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Resumo

A Insuficiéncia Hepética Aguda Grave é uma sindrome com alta mortalidade
que gera dano na estrutura do figado. A tioacetamida é um conhecido
xenobidtico que pode levar a diversas de les6es no tecido hepatico de acordo
com a dose e o tempo de exposi¢cdo. Como a producdo excessiva de EROs
parece ter um papel importante na fisiopatologia da IHAG, experimentos com
antioxidantes podem ser uma opc¢do de novas terapias. A vitamina E é a
principal vitamina antioxidante transportada na corrente sanguinea que
minimiza os danos provocados pelos radicais livres associados a doencgas. O
objetivo do trabalho foi avaliar o estresse oxidativo em figado de ratos com
insuficiencia hepatica aguda grave tratados com vitamina E. Foram utilizados
56 ratos Wistar, divididos em 8 grupos: Controle; Vitamina E; Tioacetamida;
Tiocetamida + Vitamina E. Apds 24 e 48 horas, 0os animais foram anestesiados,
e coletado o sangue para andlises de AST e ALT e o figado para avaliacdo da
lipoperoxidacdo (TBARS), enzimas antioxidantes (GST, SOD, CAT e GPx) e
histologia. A andlise estatistica foi ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls,
sendo considerado significativo quando p<0,05. Os niveis de AST e ALT
aumentaram no grupo TAA e diminuiram no grupo tratado com vitamina E. A
lipoperoxidacdo apresentou-se aumentada nos grupos TAA em todos o0s
tempos e diminuida nos grupos tratados com vitamina E. Foi observada uma
alteracdo da atividade enzimatica nos grupos TAA em relacdo aos grupos
controles e uma restauracao na atividade nos grupos tratados com vitamina E.
O uso da Vitamina E foi capaz de atenuar os danos ocasionados pela
tioacetamida neste modelo experimental.
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INTRODUCAO

A Insuficiéncia Hepética Aguda Grave (IHAG) caracteriza-se pela subita
instalacdo entre pacientes com figado previamente normal ou em alguns
portadores de doenca hepatica crénica. Em geral, assume evolucdo rapida,
levando a insuficiéncia hepatocelular, traduzida por profundos disturbios
metabdlicos, suscetibilidade particular a infeccdes bacterianas ou flingicas,
faléncia de mdultiplos 6rgdos, coagulopatia e distarbio do sistema nervoso
central, traduzido por letargia, sonoléncia e coma (LEE, 2003).

Sabe-se que o Estresse Oxidativo (EO) esta envolvido na fisiopatologia
de diversas doencas, incluindo a IHAG. O EO refere-se a uma situacao na qual
existe um aumento sustentado na concentracdo, em estado estacionario, das
espécies reativas de oxigénio acima dos seus niveis fisiolégicos (HALLIWELL,
2007).

O organismo humano dispde de um sistema celular de defesa contra as
EROs produzidas no organismo (JONES, 2006). As defesas antioxidantes
compreendem agentes que catalisam e removem Radicais Livres (RL) e outras
espécies ativas como as enzimas SOD, CAT e GPx; proteinas que
minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes, como ions-ferro e Cobre ou
como hepatoglobinas e tranferrinas. Neste contexto, verifica-se a importancia
da existéncia das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Sem
elas o equilibrio celular seria alterado e facilitaria o surgimento de varias
disfuncbes celulares que poderiam levar a processos de doenca (HALLIWELL
e GUTTERIDGE.; 1984).

A Tioacetamida (TAA), C2HsNS, é um composto organo-sulforoso cuja
administracdo cronica levava a cirrose e ao carcinoma hepatocelular (DAVID et
al., 2011). A TAA requer ativacdo metabdlica para que seu efeito seja toxico.
Ap6s a administracdo, a TAA é rapidamente convertida em acetamida e
tioacetamida-S-oxido (TASO) que ¢é metabolizada, posteriormente, a
tioacetamida-S-dioxido (TASO2) (PORTER, 1978). A TAA é responsavel por
causar dano hepatico A tioacetamida uma vez que é capaz de formar espécies
reativas de oxigénio (ERO) e necrose (MANGIPUDY et al., 1995).



A vitamina E é a principal vitamina antioxidante transportada na corrente
sanguinea pela fase lipidica das particulas lipoproteicas. Ela é constituida de
uma fase aquosa e uma fase lipidica, o que lhe permite estar ancorada na
membrana lipidica. Evidéncias recentes sugerem que essa vitamina impede ou
minimiza os danos provocados pelos RLs associados a doencas especificas
como o cancer, a artrite e a catarata (PERES, 1994).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo em figado
de ratos com Insuficiencia Hepatica Aguda Grave tratados com vitamina E.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado
pela Comissdo de Pesquisa e Etica da ULBRA Canoas e seguem as normas
da Lei 11.794 sobre procedimentos em animais de pesquisa. Foram utilizados
112 ratos machos Wistar, com peso médio de 300 gramas provenientes do
Biotério da ULBRA.

Os animais foram divididos em 8 grupos com sete ratos cada (baseado
em célculo amostral). 4 grupos foram avaliados em 24 horas e 4 grupos foram
avaliados em 48 horas.

A tioacetamida foi administrada via intraperitoneal na dose de 400 mg/kg
no inicio do experimento e 8 horas ap6s. A vitamina E (dose de 100 mg/Kg) foi
administrada meia hora apés a segunda dose de TAA nos tempos de 24 e 48
horas e mais duas doses no tempo 48 horas.

Apoés o término do ensaio bioldgico, os ratos foram anestesiados com
Cetamina (95 mg/Kg) e Xilasina (8 mg/Kg) e em seguida o sangue foi coletado
pelo plexo retro-orbital para analise das enzimas hepaticas AST e ALT e o
figado foi coletado para a avaliacdo da lipoperoxidacao, atividade as enzimas
antioxidantes e andlise histologica. Apds, foram mortos por exsanguinacao sob
anestesia profunda.

A andlise estatistica foi ANOVA seguida do teste Student-Newman-

Keuls, sendo considerado significativo quando p<0,05.



RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

Enzimas Hepaticas

As provas de funcdo hepatica foram avaliadas através das analises das

enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).

Tabela 1: Andlise dos niveis de AST e ALT. Os resultados abaixo sdo expressos

como a média + erro padrao.

CO Vit.E TAA TAA+VIt.E
AST
24h 39,05+6,55 39,99+5,23 469,56+20,69* 101,32+19,45%
48h 43,1245,63 41,56+3,45 598,23+55,45* 97,85+29,65%
ALT
24h 22,36+3,45 21,56+2,64 312,21+10,23*  76,59+8,56*
48h 29,48+3,12  32,45+3,05 359,15+17,58*  68,47+6,49"

*Aumento significativo do grupo TAA em relagéo aos grupos controles. (p<0,001)

# Diminuicao nos grupos tratados (Vit.E) em relacdo ao grupo TAA. (p<0,001)

Lipoperoxidacao

A liporeroxidagéo hepatica foi avaliada através das substancias que

reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme demonstrado na figura 1.
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Figura 1: Os resultados acima sao expressos como a média + erro padrao.

*Aumento significativo do grupo TAA em rela¢@o aos grupos controles. (p<0,05)

# Diminuicdo dos grupo tratados (Vit.E) em relacdo ao grupo TAA. (p<0,05)

Glutationa S-transferase

Na figura 2 séo apresentados os valores da GST (nmoles/mg prot) nos

diferentes grupos experimentais.
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Figura 2: Os resultados acima séo expressos como a média + erro padréao.

*Diferenca significativo do grupo TAA em relacdo aos grupos controles. (p<0,001)

# Diferenca dos grupo tratados (Vit.E) em relagdo ao grupo TAA. (p<0,001)

Glutationa Peroxidase

Na figura 3 sé&o apresentados os valores da Glutationa Peroxidase

(nmoles/mg prot) nos diferentes grupos experimentais.

1,50

nmols/min/mgProt

0,00

1,00 -

co

GPx-24hs

*
T
Vit.E TAA TAA+Vit.E

2,00

1,50

1,00

nmols/min/mgProt

0,50

0,00

co

GPx-48hs

*
Vit.E TAA TAA+Vit.E

Figura 3: Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padréo.

*Diferenca significativo do grupo TAA em relagc&o aos grupos controles. (p<0,05)

# Diferenca dos grupo tratados (Vit.E) em relacéo ao grupo TAA. (p<0,05)




Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)
Na figura 4 sdo apresentados os valores da Superoxido Dismutase

(USOD/mg prot) nos diferentes grupos experimentais.

s e
g8 B
\

0
=}

USOD/min/mgProt
B [\
(=3 (=]

N
o

co

=}

SOD-24hs

Vit.E

*
TAA

#

TAA+VIt.E

USOD/min/mgProt

200
180 -
160 -
140 -
120

100 -
80 -
60

40
HE
3
co

SOD-48hs

1

*
Vit.E TAA TAA+Vit.E

Figura 4: Os resultados acima séo expressos como a média + erro padréo.

*Diferenca significativo do grupo TAA em relacdo aos grupos controles. (P<0,05)

# Diferenca dos grupo tratados (Vit.E) em relac@o ao grupo TAA. (P<0,05)

Catalase

Na figura 5 sdo apresentados os valores da Catalase (nmoles/mg prot)

nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 5: Os resultados acima sé@o expressos como a média + erro padréo.

*Diferenca significativo do grupo TAA em relagéo aos grupos controles. (p<0,05)

# Diferenga dos grupo tratados (Vit.E) em relacdo ao grupo TAA. (p<0,05)




Analise histoldgica

A figura 6 apresenta a avaliacdo histoldgica do tecido hepatico nos
tempos 24 e 48 horas. Nos animais dos grupos CO e VitE (24 e 48h) é
possivel observar uma arquitetura hepatica normal. Nos animais do grupo TAA
(24 e 48 h) ha uma perda da arquitetura hepatica com presenca de infiltrado e
inflamatoério e necrose. Em contraste, nos animais do grupo TAA+Vit. E (24 e
48h) é possivel observar uma atenuagdo dos danos histologicos evidenciada

por uma reducao da inflamacao e da necrose.

Figura 6: Avaliacdo histolégica. A=grupos avaliados em 24 horas. B= grupos avaliados em 48

horas.

CONCLUSAO

A tioacetamida é capaz de gerar dano hepatico a julgar pela avaliagdo
dos niveis das enzimas hepéticas, aumento da lipoperoxidacédo e andlise da
atividade das enzimas antioxidantes, nos dois tempos estudados. A vitamina E,
foi capaz de atenuar os danos ocasionados pela tioacetamida neste modelo
experimental evidenciados pelos resultados apresentados no estudo.
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