desenvolvimento da
cirrose hepatica experimental induzida por TAA, através da diminuicdo dos parametros
bioquimicos de lesdo hepética Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase
(AST).
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