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Filho”

Ultra violeta
Variavel dependente
Variavel independente

Very low density liproprotein — lipoproteina de muito

baixa densidade

* Foram utilizados pontos apenas nas abreviaturas seguindo as normas de Pascholin & Spadoto, 1992.
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Efeito da vitamina E-TPGS hidromiscivel sobre as alteracfes
nutricionais e a lesdo hepatica na colestase crdnica

A colestase crbénica por ligadura e resseccdo do ducto biliar em ratos
jovens é frequentemente utilizada como modelo experimental de atresia
biliar. Na colestase ocorre ma absor¢ao de vitamina E com resultante
estresse oxidativo. Objetivos: Sendo a vitamina E-TPGS hidromiscivel, e
portanto absorvivel mesmo na colestase, testamos os seus efeitos sobre
as consequéncias nutricionais, sobre as alteracbes do metabolismo
lipidico e sobre a lesdo hepatica da colestase obstrutiva crénica no
modelo experimental acima. Métodos: Quarenta ratos machos da raca
Wister com 21 dias de vida (P21) foram divididos em 4 grupos de 10
animais e submetidos a um dos seguintes tratamentos: 1) LA-ligadura e
ressec¢cao do ducto biliar comum e administragdo diaria de agua, por
gavagem, num volume de 0,02ml por grama de peso do animal; 2) LE-
Ligadura e ressecg¢ao do ducto biliar comum e administragao diaria, por
gavagem, de 25Ul/kg num volume de 0,02ml de vitamina E-TPGS por
grama de peso do animal de uma solugédo a 20% de vitamina E-TPGS; 3)
SA-operacao simulada e administracao diaria de agua, por gavagem, num
volume de 0,02ml por grama de peso do animal; 4) SE-operacéo simulada
e administracdo diaria, por gavagem, de 25Ul/kg num volume de 0,02ml
de vitamina E-TPGS por grama de peso do animal de uma solugéo a 20%
de vitamina E-TPGS. Durante o experimento foi determinado o ganho de
peso, a quantidade de ragao ingerida, o aproveitamento nutricional (P21 a
P49) e balango nitrogenado (P42 aoP49). No P48, foram submetidos ao
teste do tempo de sono apds pentobarbital. No P49, foram sacrificados e
colhido sangue e 6rgaos para seguintes determinagdes: peso fresco,
conteudo de agua e gordura da carcaga, figado e bago, concentragdes
séricas de colesterol-T, triacilglicerol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol,
HDL-colesterol, albumina, globulinas totais, vitamina A e E, atividade

sérica das aminotransferases (ALT e AST). Também foi analisada em
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cortes histolégicos do figado a intensidade de fibrose, de proliferagao
ductal, de necrose, de esteatose, de degeneracdo hidropica, de
inflamacéao e frequéncia de mitoses. Os efeitos da colestase, da vitamina
E-TPGS e suas interagdes foram testados pelo ANOVA com dois fatores,
e comparagdes multiplas pareadas foram realizadas pelo teste de S.N.K.
Nivel de significancia foi de p<0,05. Resultados: A vitamina E-TPGS
atenuou a diminuicdo do ganho de peso, do conteudo de nitrogénio da
carcaga, do balango nitrogenado e dos niveis séricos de albumina e de
vitamina A e E. Encurtou o prolongamento do tempo de sono causado
pela colestase. Atenuou o aumento da atividade da ALT, dos niveis
séricos de globulinas. Corrigiu a diminui¢do do aproveitamento nutricional,
do ganho de peso, do peso fresco da carcaga e do conteudo de gordura
da carcaga. Acentuou o aumento dos niveis séricos de triacilglicerois, de
VLDL-c, do peso fresco e conteudo de agua do figado, peso fresco do
baco, da intensidade de degeneragao hidropica e inflamagéo. Aumentou o
conteudo de gordura do figado e o conteudo de agua do bago. Atenuou a
intensidade de fibrose, necrose e diminuiu o numero de areas de mitoses.
Na auséncia de colestase a vitamina E-TPGS aumentou a ragdo ingerida,
o conteudo gordura e o conteudo de nitrogénio da carcaga, os niveis
séricos de albumina, de vitamina A e E, o conteudo agua e gordura do
figado e diminuiu os niveis séricos de colesterol total, triacilglicerdis,
VLDL-c, o tempo de sono, os niveis séricos de globulinas e a atividade
sérica de ALT. Conclusdo: A vitamina E-TPGS exerceu efeito
hepatoprotetor, visto pela diminuicdo das alteragdes nutricionais, pela
interferéncia no metabolismo lipidico e pela diminuicdo das lesbes

hepaticas.
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The effect of water soluble vitamin E-TPGS on nutritional alterations
and hepatic lesions in chronic cholestasis-an experimental study in
young rats.

Chronic cholestasis by bile duct ligature and resection in young rats is a
commonly used experimental model of biliary atresia.

Vitamin E absorption is poor in cholestasis causing oxidative stress.
Objectives: As Vitamin E-TPGS dissolves in water, and is therefore
absorbable even in cholestasis, we tested its effects on nutritional
outcome, lipid metabolism alterations, and hepatic lesion from chronic
obstructive cholestasis in the above model. Methods: Forty 21-day-old
male Wistar rats (P21) were divided into four groups of 10 and submitted
to the following treatments: 1) LA — ligature and common bile duct
resection with daily administration of water by gavage (0.02ml/g animal
weight); 2) LE- ligature and common bile duct resection with daily
administration of 25IU/Kg Vitamin E-TPGS in water by gavage (0.02mL/g
wt of 20% Vitamin E-TPGS solution); 3) SA — sham operation and daily
administration of water by gavage (0.02ml/g wt); and 4) SE — sham
operation and daily administration of 251U/Kg Vitamin E-TPGS in water by
gavage (0.02ml/g wt of 20% Vitamin E-TPGS solution). During the
experiment we measured weight gain, ingested food, diet utilization (P21
to P49), and nitrogen balance (P42 to P49). On P48, pentobarbital
sleeping time was measured. On P49, eutanasia was carried out and
blood and organs were collected to determine: body,liver, and spleen fresh
weight, and water and fat content, serum levels of total cholesterol,
triacylglycerols, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol, HDL-cholesterol,
albumin, total globulins, Vitamin A & E, and ALT & AST activity. Also liver
histological sections were analyzed for fibrosis intensity, duct proliferation,
necrosis, steatosis, hydropic degeneration, inflammation, and mitosis
frequency. The effects of cholestasis, Vitamin E-TPGS, and their

interactions were tested by ANOVA with two factors, and multiple paired
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comparisons by the SNK test. Significance was set at p<0.05. Results:
Vitamin E-TPGS attenuated the reduction in weight gain, body nitrogen
content, nitrogen balance, and serum albumin and Vitamin A & E levels. It
cut the increased sleep time caused by cholestasis, attenuated increased
ALT activity and serum globulins levels. It corrected the reduction in diet
utilization, weight gain, fresh body weight, and body fat content. It
accentuated the increase in serum levels of triacylglycerols and VLDL-
cholesterol, fresh liver weight and water content, fresh spleen weight, and
the intensity of hydropic degeneration and inflammation. It increased liver
fat content and spleen water content, attenuated intensity of fibrosis and
necrosis, and reduced the number of mitosis. In the absence of
cholestasis, Vitamin E increased food ingestion, body fat and nitrogen
content, albumin and Vitamin A & E serum levels, liver fat and water
content, and reduced serum levels of total cholesterol, triacylglycerols,
VLDL-cholesterol, sleep time, serum globulin levels, and ALT serum
activity. Conclusion: Vitamin E-TPGS had a hepatic-protector effect, seen
by the reduction in nutritional changes and hepatic lesions, and

interference in the lipid mechanism.
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1.1. CONCEITO DE COLESTASE

O termo colestase (do grego chole = bile, stasis = parada)
refere-se a diminuicdo ou parada do fluxo biliar por interferéncia na
producao ou no transporte da bile até o duodeno (PHILLIPS et al., 1986;
WATSON & GIACOIA, 1983; POUPON et al., 2000, DAVERN &
SCHARSCHMIDT, 2002). Este processo pode ser decorrente da
obstrucdo de vias biliares, infecgdes, doencas metabdlicas, doengas

genéticas, drogas ou doengas auto-imunes. (OTTE, 2002).

A colestase é definida de acordo com os meios utilizados
para seu estudo, de maneiras diferentes sob o ponto de vista de cada
especialista (ERLINGER, 1991; SCHARSCHMIDT, 1990, BEZERRA,
1996, MANZANARES & MEDINA, 2003). O clinico identifica a colestase
pela presenca de ictericia, coluria, acolia ou hipocolia fecal, prurido
(BERGASA, 2006), xantomas, decorrentes do acumulo de constituintes da
bile (colesterol, acido biliar, fosfolipides e bilirrubina) (OTTE, 2002;
PAUSCH & GATZEN, 2006). O Bioquimico pela elevagdo de marcadores
enzimaticos (fosfatase alcalina, gama-glutamil-transpepitidase e

transaminases) (ZIMMERMAN, 1979, MEIER-ABT, 1990).

O fisiologista identifica a colestase por qualquer
diminuigcdo ou interrupgao de fluxo de bile, medida pelo clearance de

substancias eliminadas pela bile (ex. a inulina). O patologista, pelo
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encontro de acumulo de pigmento biliar no citoplasma dos hepatocitos e
das células de Kiupffer, pela formacdo de trombos canaliculares
(bilirrubinoestase) e por degeneragdao plumosa dos hepatdcitos
(colatoestase) (SELLINGER & BOYER,1990; OH, et al., 2002).
Clinicamente, as colestases podem ser divididas em duas formas, intra e
extrahepatica, que evoluem com alteragées morfoldgicas, bioquimicas e

clinicas semelhantes (REICHEN & SIMON, 1988).

1.2.  IMPORTANCIA DA COLESTASE

O interesse no estudo da colestase deve-se a frequéncia
em que esta ocorre tanto na pratica clinica de criangas, quanto na de
adultos (POUPON et al., 2000; ELFERINK, 2003). Sua importancia em
Pediatria € acentuada pela ampla variedade de causas congénitas e
adquiridas no periodo neonatal e nos primeiros meses de vida (WATSON
& GIACOIA, 1983). A incidéncia de colestase nestes periodos é em torno

de 1 para 2.500 nascidos vivos (ALAGILLE, 1984).

Algumas doengas colestaticas apresentam alta
mortalidade na auséncia de tratamento. A atresia de vias biliares tem a
mortalidade de 100% (SHAH & SPIVAK, 1994; BALISTRERI, 2000;

SCHIF et al., 1998).
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1.3. CAUSAS DE COLESTASE

As causas de colestase sao multiplas e podem ser
desencadeadas nas diferentes etapas da formacao da bile ou do fluxo
biliar (JANSEN & MULLER, 2000). As criangas sao particularmente
vulneraveis a colestase, por imaturidade do mecanismo de formacao da
bile, por maior suscetibilidade a infeccdo e pela maior incidéncia de

doencgas metabdlicas e familiares.

As causas de colestase conforme a localizagao intra ou
extrahepatica, que inicia o processo antes e apds os 4 meses de idade
estdo a seguir no Quadro 1 (WHITINGTON, 1996 com modificagbes

incluidas com suas respectivas referéncias).
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QUADRO 1 — Causas de colestase na infancia:

CAUSAS INTRA — HEPATICAS DUCTAIS

5 Obstrucéo biliar
¢ Fibrose hepatica congénita
¢ Doenca renal policistica
e Malformacgao da placa ductal
¢ Doenca de Caroli
¢ Hipdxia e/ou isquemia hepatica perinatal (VAJRO et al., 1997)
¢ Cisto hepatico
5 Sindromes ductopénicas
e Sindrome de Alagille
¢ Ductopenia n&o sindrémica - por drogas ou genética
z Endocrinopatias
¢ Hipotireoidismo
¢ Hipopituitarismo (displasia septo-optica)
£ Fibrose cistica
s Histiocitose de células de Langershans
£ Sindrome Hiper-IgM

CAUSAS INTRA — HEPATICAS HEPATOCITICAS

5 Hepatite neonatal idiopata
 Infeccdes congénitas
A) Virais
¢ Citomegalovirus
¢ Rubéola
¢ Reovirus tipo 3
e Adenovirus
e Enterovirus
¢ Herpes virus: simples 1 e 2, herpes zoster, herpesvirus tipo 6

¢ Virus Coxsackie

¢ Virus da imunodeficiéncia humana
¢ Virus das hepatites B, C e TT (TAJIRI et al., 2001)
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QUADRO 1 - Continuagao

CAUSAS INTRA — HEPATICAS HEPATOCITICAS

B) Bacterianas

o Sifilis

e Toxoplasmose

o Listeriose

e Tuberculose

e Malaria
2 Infecgdes adquiridas

e Sepsis bacteriana

e Infec¢do do trato urinario
5 Colestase associada a nutricdo parenteral (WU et al., 2006)
 Relacionadas com medicamentos (Carbamazepina) (FREY et al., 2002)
5 Sindrome colestaticas genéticas

¢ Colestases intra-hepaticas familiares progressivas

e Tipo 1 — Mutacgéo do gene FIC1 — Doencga dos Byler (deficiéncia da
ATPase P na localizagdo de aminofosfolipidios aminados na
membrana canalicular) (WALKOWIAK et al., 2006)

¢ Tipo 2 — Deficiéncia de cBSEP - “canalicular bile salt export pump”
(alteragdo do transporte de acidos biliares através da membrana
canalicular)

e Tipo 3 — Deficiéncia de MDR3 — “multidrug resistence fator number
3” (alteragdo do transporte de fosfolipidios através da membrana
canalicular)

¢ Colestase hereditaria com linfoedema (Sindrome de Aagenaes)
« Colestase familiar dos indios Norte-Americanos

e Colestase dos esquimos da Groenlandia ( deficiéncia de MDR3)
¢ Colestase familiar benigna recorrente (mutacéo do gene FIC1)

¢ Sindrome de Dubin-Jonhson (deficiencia de MRP3)
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QUADRO 1 - Continuagao

CAUSAS INTRA — HEPATICAS HEPATOCITICAS

£ Doengas Metabolicas
¢ Deficiéncia de aq-antitripisina (AN et al., 2001)
e Transtornos do metabolismo de carboidratos
¢ Galactosemia
e Intolerancia hereditaria a frutose
¢ Transtornos do metabolismo de lipidios
e Doenga de Wolman
e Doenca de Gaucher
¢ Doenca de Niemann-Pick
¢ Mucolipidose Il (doencga de células azuis) (HOCHMAN et al., 2001
e Transtornos do metabolismo de aminoacidos
e Tirosinemia
e Hipermetioninemia
¢ Transtornos do ciclo da uréia
¢ Deficiéncia de arginase
e Deficiéncia de cabamoil fosfato sintetase
¢ Transtornos da sintese de acidos biliares

¢ Doenca do armazenamento de ferro neonatal
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QUADRO 1 - Continuagao

CAUSAS INTRA — HEPATICAS HEPATOCITICAS

5 Variadas
e Choque/hipoperfusao
¢ Obstrucéo intestinal
¢ Lupus eritematoso neonatal
e Sindrome de “prune-belly”
e Histiocitose X
e Cirrose infantil da india
e Sindrome de Down
e Oxigenagdo com membrana extracorpérea
¢ Trissomias autossdmicas
¢ Doenca venoclusiva

¢ Hemocromatose neonatal

¢ Colestase neonatal associada a vasculopatia trombética (DAHMS
et al., 2002)

CAUSAS EXTRA - HEPATICAS

5 Obstrucéo biliar
e Atresia de vias biliares
e Cisto do colédoco
¢ Coledocolitiase
e Colangite esclerosante neonatal
eTumores/Massas
¢ Colangite associada a histiocitose de células de Langerhans
¢ Perfuracado espontanea do ducto biliar
e Estenose biliar
¢ Hipoplasia biliar

Fonte: Modificado de WHITINGTON, 1996 (as referéncias citadas correspondem a causas nao
incluidas nessa fonte)
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Das doengas relacionadas acima, além da atresia de vias
biliares (AVB), ja citada anteriormente, as doencas intra-hepaticas
(deficiéncia de aq-antitripsina) (TAN, 2006) constituem as principais

causas de colestase cronica na infancia (TELLES & TANNURI, 1994).

1.4. ATRESIA BILIAR

A atresia biliar é de etiologia ndo determinada e decorre
de um processo inflamatério e degenerativo dos ductos biliares, € a causa
mais importante de colestase (KAUFMAN et al, 1987), sendo esta a
principal indicagao de transplante hepatico pediatrico (YOON, et al, 1997).
A morte resulta, em geral, de hemorragia digestiva alta por ruptura de
varizes esofagianas, secundarias a hipertensdo portal, decorrente da

cirrose biliar secundaria a colestase obstrutiva cronica.

A atresia acomete 1 em 8.000 a 12.000 nascidos vivos no
ambito mundial, (CHAPCHAP, 2001). Na infancia a incidéncia em
meninas é 1,4 a 1,7 maior do que em meninos. Distinguem-se duas
formas: 1) a perinatal, adquirida, na qual a atresia €& encontrada
isoladamente e € a mais comum; 2) embridnica ou fetal, na qual esta

associada a outras anormalidades congénitas (CAUDURU, 2003).

Evidéncias histologicas de lesdo hepatica caracteristicas

da atresia biliar sédo: proliferagcao ductal, formagao de trombos nos ductos
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biliares e fibrose delimitando nddulos cirréticos. O método mais utilizado
para o estudo experimental da colestase obstrutiva € a ligadura e
ressecg¢ao do ducto biliar comum em ratos. A utilizagcdo de ratos jovens
aproxima mais o0 modelo da doenga de criangcas (MEDEIROS, et al.,

1988).

No tratamento da atresia biliar a técnica de Kasai
(portoentero-anastomose) continua sendo a conduta inicial; o transplante
hepatico faz parte da seguinte etapa do tratamento quando necessario. A
corregao cirurgica permite evitar o desenvolvimento da cirrose biliar e a
insuficiéncia hepatica secundaria e sua eficacia se encontra relacionada
com a precocidade de sua realizagcdo, sendo melhor a evolugdo quando

realizada entre 45 e 65 dias de vida (DONAT et al., 2004).

Apds a cirurgia de Kasai muitos paciente apresentam
lesdo hepatica progressiva e, em aproximadamente 1/3 dos casos, ocorre
insuficiéncia hepatica, necessitando de transplante em 12 a 14 meses de
pos-operatorio, em outro 1/3 durante a adolescéncia. O restante sobrevive

até a idade adulta com algum grau de hepatopatia (RAMM et al., 1998).
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1.5. SINDROME COLESTATICA

A colestase quando intensa e prolongada pode resultar

em doenca hepatica crénica, comprometendo as funcdes hepaticas.

A sindrome colestatica € composta pelas seguintes

manifestacdes clinicas:

1. Retencgao de constituintes normalmente secretados ou
excretados na bile (acidos biliares, bilirrubina, colesterol e elementos
traco) (LANSPA et al., 1985, PAUSCH & GATZEN, 2006), podendo
progredir para lesao hepatocelular, fibrose, cirrose, hipertensédo portal e

faléncia hepatica (MATHEW et al., 1994).

2. Diminuicdo ou auséncia da passagem de
componentes da bile para o intestino, diminuindo a concentragao
intraluminal de acidos biliares e dificultando assim a digestdo e a
absorgcdo de lipidios e vitaminas lipossoluveis, responsaveis por uma
consideravel diminuigdo no aproveitamento de energia da dieta resultando

em desnutrigéo.

A A desnutricdo pode contribuir para a deterioragao
hepatica gradual, evoluindo para doenga hepatica, em muitos casos, a

morte resulta por faléncia hepatica (SHEPHERD, 1994).

A A desnutricao é o fator mais importante que interfere

na sobrevida, tanto do grupo de pacientes aguardando o transplante
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como no grupo pos-transplante. Nos casos sem indicagao de transplante,
prevencdao ou tratamento de déficits nutricionais permitira o melhor
desenvolvimento péndero-estatural e neuropsicomotor além de menor

mortalidade (CARDOSO et al., 1997).

1.6. INDICADORES BIOQUIMICOS SERICOS DE LESAO E
FUNCAO HEPATICA

Para confirmar a presenga da doencga hepatica ou para
acompanhamento de sua evolugdo, s&o utilizados os indicadores
bioquimicos séricos de lesdo e fungdo hepatica (DAVERN &
SCHARSCHMIDT, 2002, GIANNINI et al., 2000, DUFOUR et al., 2000).

Estes indicadores sao classificados resumidamente no Quadro 2.
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QUADRO 2 — Testes bioquimicos séricos de lesdo e funcao hepatica

Testes bioquimicos

Interpretacao

Bilirrubina urinaria

Bilirrubina sérica (total, conjugada e n&ao conjugada)

A Aminotransferases (AST e ALT)

- > > >

>

Fosfatase alcalina

Gamaglutamiltransferase

Proteinas totais

Albumina

Fibrinogénio

Globulina total e fragdes (o 1,0 2,8, v)

Tempo de atividade de protrombina (TAP)

Tempo de protombina parcial ativada (TTPA)
Uréia e creatinina — fungéo renal

Amobnia

Tolerancia a glicose

Tolerancia a galactose

Tolerancia ao glucagon

Fosfolipidios e triacilglicerol

Colesterol

Fonte: MILLER, 2002 (com modifica¢des)

- Formagdo e excregao da bile; produgdo, conjugagdo e excregdo da
bilirrubina

- Velocidade de necrose hapatocelular
- Retencdo de acidos biliares (colestase)

- Colestase pds-canalicular com lesao e proliferagao ductal

- Metabolismo protéico e formagdo de albumina, globulina, fibrinogénio,
capacidade sintética protéica

- Processos inflamatérios; estimulacdo imune por translocagao bacteriana ou
hiperendotoxinemia; aumento de lipoproteinas

- capacidade sintética de fatores coagulantes dependentes de vitamina K
(exceto fator IX)

- capacidade sintética de fatores coagulantes independentes de vitamina K
(exceto fator 1X)

- Capacidade de transformacédo de amdnia em uréia

- Captacéo de glicose pelo hepatécito

- Fosforilagao da galactose

- Glicogendlise

- Secregao biliar e metabolismo lipidico (PAUSCH & GATZEN, 2006)
- Sintese e secregao biliar de colesterol (PAUSCH & GATZEN, 2006)
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1.7. CONSEQUENCIAS NUTRICIONAIS DA FALTA DOS
COMPONENTES DA BILE NO INTESTINO

1.7.1. ESTEATORREIA

Os acidos biliares desempenham um papel fundamental
na solubilizagdo de gorduras e vitaminas lipossoluveis (BOOK, 1984;
TOMAR, 2000). A auséncia ou a diminuigcdo da concentragcdo de acidos
biliares no tubo digestivo, em decorréncia da colestase, pode conduzir a
uma concentracdo inadequada de acidos biliares intraluminal para
formacdo de micelas, resultando em ma absorcido de lipidios e
consequente esteatorréia (BADLEY et al., 1970; RAMIREZ & SOKOL,
1994). A esteatorréia é caracterizada pela presenca de gorduras nas
fezes com grande diminuicdo no aproveitamento de energia e

anormalidades no metabolismo dos aminoacidos.

1.7.2. DESNUTRICAO

A desnutricdo é uma consequéncia frequente na crianca

com doenca hepatica cronica e pode ser caracterizada por:

1. auséncia de acidos biliares no intestino que resulta
em diminuicdo no aproveitamento de lipidios (GOUMA et al., 1986) e

consequente hipercatabolismo protéico (FREUND et al., 1982, NG &
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BALISTRERI., 2005); podendo contribuir para balango nitrogenado

negativo e perdas musculares (CARDOSO et al., 1997);

2. diminuicdo da ingestdo alimentar caracterizada por
anorexia (GOULET et al., 1987; TERAN, 1999), decorrente do aumento
dos niveis circulantes de colecistoquinina (CCK) e leptina, potentes
horménios anoréxicos (ALEMAN et al., 2002, BEM-ARI et al., 2002,
GARCIA-SUAREZ et al., 2004). Seus mecanismos de agao derivam-se
de: a) A CCK e a leptina agem no nucleo central de saciedade inibindo o
apetite e b) A CCK esta envolvida na diminuicdo da concentragcdo de
acido gastrico prejudicando, desta forma, o esvaziamento gastrico

(TANGOKU et al., 1992, PADILLO et al., 2001);

3. aumento do gasto energético que é 30% maior do que
nas criancas normais contribuindo para a utilizacdo de proteina em forma

de energia (BAVDEKAR et al., 2002, KELLY, 1997);

4. alteracbes no metabolismo intermediario decorrente
da lesdo hepatocitica, caracterizadas por alteragcdes na sintese e na
secrecao do fator de crescimento semelhante a insulina — IGF-I (insulin-
like growth factor-l) e resisténcia ao horménio de crescimento (HC) (KATZ

etal., 1991, AN et al., 2001).

O IGF-l e o HC sao importantes para o crescimento e
desenvolvimento modulando o metabolismo de proteinas, lipidios e

carboidratos (BLOMSMA et al., 1997). A diminuigdo hepatica do IGF-I,
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durante a colestase, contribui para reducdo da massa muscular,
decorrente da diminuigdo na sintese protéica. A resisténcia ao HC esta
relacionada com estimulo a lipdlise e perda dos estoques de gordura,
além de estar relacionada com o déficit de crescimento (BUCUVALAS et

al., 1990).

A desnutricdo, proveniente dos varios fatores relacionados
acima, pode contribuir para lesdo hepatica gradual (HOLT et al., 1999),
retardo do desenvolvimento mental e diminuicdo da imunocompeténcia,
com aumento da suscetibilidade as infecgées (RAMIREZ & SOKOL, 1994;

CARDOSO et al., 1997, NG & BALISTRERI., 2005).

1.7.3. DEFICIENCIA DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

Na colestase a deficiéncia de acidos graxos essenciais
(AGE) é devida a combinagédo entre ma absorgédo de triacilglicerdis de
cadeia longa (TCL) e suprimento inadequado de energia pela dieta
(SHEPHERD, 1994). Ocorre deficiéncia principalmente no acido graxo

essencial linoléico (FRANCAVILLA, 2003).

Os acidos graxos essenciais, linoléico (»-6) e a-linolénico

(»-3), sdo precursores de:
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1. acidos graxos biologicamente ativos como o acido Y

linoléico e o acido araquiddnico (LIMA & THOMAZ, 2001)

2. prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos

Em criangcas com colestase cronica, os AGCL sao pouco
absorvidos (CLANDININ et al., 1981) o que eleva o risco de desenvolver
deficiéncia de AGE. (CHIN et al., 1992, RAMIREZ & SOKOL, 1994,

SHEPERD, 1994).

Adicionalmente, os &cidos graxos linoléico e linolénico
podem ser oxidados como fontes energéticas se o fornecimento de
energia pela dieta e a absorgédo caldrica for inadequada (RAMIREZ &
SOKOL, 1994). A deficiéncia desses acidos pode causar: 1) descamagao
da pele; 2) prejuizo na fungdo imunolégica; 3) trombocitopenia; 4) queda
de cabelo; 5) restricdo do crescimento e 6) retardo no processo de
cicatrizagdo de feridas. (BARR et al., 1981; KELLY, 1995; CARNIELLI et

al., 1996).

1.7.4. DEFICIENCIA DE VITAMINAS LIPOSSOLUVEIS

A absorgdo das vitaminas lipossoluveis, altamente
hidrofébicas, € absolutamente dependente da presengca dos acidos

biliares (MEZEI, 1984; MAGGIORE et al., 1984; PHILLIPS et al., 2001).
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1.7.4.1. Vitamina A

A vitamina A é um importante precursor dos pigmentos da
retina sensiveis a luz e esta relacionada a vitais fungdes bioldgicas, como:
reprodugdo, visao, crescimento (BLOMHOFF & WAKE, 1991) e

diferenciagao celular (NEWSOME et al., 2000).

As propriedades antioxidantes dos carotendides, que sao
precursores da vitamina A, conferem-lhes um papel protetor sobre as
membranas biolégicas que parece ser complementar ao da vitamina E,
sendo, desta maneira, considerada protetora contra varias doencgas,
dentre elas: cancer, aterosclerose, doencas inflamatérias crénicas e

outras doencgas degenerativas (BACHMAIR et al, 2000).

A deficiéncia de vitamina A é encontrada na maioria dos
pacientes com colestase cronica. (BOOK, 1984, FURUCHU et al., 1998,
FERANCHAK et al., 2005). Explica-se esta deficiéncia pela diminuicdo da
solubilizacdo intraluminal de vitamina A e de outros carotendides, devido a
auséncia de bile no intestino e pelo prejuizo na sintese hepatica e na
liberagdo da RBP. Em consequéncia disso ha prejuizo na liberacéo de
vitamina A das reservas hepaticas e, portanto, suprimento inadequado

das necessidades teciduais.(FERANCHAK et al., 2005).

De modo geral, os sintomas de deficiéncia de vitamina A
aparecem quando as concentragcdes plasmaticas estdo abaixo de 0,35 a

0,70cmol/L ou quando a concentragcao hepatica de retindides é menor
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que 5 a 10xg/L de tecido, sendo os valores de referencia dos niveis

plasmaticos de 10 a 20«cg/dl.

Em criangas com colestase cronica a deficiéncia pode se
manifestar por varias alteragdes oculares tanto em sua funcao retiniana
(cegueira noturna) como modificagées anatdbmicas (NG & BALISTRERI.,
2005). A cegueira noturna progride para xerose conjuntival, aparecendo,
posteriormente as manchas de Bitot, xerose de cérnea e finalmente a
queratomalacia e a ulceragédo da cérnea (SOKOL, 1994). A pele pode ser
afetada, aparecendo xerose cutanea e hiperqueratose folicular. A
competéncia imunologica e a velocidade de crescimento também podem

estar diminuidas. (SOKOL, 1994, FURUCHU et al., 1998).

Eduardo (2002) observou, em modelo experimental de
colestase por dupla ligadura e ressecgdo do colédoco, que a
suplementacdo com uma preparag¢ao hidromiscivel de vitamina A diminui
a mortalidade, fibrose hepatica e proliferacdo ductal. Portanto, a
deficiéncia desta vitamina agrava a lesdo hepatica decorrente da
colestase e sua correcdo ndo so6 evita as manifestagdes acima relatadas,

mas também exerce efeito hepatoprotetor na colestase.

1.7.4.2. Vitamina D

A vitamina D pode ser encontrada sob duas formas: D2
(ergocalciferol) presente na dieta e vitamina D3 (colecalciferol) obtida a

partir do 7-desidrocolesterol, por acdo dos raios ultravioletas sobre a pele.
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Durante a colestase a absorgdo das vitaminas D, e Ds;
podem estar prejudicadas (NG & BALISTRERI., 2005). Em relacéo a Do,
ocorre dependéncia do fluxo normal de bile para sua solubilizacdo e
formagdo de micelas. Em relacdo a D3 , sua ativagdo pode ser
comprometida pela presengca de ictericia, que interfere na sua
metabolizacao pelos raios ultravioletas na pele (SHERLOCK, 1989) e pela

lesdo hepatica que pode prejudicar sua ativagao (SOKOL, 1994).

As principais fungdes da vitamina D ativa sdo: estimulagao
da captacao intestinal do calcio e fésforo com deposicdo nos 0ssos;
reabsorcao 6ssea e reabsorgao renal do calcio, que resulta em aumento
da sua concentracdo sérica (SITRIN & BENGOA, 1987). Portanto, a
deficiéncia de vitamina D diminui a absorgao intestinal e a deposi¢cdo do
calcio e fosforo nos ossos, com consequente mineralizagcdo defeituosa do
ostedide (raquitismo) ou desmineralizagdo 6ssea (osteomalacia) (KLEIN
et al., 2002) e formagao reduzida de matriz adequadamente mineralizada

(osteoporose) (CHONGSRISAWAT et al., 2001).

A medida de densitometria mostra, em muitos pacientes
com colestase cronica, osteopenia. (ANGULO et al., 1998). Esta parece
ser causada nao tanto pela deficiéncia de vitamina D quanto por
alteracbes na matriz protéica — Pacientes com colestase cronica que
normalizam seu status de vitamina D podem continuar com evidencia de

doenca 6ssea metabdlica (HEUBI et al., 1990).
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1.7.4.3. Vitamina K

Durante a colestase ocorre diminuicdo na absorcdo de
vitamina K e diminuicdo da flora bacteriana produtora de vitamina K.
(FLOREANI et al., 2000, MAGER et al., 2006), que pode ocorrer dentro de

2 a 3 dias apds o seu inicio.

A ma absorcdo de vitamina K resulta na diminuigdo da
concentragdo sérica dos fatores de coagulacéo I, V, VII, IX e X, com
aumento no tempo de protrombina (KOWDLEY et al., 1997) e
manifestagbes hemorragicas (SHERLOCK, 1989, MAGER et al., 2006).
Estas podem se manifestar inicialmente por hematoma e epistaxes,
podendo ocorrer hemorragias mais graves — hemorragias intracranianas

(RAMIREZ & SOKOL, 1994; KELLY, 1995).
1.7.4.4. Vitamina E

A deficiéncia de Vitamina E foi bem descrita em criangas
com colestase obstrutiva (TRABER et al., 1994, FLOREANI et al., 2000) e
pode decorrer de varios mecanismos, dentre eles: baixo consumo
dietético, ma absorcdo e alteragdo durante o transporte plasmatico

(SOKOL et al., 1983; COPP et al., 1999).

Em condi¢bes normais a vitamina E é absorvida pela
mucosa intestinal por difusdo passiva. Uma vez dentro do enterdcito
(RODRIGUES, 1997, BRIGELIUS-FLOHE & TRABER, 1999) 0 a. e v -

tocoferol sao incorporados com os outros produtos da digestao lipidica
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aos quilomicrons recém sintetizados e as lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL), e sao transportadas através dos linfaticos
mesentéricos e do ducto toracico para a circulagao sistémica. Chegando
ao sangue, a vitamina E é transportada predominantemente pelas
lipoproteinas de alta e baixa densidade (HDL e LDL) (STOLZ, 2002).
Estes mecanismos estdo limitados durante a colestase resultando em um
rapido desaparecimento do tocoferol do plasma (SOKOL et al, 1983;

TRABER et al., 1990).

As manifestagdes clinicas da deficiéncia de vitamina E em
criangas com colestase se caracterizam por doenga neuromuscular
progressiva (TRABER et al., 1986; ANALAY et al., 2000) que se
manifestam por neuropatia periférica, com: anestesia de membros,
prejuizo no equilibrio e coordenagdo dos movimentos, fraqueza dos
musculos proximais dos membros e oftalmoplegia (SOKOL et al., 1985;
TANYEL & MANCANO, 1997). As dificuldades visuais podem ser
agravadas pela retinopatia pigmentar também provocada pela falta de
vitamina E. Estas alteragées neurologicas degenerativas também foram

encontradas em estudos experimentais de deficiéncia de vitamina E.
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1.8. CONSEQUENCIAS HEPATICAS DA RETENCAO DE
COMPONENTES DA BILE

1.8.1. ACIQOS BILIARES RETIDOS QUE PODEM CAUSAR
LESAO HEPATICA

Quase todas as consequéncias de colestase resultam da
retencédo dos acidos biliares hidrofobicos no figado (BALISTRERI, 2000).
Considera-se que os acidos biliares atuam por sua agéo detergente, pela
acao oxidante (através da liberagdo de espécies reativas de oxigénio),
pela liberacdo de citocinas e desencadeando a apoptose (ROCHEY,
2001).

Por esse motivo, a retencdo de acidos biliares leva a
lesdo da membrana intracelular, disfungdo mitocondrial e morte
hepatocitica (ARRESE et al., 2001).

A citotoxidade dos acidos biliares esta relacionada as
propriedades detergentes e a hidrofobicidade de cada um deles. Os
acidos biliares hidrofobicos monohidroxilados, como o acido litocdlico e
seus conjugados e o acido colestatico (3B hidroxi 5A colendico) sao
colestaticos e os acidos biliares menos hidroxilados, como o acido
quenodeoxicolico, sao hepatotdxicos, enquanto que os hidrofilicos como o
acido colico e o ursodeoxicolico protegem os hepatdcitos da agao téxica
dos primeiros (SCHOLMERICH et al., 1990; BENZ et al., 1998; STIEHL et

al., 1999). O potencial toxico dos acidos biliares em ordem decrescente e
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colerético em ordem crescente é: acido litocdlico > deoxicélico >

quenodeoxicolico > colico > ursodeoxicolico.

Na ocorréncia de doenga hepatica colestatica as
alteragdes a seguir podem ser observadas, em cortes histolégicos de

figado por meio de microscopia éptica.

1. Colestase pura: presenga de pigmentos biliares no
citoplasma dos hepatécitos e das células de Kupffer, além de trombos
biliares nos canaliculos biliares, ndo havendo sinais de processo

inflamatorio ou degenerativo.

2. Necrose ou degeneragcdo vacuolar dos hepatdcitos,

chamada "degeneragéo vacuolar" ou "plumosa”.

3. Apoptose dos hepatécitos, desencadeada por agao
dos 4acidos biliares sobre receptores de morte celular na superficie do
hepatécito. Os corpusculos apoptéticos formados aparecem semelhantes
aos de Councilman - as células se apresentam com volume diminuido,
citoplasma denso e eosinofilico os nucleos, picnoticos ou fragmentados

(JAESCHKE et al., 2002).

4. Fibrose: deposicao de tecido conjuntivo fibrilar, nos
espacos de Disse, secundaria a degeneracao celular, inflamagdo e

proliferagdo ductal (MATHEW et al., 1994).

5. Cirrose biliar: caracterizada pela presenca de faixas

fibréticas envolvendo nddulos regenerativos (PHILLIPS et al., 1986).
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6. Proliferacdo ductal: aparecem nos espagos-porta
numerosos ductos biliares; a proliferacdo ductal parece ser secundaria a
destruicdo das células ductais pela acdo téxica dos acidos biliares

(PINZANI & MILANI, 1998).

7. Formagéo de células gigantes multinucleares: parece
ser uma tentativa de regeneragcdo dos hepatdcitos, porém é observada

quase que exclusivamente nos primeiros meses de vida.

1.9. MODELOS DE COLESTASE

Varios modelos experimentais que simulam colestase
humana tém sido uteis na elucidacdo das diferentes etapas da

patogénese da colestase (REICHEN & SIMON, 1994).

Varias técnicas para o desenvolvimento de colestase tém

sido descritas, sobretudo em ratos, baseada em:

1) obstru¢do aguda e completa do ducto biliar comum

(CAMERON & OAKLEY, 1932);

2) uso de endotoxinas (ARRESE et al., 2001);

3) uso de estinilestradiol (ARRESE et al., 2001);

4) uso de clorpromazina (AKERBOOM et al., 1991);
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5) producdo de imunodeficiéncia (COHEN & SIEGEL,

1993);
6) timectomia em camundongos (KOBASHI et al., 1994).

A ligadura e ressecgao do ducto biliar comum em ratos € o
método mais utilizado para o estudo experimental da colestase obstrutiva.
Nesse modelo experimental, as seguintes lesdes ocorrem: proliferagéo
dos ductos biliares em intensidade muito maior do que aquela vista em
humanos (GREIM et al.,, 1972), fibrose, especialmente em torno dos
ductos biliares proliferados, infiltrado inflamatério discreto e formacéo de
cirrose septal parcial. Ocorrem também disfungdo mitocondrial, ruptura
das estruturas da juncdo firme e redistribuicdo das proteinas das
membranas, invertendo a polaridade dos hepatdcitos (BOSSARD et al.,
1993; BOLDER et al., 1997; LEE et al., 2001., BARR & HUBBARD, 1993).
Alteracbes do metabolismo de vitaminas lipossoluveis da colestase

também tém sido estudadas por esse modelo (DEVRIESE et al., 2001).

A idade do animal ao ser submetido a ligadura do ducto
biliar comum parece ser importante para obter um modelo mais proximo a
doenga humana, ou seja, com formagao de cirrose biliar secundaria.
Cameron e Oakley (1932) mostraram que a ligadura do colédoco em ratos
de 80 a 300 gramas (aproximadamente de 30 a 80 dias de vida) produz
numa fase tardia (61 dias apds a ligadura), uma grande proliferagao

ductal, simulando um processo adenomatoso, porém sem caracteristicas
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de cirrose hepatica. A fibrose, nesse caso foi atribuida a inflamagao
secundaria. Usando ratos mais jovens (12 dias de vida) Medeiros e
colaboradores (1988) mostraram que a lesao hepatica se aproxima mais
da cirrose biliar, sem ocorrer infeccdo secundaria. O mesmo foi
encontrado por Caramori (2000) em ratos de 21 dias sacrificados aos 49

dias de vida.

1.10. ESTRESSE OXIDATIVO E VITAMINA E

Na maioria das doengas humanas ha formacéao
aumentada de radicais livres, secundaria ao processo da doenca
primaria, agravando-as. Existem razoaveis evidencias de que reagdes de
radicais livres resultam em contribuicdo significativa aos processos
patologicos: envelhecimento, carcinogenese, aterosclerose, artrite
reumatdide, algumas formas de desconforto respiratério agudo e dano
isquémico ou traumatico do sistema nervoso central (HALLIWELL, 1991).
Varios estudos vém demonstrando a correlacao positiva entre a colestase
crbnica e o aumento da produgcdo de espécies reativas de oxigénio
(radicais livres) (KRAHENBUHL et al., 1995).

Os radicais livres sdo potencialmente téxicos, tendo como
alvos principais as proteinas, os lipidios insaturados e os &acidos
nucléicos, com os quais formam ligagdes covalentes irreversiveis, levando

a inativacao ou destruicdo de enzimas, causando peroxidacéo dos lipidios
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insaturados das membranas celulares e liberando aldeidos toxicos

(JAKUS & LOPUCHOVA, 1999, SASTRE et al., 2006).

A producgao de radicais livres se realiza através de varias
reacdes em cadeia que, partindo de radicais pouco toxicos, como 0 anion
superoéxido O°; leva a formagao de radicais livres altamente reativos como
OH", H,O%,. Radicais perdxido e aldeidos citotoxicos resultantes da
peroxidacao de acidos graxos insaturados podem também causar graves
prejuizos nas proteinas das membranas incluindo seus receptores,

enzimas associadas e proteinas transportadoras (SASTRE et al., 2006).

O organismo conta com mecanismos de equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes (BAST et al.,, 1991). Existem enzimas que
funcionam como bloqueadores da oxidagdo, tais como a superdxido
dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase, que eliminam os
radicais livres ou previnem sua formacado (HALLIWELL, 1991, JAKUS &
LOPUCHOVA, 1999). Elas contém metais, cobre, zinco, manganés,
selénio e ferro (heme), que participam da reacao de reducao dos radicais
livres. As defesas antioxidantes também incluem moléculas que reagem
diretamente com os radicais livres, dentre elas a bilirrubina ou quelantes
de metais ionizados como a carmosina e creatinina, o acido urico e as

vitaminas A, C e E (DELANGE & GLAZER, 1990).

Durante a colestase obstrutiva crénica os mecanismos de

defesa contra radicais livres estéo prejudicados (MACHLIN & BENDICH.,
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1987, SINGH et al.,, 1992, PETERTON, 2006) tanto pelas lesdes
mitocondriais causadas por acidos biliares quanto pela falta de fatores
antioxidantes (TAPPEL, 1968; BURTON et al., 1983; SINGH et al., 1992;
SCHIMPL et al.,, 2000), como a vitamina A e E e pela ma absorgao

(SINGH et al., 1992; FURST, 1997; FLOREANI et al., 2000).

A vitamina E € considerada um fator protetor contra
diversas enfermidades, incluindo a cirrose decorrente da colestase
obstrutiva cronica, devido a sua agdo fundamental como agente
antioxidante que protege os acidos graxos poliinsaturados das
membranas da peroxidagao lipidica, mantendo, desta forma, a integridade

da membrana celular (OHTA, 2006).

Ha longo tempo, vem-se demonstrando a efetividade da
suplementagcdo com vitamina E injetavel durante a colestase obstrutiva
cronica, Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa da
producdo de radicais livres e consequente diminuicdo da agresséo a
membrana celular em cultura de hepatocitos (SOKOL et al., 1993).

Ortiz (2003), analisou a suplementagao oral de vitamina E
em ratos submetidos a ligadura e ressec¢do do ducto biliar comum e
observou que embora a suplementagao oral de vitamina E lipossoluvel
parece segura nao foi evidenciado nenhum efeito benéfico desta forma de
administragdo. Da mesma forma, Prince (2003) ndo encontrou efeitos
benéficos na suplementagdo por via oral de vitamina E sobre a fadiga

associada a cirrose biliar primaria em humanos.
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Muriel e Moreno (2004), mostraram que a suplementagao
com vitamina E lipossoluvel durante a colestase obstrutiva, produzida por
ligadura e ressecgao do ducto biliar, € mais efetiva pela via parenteral,
visto que na presenca de colestase ocorre auséncia de absor¢cdo das

vitaminas lipossoluveis.

A deficiéncia de vitamina E é um fato bem estabelecido na
colestase extra-hepatica prolongada. A despeito dos avangos na
terapéutica, essa complicagdo continua de dificil solugéo, principalmente,

quando a suplementacgao se faz por via oral.

Visto a dificuldade da suplementacédo e a pouca eficacia
da vitamina E lipossoluvel, administrada por via oral, demonstrada em
pacientes e em estudos experimentais de cirrose cronica, decorrente da
colestase extra-hepatica, tem-se utilizado nas ultimas décadas uma forma
de vitamina E hidromiscivel (TPGS - d-alpha-tocopheryl polyethylene
glycol 1000 succinate — succinato de d-alfa-tocoferol polietilino gilcol
1000). A vitamina E-TPGS nao necessita da presenga de acidos biliares e
de enzimas pancreaticas para sua completa absor¢cao (TRABER et al.,
1986, TRABER et al., 1990,TRABER et al, 1994). Esta forma
hidromiscivel de vitamina E esta relacionada com aumento da
biodisponibilidade de drogas lipossoluveis nos casos em que ha
dificuldade na sua absorcdo, especialmente em pacientes que possuem
funcdo hepatica e pancreatica comprometida. (ARGAO et al.,, 1992).
Portanto, a vitamina E-TPGS pode ser uma fonte aproveitavel para
individuos com doencgas especificas, nas quais ocorre sindrome de ma

absorgao (SOKOL et al., 1987).
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A vitamina E-TPGS é uma vitamina hidromiscivel derivada
de uma fonte natural. Sua preparagao consiste na esterificagdo do grupo
acido dos cristais do acido succinico ao d-alfa-tocoperol ligado ao
polietilen glicol 1000. Estruturalmente é composta de duas porgdes, uma
lipofilica e outra hidrofilica. As suas propriedades quimicas indicam sua
utilizacao em forma de: 1) emulsao; 2) solugao; ou como 3) intensificador

de absorgao e 4) fonte de vitamina E.

Sokol e colaboradores (1987), compararam, em criangas
com colestase, a administragdo via oral de vitamina E lipossoluvel em
doses macigas (100 a 200Ul/kg/dia) com a administracdo de vitamina E-
TPGS - hidromiscivel em doses bem menores (15 a 25Ul/Kg/dia). Os
resultados mostraram que a vitamina E-TPGS pode normalizar e corrigir
0s niveis séricos de vitamina E em criangas durante a colestase crénica,

ao contrario da vitamina E lipossoluvel.

Socha e colaboradores (1997), observaram que a
suplementacdo com a vitamina E-TPGS em doses similares ao estudo de
Sokol (20U/Kg/dia) durante um més, em criangas com colestase cronica,

normalizou, os niveis séricos de vitamina E.

No entanto, ndo encontramos na literatura nenhum
estudo clinico ou experimental sobre os efeitos da suplementagcéo de uma
forma oral hidromiscivel de vitamina E sobre as alteracdes nutricionais, a
lesdo e disfungdo hepaticas da colestase obstrutiva cronica na infancia.

Portanto, propusemo-nos a estudar esses efeitos.
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2.0. OBJETIVOS
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Testar num modelo experimental de colestase obstrutiva

do lactente as seguintes hipoteses;

1) Primeira Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-

TPGS influi sobre as alteragdes nutricionais decorrentes da colestase

2) Segunda Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-

TPGS influi sobre as alteragdes do metabolismo lipidico na colestase

3) Terceira Hipdtese: A suplementacdo com vitamina E-

TPGS influi sobre as lesdes hepaticas decorrentes da colestase

Adriane Gasporino dos Santos



Material e Métodos 33

3.0. MATERIAL E METODOS
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3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

1) Primeira Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-

TPGS influi sobre as alteragdes nutricionais decorrentes da colestase

VARIAVEIS INDEPENDENTES

= Presenca ou ndo de colestase (operagao simulada ou
ligadura com ressecg¢ao do ducto biliar comum)
= Administracdo ou ndo de uma forma hidromiscivel de

vitamina E

VARIAVEIS DEPENDENTES

«+ Indicadores Nutricionais

= Racgado ingerida, aproveitamento nutricional, ganho de
peso, conteudo de nitrogénio da carcaga, balanco

nitrogenado e conteudo de agua e gordura da carcacga.
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2)Segunda Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-

TPGS influi sobre as alteragdes do metabolismo lipidico na colestase

VARIAVEIS INDEPENDENTES

» Presenga ou ndo de colestase (operagao simulada ou
ligadura com ressecc¢ao do ducto biliar comum)
= Administracdo ou ndo de uma forma hidromiscivel de

vitamina E

VARIAVEIS DEPENDENTES

% Metabolismo lipidico

= Concentragbes séricas de: colesterol total,
triacilglicerdis, lipoproteina de alta densidade -
colesterol (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade -
colesterol (LDL-c), lipoproteina de muito baixa

densidade - colesterol (VLDL-c).
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3)Terceira Hipdtese: A suplementagdao com vitamina E-

TPGS influi sobre as lesdes hepaticas decorrentes da colestase

VARIAVEIS INDEPENDENTES

= Presenga ou nao de colestase (operag¢ao simulada ou
ligadura com ressec¢ao do ducto biliar comum)
= Administragdo ou ndo de uma forma hidromiscivel de

vitamina E

VARIAVEIS DEPENDENTES

% Funcéo hepatica
= Tempo de sono induzido pelo pentobarbital

= Concentracao sérica de albumina

% Lesdo hepatica

= Atividades séricas de aspartato aminotransferase
(AST) e de alanina aminotransferase (ALT)

= Concentracao sérica de globulinas, de vitamina A e E.

= Peso fresco, conteudo de agua e de gordura do
figado e do bago

= Alteragbes histologicas (intensidade de fibrose,

numero de areas de necrose, intensidade de

proliferacdo ductal, intensidade de esteatose e de

degeneracgao hidropica, e frequéncia de mitoses)
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3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estudados 40 ratos machos da raga Wistar,

nascidos no Laboratério Experimental de Pediatria de fémeas nuliparas,

pesando 180 a 220g no inicio da gestagdo, fornecidas pelo Biotério

Central do Campus de Botucatu — Unesp. No 21° dia pds-natal (P21),

cada animal foi destinado, aleatoriamente, a um dos quatro grupos

experimentais:

QUADRO 3 - Grupos experimentais

Grupo SA- operagdo simulada com administragdo diaria, por gavagem,
num volume de 0,02 ml de agua por grama de peso do animal

Grupo SE - operacgao simulada com administragdo diaria, por gavagem,
de 25Ul/kg num volume de 0,02ml de vitamina E-TPGS por grama de
peso do animal de uma solugao a 20% de TPGS

Grupo LA - Ligadura e ressecc¢ao do ducto biliar comum e administragao
diaria, por gavagem, num volume de 0,02ml de agua por grama de peso
do animal.

Grupo LE - Ligadura e ressec¢ao do ducto biliar comum e administragéao
diaria, por gavagem, de 25Ul/kg num volume de 0,02ml de vitamina E-
TPGS por grama de peso do animal de uma solugao a 20% de TPGS
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3.3. DESCRICAO E PREPARO DA FORMA HIDROMISCIVEL
DE VITAMINA E - TPGS

A vitamina E-TPGS foi fornecida pelo laboratério Eastman

Chemical Company®

3.3.1. PROPRIEDADES DA SOLUCAO

As propriedades fundamentais e as caracteristicas

quimicas da vitamina E-TPGS estdo descritas na tabela a seguir:

TABELA 1 — Caracteristicas quimicas da vitamina E-TPGS

» Conteudo minimo de vitamina E 260 como d-alfa-tocoferol
(mg/g)

» Peso molecular 1,513

» Forma fisica Cera sélida

= Cor Amarelo palido

= Potencia (Ul/g) 387

= Valor acido maximo 1,5

» Gravidade especifica a (452C) 1,06

» Solubilidade em agua Miscivel em todas as partes

= HLB (balango hidrofilico/lipofilico) 15 -19

= Estabilidade Estavel ao ar e reativo com
alcalis

Fonte: Eastman, 2005
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3.3.2. PROPRIEDADES TERMICAS

Em experimento conduzido, pelo laboratério Eastman,
para determinar o ponto de fusdo do TPGS foram observados valores
variaveis desde 41 a 38°C, essas diferencas foram encontradas devido a
sucessivos ciclos de aquecimento e resfriamento. Depois de 19 ciclos o
ponto de fusdo diminuiu em 3°C passando de 41 para 38. Esses
resultados mostram que o TPGS é termicamente estavel durante

transicdes repetitivas da fase liquida para fase soélida e vice e versa.

Num segundo experimento foi estudada a degradacgéo
térmica do TPGS a qual ocorre a 199,3°C. A alta temperatura de
degradacdo indica uma excelente estabilidade térmica do TPGS sob
processos térmicos normais utilizados pela industria farmacéutica,
cosmética e alimenticia. O TPGS é estavel sob as condi¢cbdes de calor de

esterilizagao (125°C) (Eastman, 2005).

3.3.3. PROPRIEDADES SOLUVEIS E PREPARO DA
DISSOLUCAO

O TPGS é miscivel em agua e em solugbes a base de
agua nas concentragbes de até 20%, que pode ser utilizada como uma
forma de suplementacdo de vitamina. Em concentragcdes superiores a
20% podem formar cristais liquidos, e aumentar a viscosidade,
dificultando, desta forma, sua administragdo. A viscosidade do TPGS é
constante dentro dos seguintes valores — concentragdes até 20%,

temperaturas de 20 a 45°C (Eastman, 2005).
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Em nosso experimento, para a total dissolugdo da

vitamina E-TPGS, seguiu-se os seguintes passos:

1. Fusao davitamina E-TPGS

A vitamina E-TPGS foi dissolvida em banho-maria a

temperatura constante de 41°C até completa fusao.

2. Dissolucgéo da vitamina E-TPGS

Posteriormente a vitamina E-TPGS ja no seu estado
liguido foi adicionada vagarosamente a um Becker com agua a
temperatura perto do ponto de ebulicdo e misturado vigorosamente, para

formar uma solucao a 20% de TPGS

3. Homogeneizacdo e armazenamento da vitamina E-

TPGS

A solucado foi agitada durante 2 horas a temperatura
ambiente até a completa dissolugdo das particulas de gel, formadas no
passo anterior, e obtido como resultado final uma mistura homogénea
pronta para a administragcdo. O homogeneizado foi armazenado em vidros
de cor ambar de 20ml, conservados em geladeira a -4°C para 0 uso
dentro de um periodo de 10 dias. Os passos citados foram repetidos

todas as vezes que houve necessidade de mais vitamina E-TPGS.
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Figura 1 — Vitamina E — TPGS
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3.4. COMPOSICAO DA RACAO UTILIZADA NO
EXPERIMENTO

Todos os animais tiveram acesso ad libitum a agua e
racdo padronizada e preparada pelo Laboratério Experimental do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu-
Unesp. A composicao da racdo encontra-se na tabela 2 e a mistura

vitaminica na tabela 3.

TABELA 2 — Composicao da racao

COMPONENTES DA DIETA a/kg
Proteina (caseina 18%) 1,8
Mistura salina (LAJOLO et al., 1969, FOX & BRIGGS,

1960) U
Fibra (sabugo de milho) 0,4
Mistura vitaminica (LAJOLO et al., 1969) 0,1
Benzoato de sddio 0,01
Oleo de milho 0,8
Sacarose 1,0
Amido de milho (Maizena) © 5,49
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TABELA 3 — Mistura Vitaminica

VITAMINA
Tiamina (vit. B1)
Riboflavina (vit. B2)
Piridoxina (vit. B6)
Cianocobalamina (vit. B12)
Colina

Acido Ascérbico

Acido para amino benzoico — PABA
Niacina

Retinol (vit. A)
Ergocalciferol (vit.D)
Tocoferol acetato (vit. E)
Menadiona (vit. K)
Pantotenato de calcio
Acido félico

Biotina

Inositol

Sacarose

(LAJOLO et al., 1969)

em 1000g
0.50g
0.003¢g
0.50g
3mg
200g
100g
10g

59

0.15¢g
0.125¢g
59

59

29

0,29
0,03¢g
100g
574,192¢g
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3.5. EXECUCAO DO EXPERIMENTO

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentacédo Animal — CEEA — Faculdade de Medicina de
Botucatu/Unesp, protocolo n° 147, estando de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1996). Todos os cuidados com
manutencdo dos animais, procedimento anestésico, cirurgia e sacrificio
foram executados segundo recomendacgdes contidas no guia do Canadian
Council of Animal Care (CCAC, 1984) e no Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL — USA, 1996).

3.5.1. ACASALAMENTO E DIAGNOSTICO DE PRENHEZ

As fémeas nuliparas, com 180 a 220g, fornecidas pelo
Biotério Central do Campus de Botucatu — UNESP foram acasaladas no
biotério do Laboratério Experimental da Pediatria. Para o acasalamento,
as ratas foram distribuidas duas a duas em gaiolas de polietileno, onde ao
final da tarde foi colocado um rato macho. Os animais permaneceram
juntos durante toda a noite. Na manha subsequente, os machos foram
separados das fémeas e realizada a coleta do material vaginal das ratas.

Os fatores indicativos de prenhez foram a presenca de espermatozoides e
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o diagndstico da fase estro do ciclo estral. Assim, este dia foi considerado
como o dia 0 (zero) da gestacéo.
Estes procedimentos foram repetidos até que o numero

desejado fosse alcangado.

3.5.2. CUIDADOS E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Todos os animais, desde o nascimento até a ligadura ou
operagao simulada, ou seja, até o P21, foram amamentados pela prépria
mae em grupos de 6. Enquanto eram amamentados, ndo tinham acesso a
dieta fornecida para a mée, pois as gaiolas tinham o fundo com grade,
impedindo-os de comerem restos de ragdo, e a ragao ficava no alto da
gaiola, inacessivel aos ratos pequenos. Foram mantidos em condigdes
ambientais controladas — a temperatura foi mantida em torno de 22 a
23°C e a luz em ciclos de 12 horas alternando entre claro e escuro. Apds
o desmame, feito no P21, até a eutanasia, no P49, foram mantidos em
gaiolas individuais, como citado anteriormente, com acesso ad libitum a
agua e a ragao padronizada conforme a distribuicao pelos grupos, como

descrito anteriormente.
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3.6. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.6.1. LIGADURA E RESSECCAO DO DUCTO BILIAR COMUM

A ligadura e resseccgao do ducto biliar comum foi realizada
de acordo com a técnica adaptada pelo grupo de Hepatologia do
Departamento de Pediatria da UNESP (BATTOCHIO et al., 2004), que
consiste nos mesmos principios descritos por CAMERON & OAKLEY
(1932) com modificacbes. A técnica adaptada esta apresentada no

Quadro 4 e Figura 2.

Quadro 4 — Descricao da técnica cirurgica adaptada.

I. Manejo do animal, no¢cdes de bioterismo, técnica anestésica.

la. Peso do animal utilizando-se a balanga digital Mettler Toledo (mod.
PB3002, peso max. = 3,100g, peso min. = 0,5g, sensibilidade de 0,1g).

Ib. Anestesia intraperitonial com pentobarbital dose de 30mg/kg
(concentragdo de 3g/100ml solugdo e administragdo de 0,001ml/g de
peso do animal).

Ic. Posicionamento dos animais em decubito dorsal horizontal na mesa
operatoria.

Il. Técnica da abordagem abdominal.

lla. Tricotomia da parede abdominal anterior.

lIb. Incisdo da pele na linha mediana de aproximadamente 1 cm (foto A).
llc. Exposigcdo das camadas musculares e a linha Alba.

[Id. Incisdo da linha Alba do mesmo tamanho da abertura da pele.

lle. Abertura do peritbnio com tesoura reta sem a exposi¢gdo dos 6rgaos
abdominais, seguindo diretamente para a exposigdo do ducto biliar
comum com abaixamento do duodeno, a partir da localizagdo do figado
(foto B).
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Quadro 4 — Continuagao

lll. Abordagem, disseccdo e resseccao do ducto biliar.

[lla. Dissecgdo do ducto biliar comum desde abaixo da entrada do ultimo
ducto biliar até sua porgéao distal, préxima ao duodeno.

[llb. Dupla ligadura do ducto biliar comum, sendo colocadas as ligaduras o
mais proximal e o mais distalmente possivel (foto C).

lllc. Ressecg¢do da por¢ao do ducto biliar comum entre as duas ligaduras
(foto D).

llld. Fechamento da parede abdominal com sutura continua.

(BATTOCHIO et al., 2004)
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Figura 2 — Demonstracédo do procedimento cirurgico da ligadura e ressecgao do
ducto biliar comum realizado segundo a técnica adaptada.
A) Tricotomia da parede abdominal e abertura do peritbnio;
B) Exposi¢céo do ducto biliar comum com abaixamento do duodeno,
a partir da localizagéo do figado; C) Dupla ligadura do ducto biliar

comum; D) Ressecgdo da porgdo do ducto biliar comum entre as
duas ligaduras.
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3.6.2. OPERACAO SIMULADA

A operagdo simulada seguiu exatamente a mesma
metodologia descrita anteriormente, com excec¢ao da ligadura e ressecgao
do ducto biliar comum (anestesia, laparotomia, manipulagdo do ducto
biliar comum, seguida por passagem dos dois fios, sem efetuar a

ligadura).

3.7. OBSERVACOES E MEDIDAS REALIZADAS DURANTE
O EXPERIMENTO

3.7.1. GANHO DE PESO

Os animais foram pesados no P21 e no 49° dia pds-natal
(P49) em balanca semi-analitica Mettler Toledo (modelo PB 3002, peso
maximo = 3.100g, peso minimo = 0,5g, sensibilidade de 0,1g) e o ganho

de peso foi obtido pela diferenca entre o peso P49 e o do P21.

3.7.2. RACAO INGERIDA

A quantidade de racado ingerida, em gramas, foi
determinada diariamente pela diferenca entre o peso da racdo oferecida
(g) e o peso da racgéao rejeitada, do P21 ao P49. A ragao foi pesada em
balanga semi-analitica Mettler Toledo (modelo PB 3002, peso maximo =

3.100g, peso minimo = 0,5¢, sensibilidade de 0,1g).
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3.7.3. APROVEITAMENTO NUTRICIONAL

O aproveitamento nutricional foi obtido através da divisdo
do ganho de peso do P21 ao P49, pela quantidade de ragéo ingerida em

gramas do P21 ao P49.

Aproveitamento Ganho de peso (g)

Nutricional Ragéo ingerida (g)

3.7.4. TEMPO DE SONO APOS PENTOBARBITAL

O teste do tempo de sono foi realizado no P48, por injegao
intraperitonial com pentobarbital na dose de 50mg/kg (concentracédo de
39/100ml de solugdo e administragdo de 0,0017ml/peso do animal). Foi
medido o tempo, em minutos, desde a perda do reflexo de posicédo até a

recuperagao do mesmo (LUTZ & WAGNER, 1984).

3.8. TECNICA UTILIZADA NA EUTANASIA

A eutanasia foi realizada no P49, apds anestesia
intraperitonial com pentobarbital, na dose de 50mg/kg (concentragdo de
39/100ml de solugdo e administracao de 0,0017ml/peso do animal), por
exsanguinagéo através de puncgado cardiaca. O sangue foi colhido neste

momento para a realizagao dos exames bioquimicos séricos.
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3.9. MEDIDAS REALIZADAS APOS A EUTANASIA

3.9.1. EXAMES BIOQUIMICOS

A coleta de sangue foi feita por puncado cardiaca, com
separagao do soro, que foi conservado congelado a —-20°C até a

realizagao das analises.

3.9.1.1. Dosagem séricade AST e ALT

As atividades séricas de AST e ALT foram determinadas
por método de absorgdo de raios Ultra Violetas (UV) otimizado, no
aparelho Technicon®, modelo RAXT, e os valores foram expressos em

unidades internacionais por litro (UI/L).

3.9.1.2. Dosagem sérica de proteinas e fracdes,
triacilglicerdis, colesterol total e fracdes
As dosagens de proteinas totais e fragdes, colesterol total,
triacilgliceris e HDL foram realizadas pelo método enzimatico
colorimétrico, por automacao, no aparelho Technicon®, modelo RAXT. Os
valores foram expressos em gramas por decilitro (g/dL). Os valores de
VLDL e LDL foram obtidos por meio de calculos a partir dos resultados
encontrados para triacilglicerois, colesterol total e HDL, através das

seguintes formulas:
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Triacilglicerdis

5

LDL = Colesterol total - HDL — VLDL

3.9.1.3. Dosagem sérica das vitaminas lipossoluveis A e E

Para extracdo das vitaminas lipossoluveis foi utilizada a
técnica de extracdo descrita por ARNAULD et al, 1991 modificada,
aumentando a sua sensibilidade.

Para determinagdo da concentragdo de vitaminas
lipossoluveis foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta
pressao, (high pressure liquid chromatography- HPLC), em aparelho da
marca VARIAN. A fase movel utilizada neste método € uma solugao de
70% (v/v) de acetonitrila, 20% (v/v) de diclorometano e 10% (v/v) de
metanol. Foi utilizada a coluna C18 para HPLC da marca VARIAN
especialmente projetada para a separagao de vitaminas. Seu diametro é
de 4,6mm, seu comprimento de 25cm e o didmetro de suas particulas é
de 5um. O fluxo utilizado foi de 1,2ml/minuto.

Foi elaborado um padrao interno para solugao de etanol
(HPLC) no qual foi utilizado 75uM/L de a-tocofherol e 12,2uM/L de

palmitato.

Adriane Gasporino dos Santos



Material e Métodos 53

3.9.2. DOSAGEM DE NITROGENIO DA CARCAGCA, FEZES,
URINA E BALANCO NITROGENADO (BN)

A dosagem de nitrogénio da carcaga, fezes e urina foi
realizada segundo o método micro-Kjeldahl (KJELDAHL, 1965).

O balango nitrogenado foi calculado subtraindo-se a
quantidade eliminada da quantidade ingerida na ultima semana do
experimento (do P42 ao P49).

A quantidade de nitrogénio ingerida foi calculada
considerando que 1g de nitrogénio correspondente a 6,25g de proteina. O
peso das fezes e o volume de urina foram anotados no final da coleta e as

amostras mantidas sob refrigeracao até a dosagem de nitrogénio.

Balanco Nitrogenado = Nyingestdo — N, fezes — Np urina

Para a dosagem de nitrogénio das fezes, foram seguidos
0S seguintes passos:

1) determinagdo do peso fresco balanca de torgéo
Nagema graduada em 0,1g;

2) desidratacdo em estufa a 100°C por 48 horas;

3) determinagao do peso seco na mesma balanga;

4) o conteudo desidratado foi triturado para realizagéo da

dosagem de nitrogénio.
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3.9.3. ANALISE DOS ORGAOS

3.9.3.1. Peso fresco dos érgdos e da carcaca

O peso dos ¢6rgéos (figado e bago) foi determinado em
balanga analitica Mettler (modelo H35; d=0,1g; peso maximo=160g). A
carcaca foi pesada em balanga semi-analitica mencionada anteriormente.
Os pesos foram expressos em gramas. Apos pesagem, foi retirado um
fragmento longitudinal do lobo direito do figado para analise histoldgica
(ver item 3.9.4). Foi determinado o peso do figado e do baco relativo ao
peso do animal (g/100g de peso do animal) de acordo com a seguinte

formula:

Peso do érgéo (g) x 100

I Peso do animal (g)

3.9.3.2 Contelido de agua dos 6rgéos e da carcaga

Peso relativo do 6rgéo =

O conteudo de agua dos drgaos (figado e bago) e da

carcaca foi determinado por métodos gravimétricos, descritos a seguir:

1) Determinagdo do peso fresco dos orgaos (apds
retirada do fragmento para analise histologica) em
balanca analitica Mettller;

2) Desidratacédo em estufa a 100°C por 48 horas;

3) Determinagédo do peso seco na mesma balanga
utilizada para determinar o peso fresco;

4) Calculo do conteudo de agua em g/100g de peso do

animal.
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Contelido de 4gua = Teor de agua x Peso do 6rgéo (g)

(g de agua/100g de tecido)

Peso do animal (g)

3.9.3.3 Contelido de gordura dos 6rgaos e da carcaca

O conteudo de gordura dos 6rgaos (figado e baco) e da
carcaca foi determinado por métodos gravimétricos. Apés a secagem,
uma por¢cao dos o6rgaos e a carcaga foram trituradas em graal, e foi
submetida aos mesmos procedimentos que os 6rgaos descritos a seguir:

1) Pesagem do material desidratado obtido como descrito
acima;

2) Extragdo da gordura do material envolto em papel de
filtro por éter sulfurico no extrator de Soxhlet por um
periodo de 12 horas;

3) Evaporacao do material em ar ambiente por um periodo
de 24 horas;

4) Nova passagem em estufa a 100°C por 1 hora;

5) Pesagem do material sem gordura;

6) Calculo do conteudo de gordura em g/100g de peso do

animal.

Contetido de gordura = Teor de gordura x Peso do 6rgéo (g)

Peso do animal (g)
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3.9.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Um fragmento longitudinal de 0,3 a 0,5cm de espessura
do lobo direito do figado de cada animal foi fixado em solugéo de formol
em salina a 10% v/v por 48 horas, a seguir imerso em alcool a 70% por 24
horas. As laminas histologicas foram preparadas pelos métodos de rotina
do Laboratério de Histologia do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina de Botucatu — Unesp. As seccdoes de 0,4 a 0,5um de

espessura foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

As laminas de todos os grupos foram analisadas
individualmente, de maneira aleatoria sem o conhecimento dos grupos a
que pertencia o material observado. Toda a extensdo da sec¢ao do figado
de cada animal foi analisada e a intensidade das alteracbes foram
mensuradas por um meétodo semi-quantitativo: degeneragao hidroépica,
esteatose, proliferacao ductal, fibrose e inflamacéo. As areas de necrose
foram contadas em 10 campos de médio aumento (10x) e as mitoses

foram contadas em 20 campos de grande aumento (40x).
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3.10. ANALISE ESTATISTICA

3.10.1. METODOS ESTATISTICOS DESCRITIVOS

Para as variaveis relacionadas aos exames bioquimicos,
as anadlises dos o6rgaos, ao tempo de sono apds pentobarbital e as
medidas histolégicas foram calculadas medidas de tendéncia central
(média e mediana) e medidas de dispersao (valores extremos, amplitude
de variagao, distancia interquartis, desvio padrdao e coeficiente de

variagado) de cada grupo experimental.

3.10.2. METODOS ESTATISTICOS COMPARATIVOS

Os valores das variaveis de cada grupo experimental
foram comparadas entre si, utilizando o programa Sigma Stat for
Windows® 3,5, Jandel Corporation, conforme as etapas apresentadas a

sequir.

1) Verificagdo da normalidade e da igualdade de

variancias dos valores obtidos para cada grupo.

2) Caso essas condigdes fossem satisfeitas, foi aplicada
analise de variancia para dois fatores, sendo:o fator 1 a presenca (dupla
ligadura e ressec¢do do ducto biliar comum) ou auséncia de colestase
(operagao simulada); e o fator 2 a administragdo ou néo da vitamina E-
TPGS. Dessa forma, foram testados os efeitos de cada fator,
independentemente do efeito do outro, bem como a interagcdo dos dois

fatores.
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3) Havendo interacao significativa entre os fatores (p do
a<0,05), foram realizadas comparagdes multiplas pareadas pelo método
de Student-Newman-Keuls (S.N.K), identificando os pares de grupos com

diferenca significativas entre si (p do a<0,05);

4) No caso de n&o serem satisfeitos os critérios do item
1, foram feitas transformagdes matematicas, sendo escolhida aquela que
satisfizesse os critérios de normalidade e igualdade de variancia. As
transformagdes matematicas testadas foram feitas através da substituicao
de cada medida por valor absoluto, logaritmo neperiano, logaritmo de
base 10, poténcia quadrada, reciproca, exponencial, raiz quadrada, arco-
seno da raiz quadrada e ordenacdo em postos, sendo escolhida aquela
que satisfizesse os critérios de normalidade e igualdade de variancia. Este
foi o caso da quantidade de ragéo ingerida (rank), do ganho de peso
(rank), do conteudo de agua e gordura da carcaga (rank), do peso fresco,
conteudo de agua e de gordura do figado (rank), do peso fresco do bago
(rank), da atividade sérica da AST (rank), do tempo de sono apos
pentobarbital (In), dos niveis séricos de albumina (rank), dos niveis
séricos de globulinas (sqr), dos niveis séricos de colesterol-total (log10),
dos niveis séricos de LDL-c (sqr), dos niveis séricos de VLDL-c (log10),

da intensidade de esteatose (rank) e de inflamacéo (rank).

Os gréaficos tipo point and columins mostram as médias
(pontos cheios), os desvios-padréo para cima ou para baixo da média

(linha) e os valores individuais (pontos vazios) das medidas realizadas em
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cada grupo experimental ou de suas transformagdes ou as médias dos
grupos segundo os tratamentos ou segundo a administragdo ou nao de

vitamina E.

Os graficos de linha com marcadores mostram
comparagdes entre as médias dos grupos fixando-se procedimentos
(ligadura ou operagao simulada) e administragdo (administragdo ou n&o
de vitamina E-TPGS), e as diferengas significativas entre os grupos pelo

SNK (p<0,05).
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4.0. RESULTADOS
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Os resultados das analises estatisticas para as variaveis
estudadas estao apresentados segundo as hipoteses e estdo na seguinte

ordem:

1) Primeira HipoOtese: A suplementagdo com vitamina E-TPGS influi

sobre as alteracdes nutricionais decorrentes da colestase

Racéo ingerida Tabela 4, figura 3 e 4 — pagina 62

Aproveitamento nutricional Tabela 5, figura 5 e 6 — pagina 63

Conteudo de nitrogénio da carcaca Tgpela 6, figura 7 e 8 — pagina 64

Balango nitrogenado Tabela 7, figura 9 e 10 — pagina 65
Ganho de peso Tabela 8, figura 11 e 12 — pagina 66
Peso fresco da carcaga Tabela 9, figura 13 e 14 — pagina 67
Conteudo de agua da carcaca Tabela 10, figura 15 e 16 — pagina 68

Conteudo de gordura da carcaga Tabela 11, figura 17 e 18 — pagina 69

Tabela de resumo dos resultados  Tgpela 12 — pagina 70
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Tabela 4: RACAO INGERIDA (g) — Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximos e minimos, amplitude de variagdo (AV), distancia interquartis (DlI),

média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV)

Grupos (q) SA SE LA LE
Mediana 17,50 30,00 5,50 24,50
Maximo 38,00 40,00 30,00 39,00
Minimo 7,00 10,00 1,00 12,00
AV 31,00 30,00 29,00 27,00
DI 21,00 11,00 8,00 8,00
Média 21,40 27,30 8,90 24,40
DP 11,75 9,20 8,19 8,40
CV (%) 54,91 33,70 92,02 34,43

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 3 e 4)

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo nimero de ordem crescente (rank). Analise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina

E- Hidromiscivel)

(S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = 0,016.". significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = 0,001.". significativa
*Interagao p = 0,125..ndo significativa

e comparagao multipla pelo método do Student-Newman-Keuls
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Figura 3 — Racao ingerida — Médias, desvios-padréo
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Figura 4 — Racédo ingerida — Comparagao
entre as médias dos grupos fixando-se

e administracdo (b).

Médias seguidas da mesma letra diferem

L significativamente entre si pelo SNK
e valores individuais nos quatros grupos. (p<0,05)
Conclusbes: A colestase diminuiu a quantidade de ragdo ingerida,

independentemente da administragao de vitamina E-TPGS. A vitamina E-TPGS
aumentou a quantidade de racdo ingerida, independentemente da colestase.
Nao interagao entre a administragao de vitamina e colestase.
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Tabela 5: APROVEITAMENTO NUTRICIONAL (g) — Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variagdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdo (CV)

Grupos (9) SA SE LA LE
Mediana 0,36 0,37 0,13 0,37
Maximo 0,43 0,53 0,30 0,43
Minimo 0,31 0,34 0,08 0,26
AV 0,12 0,19 0,22 0,17
DI 9,00 7,00 15,00 0,00
Média 0,36 0,39 0,21 0,37
DP 0,05 0,06 0,08 0,05
CV (%) 13,90 15,40 38,10 15,50

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagdo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragéo de dgua. LE — Grupo com colestase (ligadura
do colédoco) com administragcao de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 5 e 6)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragédo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = <0,001 . significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 .. significativa

*Interagao p = 0,001.. significativa

(LA < LE)/ (LA < SA)/ (LE ~ SE)/ (SA ~ SE)
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Figura 5 — Aproveitamento nutricional — Médias,
desvios-padrao e valores individuais nos quatros

grupos.
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Figura 6 — Aproveitamento nutricional —
Comparagdo entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase diminuiu o aproveitamento nutricional. A vitamina E-TPGS
corrigiu a diminuigao do aproveitamento nutricional causada pela colestase.
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Tabela 6: CONTEUDO DE NITROGENIO DA CARCAGCA (g/dL) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao
(CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 11,16 24,56 12,07 21,93
Maximo 13,18 28,78 15,65 24,69
Minimo 9,33 20,01 8,98 19,16
AV 3,85 8,77 6,67 5,53
DI 1,75 4,31 3,96 2,53
Média 11,06 24,16 12,32 21,66
DP) 1,2 2,76 2,3 1,68
CV (%) 10,84 11,42 18,67 7,76

- —
SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem

colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 7 e 8)
Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2: administragao
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagcdo multipla pelo método do Student-
Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) ~ (SA + SE) p = 0,351 .". ndo significativa

(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 .. significativa 5 ¥
*Interagéo p = 0,007 ... significativa eny 4 —
SNK — (LA < LE)/ (LA ~SA)/ (LE < SE)/ (SA<SE) |3 b
S 15 +2
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SA SE LA LE Figura 8 — Contetdo de nitrogénio da
GRUPOS carcaga — Comparagdo entre as médias

Figura 7 — Conteudo de nitrogénio da carcaca —
Médias, desvios-padrdao e valores individuais nos

quatros grupos.

dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A vitamina E-TPGS elevou o nitrogénio da carcaga tanto na presenga quanto
na auséncia de colestase, mas o efeito foi mais acentuado na auséncia de colestase do que
na sua presenca.
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Tabela 7: BALANCO NITROGENADO (g) — Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis
(DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcao (CV)

Grupos (g) SA SE LA LE
Mediana 1,84 1,72 0,58 1,46
Méaximo 2,16 2,26 0,99 1,89
Minimo 1,48 1,54 -0,33 0,83
AV 0,68 0,71 1,33 1,05
DI 0,34 0,54 0,68 0,62
Média 1,83 1,81 0,44 1,38
DP 0,21 0,27 0,4 0,38
CV (%) 12,07 14,91 101,58 28,08

______________________________________________________________________________________________________________________________________________|

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 9 e 10)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragédo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA +LE) < (SA + SE) p<0,001.. significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p < 0,005.". significativa
*Interagao p <0,001.. significativa

SNK — (LA < LE)/ (LA < SA)/ (LE < SE)/ (SA ~SE)
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Figura 9 — Balanco nitrogenado — Médias, desvios-
padréo e valores individuais nos quatros grupos.
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Figura 10 — Balango nitrogenado -

Comparagdo entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase diminuiu significativamente o balango nitrogenado e a vitamina

E-TPGS atenuou esse efeito.
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Tabela 8: GANHO DE PESO (g) — Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximos e minimos, amplitude de variagdo (AV), distancia interquartis (DlI),
média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV)

Grupos (9) SA SE LA LE
Mediana 20,00 27,50 6,00 26,00
Maximo 35,00 40,00 20,00 39,00
Minimo 8,00 12,00 1,00 6,00
AV 27,00 28,00 19,00 33,00
DI 19,00 19,00 10,00 15,00
Média 21,00 26,10 8,00 27,00
DP 9,34 9,87 6,41 10,33
CV (%) 44 48 37,82 80,13 38,26

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 11 e 12)

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel)

(S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = 0,043... significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 ... significativa
*Interagao p = 0,023... significativa

SNK — (LA < LE)/ (LA < SA)/ (LE ~ SE)/ (SA ~ SE)
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Figura 11 — Ganho de peso — Médias, desvios-

padrao e valores individuais nos quatros grupos.

e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls
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Figura 12 - Ganho de peso -
Comparacgéo entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e

administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase diminuiu significativamente o ganho de peso e a vitamina E-
TPGS corrigiu este efeito.

Adriane Gasporino dos Santos



Resultados o7

Tabela 9: PESO FRESCO DA CARCACA (g) — Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis
(DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcédo (CV)

Grupos (9) SA SE LA LE
Mediana 16,50 15,50 24,00 35,50
Maximo 158,40 176,40 121,86 159,42
Minimo 105,03 77,74 29,07 73,00
AV 53,37 98,66 92,79 86,42
DI 27,09 20,39 48,59 43,20
Média 135,95 132,85 85,05 124,17
DP 16,90 25,38 33,54 27,69
CV (%) 12,43 19,10 39,44 22,30

T N N N N N AN R — — ——w——

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase

(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 13 e 14)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragédo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p =
(LA + SA) < (LE + SE) p =

*Interagdo p = 0,017... sig

0,001 ... significativa
0,039.. significativa
nificativa

SNK — (LA < LE)/ (LA < SA)/ (LE ~SE)/ (SA =~ SE)
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Figura 13 - Peso fresco da carcaca — Médias,

desvios-padrdao e valores
grupos.
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Figura 14 — Peso fresco da carcaca —
Comparagéo entre as médias dos grupos

fixando-se
administragdo (b).

mesma letra diferem significativamente

procedimentos (a) e
Médias seguidas da

entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbtes: A colestase diminuiu o peso da carcaga e a vitamina E-TPGS

corrigiu esse efeito.
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Tabela 10: CONTEUDO DE AGUA DA CARCACA (g/100g do animal) -
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE

Mediana 21,00 32,00 9,00 18,50
Maximo 40,00 38,00 39,00 27,00
Minimo 3,00 4,00 2,00 1,00
AV 37,00 34,00 37,00 26,00
DI 15,00 8,00 17,00 13,00
Média 21,20 28,60 15,10 16,80
DP 10,75 10,85 13,03 8,20
CV (%) 50,00 38,00 86,30 48,80

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________}]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 15 e 16)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = <0,005 .. significativa
(LA + SA) =~ (LE + SE) p = 0,208.". ndo significativa

*Interacdo p = 0,436.. nao significativa
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Figura 15 — Conteudo de agua da carcaga — Médias,
desvios-padrdo e valores individuais nos quatros

grupos.
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Figura 16 - Contelddo de &gua da
carcaca — Comparagdo entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase diminuiu o conteudo de agua da carcacga. A vitamina

E-TPGS néo interferiu nesse efeito.
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Tabela 11: CONTEUDO DE GORDURA DA CARCACA (g/100g do animal) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente
de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE

Mediana 16,00 25,00 16,50 30,50
Maximo 32,00 38,00 40,00 39,00
Minimo 1,00 4,00 2,00 9,00
AV 31,00 34,00 38,00 30,00
DI 15,00 25,00 13,00 14,00
Média 14,80 22,40 17,70 27,10
DP 9,95 12,79 11,57 9,93
CV (%) 67,29 57,09 65,37 36,64

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 17 e 18)
Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K)).

(LA + LE) = (SA + SE) p = 0,280.". ndo significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = 0,025 ... significativa
*Interacdo p = 0,021.. significativa

SNK — (LA < LE)/ (LA ~SA)/ (LE ~SE)/ (SA < SE)
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S‘A S'E ,_‘A L‘E Figura 18 — Contetdo de gordura da

GRUPOS carcaca — Comparagdo entre as médias

dos grupos fixando-se procedimentos (a) e

Figura 17 — Contetdo de gordura da carcaga — administragdo (b). Médias seguidas da

Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos mesma letra diferem significativamente
quatros grupos. entre si pelo SNK (p<0,05).

CONTEUDO DE GORDURA DA CARCACA (g/100g)
|
o] [ooNe] o
o]

Conclusdes: A vitamina E-TPGS elevou o contetdo de gordura da carcaga tanto
na presenga quanto na auséncia de colestase, mas esse efeito foi mais
acentuado na presencga de colestase.
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4.1. RESUMO DOS RESULTADOS

1) Primeira Hipo6tese: A suplementacdo com vitamina E-TPGS influi

sobre as alteragdes nutricionais decorrentes da colestase

Tabela 12: Comparacdo entre efeitos da colestase e da Vitamina E-TPGS e
comparagao entre esses efeitos e analise descritiva das variaveis da primeira

hipotese.

‘ FATORES |

INTERACAO/

PRESENCA OU NAO = ANALISE
VARIAVEL DE COLESTASE e [ZS)DIETA MEJEME?E?S(;Q?( ) DESCRITIVA
(A) ©) B (D)
Médias
« . (LA + LE) < (SA + SE) | (SA + LA) < (SE + LE) p=0,125 _
Ra‘?ao('”)ge“da b= 0,016 b = 0,001 no significativo g’é:g;'ggg
9 significativo significativo LA_=8 900
LE=24,400
Pp< (_),00'1 Médias
Aproveitamento | (LA + LE) < (SA + SE) | (SA + LA) < (SE + LE) LAT%@;?B’& s | sa0361
Nutricional p< 0,001 p < 0,001 LA < SA p<6 01s ’ SE=O’394
(9) significativo significativo LE ~ SE p=0 3234 n.s LA=0,205
SA ~ SE p=0,217 n.s. LE=0,371
Pp< (_),00_7 Médias
Contetido de | (LA + LE) ~ (SA + SE) | (SA + LA) < (SE + LE) LAi'gLrl‘E'fgi%“(‘)’& o | sactross
Nitrogénio da p= 0,351 p <]9'001 LA ~ SA p=0 %82 n s SE=24’162
Carcaca nao significativo significativo - ’ > .
LE < SE p<0,011 s. LA=12,316
SA < SE p<0,001 s. LE=21,664
p = 0,029 Médias
significativo
Balango | '-Ez)gégg\ +SE)| (SA+ "Az)géfg *LE) LA<LEp<005s. | SA=16,100
IO signifi,cativo signifiéativo LA >SSA p=ns. SE=115‘500
LE < SE p<0,05 s. LA=18,400
SA > SE p<0,001s. LE=32,000
p < 0,023 Médias
significativo
Ganho de Peso (LA+ LE_)S(()EQ *SE)| (SA+ L'i“):o (OSOE1 +LE) LA < LE p<0,05 s. SA=21,000
@) b= U p==1" LA<SAp<0,03s. | SE=26,100
significativo significativo LE ~ SE p=0,85n.s LA=8.000
SA =~ SE p<0,22n.s LE=26,900
p<0,017 Médias
Peso Fresco da | (LA + LE) < (SA + SE) | (SA + LA) < (SE + LE) LAT?_E'}')‘;%“(‘)’& s | sac135.04
Carcaca _p=0,001 Pp=0,039 LA<SAp<0,001s. | SE=132.85
(9) significativo significativo LE ~ SE p=047n.s LA=85 0’49
SA ~ SE p<0,79n.s. LE=124,17
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Tabela 12: Continuagao

‘ FATORES |

5 INTERACAO/ -
< FREEENEA OIF VO TIPO DE DIETA COMPARACAO AL
VARIAVEL DE COLESTASE ®) MULTIPLA (S.N.K.) DESCRITIVA
(A) Q B)
Médias
Conteddode |\ A, | Fy<(sA+SE)| (SA+LA)~ (SE + LE) P = 0,436 _
AEUE LA p=0,012 = 0,208 ndo significativo | SA-21,500
Calieilvl signifiz:ativo néo%ignificativo SE=28,600
(g/100g animal) LA=15,100
LE=16,800
p = 0,021 Médias
Contetido de | (LA +LE)~ (SA +SE) | (LA + SA) < (LE + SE) significativo
Gordura da p = 0,028 p = 0,025 LA <LE p<0,05s. SA=16,100
Carcaca nao significativa significativa LA ~ SA p=0,223n.s. | SE=15,500
(9/100g animal) LE ~ SE =0,351n.s. | LA=18,400
SA ~ SE p=0,135n.s. | LE=32,000

A) Efeitos do procedimento, colestase ou ndo, independentemente da administragao ou ndo da
vitamina E-TPGS; B) Efeitos da Vitamina E-TPGS, administragdo ou ndo do TPGS,
independentemente do procedimento:colestase ou nao; C) Interagdo e comparagdo multipla
pelo S.N.K (Student Newman Keuls); D = Analise descritiva; DP = Desvio-Padrdo, s =
significativo; n.s= ndo significativo; SA = operacdo simulada com administracdo de &gua
destilada; SE = operagao simulada com administragdo de vitamina E-TPGS; LA = ligadura do
ducto biliar comum com administragcdo de agua destilada; LE = ligadura do ducto biliar comum
com administragcdo de vitamina E-TPGS; min = minutos; Ul/L = Unidades Internacionais por
Litro; g = grama
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2) Segunda Hipodtese: A suplementacdo com vitamina E-TPGS influi

sobre as alteragbes do metabolismo lipidico na colestase

Concentragao sérica de triacilglicerois

Tabela 13 figura 19 e 20 — pagina 73

Concentracgao sérica de colesterol total

Tabela 14, figura 21 e 22 — pagina 74

Concentracgao sérica de LDL-c

Tabela 15, figura 23 e 24 — pagina 75

Concentracao sérica de VLDL-c

Tabela 16, figura 25 e 26 — pagina 76

Concentracgao sérica de HDL-c

Tabela 17, figura 27 e 28 — pagina 77

Tabela de resumo dos resultados

Tabela 18 — pagina 78
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Tabela 13: CONCENTRACAO SERICA DE TRIACILGLICEROIS (g/dL) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variagao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente
de variacao (CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 64,50 47,00 109,00 153,50
Méaximo 97,00 76,00 150,00 219,00
Minimo 32,00 33,00 86,00 94,00
AV 65,00 43,00 64,00 125,00
DI 39,00 22,00 19,00 49,00
Média 64,70 50,60 110,80 151,80
DP 22,08 14,28 18,85 36,66
CV (%) 34,13 28,22 17,01 24,15

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagédo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 19 e 20)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Anadlise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou nado de colestase; fator 2: administragéo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-
Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0.001.. significativa “
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0.090.". ndo significativa 0 b
*Interacdo p = P = 0.001 . significativa .\ /
SNK — (LA < LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA > SE) | 2. _~b
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GRUPOS ) ~ -
Figura 20 - Concentracdo sérica de
Figura 19 - Concentragdo sérica de triacilglicerdis — Comparagdo entre as
triacilgliceréis— Médias, desvios-padrdo e valores médias dos grupos fixando-se

individuais nos quatros grupos.

procedimentos (a) e administragdo (b).
Médias seguidas da mesma letra diferem

significativamente entre si pelo
(p<0,05).

Conclusbes: A colestase aumentou os niveis séricas de triacilglicerdis. A vitamina
E-TPGS diminuiu os niveis sérico de triacilglicerdis na auséncia de colestase e acentuou
0 aumento causado pela colestase.
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Tabela 14: CONCENTRACAO SERICA DE

COLESTEROL TOTAL (g/dL) —

Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 1,78 1,65 1,95 2,01
Maximo 1,84 1,79 2,11 2,20
Minimo 1,60 1,39 1,79 1,75
AV 0,24 0,40 0,32 0,45
DI 1,00 2,20 0,90 1,50
Média 1,76 1,61 1,95 2,01
DP 0,08 0,13 0,09 0,13
CV (%) 4,55 8,01 4,60 6,50

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagédo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 21 e 22)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (log10). Analise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K.).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001... significativa
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0.225.". ndo significativa
*Interagao p = 0.005... significativa

SNK — (LA ~LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA > SE)
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Figura 21 — Concentracdo Sérica Colesterol —
Médias, desvios-padrédo e valores individuais nos
quatros grupos.
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Figura 22 — Concentracdo Sérica

Colesterol — Comparagao entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou os niveis séricas de colesterol. A vitamina E-TPGS
diminuiu os niveis de colesterol na auséncia de colestase e nao influenciou na presenca

de colestase.

Adriane Gasporino dos Santos



Resultados 75

Tabela 15: CONCENTRACAO SERICA DE LDL-COLESTEROL (g/dL) -
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente
de variacao (CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 3,10 3,20 6,30 6,30
Maximo 5,44 4,29 7,32 9,87
Minimo 1,90 1,10 4,94 3,30
AV 3,54 3,19 2,38 6,57
DI 15,00 7,60 11,90 12,60
Média 3,34 2,92 6,10 6,70
DP 1,19 0,98 0,73 1,82
CV (%) 35,63 33,56 11,97 27,16

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagédo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 23 e 24)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia, foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (sqr). Analise de variancia com dois
fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K)).
(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 ... significativa -8
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0.815.". ndo significativa | & 71
*Interacdo p = 0.197 . n&o significativa S 6y /
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© GRUPOS Figura 24 — Concentragao Sérica de LDL-
colesterol — Comparagdo entre as médias
Figura 23 — Concentracdo Sérica de LDL-colesterol dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
— Médias, desvios-padrao e valores individuais nos administragéo (b). Médias seguidas da
quatros grupos. mesma letra diferem significativamente

entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusodes: A colestase aumentou os niveis séricos de LDL. A vitamina E-TPGS
nio interferiu nesse efeito.
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Tabela 16: CONCENTRACAO SERICA DE VLDL-COLESTEROL (g/dL) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variagao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 1,11 0,95 1,34 1,49
Maximo 1,23 1,13 1,48 1,64
Minimo 0,81 0,82 1,24 1,26
AV 0,42 0,31 0,24 0,38
DI 0,26 0,20 0,07 0,16
Média 1,09 0,96 1,34 1,47
DP 0,16 0,11 0,07 0,12
CV (%) 14,68 11,46 5,22 8,16

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagédo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 25 e 26)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia foram
substituidos pelo nimero de ordem crescente (log). Analise de variancia com dois fatores
(fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou ndo de vitamina E-
Hidromiscivel) e comparagédo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 .. significativa

(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0.938.". ndo significativa

*Interagdo p = 0.002.. significativa
SNK — (LA < LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA > SE)
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Figura 26 — Concentracdo Sérica de
VLDL-colesterol — Comparagdo entre as
médias dos grupos fixando-se

procedimentos (a) e administragdo (b).
Médias seguidas da mesma letra diferem
significativamente entre si pelo SNK
(p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou significativamente os niveis séricos de VLDL. A
vitamina E-TPGS diminuiu os niveis séricos de VLDL na auséncia de colestase e
acentuou o aumento causado pela colestase.
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Tabela 17: CONCENTRACAO SERICA DE HDL-COLESTEROL

(g/dL) —

Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variagao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 32,50 26,50 30,00 28,50
Maximo 48,00 37,00 56,00 38,00
Minimo 18,00 10,00 14,00 15,00
AV 30,00 27,00 42,00 23,00
DI 8,00 19,00 16,00 9,00
Média 32,60 23,70 31,10 29,20
DP 8,11 9,66 13,03 7,73
CV (%) 24,88 40,76 41,90 26,50

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagédo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 27 e 28)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou nado de colestase; fator 2: administragéo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) ~ (SA + SE) p = 0.525.". ndo significativa
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0.092.". ndo significativa

*Interacao p = 0.269.. ndo significativa
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Figura 27 -
Colesterol - Meédias,
individuais nos quatros grupos.
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Figura 28 — Concentracdo Sérica de

HDL- Colesterol — Comparagéo entre as
médias dos grupos fixando-se
procedimentos (a) e administragdo (b).
Médias seguidas da mesma letra diferem
significativamente entre si pelo SNK
(p<0,05).

Conclusdes: Nao pudemos demonstrar efeito tanto da colestase quanto da
administracdo de vitamina E-TPGS sobre a concentragdo sérica de HDL -

colesterol.
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4.2. RESUMO DOS RESULTADOS

2) Segunda Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-TPGS influi

sobre as alteragbes do metabolismo lipidico na colestase.

< METABOLISMO LIPIDICO

Tabela 18: Comparagao entre efeitos da colestase e da Vitamina E-TPGS e
comparagao entre esses efeitos e analise descritiva das variaveis da segunda

hipétese

‘ FATORES |

& INTERACAO/ -
PRESENCA OU NAO < ANALISE
< TIPO DE DIETA COMPARACAO
VARIAVEL DE COLESTASE ®) MULTIPLA (S.N.K) DESCSITIVA
(A) ©) (D)
Concentragéo P = 0,001 Médias
Séricade | (LA +LE)> (SA+SE)| (SA + LA) ~ (SE + LE) significativo
Trig 20,001 2 .00 LA < LE p<0,05 s. SA=64.70
e p=1,0U _ P=009 LA > SA p<0,05 s. SE=50.60
cilglicerois significativo nédo significativo LE > SE p<0,05 s. LA=110.80
(g/dL) SA > SE p<0,05 s. LE=151.80
Concentragéo P ='f(')’0(t)'5 Médias
Séricade | (LA +LE) > (SA + SE) | (SA + LA) ~ (SE + LE) signifieativo _
_ LA ~ LE p=0,12n.s. SA=1.757
Colesterol p< 0,001 p=0,225 LA > SA p<0.05 s SE=1.608
Total significativo néo significativo LE > SE g<0’05 s. LA=1 '950
(9/dL) SA > SE p<0,05 s. LE=2.013
Médias
LDL — (LA + LE) > (SA + SE) | (SA + LA) ~ (SE + LE) p=0,197 SA=33.44
Colesterol p< 0,001 p=0,815 néo significativo SE=29.20
(g/dL) significativo néo significativo LA=60.95
LE=67.05
p = 0,002 Médias
VLDL — | (LA +LE)> (SA + SE)| (SA + LA) ~ (SE + LE) significativo A=1.086
- LA < LE p<0,05 s. S .
Colesterol p< 0,001 p=0,938 LA > SA p<0.05 s SE=0.957
(g/dL) significativo né&o significativo LE > SE g<0’05 s LA=1 '341
SA > SE p<0,05 s. LE=1.465
Médias
HDL — (LA + LE) > (SA + SE) | (SA + LA) < (SE + LE) p = 0,269 SA=32.600
Colesterol p= 0,525 p = 0,092 ndo significativo SE=23'700
(g/dL) néo significativo néo significativo LA=31 '100
LE=29.200

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
A) Efeitos do procedimento, colestase ou ndo, independentemente da administragdo ou ndo da vitamina
E-TPGS; B) Efeitos da Vitamina E-TPGS, administragdo ou ndo do TPGS, independentemente do
procedimento:colestase ou nao; C) Interagdo e comparagdo multipla pelo S.N.K (Student Newman Keuls);
D = Anadlise descritiva; s = significativo; n.s= ndo significativo; SA = operagdo simulada com
administracdo de agua destilada; SE = operagéo simulada com administragédo de vitamina E-TPGS; LA =
ligadura do ducto biliar comum com administragcao de agua destilada; LE = ligadura do ducto biliar comum
com administragao de vitamina E-TPGS; min = minutos; Ul/L = Unidades Internacionais por Litro; g =
grama.
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3) Terceira Hipotese: A suplementagdao com vitamina E-TPGS influi

sobre as lesdes hepaticas decorrentes da colestase.

Funcao Hepatica

Tempo de sono

Tabela 19, figura 29 e 30 — pagina 80

Concentragao sérica de albumina

Lesao Hepatica

Atividade sérica de aspartato
aminotransferase (AST)

Tabela 20, figura 31 e 32 — p4gina 81

Tabela 21, figura 33 e 34 — pagina 82

Atividade sérica de alanina
aminotransferase (ALT)

Tabela 22, figura 35 e 36 — pagina 83

Concentragao sérica de globulinas

Tabela 23, figura 37 e 38 — pagina 84

Concentragao sérica de vitamina E

Tabela 24, figura 39 e 40 — pagina 85

Concentragao sérica de vitamina A

Tabela 25, figura 41 e 42 — pagina 86

Peso fresco do figado

Tabela 26, figura 43 e 44 — pagina 87

Conteudo de agua do figado

Tabela 27, figura 45 e 46 — pagina 88

Conteudo de gordura do figado

Tabela 28, figura 47 e 48 — pagina 89

Peso fresco do bago

Tabela 29, figura 49 e 50 — pagina 90

Conteudo de agua do baco

Tabela 30, figura 51 e 52 — pagina 91

Intensidade de fibrose portal

Tabela 31, figura 53 e 54 — pagina 92

Numero de areas de necrose

Tabela 32, figura 55 e 56 — pagina 93

Intensidade da proliferagcéao ductal

Tabela 33, figura 57 e 58 — pagina 94

Intensidade da esteatose hepatica

Tabela 34, figura 59 e 60 — pagina 95

Intensidade da degeneragéao hidropica

Tabela 35, figura 61 e 62 — pagina 96

Intensidade da inflamagao

Tabela 36, figura 63 e 64 — pagina 97

Frequéncia de mitose

Tabela 37, figura 65 e 66 — pagina 98

Tabela de resumo dos resultados

Tabelas 38 e 39 — paginas 99 e 100
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Tabela 19: TEMPO DE SONO (min) — Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcéao (CV)

Grupos (min) SA SE LA LE
Mediana 4,49 4,10 5,52 4,49
Maximo 5,19 4,36 5,89 5,08
Minimo 4,13 3,40 4,95 3,83
AV 1,06 0,96 0,94 1,25
DI 0,41 0,59 0,33 0,75
Média 4,57 3,98 5,48 4,41
DP 0,33 0,34 0,27 0,43
CV (%) 7,22 8,54 4,93 9,75

. __________________________________________________________________________________________________________________________________________}]

SA — Grupo sem colestase (operagado simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 29 e 30)

Os dados néo passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (In). Analise de varidncia com dois fatores
(fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina E-
Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls (S.N.K.).
(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 .. significativa

(LA + SA) > (LE + SE) p = <0,001 ... significativa .
*Interagao p = 0,034 .. significativa e =g
SNK — (LA > LE)/ (LA > SA)/ (LE > SE)/ (SA > SE) E® a— b
0 44 -
% a ——A
65 "3 —=—E
g 2 |
o
60 — . % 1
° [
T . } g s ]
E o Procediment
5 . 3 3OA rocedimento
% 50 — o ° °© 6
n 8 o ,{.:\ a
L o =
x } g S N S
s 8 Z 5
p= o 8 ° Q ——S
E 40 - ° © m a —=—L
| ° : Bas ~b
o % 4 -
35 —| g E b
3.5
A E
3'0 S|A S‘E L|A L|E 30B Administracédo
GRUPOS Figura 30 - Tempo de sono -
) Comparacgéo entre as médias dos grupos
Figura 29 — Tempo de sono — Medias, desvios-  fixando-se procedimentos (a) e
padréo e valores individuais nos quatros grupos. administragdo (b). Médias seguidas da

mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclustes: A colestase aumentou significativamente o tempo de sono. A vitamina
E-TPGS diminuiu o tempo de sono na auséncia de colestase e atenuou o aumento
causado pela colestase.
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Tabela 20: CONCENTRACAO SERICA DE ALBUMINA (g/dL) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagédo
(CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 18,00 31,00 8,00 23,70
Maximo 31,00 39,00 40,00 38,00
Minimo 12,00 21,50 2,00 2,00
AV 19,00 17,50 38,00 36,00
DI 6,50 10,00 5,50 24,50
Média 19,80 30,65 10,95 20,60
DP 6,76 5,65 10,98 13,16
CV (%) 34,14 18,43 100,27 63,88

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 31 e 32)
Os dados n&o passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = 0,004 .. significativa 3
(LA + SA) < (LE + SE) p = 0,002.. significativa 3 a
*Interacdo p = 0,845 .. ndo significativa . -\
g3 a .
E;&ZO b A
5 %0 §§ 15 —=E
< 8% s
40 — 9}
s ° ° 0
(o] (o}
3 o _ S L
:E‘ 30 © o o] 32A Procedimento
o o o
< 354
é—? 20 © ° ¢ © 30 A /
('-',-') © 2%
o] o o] -
192‘ 10 o o %E 2 a .//. ——S
o T o 89 15 —a—L
< o o 32
E o é% 10 a /
o 0 — §D 5
P
o 0
(@] A E
-0 T T T T 32B Administragdo
SA SE LA LE i :
GRUPOS Figura 32 — Concentracdo Sérica de
Albumina — Comparagéo entre as médias

Figura 31 — Concentragdo Sérica de Albumina —
Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos
quatros grupos.

dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase diminuiu os niveis séricos de albumina, independentemente da
administragdo de vitamina E-TPGS. A vitamina E-TPGS aumentou os niveis séricos de
albumina, independentemente da colestase. Ndo houve interagdo entre vitamina E-
TPGS e colestase.
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Tabela 21: ATIVIDADE SERICA DE ASPARTATO AMINOTRANSFERASE
(AST) (UI/L) — Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos,
amplitude de variagao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP)
e coeficiente de variacéo (CV)

Grupos (UI/L) SA SE LA LE
Mediana 12,00 9,75 33,50 27,00
Maximo 20,00 18,00 38,00 40,00
Minimo 3,50 1,00 26,00 21,00
AV 16,50 17,00 12,00 19,00
DI 10,50 9,00 7,50 9,00
Média 11,80 9,20 32,50 28,50
DP 6,17 5,63 4,30 6,82
CV (%) 52,29 61,20 13,23 23,93

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 33 e 34)
Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 ... significativa %
(LA + SA) = (LE + SE) p = 0,081.". n&o significativa | _% 4:
*Interacdo p = 0,065.. ndo significativa §25
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S‘A S|E L‘A LE Figura 34 — AST — Comparagdo entre as
GRUPOS médias dos grupos fixando-se
procedimentos (a) e administracdo (b).

Figura 33 — AST — Médias, desvios-padrao e valores ~ Médias seguidas da mesma letra diferem
individuais nos quatros grupos. significativamente entre si pelo SNK

(p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou a atividade sérica de aspartato
aminotransferase. A vitamina E-TPGS nao interferiu nesse efeito.
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Tabela 22: ATIVIDADE SERICA DE ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)
(UI/L) — Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude
de variacdo (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrdao (DP) e
coeficiente de variagéo (CV)

Grupos (UI/L) SA SE LA LE
Mediana 57,50 40,50 121,50 68,00
Maximo 76,00 79,00 165,00 142,00
Minimo 38,00 21,00 79,00 41,00
AV 38,00 58,00 86,00 101,00
DI 13,00 18,00 31,00 33,00
Média 57,60 43,10 120,80 78,30
DP 11,70 17,60 25,60 32,61
CV (%) 20,31 40,84 21,19 41,65

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________}

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 35 e 36)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2: administragao
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagcdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.). 1
. . . 40
(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001... significativa ™ b
(LA + SA) > (LE + SE) p = <0,001 ... significativa
. ~ ~ R < 100
Interagcéo p = 0,065.. néo significativa 5_ b
45 8 A
180 E% 60 a://. = E
—_ >0
5w
o a
160 — 20
. °© 0 ‘
= 10 © S L
3 8 ° 36A Procedimento
': 120 - 8
< 140 -
w a
[a) 100 — o 120 s
< o o \
[8) g 100
ad B 59
(U,J) 80 8 o) o Z ;% " . e
w g - } 8 o ° g5 60 ——E
2 8 c £° \
< 3 °© < 40
o) )
2 40 — o } 8 o] 2
< ° 0
20 —| 8 S L
36B Administracdo
0 T T T T
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GRUPOS Figura 36 — ALT — Comparagéo entre as
médias dos grupos fixando-se

Figura 35 — ALT — Médias, desvios-padrédo e valores

individuais nos quatros grupos.

procedimentos (a) e administragdo (b).
Médias seguidas da mesma letra diferem
significativamente entre si pelo SNK

(p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou a atividade sérica de alanina
aminotransferase, independentemente da administracdo de vitamina E-TPGS. A
vitamina E-TPGS diminuiu a atividade sérica alanina aminotransferase,
independentemente da colestase. Nao houve interagao entre vitamina E-TPGS e
colestase.
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Tabela 23: CONCENTRACAO SERICA DE GLOBULINAS (g/dL) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao
(CV)

Grupos (g/dL) SA SE LA LE
Mediana 3,32 2,86 6,69 4,37
Maximo 4,95 4,26 7,03 6,36
Minimo 3,00 2,46 4,71 3,49
AV 1,95 1,80 2,32 2,87
DI 0,35 0,29 0,64 0,66
Média 3,62 2,97 6,23 4,47
DP 0,61 0,52 0,84 0,77
CV (%) 16,85 17,51 13,48 17,22

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 37 e 38)

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (sqr). Analise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K)).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 ... significativa 7
(LA + SA) > (LE + SE) p = <0,001 .. significativa 6 /.b
*Interacdo p = 0,016.. significativa 555 5
SNK — (LA > LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA > SE) ~§§4 A "
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SA SE LA LE Figura_ 38 — Concentracdo sérica _de
GRUPOS globulinas — Comparacéo entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e

Figura 37- Concentragdo sérica de globulinas —
Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos

quatros grupos.

administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou significativamente os niveis séricos de globulinas. A
vitamina E-TPGS diminuiu os niveis séricos de globulinas na auséncia de colestase e
atenuou o aumento causado pela colestase. O efeito foi mais acentuado na colestase.

Adriane Gasporino dos Santos



Resultados 85

Tabela 24: CONCENTRACAO SERICA DE VITAMINA E (mg/dL) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao
(CV)

Grupos (mg/dL) SA SE LA LE
Mediana 8,60 17,63 1,11 5,40
Maximo 9,73 21,24 2,50 7,30
Minimo 5,45 16,02 0,57 3,44
AV 4,28 5,22 1,93 3,86
DI 1,06 2,28 0,46 2,06
Média 8,21 18,03 1,17 5,45
DP 1,24 1,77 0,55 1,36
CV (%) 15,10 9,82 47,01 24,95

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 39 e 40)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2: administragao
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagcdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = <0,001 ... significativa fg a
(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 ... significativa 4 e \
*Interagdo p = <0,001 ... significativa Sgm
SNK — (LA <LE)/ (LA < SA)/ (LE < SE)/ (SA< SE) |82 A
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o ' \ ' \ Figura 40 - Concentragdo sérica de
SA SE LA LE . . ~ o
GRUPOS vitamina E — Comparacéo entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e

Figura 39 — Concentracdo sérica de vitamina E —
Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos
quatros grupos.

administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase diminuiu os niveis séricos de vitamina E. A
administracdo de vitamina E-TPGS elevou os niveis séricos de vitamina E na
auséncia de colestase e acentuou o aumento causado pela colestase.
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Tabela 25: CONCENTRACAO SERICA DE VITAMINA A (mg/dL) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao

(CV)

Grupos (mg/dL) SA SE LA LE

Mediana 1,33 1,80 0,51 1,03
Maximo 1,72 2,01 1,01 1,43
Minimo 1,01 1,36 0,34 0,67
AV 0,71 0,65 0,67 0,76
DI 0,21 0,30 0,19 0,46
Média 1,36 1,76 0,58 1,09
DP 0,19 0,22 0,23 0,26
CV (%) 13,97 12,50 39,66 23,85

L ___________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 41 e 42)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2: administragao
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagcdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE) < (SA + SE) p = <0,001 ... significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 .. significativa

*Interacdo p = 0,425 .. ndo significativa
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Figura 42 - Concentracdo sérica de
vitamina A — Comparacgao entre as médias

Figura 41 — Concentracdo sérica de vitamina A —
Médias, desvios-padrédo e valores individuais nos

auatros arunos.

dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase diminuiu os

niveis séricos de vitamina A,

independentemente da administracdo de vitamina E-TPGS. A vitamina E
aumentou os niveis séricos de vitamina A, independentemente da colestase.
Nao houve interacao entre vitamina E-TPGS e colestase.

Adriane Gasporino dos Santos
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Tabela 26: PESO FRESCO DO FIGADO (por 100g de peso do animal) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente
de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE
Mediana 16,50 15,50 24,00 35,50
Maximo 27,00 31,00 32,00 40,00
Minimo 5,00 4,00 1,00 7,00
AV 22,00 27,00 31,00 33,00
DI 16,00 8,00 26,00 5,00
Média 16,10 15,50 18,40 32,00
DP 8,27 7,47 12,70 10,27
CV (%) 51,37 48,19 69,02 32,09

. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________}]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 43 e 44)
Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K)).

(LA + LE) > (SA + SE) p = 0,005.". significativa
(LA + SA) > (LE + SE) p = 0,045 .. significativa g2
*Interacdo p = 0,029.. significativa 9
SNK — (LA < LE)/ (LA ~SA)/ (LE >SE)/ (SA ~SE) gz
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Figura 43 — Peso fresco do figado — Médias,
desvios-padrdo e valores individuais nos quatros

grupos. entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase aumentou o peso fresco do figado. A vitamina E-TPGS
acentuou esse efeito.

Adriane Gasporino dos Santos

Figura 44 — Peso fresco do figado -
GRUPOS Comparacgéo entre as médias dos grupos

e

administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
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Tabela 27: CONTEUDO DE AGUA DO FIGADO (g/100g do animal) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE

Mediana 10,50 19,00 24,50 35,50
Maximo 21,00 28,00 33,00 40,00
Minimo 3,00 5,00 1,00 14,00
AV 18,00 23,00 32,00 26,00
DI 9,00 8,00 25,00 7,00
Média 11,70 18,70 18,20 33,40
DP 5,70 6,90 13,23 7,55
CV (%) 48,72 36,90 72,69 22,60

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 45 e 46)

Os dados n&o passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K.).

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 ... significativa
(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 ... significativa

*Interagdo p = 0,151..n&o significativa
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Figura 45 — Conteldo de agua do figado — Médias,
desvios-padrdo e valores individuais nos quatros

grupos.
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Figura 46 - Conteldo de &gua do
figado— Comparagdo entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase aumentou o conteudo de agua do figado,
independentemente da administragao de vitamina E-TPGS. A vitamina E-TPGS
aumentou o conteudo de agua do figado, independentemente da colestase. Nao
houve interagdo entre vitamina E-TPGS e colestase.
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Tabela 28: CONTEUDO DE GORDURA DO FIGADO (g/100g do animal) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE

Mediana 11,00 27,50 15,00 34,50
Maximo 19,00 33,00 39,00 40,00
Minimo 6,00 21,00 1,00 20,00
AV 13,00 12,00 38,00 20,00
DI 7,00 7,00 15,00 12,00
Média 11,60 27,40 15,10 27,90
DP 4,30 4,17 11,13 14,10
CV (%) 37,07 15,22 73,71 50,54

L __________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 47 e 48)

Os dados n&o passaram nos testes de normalidade e igualdade de varidncia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo mdultipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K.).

(LA + LE) ~ (SA + SE) p = 0,508.. no significativa

(LA + SA) < (LE + SE) p = <0,001 .. significativa

*Interagdo p = 0,619..n&o significativa
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Figura 47 — Contetdo de gordura do figado —
Médias, desvios-padrdao e valores individuais nos

quatros grupos.
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Figura 48 - Conteldo de gordura do
figado — Comparagdo entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (a) e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclustes: Nao pudemos demonstrar efeito da colestase sobre o conteido de
gordura do figado. A vitamina E-TPGS aumentou o conteudo de gordura do figado,

independentemente da colestase.
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Tabela 29: PESO FRESCO DO BAGCO (por 100g de peso do animal) —
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de
variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente

de variacao (CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE
Mediana 17,50 9,00 26,50 35,50
Maximo 26,00 27,00 34,00 40,00
Minimo 1,00 3,00 2,00 13,00
AV 25,00 24,00 32,00 27,00
DI 6,00 8,00 22,00 10,00
Média 16,60 11,20 21,90 32,30
DP 6,85 7,44 12,28 8,33
CV (%) 41,27 66,43 56,07 25,79

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 49 e 50)

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Andlise de varidncia com dois
fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou nao de vitamina

E- Hidromiscivel)
(S.N.K.).

e comparacdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(LA + LE) > (SA + SE) p = <0,001 ... significativa %
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,384 .. ndo significativa §30 ~4a
*Interacdo p = 0,009.. significativa o
SNK — (LA < LE)/ (LA ~»SA)/ (LE >SE)/ (SA ~ SE) gzo __— 8 oA
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S|A S LA LE Figura 50 — Peso fresco do baco -
GRUPOS Comparagdo entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e
Figura 49 — Peso fresco do bagco — Médias, desvios- administragdo (b). Médias seguidas da
padréo e valores individuais nos quatros grupos. mesma letra diferem significativamente

entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou o peso fresco do baco e a vitamina E-TPGS

acentuou esse efeito.
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Tabela 30: CONTEUDO DE AGUA DO BACO (g/100g do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao
(CV)

Grupos (g/100g) SA SE LA LE
Mediana 87,90 87,75 83,62 93,57
Maximo 132,72 109,51 88,65 100,44
Minimo 65,47 80,90 31,33 85,57
AV 67,26 28,61 57,32 14,88
DI 5,54 16,77 26,52 7,53
Média 88,58 91,50 72,23 92,90
DP 18,13 10,02 20,24 5,23
CV (%) 20,47 10,07 28,01 5,62

. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________}

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 51 e 52)
Os dados n&o passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente. Andlise de varidncia com dois fatores
(fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2: administragdo ou ndo de vitamina E-
Hidromiscivel) e comparagédo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls (S.N.K.).
(LA + LE)= (SA + SE) p=P =0,117 .. n&o significativa

(LA + SA) < (LE + SE) p = 0,016..". significativa

*Interacdo p = 0,064 .. nao significativa g%
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Figura 51 — Contetdo de agua do bago — Médias, Figura 52 — Contetdo de agua do bago —

desvios-padrao e valores individuais nos quatros Comparaggo entre as médias dos grupos

grupos. fixando-se procedimentos (@ e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: Nao pudemos demonstrar efeito da colestase sobre o conteudo de
agua do bago. A vitamina E-TPGS elevou o conteudo de agua do baco
independentemente da colestase.
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Tabela 31:

INTENSIDADE DA FIBROSE PORTAL - Estatistica descritiva.
Média, valores maximos e minimos, amplitude de variagdo (AV), distancia
interquartis (D)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 0,00 2,00 1,00
Maximo 0,00 0,00 3,00 2,00
Minimo 0,00 0,00 1,00 1,00
AV 0,00 0,00 2,00 1,00
DI 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,00 1,700 1,10
DP 0,00 0,00 0,68 0,32

CV (%) = - 40,0 32,0

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 53 e 54)
Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Anadlise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou nado de colestase; fator 2: administragéo
ou ndo de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-
Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE)> (SA +SE) p <P =0,001 .. significativa
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,055 .. ndo significativa
* Interagéo p = 0,015 .. significativa

SNK — (LA > LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA ~SE)
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Figura 53 - Intensidade da fibrose portal —

Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos
quatros grupos.
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Figura 54 — Intensidade da fibrose portal
— Comparagéao entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e
administragdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase causou deposi¢cao de tecido conjuntivo no figado e a
vitamina E-TPGS atenuou esse efeito.
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Tabela 32: NUMERO DE AREAS DE NECROSE (10 campos/10x) — Estatistica
descritiva. Média, valores maximos e minimos, amplitude de variagcdo (AV),
distancia interquartis (DI)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 0,00 8,00 2,00
Maximo 0,00 0,00 14,0 3,00
Minimo 0,00 0,00 6,00 1,00
AV 0,00 0,00 8,00 2,00
DI 0,00 0,00 5,00 1,00
Média 0,00 0,00 9,300 2,200
DP 0,00 0,00 2,95 0,79
CV (%) - - 31,72 35,91

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 55 e 56)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Anadlise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragédo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-
Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE)> (SA + SE) p = 0,005 .. significativa 10- a
(LA + SA) > (LE + SE) p = 0,029 .. significativa g 94 /
~ L . S 8
* Interagéo p < 0,001 ... significativa g,
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‘ ‘ ‘ ‘ Figura 56 — NGdmero de areas de necrose
SA SE LA LE — Comparagéo entre as médias dos grupos
GRUPOS . .
fixando-se procedimentos (a) e

. . . . administragdo (b). Médias seguidas da
Figura 55 — NUmero de areas de necrose — Médias, mesma letra diferem significativamente

desvios-padrao e valores individuais nos quatros entre si pelo SNK (p<0,05)
grupos. o

Conclusbes: A colestase aumentou o numero de areas de necrose. A vitamina
E-TPGS atenuou esse efeito, diminuindo significativamente o niumero de necrose
na presenca de colestase.
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Tabela 33:

INTENSIDADE DA PROLIFERACAO DUCTAL - Estatistica

descritiva. Media, valores maximos e minimos, amplitude de variagcdo (AV),

distancia interquartis (DI)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 0,00 1,00 1,00
Méaximo 0,00 0,00 2,00 2,00
Minimo 0,00 0,00 1,00 1,00
AV 0,00 0,00 1,00 1,00
DI 0,00 0,00 1,00 0,00
Média 0,00 0,00 1,40 1,10
DP 0,00 0,00 0,52 0,32
CV (%) = - 37,14 29,09

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 57 e 58)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Anadlise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou nado de colestase; fator 2: administragéo
ou ndo de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).
(LA + LE)> (SA + SE) p < 0,001 .. significativa

(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,126 .. n&o significativa

* Interagdo p = 0,126.- nao significativa
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Figura 57 — Intensidade da proliferagcao ductal —
Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos
quatros grupos.

216
E ,
514
a /
Q 1,2
xg . /
A
H_J 08 ——
5 —a—E
006
&
5 0,4
w 0,24
2
3 0 T
% S L
E Procedimento
z 58A
1,6
a
14 =
212 \
1
8 ——S
—a—L
6

m

58B

Administracao

INTENSIDADE DA PROLIFERACAO DUCTAL

Figura 58 — Intensidade da proliferagéo
ductal — Comparagéo entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou a proliferagao de ductos. A vitamina E-TPGS

nao interferiu nesse efeito.
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Tabela 34: INTENSIDADE DA ESTEATOSE HEPATICA — Estatistica descritiva.
Média, valores maximos e minimos, amplitude de variagdo (AV), distancia

interquartis (D)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00
Méaximo 0,00 1,00 1,00 0,00
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00
AV 0,00 1,00 1,00 0,00
DI 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 0,00 0,10 0,20 0,00
DP 0,00 0,32 0,42 0,00
CV (%) = 320 210 -

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase

(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 59 e 60)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Analise de variancia com dois
fatores (fator 1: presenga ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou ndo de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls

(S.N.K)).

(LA + LE) ~ (SA + SE) p =0,552 .. ndo significativa
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,532 .. ndo significativa
* Interagdo p = 0,08.. ndo significativa
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Figura 59 — Intensidade da esteatose hepética —
Médias, desvios-padrao e valores individuais nos
quatros grupos.
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Figura 60 — Intensidade da esteatose

hepética — Comparacdo entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e

administragéo (b).

Médias seguidas da

mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: Tanto a colestase quanto a administracdo de vitamina E-TPGS nao

interferiram na intensidade de esteatose hepatica.
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Tabela 35: INTENSIDADE DA DEGENERACAO HIDROPICA - Estatistica
descritiva. Média, valores maximos e minimos, amplitude de variagcdo (AV),

distancia interquartis (DI)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 2,000 0,00 1,000
Maximo 1,00 2,00 1,00 2,00
Minimo 0,00 1,00 0,00 0,00
AV 1,00 1,00 1,00 2,00
DI 1,00 1,00 0,00 0,00
Média 0,400 1,600 0,1000 1,100
DP 0,52 0,52 0,32 0,57
CV (%) 130,00 32,50 320,00 51,82

SA — Grupo sem colestase (operacédo simulada) e com administragdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administracdo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragcéo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 61 e 62)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Analise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou nao de colestase; fator 2: administragédo
ou nado de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA +LE)> (SA + SE) p =0,112 ..nao significativo
(LA + SA) < (LE + SE) p < 0,001 .. significativa

* Interagdo p = 0,522 .. no significativa
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Figura 61 — Intensidade da degeneracgao hidropica
— Médias, desvios-padrdo e valores individuais nos
quatros grupos.
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Figura 62 — Intensidade da degeneracéao
hidrépica — Comparagédo entre as médias
dos grupos fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: Nao pudemos demonstrar efeito da colestase sobre a intensidade de
degeneracao hidropica. A vitamina E-TPGS aumentou a intensidade de degeneracgao

hidrépica, independentemente da colestase.
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Tabela 36: INTENSIDADE DA INFLAMACAO - Estatistica descritiva. Média,
valores maximos e minimos, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis
(D)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 0,00 0,00 1,00 1,00
Méaximo 0,00 0,00 1,00 2,00
Minimo 0,00 0,00 0,00 1,00
AV 0,00 0,00 0,00 1,00
DI 0,00 0,00 1,00 1,00
Média 0,00 0,00 0,90 1,40
DP 0,00 0,00 0,32 0,52
CV (%) = = 35,56 37,14

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 63 e 64)

Os dados ndo passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia e foram
substituidos pelo numero de ordem crescente (rank). Analise de variancia com dois
fatores (fator 1: presenga ou nao de colestase; fator 2: administragdo ou ndo de vitamina
E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-Newman-Keuls
(S.N.K.).

(LA + LE)> (SA + SE) p <0,001 .. significativa
(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,263 .. n&o significativa
* Interagéo p = 0,013.". significativa

SNK — (LA < LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA ~SE)
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e

Figura 63 — Intensidade da inflamagcdo — Médias, administragdo (b). Médias seguidas da
desvios-padréo e valores individuais nos quatros mesma letra diferem significativamente

grupos. entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusbes: A colestase aumentou a intensidade de inflamagdo. A vitamina
E-TPGS acentuou esse efeito.
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Tabela 37: FREQUENCIA DE MITOSE — Estatistica descritiva. Média, valores
maximos e minimos, amplitude de variagao (AV), distancia interquartis (DI)

Grupos SA SE LA LE
Mediana 10,500 3,000 15,000 4,500
Maximo 17,000 8,000 28,000 9,000
Minimo 3,000 1,00 5,000 3,000
AV 6,00 2,00 11,00 1,00
DI 14,00 7,00 23,00 6,00
Média 9,300 3,400 14,000 5,000
DP 4,620 2,366 7,303 2,000
CV (%) 49,68 69,59 52,16 40,00

SA — Grupo sem colestase (operagédo simulada) e com administracdo de agua. SE — Grupo sem
colestase (operagéo simulada) com administragéo de vitamina E —hidromiscivel. LA — Grupo com
colestase (ligadura do colédoco) e com administragdo de agua. LE — Grupo com colestase
(ligadura do colédoco) com administragdo de vitamina E —hidromiscivel

ESTATISTICA COMPARATIVA (ver figura 65 e 66)

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancia. Anadlise de
variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou nado de colestase; fator 2: administragéo
ou ndo de vitamina E- Hidromiscivel) e comparagdo multipla pelo método do Student-

Newman-Keuls (S.N.K.).

(LA + LE)> (SA + SE) p <0,001 .. significativa

(LA + SA) ~ (LE + SE) p = 0,263 .. ndo significativa

* Interagéo p = 0,013.". significativa

(LA < LE)/ (LA > SA)/ (LE >SE)/ (SA =~ SE)
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Figura 65 - Frequéncia da mitose —
desvios-padrdo e valores individuais nos
grupos.
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Figura 66 — Frequéncia da inflamagcao —
Comparagdo entre as médias dos grupos
fixando-se procedimentos (a) e
administracdo (b). Médias seguidas da
mesma letra diferem significativamente
entre si pelo SNK (p<0,05).

Conclusdes: A colestase aumentou a frequéncia de mitoses. A vitamina E-TPGS

atenuou esses efeitos.
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4.3. RESUMO DOS RESULTADOS

3) Terceira Hipotese: A suplementagdo com vitamina E-TPGS influi

sobre as lesdes hepaticas decorrentes da colestase

% FUNCAO HEPATICA

Tabela 38: Comparacéo entre efeitos da colestase e da Vitamina E-TPGS e
comparacao entre esses efeitos e analise descritiva das variaveis da terceira
hipétese.

‘ FATORES |

. INTERACAO/ -
PRESENCA OU NAO x ANALISE
- TIPO DE DIETA COMPARACAO
VARIAVEL DE COLESTASE ®) MULTIPLA (S.N.K.) DESCRITIVA
(A) C (D)
©)
p =0,034 Médias

(LA + LE) > (SA + SE) | (SA + LA) > (SE + LE) significativo

Tempo de LA > LE p<0,001 s. SA=4,573

Sono (min.) sig:igfa(igvo Signfgfa(i?vo LA >SAp<0,001s. | SE=3,984

LE < SE p<0,010 s. LA=5,478

SA < SE p<n.s. LE=4,406

c Médias

oncentracao

séricade |(LA*LE)<(SA+SE)[(SA+LA)<(SE+LE) b= 0,845 SA=19,800

. p= 0,004 p = 0,002 L P =Uo%Y -
Albumina significativo significativo ndo significativo SE=30,650
(g/dL) LA=10,950

LE=20,600

A) Efeitos do procedimento, colestase ou nao, independentemente da administracao ou nao da
vitamina E-TPGS; B) Efeitos da Vitamina E-TPGS, administracdo ou ndo do TPGS,
independentemente do procedimento:colestase ou nao; C) Interagdo e comparagdo multipla
pelo S.N.K (Student Newman Keuls); D = Andlise descritiva; DP = Desvio-Padrdo, s =
significativo; n.s= n&o significativo; SA = operagdo simulada com administragdo de agua
destilada; SE = operacao simulada com administragdo de vitamina E-TPGS; LA = ligadura do
ducto biliar comum com administracdo de agua destilada; LE = ligadura do ducto biliar comum
com administragdo de vitamina E-TPGS; min = minutos; Ul/L = Unidades Internacionais por
Litro; g = grama
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% LESAO HEPATICA

Tabela 39: Comparacdo entre efeitos da colestase e da Vitamina E-TPGS e
comparacgao entre esses efeitos e analise descritiva de todas as variaveis.

‘ FATORES |

INTERACAO/

PRESENCA OU NAO = ANALISE
< TIPO DE DIETA COMPARACAO
VARIAVEL DE COLESTASE ®) MULTIPLA (S.N.K.) DESCRITIVA
(A) (D)
©)
Médias
(LA+LE)>(SA+SE)| (SA+LA)~ (SE + LE) 0,705 SA=11.80
AST (UI/L) p=0,001 p =0,081 nédo significativo SE=9 200
significativo néo significativo LA > SA p< 0,001s. LA=32.500
LE=28,500
Médias
LA+LE)>(SA+SE)| (SA+LA)>(SE +LE
ariy | oot | g tonnn ot | At ece
significativo significativo g i
LA=120,80
LE=78,300
. p=0,016 Médias
oncentracao significativo
séricade |(AY Lp'i) o ASAr SEI (SA Lpp;);o(osf *LE)| La>LEp<0,001s. | sA=3620
Globulinas significativo significativo LA > SA p<0,001 s. SEf2,966
(g/dL) LE > SE p<0,001 s. LA=6,229
SA > SE p<0,043 s. LE=4,468
. p=<0,001 Médias
oncentragao significativo
Sérica (LA + EELB (086/? +SE)| (SA +pLé)<B(086E1 *LE)| | A<LE p<001s. SA=8.205
Vitamina E significativo significativo LA<SAp<001s. | SE=18,033
(mg/dL) 9 g LE < SE p<0,01s. LA=1,170
SA<SE p<0,01s. LE=5,447
c Médias
oncentracao
S| ¢ (LA + LE) < (SA + SE)| (SA + LA) < (SE + LE) _ _
Seérica b= <0,001 b = <0,001 p=0,425 SA=1,364
Vitamina A signific,ativo signific,ativo néo significativo SE=1,759
(mg/dL) LA=0,581
LE=1,092
p = 0,029 Médias
Peso Freso significativo
do Figado |(FA*LE)> (SA+SEI (SA+LA) = OE+LEN [ 1 A<LE p<0004s. | sA=16,100
(100g de peso = L P = 0 LA ~ SAp=0,60 n.s. | SE=15,500
) significativo significativo _
do an|ma|) LE > SE p<0,001 S. LA=18,400
SA ~ SE p=0,89n.s LE=32,000
Conteldo de Médias
Agua do (LA +LE) > (SA + SE)| (SA + LA) < (SE + LE) b = 0,151 SA=11.700
Figado p< 0,001 p < 0,001 LRGSR "
/100 significativo significativo ndo significativo SE=18,700
(9/100g LA=18,200
animal) LE=33,400

Adriane Gasporino dos Santos



Resultados

1011

Tabela 39: Continuacao

‘ FATORES |

. INTERACAO/ .
PRESENCA OU NAO < ANALISE
< TIPO DE DIETA COMPARACAO
VARIAVEL DE COLESTASE ®) MULTIPLA (S.N.K.) DESC[I?ITIVA
(A) ©) (D)
Contetido de Médias
Gordura | (LA +LE)~(SA+SE)| (SA+LA) < (SE + LE) 0= 0,619 SA=11.600
Figado _ p=0508 P <0,001 n&o significativo | SE=27.400
(g/100g nédo significativo significativo LA=15.100
animal) LE=27,900
p = 0,009 Média
Peso Freso significativo
do Bago (g) |*A*LE) 0 é%/? *SE)| (SA+ '-A_)gégf LB La<LEp<00t4s. | sac16.600
(100g de peso signifiéativo ndo significativo | LA=SAP=019ns. [ sE_11'900
do animal) LE > SE p<0,001 s. LA=21.900
SA ~ SE p=0,18n.s. LE=32,300
Contetido de néoi'z 2:]9‘2‘; . Medias
A | ITI v
Aguado | (LA +LE)~(SA + SE)| (SA +LA) < (SE + LE) LA<LE 5<0.05 5 SA=88 581
Baco p=0,117 p= (_),01_6 > < ’ —o1
R LA>SAp<n.s. SE=91,500
(9/100g ndo significativo significativo LE > SE p<0,05 s. LA=72.230
animal) SA > SE p<n.s. LE=92,89
p =0,015 Médias
Intensidade | (LA +LE) > (SA + SE) | (SA + LA) = (SE + LE) LAS;'gLnE'f;)Z%t,'(\)’& « | sa=0.000
de Fibrose _p< 0,001 _ Pp=005 LA > SAp<0,001s. | SE=0,000
Hepatica significativo ndo significativo LE > SE p<0,001 s. LA=1.700
SA ~ SEp< 1,00n.s. LE=1,100
p < 0,01 Médias
Namero de |(LA +LE) > (SA + SE)| (SA + LA) > (SE + LE) LAS;'gL”E'fF')Z%t,'(‘)’& o | sa=0.000
Areas de < 0,005 p = 0,029 LA > SAp<0,001s. | SE=0,000
Necrose significativo significativo LE > SE p<0.003 s. LA=9.300
SA ~ SE p=1,00n.s. LE=2,200
Médias
Intensidade
de (LA+LE) e ég’f *SE)[ (SA+LA)~(SE+LE) p=0,126 SA=0,000
: = p<0, p=0,126 o T ’
Proliferacao L L P e ndo significativo SE=0,000
ficat ’
Ductal signifticativo nao S|gn|f|cat|vo LA=1,400
LE=1,100
Médias
Intensidade | (LA*LE)~(SA* | gp 4 1Ay~ (SE +LE) p =008
de Esteatose SE) p = 0,532 significativo SA=0,000
Hepética p= 0,552 nao significativo SE=0,1000
p ndo significativo LA=0,200
LE=0,000
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Tabela 39: Continuacao

‘ FATORES |

X INTERACAO/ ;
PRESENCA OU NAO ~ ANALISE
P TIPO DE DIETA COMPARACAO
VARIAVEL DE COI(_AI\E)STASE ®) MULTIPLA (S.N.K.) DES(ES)ITIVA
©)
Médias
Intensidade (LA+ LSEI)E)> (SA+ (SA + LA) < (SE + LE) p = 0,522 SA=0,400
Degengrggao p=0,112 i pr?i?i,((:)ggivo significativo SE=1,600
Hidrépica nao significativo 9 LA=0,100
LE=1,100
p=0,013 Médias
; (LA+LE)>(SA + y significativo
Imencf \dade SE) (SATLA)=(SE+LE) | |A<lEp<0001s. [ SA=0000
e p< 0,001 . P= e LA > SA p<0,001s. | SE=0,000
Inflamacéo significativo nao signiticativo LE > SE p<0,001s. | LA=0,900
SA ~ SE p=1,00n.s. LE=1,400
Médias
(LA+LE)>(SA+
Frequéncia SE) (SA+ LA<)S(()§1E *LE) b= 0745 SA=0,905
de Mitose p=0,013 P=20 n&o significativo SE=0,438
significativo
significativo LA=1,087
LE=0,671

A) Efeitos do procedimento, colestase ou n&o, independentemente da administracdo ou ndo da
vitamina E-TPGS; B) Efeitos da Vitamina E-TPGS, administragdo ou ndo do TPGS,
independentemente do procedimento:colestase ou ndo; C) Interagdo e comparagdo multipla
pelo S.N.K (Student Newman Keuls); D = Analise descritiva; s = significativo; n.s= nao
significativo; SA = operagéo simulada com administragdo de agua destilada; SE = operagao
simulada com administragao de vitamina E-TPGS; LA = ligadura do ducto biliar comum com
administragdo de agua destilada; LE = ligadura do ducto biliar comum com administracéo de
vitamina E-TPGS; min = minutos; Ul/L = Unidades Internacionais por Litro; g = grama.

Adriane Gasporino dos Santos



Discusséao 103

5.0. DISCUSSAO
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5.1. ALTERACOES NUTRICIONAIS

No nosso experimento, a colestase associou-se a
diminuicdo do ganho de peso, do peso fresco da carcaga, da ingestao

alimentar, do aproveitamento nutricional e do balango nitrogenado.

O prejuizo do estado nutricional durante a colestase esta
relacionado com diminuicdo do aproveitamento nutricional pela ma
absorcao, pela retengcdo de acidos biliares toxicos e pela liberacdo de
citocinas. Esse mecanismo pode ser explicado pela lesdo hepatocitica
como um todo que resulta na diminuicdo do transporte e armazenamento
de nutrientes (BAVDEKAR et al., 2002), além da diminuigdo da sintese
hepatica do fator de crescimento semelhante a insulina - IGF-I (Insulin like
growth factor-I IGF-I) (AN et al.,, 2001; KATZ et al.,, 1991) e assim
resisténcia ao horménio de crescimento (GH), resultando, desta forma,

em déficit de crescimento (QUIRK et al., 1994; UDEN et al., 2002).

O presente estudo mostrou que a administragcdo de
vitamina E-TPGS atenuou e corrigiu os seguintes efeitos da colestase:
diminuigao da racéo ingerida, do aproveitamento nutricional, do ganho de
peso, do peso fresco da carcaga, do conteudo de gordura da carcaga e do
balango nitrogenado. Nao encontramos na literatura o efeito da vitamina

E-TPGS sobre esses indicadores nutricionais.
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A correcao parcial dos efeitos da colestase estudados
pode ser devida a um possivel efeito hepatoprotetor (veja abaixo no item
5.4.5.) e/ou nos outros orgaos e tecidos. Desta forma a melhora do estado
nutricional, pode ser decorrente do aumento da ingestao protéico-caldrica,
da sintese protéica e da melhora da absorcéo de lipidios, com aumento
do depdsito de nitrogénio na carcacga resultando em balango nitrogenado

positivo.

Em animais controle a vitamina E-TPGS aumentou
significativamente o conteudo de nitrogénio e o de gordura da carcaga.
Esses resultados levantam a hipétese de que a suplementagdo de
vitamina E-TPGS possa ter efeito positivo na nutricdo de criangas em

crescimento.

5.2. METABOLISMO LIPIDICO

A ligadura e ressecgao do ducto biliar pode ser usada
como modelo de alteragdes do metabolismo lipidico que ocorre na atresia
biliar (DE VRIESE et al., 2001). Em nosso trabalho, a colestase aumentou
os niveis séricos de triacilglicerdis, colesterol total, LDL-colesterol e VLDL-
colesterol. Resultados semelhantes foram encontrados por Battochio e
colaboradores (2005), que estudando ratos submetidos a ligadura e
resseccado do ducto biliar comum, observaram aumento significativo dos

niveis séricos de colesterol total e de triacilglicerdis durante a colestase.
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Essas alteragbes podem ser devida a sintese hepatica aumentada, a

diminuicdo na secrecéo biliar e alteragdes das lipoproteinas (LDL, VLD).

A vitamina E-TPGS acentuou o aumento dos niveis de
triacilgliceréis e VLDL-colesterol no grupo com colestase. Estes
resultados podem ser explicados pela agcdo hepatoprotetora da vitamina
E-TPGS, evitando a queda na concentracio sérica de colesterol causada
pela diminuicdo da sua sintese, 0 que ocorre em estagios avangados da
doenca hepatica crbénica, e por acdo estimuladora da sintese de

triacilglicerdis na colestase.

Em animais ndo colestaticos a vitamina E-TPGS diminuiu
significativamente os niveis séricos de colesterol total, VLDL-colesterol e
triacilglicerdis. Varios autores vém demonstrando efeitos benéficos da
vitamina E sobre o metabolismo lipidico, através do controle da
hipercolesterolemia em animais (MINHAJUDDIN et al., 2005). Stampfer e
colaboradores (1993), observaram que o consumo de 200Ul de vitamina
E foi associado a redugao de 40% no risco de coronariopatias e que o
consumo de 100Ul diarias reduziu a progressao da doenga coronariana ja
existente, estudo prospectivos, realizado com 120.000 pessoas. Lucas e
colaboradores (2006), observaram que suplementacdo via oral de
vitamina E, na dosagem de 75 Ul/Kg, diminui os niveis totais de lipidios
hepaticos, em ratas ovariohisterectomizadas que apresentavam
dislipidemia. Esses resultados foram atribuidos a agao antioxidante da

vitamina E, que protege a LDL (O'KEEFE, et al., 1996).

A diminuicdo dos niveis séricos de colesterol total,

colesterol-VLDL e triacilglicerdis, nos controles apés a suplementagao
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com vitamina E-TPGS, pode sugerir aplicagdo na profilaxia da

hipercolesterolemia e da hipertrigliceridemia no adulto.

5.3. FUNCAO HEPATICA

5.3.1. TEMPO DE SONO APOS PENTOBARBITAL

O teste do tempo de sono apds pentobarbital tem sido
utiizado para avaliar a eficiéncia funcional das células hepaticas em
muitos modelos experimentais (VAN PYVELCE, 1989, GILIANI &
JANBAZ, 1995, BASTIEN et al.,2000, MONTALO, 2001), incluindo o
modelo de colestase cronica por obstrucdo e resseccdo do ducto biliar

comum em ratos jovens (PASSONI, 2004, BATTOCHIO, 2005).

Em nosso estudo a colestase associou-se a aumento
significativo do tempo de sono apds pentobarbital. Esse aumento é
resultado da diminuicdo na atividade de desintoxicacdo hepatica pelo
citocromo P450 in vivo (GHEZZI et al., 1986; CHEN et al., 1995, CHEN et
al.,, 1998; MORGAN et al., 2002), em particular, pela diminuicdo da
isoenzima 3A4, em humanos e 3A2, em ratos. Ambas envolvidas no
metabolismo hepatico do pentobarbital (NELSON, 1999). Essa diminuigéao
€ consequente a retencdo de substancias téxicas secretadas na bile,
especialmente os acidos biliares, detergentes (acido desoxicolico) e
acidos biliares hidrofébicos colestaticos (acidos biliares monohidroxilados

como o acido litocdlico e 3B hidroxi 5A colendico (PAOLINI et al., 1999;
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AGUERO et al., 2001) e a liberagao hepatica de citocinas (mediadores
soluveis produzidos pelas células de Kipffer) durante o desenvolvimento

da doenca (NICHOLSON & RENTON, 2002)).

A vitamina E-TPGS diminuiu o tempo de sono durante a
colestase. Sugerimos que a vitamina E-TPGS mantém a fungdo do

citocromo P450 por protecédo do hepatdcito.

Em animais controle sem colestase a vitamina E-TPGS
também diminuiu o tempo se sono. Nossos resultados sugerem que a
vitamina E-TPGS estimula a producéo do citocromo P450. Na literatura a
vitamina E-TPGS esta descrita como intensificador de absorgao de muitos
componentes e relaciona-se ao aumento da biodisponibilidade de drogas

(ARGAO et al., 1992, YOUK et al., 2005, RAJEBAHADUR, 2006).

5.3.2. CONCENTRACAO SERICA DE ALBUMINA

A colestase associou-se a diminuigdo significativa dos
niveis séricos de albumina. Gouma e colaboradores (1986) observaram,
em animais com colestase obstrutiva experimental por ligadura e
resseccao do ducto biliar comum (LRDB), diminuicdo significativa dos
niveis de albumina e relacionaram-na com dano ou destruicdo. Trés
processos estdo dinamicamente relacionados ao nivel plasmatico de
albumina: sintese, distribuicdo e degradagdo (DICHI et al., 1991). A

doenca hepatica crénica pode ser a causa do desequilibrio desses
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processos, principalmente por afetar a sintese e a distribuicdo dessa

proteina (CHIU et al., 2000).

HORIE e colaboradores (1998) relacionaram a
hipoalbuminemia a auséncia de aumento compensatério na sintese de
albumina, a lesdo hepatica, a diluicdo por aumento do volume plasmatico
e a desnutricdo decorrente da ma absorcao e da lesdo hepatica (HORIE

et al., 1998).

A vitamina E-TPGS elevou os niveis séricos de albumina
durante colestase. Esse efeito pode ser decorrente de seu efeito
hepatoprotetor, diminuindo o dano hepatico e promovendo sintese e

distribuicao de albumina.

Em animais controle sem colestase a vitamina E-TPGS
elevou os niveis séricos de albumina. Na auséncia de colestase talvez a
vitamina E interfira em um ou mais dos processos controladores do nivel

de albumina sérico: sintese, distribuicdo e degradacao.
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5.4. LESAO HEPATICA

5.4.1. ATIVIDADES SERICAS DE ALT E AST

A colestase elevou significativamente os niveis séricos de
ALT e AST. Resultados similares foram observados na literatura em
outros estudos experimentais: colestase por LRDB em ratos adultos
(PARK et al., 2000, DEMIRBILEK et al., 2006a), colestase induzida por
endotoxinas (LECHNER & VELASQUEZ, 1998), colestase associada a
nutricdo parenteral total em ratos adultos (LASCALA et al., 1993, ZAHAVI,
et al., 2000) e colestase por a-naftil isotilcianato —ANIT (NEGHAB &

STACELY, 1996, KONGO et al., 1999) .

Em humanos a colestase € acompanhada de elevagéao
significativa de ALT e AST, sendo marcadores de velocidade da les&o
hepatocelular (LECHNER & VELASQUEZ, 1998, SHERLOCK &
DOOLEU, 2002). O aumento da atividade das aminotransferases resulta
de alteragbes na permeabilidade da membrana celular e dano ou
destruicdo dos tecido hepatécitos (PRATT & KAPLAN, 1998) e esta
relacionado com a velocidade em que esta ocorrendo a necrose
hepatocitica num determinado momento (DAVERN & SCHARSCHMIDT,

2002).

A vitamina E-TPGS diminuiu significativamente os niveis

de ALT na colestase. Esse resultado pode ser decorrente do efeito
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hepatoprotetor da vitamina E-TPGS, com diminuicdo da velocidade de

necrose dos hepatocitos.

Em animais controle sem colestase a vitamina E-TPGS
diminuiu os niveis de ALT. Esse resultado pode ser decorrente da

diminuicao da fragilidade da membrana plasmatica.

5.4.2. CONCENTRACAO SERICA DE GLOBULINAS

A colestase aumentou os niveis séricos de globulinas.
Esse aumento, principalmente das imunoglobulinas, esta relacionado a
hipertensdo portal, que compromete a integridade da mucosa
gastrointestinal, por shunts porto-sistémicos, diretamente para circulagao
sistémica, desta passam ao sistema imunoldgico, estimulando a produgao
de imunoglobulina (DEITH at al.,, 1990, WELSH et al., 1998). Este
mecanismo foi mostrado pelo trabalho de Keraan & Meyers (1974), que
estudando ratos com shunt-portocava, observaram aumento das

globulinas séricas, especialmente das imunoglobulinas.

A vitamina E-TPGS diminuiu os niveis séricos de globulina
durante a colestase. Esse efeito pode ser decorrente de seu efeito

hepatoprotetor, diminuindo a fibrose e a resisténcia da circulagao portal.

No grupo controle a vitamina E-TPGS diminuiu os niveis
séricos de globulinas. Esse efeito sugere que a suplementagdo com a
mesma possa estimular a produgdo de imunoglobulinas e/ou das

lipoproteinas.
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5.4.3. CONCENTRACOES SERICAS DE VITAMINA AEE

A colestase diminuiu significativamente os niveis de
vitamina E sérica. Este resultado esta relacionado com o prejuizo na
absorcao, decorrente da auséncia de acidos biliares na luz intestinal, no
aproveitamento e na exportagdo de vitamina E para os outros tecidos
(DIMITROV et al.,, 1996), decorrentes da retencdo de acidos biliares
téxicos e liberacdo de mediadores soluveis e espécies reativas de

oxigénio (COOP et al., 1999, SCHIMPL et al., 2000).

A vitamina E-TPGS aumentou os niveis séricos de
vitamina E na presenga de colestase. Nossos achados estdo de acordo
com os trabalhos de Sokol e colaboradores (1994) e Socha e
colaboradores (1997), que observaram normalizagdo dos niveis séricos
de vitamina E apds a suplementagéo de vitamina E-TPGS na dosagem de
20 a 25Ul/Kg por dia. A corregdo dos baixos niveis de vitamina E pode
nao depender apenas da sua suplementacdo, mas também de sua agao

na protecao hepatica (SOKOL, et al., 1994, SOCHA, et al., 1997) .

A efetividade da suplementacao de vitamina E-TPGS foi
confirmada pelo aumento dos niveis séricos de vitamina E no grupo

controle sem colestase.

A colestase diminuiu os niveis séricos de vitamina A. Esse
resultado pode ser atribuido ao comprometimento hepatico, a diminuigao

da ingestédo alimentar e ao prejuizo no transporte sérico pela RBP, além
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da ma absorgao intestinal. O prejuizo na sintese hepatica da proteina
transportadora do retinol — RBP (retinol binding protein) é devido a lesao
do hepatdcito, e a diminuicdo na capacidade de armazenamento de
vitamina A é devida a ativagdo das células estreladas o que diminui as
goticulas de gordura que armazenam a vitamina A (MOBARHAN et al.,

1981, KINNMAN et al., 2002, JAESCHKE et al., 2002).

A vitamina E-TPGS aumentou os niveis séricos de
vitamina A durante a colestase. Este resultado pode ser explicado pelo
papel hepatoprotetor da vitamina E, diminuindo, desta forma, a produgao
de espécies reativas de oxigénio e a lesdo hepatocelular com

consequente aumento de retinol sanguineo.

Em animais controles sem colestase a vitamina E-TPGS
aumentou os niveis séricos de vitamina A. Esse resultado pode ser
explicado pela agédo antioxidante da vitamina E, que evita a oxidagédo da

vitamina A na luz intestinal (CANTAROW & SCHEPARTZ, 1957).

5.4.4. PESO E COMPOSICAO DO FIGADO E DO BACO

A colestase aumentou o peso fresco do figado e do bago.
O aumento do peso do figado reflete a deposi¢ao de tecido conjuntivo, a
formagdo de células degenerativas e proliferacdo ductal (WASSER &
TAN, 1999). Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos de

ALLER e colaboradores (1993) e Battochio e colaboradores (2005), que
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estudaram ratos submetidos a LRDB, e também abservaram aumento do
figado desses animais. O aumento do peso fresco do bago pode ser

explicado pela congestdo do mesmo secundaria a hipertenséo portal.

A colestase aumentou o conteudo de agua do figado.
Segundo Nagano e colaboradores (1994) e Takahashi (1996) a colestase
experimental em ratos causa disfuncdo dos mitocondrios com diminuicao
da capacidade fosforilativa, com diminuicdo da producdo de ATP. Além
disso ha prejuizo na fungédo da ATPase dependente de NA" e de K* das
membranas baso-laterais dos hepatdcitos e aumento no conteudo de
agua do hepatocito, causando edema intracelular. Outra possivel
explicagéo é pela presenca de lesdo hepatica que prejudica o catabolismo
de aldosterona, levando ao aumento da reabsorcdo tubular de Na* e
assim edema tissular (ABRAHAM & SCHRIER, 1994, PENA, 1995). A
hipoalbuminemia observada, nos animais com colestase, também pode

contribuir para a formacéo do edema na colestase.

A vitamina E-TPGS acentuou o aumento do peso fresco,
do conteudo de agua e do conteudo de gordura do figado, e do peso

fresco do bago. Ndo encontramos na literatura referéncias a esses efeitos.

Em animais controles sem colestase a vitamina E-TPGS

aumentou o conteudo de agua do figado.
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5.4.5. LESAO HISTOPATOLOGICA

A colestase associou-se a fibrose portal, a proliferacdo
ductal, a necrose, a inflamagé&o e ao aumento da frequéncia de mitose.
Esses achados tém sido confirmados por trabalhos que estudaram
modelo de cirrose biliar secundaria a ligadura do ducto biliar comum em
ratos jovens (PINZANI & MILANI, 1998, WASSER &TAN, 1999, SANTOS,

2005, BATTOCHIO, 2005).

O estresse oxidativo, em particular a peroxidagao lipidica,
pode induzir a sintese de colageno na colestase experimental (MURIEL &
MORENO, 2004) e, dessa forma, produzir fibrose hepatica. A diminuigéo
de vitamina A estimula a ativagcado das células de Ito em miofibroblastos,
que intensifica a deposicdo de fibrose (FRIEDMAN, 2000; CHEN &

ZHANG, 2003).

A proliferagao de ductos pode ser explicada pelo estresse
oxidativo, na colestase, que ativa o Fator Nuclear Kappa B (NF-KappaB)
(BYUN et al., 2002). O NF-KappaB estimula a transcricdo dos genes do
TNF-a, que por sua vez estimula a proliferagao ductal (LIU, 2005). A
ativacdo do NF-KappaB, também, foi associada ao aumento do processo
inflamatoério durante a colestase obstrutiva crénica por ligadura e

ressecgao do duto biliar comum (DEMIRBILEK et al., 2006b).

O aumento do numero de mitoses na colestase esta

relacionado com regeneragao hepatocitica, decorrente do aumento da
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intensidade de necrose. Aggerbeck e colaboradores (1983), observaram

aumento do numero de mitoses em ratos colestaticos apos LRDB.

A vitamina E-TPGS diminuiu significativamente a
intensidade de fibrose portal, o0 numero de areas de necrose e a
intensidade de mitose, na presenga de colestase. Esses resultados
podem ser decorrentes da acado hepatoprotetora da vitamina E-TPGS, que
diminui a produgao de substancias reativas de oxigénio com consequente
diminuigcdo do estresse oxidativo. A diminuicdo da frequéncia de mitose
relacionou-se com a diminuicdo da intensidade de necrose e da
regeneragao hepatica. Na literatura ndo foram encontrados relatos sobre
o efeito da vitamina E-TPGS sobre as lesdes hepaticas encontradas na

histologia hepatica.

A vitamina E-TPGS, na colestase, nao interferiu
significativamente na intensidade de esteatose hepatica e acentuou a
inflamacé&o presente na colestase. Talvez exista, nesta situagcédo, um efeito

pro-inflamatério da vitamina E.

A vitamina E-TPGS intensificou a degeneragéo hidrépica
tanto na presenca quando na auséncia de colestase. A explicacdo do
efeito da vitamina E-TPGS necessita ser confirmado e exigira novas

pesquisas.
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6.0. CONCLUSOES

Adriane Gasparino dos Santos



Conclusaes 118

A A administracédo de vitamina E-TPGS:

o Influiu sobre as alteracbes nutricionais decorrentes da
colestase crbnica obstrutiva da seguinte maneira: atenuando
a diminuicdo da ingestdo alimentar, corrigindo a diminuigéo
do aproveitamento nutricional, do peso fresco da carcacga, do
conteudo de nitrogénio e de gordura da carcaga e do ganho

de peso; e atenuando a diminuigdo do balango nitrogenado.

o influiu sobre o metabolismo lipidico, aumentando os niveis

séricos de triacilglicerdis e de VLDL-colesterol.

o influiu sobre as lesdes e disfungdes hepaticas decorrentes
da colestase crbénica obstrutiva da seguinte maneira:
encurtando o aumento do tempo de sono, atenuando a
diminuigdo da sintese de albumina e dos niveis séricos de
vitamina A, atenuando o aumento dos niveis séricos de
globulina e da atividade da alanina aminotransferase (ALT),
diminuindo o aumento da regeneracdo hepatica (medida
pelo numero de mitoses), e diminuindo a intensidade da

fibrose e da necrose (nUmero de areas de necrose).
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A A administragdo de vitamina E-TPGS na auséncia de colestase
influiu:
0 no estado nutricional, com aumento da ingestao alimentar e

do conteudo de nitrogénio e de gordura da carcaga.

0 no metabolismo lipidico com diminuicdo das concentracdes

séricas de triacilglicerdis, colesterol total e VLDL-colesterol.

0 sobre o tempo de sono apds pentobarbital, encurtando-o.

0 sobre os niveis séricos de albumina, de vitamina A e E,
elevando-os e sobre os niveis séricos de globulinas,

diminuindo-os e provocando degeneragao hidropica.

A Portanto, a suplementacdo de vitamina E-TPGS pode ser uma
medida efetiva no tratamento da colestase do recém-nascido e do

lactente jovem.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

AL

vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPLUS DE BOTUCATU
unesp FACULDADE DE MEDICINA
Comissdo de Etica na Experimentagio Animal
iu 8] i'.i:‘_.{".‘:'Ll SP - RUBRAC JUNIGR - CEP TBETE-EVD - PARS {Jla) B20-G1 4% - i'P.‘-l__l’_il'-I:- Ll B

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS qus o Protocolo'n® 147 sobre o projeto de pesquisa
intitulado “Efeito hepatoprotetor da vitamina E-TPGS em ratos jovens com
colestase obstrutiva”, sob a responsabilidade de Adriane Gasparino dos
Santes, com a colaboracdo dos Professores Claudio Antonio Rabello Coelho,
Kunie labuki Rabello Coelho e Carlos Antonio Caramori, esta de acorde com
os Principios Eticos na Experimentacido Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) . com a ressalva de gue 0s
ratos sdo provenientes de Biotério convencional, sem condigbes de emitir
atestado de Sanidade.

Projeto de pesquisa aprovado em 25 de setembro de 2.000

Botucatu, em 25 de setembro de 2.000

[yl 2y
Prof. Dr. Antero Frederico M. Miranda Alberto Santos Capelluppi

Presidente Secretario |'

Adriane Gasparino dos Santos



Anexos 148

u n eS p A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
DIVISAO TECNICA ACADEMICA CAMPUS DE BOTUCATU
FACULDADE DE MEDICINA

Secio de Pée- Graduacio

BOTUCATU, SP - RUBIAO JUNIOR - CEP 18.618-970 - PABX (0xx14) 3811-6022

JUSTIFICATIVA DE ALTERAC}AO NO TITULO DO PROJETO DE
PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa “Efeito Hepatoprotetor da
Vitamina E-TPGS em Ratos Jovens com Colestase Obstrutiva,
aprovado pelo CEP em 25/09/2000, teve seu titulo alterado para “Efeito
da Vitamina E-TTPGS Hidromiscivel Sobre as Alteragdes Nutricionais
e a Lesd@o Hepatica na Colestase Crbnica- Estudo Experimental em
Ratos Jovens ”, sem nenhuma alteracdo no seu conteudo metodologico
da época de apresentacao para analise do CEP.

A presente alteragao foi efetuada somente para adequacéo do titulo da

Tese de Doutorado.

Botucatu, 22/01/2007

Adriane Gasparino dos Santos

Doutor Claudio A. R. Coelho

Programa de Pés Graduacao em Pediatria.
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